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Micellar and microemulsion systems in enzymatic catalysis
Summary

Micellar and microemulsion systems in aqueous and nonaqueous phases
may be used as media for biocatalytic processes, both using enzymes and whole
cells. In the paper, the interactions between surfactants and enzymes, basic
rules of micellar and microemulsion enzymatic catalysis and some interesting
results obtained in aqueous and nonaqueous systems are presented.

Key words:
biocatalysis, surfactants, micelles, microemulsions.

1. Wstep

Surfaktanty to substancje powierzchniowo czynne, o amfifi-
lowej strukturze czasteczki, ktére gromadzg sie preferencyjnie
na wszelkich granicach miedzyfazowych, obnizajac napiecia mie-
dzyfazowe. Naturalne surfaktanty wystepujg powszechnie w przy-
rodzie (lipidy, biatka) i determinujg powstawanie i wtasciwosci
bton biologicznych. Surfaktanty syntetyczne znajduja szerokie
zastosowanie jako srodki piorgce, zwilzajgce, dyspergujace, pie-
nigce, emulgujace, flotacyjne, ekstrakcyjne, itp.

Oprocz klasycznych, powszechnie znanych rodzajéw pros-
tych surfaktantow syntetyzuje sie bardzo wiele nowych substan-
cji powierzchniowo czynnych. Zapotrzebowanie na tatwo biode-
gradowalne zwigzki powierzchniowo czynne, odnawialne, lub
pochodzace ze zrodet odnawialnych, spowodowato wzrost zain-
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dimer trimer dicefalic

Rys. 1. Siirfaktanty oligomeryczne: X: -N+(CH3)2, -P0O3, -CHO(CH3)3S03, -NHCOCHNHCH(NH2)2,
X' -N+(CHa)2, X -(CH2)3aNH-glukoza, -(CH2)sNH-laktobioza, Y: -(CH2)n-, -(CH2)nO(CH2)n-, -(CH2)nS(CH2)n-, -O-,
-0-CH =CH-0-, R: tancuch alkilowy.

teresowania wytwarzaniem surfaktantéw z naturalnych surowcéw, takich jak kwasy
ttuszczowe, cukry i sterydy (1-3). Poszukiwanie nowych samoorganizujacych sie
struktur doprowadzito do syntezy surfaktantow dimerycznych (gemini, bolaform,
dicephalic) i trimerycznych (4,5) (rys. 1). Synteza surfaktantdw o nowych funkcjach
obejmuje wprowadzanie do ich czasteczek peptydéw, grup redoksowych, fullere-
noéw oraz grup zdolnych do polimeryzacji (6-9). Od niedawna syntetyzuje sie takze
jednoczasteczkowe pseudomicele (10-12) (rys. 2).

Powyzej okresSlonego stezenia surfaktantu oddziatywania w obszarze ,gtow”
surfaktantu prowadzg do minimum potencjatu chemicznego dla Scisle zdefmiowa-
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Rys. 2. Pseudomicela monomolekuiarna, z publikacji (10), za zgoda Wyd. Elsevier.
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nej wartosci powierzchni czesci polarnej przypadajgcej na jedng czgsteczke sub-
stancji powierzchniowo czynnej. Wéwczas zachodzi spontaniczny proces agregacji
(micelizacji lub powstawania dwuwarstw). Powstajgce struktury sg w pierwszym rze-
dzie zdefiniowane przez geometrie czasteczki, tzn. stosunek powierzchni przekro-
ju ,gtowy” do powierzchni przekroju czesci hydrofobowej surfaktantu (tab.), oraz
przez czynniki zewnetrzne takie jak temperatura, obecnos¢ elektrolitu, dodatek ko-
surfaktantu, ktérymi mozna modyfikowac rodzaj powstajgcej struktury i obszar jej
wystepowania na diagramie fazowym (rys. 3, 4).

Tabela
Wplyw geometrii czasteczki surfaktantu na powstawanie réznych struktur
Vi(a0 i) Struktura
< 13 micele sferyczne
1/3, 112 micele niesferyczne
12, 1 pecherzyki lub dwuwarstwy
>1 micele odwrécone
V - objeto$¢; a0 - powierzchnia gtowy; | - dhlugos$¢ czesci hydrofobowej czasteczki surfaktantu.

Micele i mikroemulsje to termodynamicznie trwate, izotropowe, dynamiczne
(state dysocjacji monomerdéw rzedu 10* M ’s ’) nanometrowe agregaty stabilizowa-
ne warstwg surfaktantu, o wysokiej powierzchni wtasciwej (rzedu 100 m® cnr?). Mi-
cele i mikroemulsje réznig sie przede wszystkim promieniem agregatéw (do 20 nm
w przypadku micel, i 20-200 nm w przypadku mikroemulsji). Micele wtasciwe two-
rza czasteczki surfaktantu zwrécone ,gtowa” w strone otaczajgcej agregaty wody,
micele odwrdcone tworzag czgsteczki agregatu zwrécone ,gtowg” do wnetrza agre-
gatdw, a czescig hydrofobowa w strone fazy olejowej. Wnetrze micel i mikroemuls;ji
typu o/w ma charakter hydrofobowy, zblizony polarnoscig do weglowodoréw, nato-
miast wnetrze micel odwréconych i mikroemulsji typu w/o wykazuje charakter po-
larny, zblizony do metanolu. Wiasciwosci wody zawartej we wnetrzu micel odwroé-
conych zmieniajg sie w sposéb ciagly wraz z wielkoscig agregatéw, od wody zwigza-
nej z membrang, o wlasciwosciach analogicznych do wody zwigzanej z membranami
biologicznymi do wody o wtasciwosciach wody objetosciowej, w odlegtosci wiek-
szej niz 10 nm od powierzchni miedzyfazowej. Stanowi to podstawe dla modelowa-
nia wplywu membrany biologicznej na strukture i aktywno$¢ enzyméw (13). W ob-
szarze niskich stezen surfaktantu micele przyjmuja ksztalt nieregularny, ale bliski
kuli, w zakresach wyzszych stezen lub w obecnosci elektrolitdw ksztalt agregatow
wydtuza sie, zmieniajac sie od elipsy do preta. Sklad roztworu, temperatura i cisnie-
nie determinujg powstawanie szeregu innych struktur (14), jednak w tych uktadach
surfaktantowych rzadko prowadzi sie procesy biokatalityczne.

BIOTECHNOLOGIA 4 (63) 47-61 2003 49



Janina Rodakiewicz-Nowak

Rys. 3. Micela siarczanu dodecylowosodowego (SDS), rys. A. McKerella, wg obliczern opublikowa-
nych w: J. Phys. Chem., (1995), 99, 1846, za zgodg autora; zielona - czes$¢ hydrofobowa; z6tta - czesé
polarna; czerwone - atomy sodu.

kosurfaktant o

Rys. 4. Typowy uproszczony diagram fazowy, ilustrujgcy wspoétistnienie roztworu micelarnego i mi-
kroemulsji wody w oleju.
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Zastosowanie ukladéw micelarnych i mikroemulsyjnych w biokatalizie stuzy dys-
pergowaniu substratu i umozliwia konwersje substratu trudno rozpuszczanego w wo-
dzie. Obecnos¢ fazy granicznej i czasteczek surfaktantu powoduje aktywacje nie-
ktérych enzymow (przede wszystkim enzyméw membranowych), natomiast reduk-
cja aktywnosci chemicznej wody lub ograniczenie stezenia wody powodujg przesu-
niecie rownowagi chemicznej reakcji enzymatycznych, stabilizacje substratéw lub
produktéw nietrwatych w srodowisku wodnym lub zmiane selektywnosci reakcji en-
zymatycznej.

2. Oddziatywanie enzyméw z surfaktantami

Surfaktanty moga wplywac na stabilno$¢ czasteczek enzymoéw i modyfikowac ich
aktywnos$¢ katalityczna.

W obszarze dostatecznie niskich stezerh monomerycznego surfaktantu entropia
mieszania surfaktantu przewaza nad sitami przyciggania pomiedzy czasteczkami
surfaktantu i biatka i surfaktant nie wigze sie z biatkiem. Powyzej pewnego stezenia
monomerow, niezaleznego od stezenia biatka surfaktant silnie wigze sie z biatkiem.
W obszarze tym surfaktant moze stabilizowac¢ strukture biatka, chronigc je przed
denaturacjg termiczng lub chemiczna, lub nawet umozliwiajac pofatdowanie czes-
ciowo zdenaturowanego biatka (15,16). Po wysyceniu miejsc silnego wigzania sur-
faktant wigze sie z licznymi miejscami stabszego wigzania (17,18). Uwaza sie, ze jest
to wigzanie hydrofobowe. Wigzanie zachodzi w spos6b kooperatywny, gdyz czas-
teczki surfaktantu tworza klastery podobne do micel na powierzchni biatka.

Efekty te mozna zilustrowac na przyktadzie oddziatywan siarczanu dodecylowo-
sodowego (SDS) z albuming bydleca (BSA) (rys. 5) (19). Monomery SDS (ponizej
0,7 mM SDS) wigza sie silnie z BSA, bez jej denaturacji lub agregacji, a wigzanie sur-

Rys. 5. Zalezno$¢ zmiany entalpii molowej surfaktantu od sktadu roztworu (50 mM SDS + 0,5% w
BSA) z publikacji D. Kelley i D.J. McClements (19), za zgoda Wyd. Elesevier.
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faktantu zwieksza stabilnos¢ termiczng biatka. Wystepujg dwie rézne klasy miejsc
wigzania w zakresie niskich stezen SDS: 3 miejsca silnego wigzania (elektrostatycz-
ne i hydrofobowe) oraz 6 miejsc stabego wigzania (hydrofobowego). Stabilizacja ter-
miczna BSA w bardzo niskich stezeniach surfaktantu wynika z faktu, ze surfaktanty
anionowe wigza sie silniej z biatkiem natywnym niz zdenaturowanym (na powierzch-
ni biatka jest blisko potozona grupa kationowa i domena hydrofobowa). W nieco
wyzszych stezeniach SDS, ale ponizej 2 mM surfaktant wigze sie kooperatywnie
wywotujac denaturacje biatka. Nastepuje redukcja stabilnosci termicznej, gdyz stan
natywny wigze mniej surfaktantu niz stan zdenaturowany. W zakresie od 2 do 5 mM
SDS albumina jest juz silnie rozfaldowana. Powyzej 5 mM SDS bialko jest catkowicie
zdenaturowane i wigze 47 czasteczek SDS na jedng molekute. W stanie nasycenia
biatko owija sie wokot trzech do czterech micel surfaktantu.

Krysztaly fosfolipazy A otrzymywane w obecnosci niejonowego surfaktantu CgE4
sg otoczone pierscieniem czasteczek surfaktantu, ktory taczy sie w tréjwymiarowej
sieci calego krysztatu (20).

Surfaktanty aktywuja enzymy takie jak: lipazy i latentna postac tyrozynazy grzy-
bowej (dzieki otwarciu dostepu do centrum aktywnego enzymu) (21,22), fosolipaza
C (uwalnianie diacyloglicerolu z centrum aktywnego) (23,24), a-amylaza (zwieksze-
nie powierzchni substratu dostepnej dla enzymu) (25) i dehydrogenaza alkoholowa
z watroby szczura (zmiany konformacyjne enzymu) (26). W przeprowadzonych ba-
daniach wykazano, ze obecnos¢ surfaktantu pozwala na odpowiednie wzajemne
usytuowanie lipazy i kolipazy (27). Symulacje komputerowe oddziatywan kwasow
tluszczowych i amin z lipazg R. miehei pokazujg, ze obecnos$¢ tych surfaktantow
zmienia fluktuacje czgsteczki biatka takze w czesciach czgsteczki odlegtych od agre-
gatu surfaktantowego (28).

Obecnos¢ surfaktantu lub granicy miedzyfazowej jest niezbedna dla krystalizaciji
i rekonstytucji biatek membranowych (29). Generalnie jednak surfaktanty w roztwo-
rze wodnym, zwlaszcza w wyzszych stezeniach dezaktywujg lub denaturujg enzy-
my, w stopniu zaleznym od struktury czgsteczki surfaktantu i czgsteczki biatka
i trudnym do przewidzenia a priori. Helistoe (30) badat wplyw szeregu surfaktantéw
(Tween 20 (polioksyetylenowy laurynian sorbitolu). Tween 80 (polioksyetylenowy
oleinian sorbitolu), Triton X-100 (polioksyetylenowy eter p-t-oktylofenylowy), de-
oksycholan sodu, CTAB (bromek heksadecylotr6jmetyloamoniowy) i alkilobenzeno-
SLilfonian sodu) na aktywnos¢ lipaz z r6znych mikroorganizméw (C. viscosum, C. cy-
lindracea, P. fluorescens. Bacillus sp., A. corneus, Penicillium sp.). Stwierdzit on, ze ze
wzgledu na zmiany aktywnosci katalitycznej w obecnosci badanych surfaktantéw li-
pazy eukariotyczne i prokariotyczne mozna potraktowac jako dwie odmienne klasy,
przy czym maksimum aktywnosci lipaz eukariotycznych wystepuje na og6t w sto-
sunkowo waskim zakresie nizszych stezeh stosowanych surfaktantow.

Wplyw monomerow surfaktantéw na strukture i aktywnosé enzymatyczna w ukta-
dach niepotarnych jest znacznie mniejszy niz w roztworach wodnych. Rozpuszczal-
nos¢ kompleksow biatkowo-lipidowych w rozpuszczalnikach organicznych wykorzy-
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stuje sie od dawna w rekonstytucji enzymoéw membranowych. Obecnie wykorzystu-
je sie tez surfaktanty rozpuszczalne w Srodowisku niepolarnym takie, Jak np. AOT
(dwLiizooktylosulfobursztynian sodu) do hydrofobizowania powierzchni enzymow
hydrofilowych, co umozliwia ich dyspersje w rozpuszczalnikach niepolarnych
(31,32).

Surfaktanty znajdujgce sie w warstwie miedzyfazowej odwréconych micel i mi-
kroemulsji w/o tworzg warstwe chronigca czgsteczki enzymu przed negatywnym
wplywem rozpuszczalnika organicznego. Wywierajg one zdecydowany wpltyw na
strukture i aktywnos¢ jedynie w przypadku enzymow membranowych i enzymow
o tadunku przeciwnym do jondw surfaktantu, przycigganych sitami elektrostatycz-
nymi (33,34). Na strukture pozostatych enzymoéw wywierajg one maty wptyw (35),
cho¢ wzrost stezenia surfaktantu moze redukowac¢ obserwowang aktywnos¢ enzy-
matyczna.

3. Biokataliza w wodnych roztworach surfaktantow

Kataliza micelarna reakcji nieenzymatycznych w wodnych roztworach surfaktan-
tow pozwala na zmiane szybkosci i drogi wszelkich reakcji chemicznych, dzieki
skoncentrowaniu reagentéw w matej objetosci micel lub przy ich powierzchni, dzie-
ki stabilizacji substratéw, produktow przejsciowych reakcji lub jej produktéw, dzie-
ki odpowiedniemu zorientowaniu substratdw wzgledem siebie, lub dzieki zmianie
wiasciwosci fizykochemicznych reagentéw, lub tez dzieki korzystnym wspétczynni-
kom podziatu substratéw i produktow reakcji (36). Przy$pieszenia osiggane w ukta-
dach micelarnych moga siega¢ efektdéw katalitycznych reakcji enzymatycznych, dla-
tego czesto uwaza sie uktady micelarne za uktady biomimetyczne (37).

Natomiast efekty katalityczne Srodowiska micelarnego, obserwowane w przy-
padku reakcji enzymatycznych sa na ogét niewielkie. Znaczng aktywacje uzyskuje
sie jedynie dla wzmiankowanych enzyméw takich, jak lipazy, czy fosfolipazy, ktére
wymagaja obecnosci uktadu micelarnego lub lipidowego (dwuwarstwy lub lipozo-
my) dla aktywowania enzymu, najczesciej przez otwarcie dostepu do centrum ak-
tywnego enzymu (21,22). Inne enzymy, takie jak a-chymotrypsyna, wykazujg pewng
superaktywnos¢ w Srodowisku micelarnym (38,39).

W opisie aktywnosci katalitycznej a-chymotrypsyny zastosowano model pseudo-
fazowy, zgodnie z ktérym substrat reakcji lokuje sie w trzech pseudofazach (woda
objetosciowa, woda zwigzana z czasteczkami surfaktantu oraz wnetrze miceli (czas-
teczki surfaktantu), zgodnie z odpowiednimi wspoétczynnikami podziatu, a enzym
lokuje sie albo w fazie wodnej albo w wodzie zwigzanej z czasteczkami surfaktantu
(40). Przyjecie dla kazdej z faz odpowiedniego réwnania kinetycznego (w tym przy-
padku réwnania Michaelisa-Menten) i uwzglednienie réwnowag podziatu i bilansu
masy pozwala na otrzymanie skorygowanych wartosci szybkosci reakcji hydrolizy
substratow (rys. 6a). Aktywnos¢ izoenzymow chymotrypsyny z trzustki bydlecej
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a) Reakcja enzymatyczna zachodzi z podziatem enzymu i substratu pomiedzy
wszystkie mikrofazy uktadu

V=2V
b) Reakcja dwuetapowa (reakcja zaadsorbcl)wanej czasteczki substratu i enzymu):
E+ANEA EA+B<->EAB->EA+P
v=Kkx[EAB]X[A]X[B]/(k2xK +KAX[A]+[A]+[AIX[B])
[A]=[S]+[D] lub [A]=[S], gdy enzym wigze sie specyficznie z micelg
lub tylko z substratem w miceli.

Rys. 6. Opis kinetyki reakcji enzymatycznych w wodnych roztworach micelarnych: a) podziat sub-
stratu i enzymu pomiedzy mikrofazy ukfadu, b) wigzanie zaadsorbowanego substratu z enzymem.

(a, (3, Y oraz 5) w roztworach micelarnych surfaktantéw kationowych jest wyzsza niz
w roztworach micelarnych badanych surfaktantéw niejonowych, rosnie wraz z roz-
miarem ,gtowy” surfaktantu heksadecylo-alkilo-dwumetyloamoniowego (od pochod-
nej metylowej do propylowej) oraz w szeregu od a do y chymotrypsyny. Najwyzszy
stosunek aktywnosci w roztworze micelarnym do aktywnosci w roztworze wodnym
wynosit 4,8 dla y-chymotrypsyny, w reakcji utleniania p-nitroanilidu N-glutarylo-L-fe-
nyloalaniny w3 mM roztworze bromku heksadecylo-dwumetylo-propylo-amoniowego.

Odmienny opis kinetyki reakcji przyjmuje sie dla micelarnych roztworéw lipaz
(rys. 6b) (41). W modelu tym pierwszym etapem reakcji jest adsorpcja enzymu na
granicy miedzyfazowej, gdzie zachodzi reakcja opisywana rownaniem Michaeli-
sa-Menten, w ktorym stezenia reagentéw i enzymu majg charakter stezen powierz-
chniowych. Jezeli powierzchniowe stezenie substratu nie zmienia sie w wyniku re-
akcji, a czasteczka enzymu pozostaje na powierzchni przez wiele cykli katalitycz-
nych, odpowiada to modelowi nazwanemu scooting mode. Wéwczas gdy enzym ule-
ga szybkiej desorpcji z powierzchni przedstawiony model odpowiada modelowi
hooping mode.

Roztwory micelarne surfaktantéw niejonowych podnosza efektywnos¢ procesow
biokonwersji substratéw trudno rozpuszczalnych w wodzie przy uzyciu bakterii

54 PRACE PRZEGLADOWE



Uktady micelarne i mikroemulsje w katalizie enzymatycznej

i grzybow. Znakomitym przyktadem jest enancjoselektywna dwuhydroksylacja wie-
lopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych przez rekombinowany szczep
E. coli, zawierajacy dwuoksygenaze naftalenowg, w 35 mM roztworach Tritonu
X-100 (z dodatkiem ok. \% oleinianu metylu) (42). Uzyskano 100% konwersje naftale-
nu (10 mM) oraz 18% konwersje antracenu (1 mM). Utlenianie fenantrenu dawato
dwa produkty, w stosunku 5:1, z wydajnoscig 41% (10 mM). Nie wymagajgcy miesza-
nia zawiesiny naturalny transport reagentow w uktadach micelarnych przediuzat zy-
wotnos¢ komoérek bakterii w poréwnaniu z uktadami wielofazowymi. Dodatek sur-
faktantow niejonowych do plynu hodowlanego grzyba bialej zgnilizny drewna
Bjerkandera sp. BOS55 takze znacznie podnosit wydajnosé procesu utleniania antra-
cenu i benzo(a)pirenu do odpowiednich chinonéw, podwyzszajac biodostepnosé
substratu (43).

Nizsze efekty uzyskuje sie stosujac izolowane enzymy w uktadach micelarnych,
poniewaz do rozpuszczenia milimolarnych ilosci wielopierscieniowych weglowodo-
row aromatycznych potrzebne sg stosunkowo stezone roztwory surfaktantow,
w ktérych trwatos¢ i wydajnos¢ izolowanych enzymow ulegajg znacznej redukciji.
Micelarne roztwory Tween 20 zastosowano do konwersji-roznych weglowodoréw
przy uzyciu lakazy, uzyskujgc po 3 dobach 25-75% utlenianie antracenu (20 pM)
(44,45).

4. Biokataliza w niewodnych roztworach surfaktantéw

Od roku 1977, w ktorym Martinek zainicjowal badania katalizy enzymatycznej
w odwréconych micelach i mikroemulsjach wody w oleju (45) ukazalo sie bardzo
wiele prac z tej dziedziny. Zbadano aktywnos$¢ katalityczng niemal wszystkich do-
stepnych handlowo enzymdéw. Opublikowano tez wiele prac poswieconych enzy-
mom homogennie czystym. To rozréznienie posiada istotne znaczenie w badaniach
podstawowych, poniewaz stabilizatory, elektrolity czy tez zanieczyszczenia orga-
niczne zawarte w handlowych prébkach enzymoéw moga znaczaco zmieniaé zarow-
no uktad micelarny jak i wnetrze micel czy mikroemulsji.

Ukazato sie rowniez wiele prac przegladowych, zawierajgcych tabele z odniesie-
niami do poszczegolnych prac doswiadczalnych z okresu poprzedzajgcego ukazanie
sie pracy (46-55). Dlatego omowione zostang jedynie najbardziej zasadnicze czynni-
ki determinujace efektywnos¢ procesdw enzymatycznych w tym Srodowisku.

Agregaty micelarne najczesciej stosowanego surfaktantu anionowego (AOT,
bis(2-etyloheksylosulfobursztynian sodu) przyjmuja ksztatt niemal sferyczny i cha-
rakteryzujg sie stosunkowo wysoka monodyspersyjnoscig. Promien wewnetrzny
agregatow micelarnych rosnie liniowo wraz z wartoscig stosunku molowego wody
do surfaktantu w roztworze. Wraz z promieniem zmienia sie aktywno$¢ chemiczna,
i stata dielektryczna wody. Pozwala to na kontrolowang zmiane otoczenia enzy-
mow. Na og6t aktywnosS¢ enzymatyczna przyjmuje wartos¢ maksymalng w agrega-
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Rys. 7. Zalezno$¢ aktywnosci katalitycznej acylazy penicylinowej od warto$ci wO, w mikroemulsjach
AOT w oktanie; A: roztwor natywnego enzymu; B: roztwdr podjednostki a; C; roztwdr podjednostki P;
z publikacji (57), za zgoda Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych,

tach o wielkosci zblizonej do promienia czasteczki enzymu (13,56). Czesto jednak
rosnie ona w catym zakresie mozliwych do solubilizowania zawartosci wody, a cza-
sami pozostaje praktycznie stata po przekroczeniu pewnego promienia micel (24).
Aktywnos$¢ enzymoéw oligomerycznych w odwréconych micelach moze wykazywaé
maksima w agregatach o wielkosci odpowiadajacej rozmiarom aktywnych oligome-
row lub podjednostek enzymu (rys. 7) (57). Pokazano réwniez, ze glikozylacja lub
deglikozylacja enzymdw zmienia liczbe maksiméw na krzywej zaleznosci aktywno-
éci katalitycznej od promienia miceli, w zwigzku z agregacjg i dysocjacjg enzymow
i wynikajgca stad zmiang liczby aktywnych jednostek (58,59).

Odwrdcone micele i mikroemulsje wody w oleju sg zdolne solubilizowaé¢ we
wnetrzu agregatow enzymy lub reagenty hydrofilowe. W tym przypadku transport
reagentow do micel zawierajagcych czasteczke enzymu odbywa sie na drodze kolizji
poszczegoblnych agregatéw micelarnych (60,61). Z wyjatkiem bardzo szybkich reak-
cji enzymatycznych (katalaza lub anhydraza weglanowa) lub bardzo niskich stezen
substratéw, szybkos¢ reakcji enzymatycznych nie zalezy od dynamiki uktadu, a wie-
kszos$¢ reakcji enzymatycznych w srodowisku micel odwréconych przebiega z szyb-
koscig podobnego rzedu jak w roztworach wodnych. W przypadku katalazy i perok-
sydazy chrzanu jest ona catkowicie zdeterminowana przez dynamike uktadu i efek-
tywnie wyzsza niz w roztworach wodnych (62,63). W przypadku enzyméw membra-
nowych i substratdw amfipatycznych lub niepolarnych lokalne stezenia substratu
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we wnetrzu micel sg niskie. Wzrost stezenia surfaktantu moze powaznie redukowaé
szybkos¢ reakcji przebiegajacej z udzialem substratow amfipatycznych, co opisuje
sie r6znymi modelami podzialu reagentdéw pomiedzy rozpuszczalnik, warstwe sur-
faktantu i wnetrze miceli (64-66) tub asocjacjg substratu z micelg (24,67). Wynikiem
réznic w rozpuszczalnosciach i réznego podziatu substratdw pomiedzy mikrofazy
obecne w roztworze jest przesuniecie krzywej zaleznosci aktywnosci katalitycznej
enzymu od hydrofobowosci substratu (np. dtugosci tancucha weglowodorowego
w szeregu homologicznym) w kierunku substratéw bardziej hydrofilowych (68).

Generalnie obserwuje sige takze niewielkie przesuniecie zaleznosci aktywnosci
katalitycznej enzymu wzdluz wartosci pH. Ponadto niskie objetosci i stezenia bufo-
réw solubilizowanych w agregatach micetarnych (rzedu od 25 do 50 mM) nie zawsze
zapewniajg odpowiednie buforowanie w przypadku substratow silnie kwasowych
lub zasadowych (69).

Podobnie jak w wodnych roztworach micetarnych, réwniez w odwréconych mi-
celach zaobserwowano superaktywnos$¢ enzymatyczng (50,55). Efekty sg wyzsze niz
w roztworach wodnych, ale zwtaszcza te najwyzsze - dyskusyjne, tub zalezne od
charakteru substratu.

Analogicznie jak w roztworach niepolarnych rozpuszczalnikéw organicznych,
w niewodnych uktadach micetarnych, zwlaszcza o niskiej zawartosci wody enzymy
wykazujg wzrost optymalnej temperatury aktywnosci katalitycznej oraz wzrost sta-
bilnosci (53).

Enzymy lub biatka silnie oddziatujgce z warstwag surfaktantu mogg drastycznie
wptywaé na strukture odwrdconych micel (70).

Odwrécone micele i mikroemuisje wody w oleju stabilizujg enzymy halofilowe,
umozliwiajac prowadzenie konwersji substratow w stezeniach soli znacznie niz-
szych niz w roztworach wodnych (71). Srodowisko to mozna tez wykorzystywa¢ do
renaturacji biatek (72) oraz do wydzielania i oczyszczania biatek (73-76). W tym
ostatnim przypadku (rys. 8) zastosowanie ukladu micetarnego zastepuje procesy
rozbijania komorek, separacji materialu komoérkowego i usuwania kwasow nukle-
inowych dwoma procesami: lizy komérek w ukiladzie micelarnym i selektywnej
wstecznej ekstrakcji enzymu lub enzyméw do roztworu wodnego, ktory nastepnie
moze by¢ poddawany procesom chromatograficznym. Oba te procesy mozna pro-
wadzi¢ na skale przemystowa.

O ile w pierwszych latach polarne uktady micelarne i mikroemulsyjne wykorzy-
stywano przede wszystkim do modelowania przebiegu reakcji enzymatycznych,
poézniej rozpoczeto prace nad praktycznym wykorzystaniem enzymoéw w tych ukia-
dach, a zatem nad separacjg enzymow i produktéw oraz mozliwosciami wielokrot-
nego wykorzystania enzymow. Zaproponowano ultrafiltracje poprzez membrany
(77-79), wirowanie, organozele (80,81), utwardzane metodg zol-zel krzemionkowe
organozele (82), czy tez polimery z mikroemulsji typu w/o (83).

Wspomniano juz, ze testowano w odwréconych micelach zachowanie sie prak-
tycznie wszystkich dostepnych handlowo enzymow. Najwiecej uwagi poswiecono
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Cate komorki bakterii

Rozbijanie komorek Liza komorek

|
Separacja z tkanki

Ekstrakcja wsteczna

Rys. 8. Schemat oczyszczania enzyméw wewnatrzkomérkowych z wykorzystaniem mikroemulsji w/o.

reakcjom enzymoéw hydrolitycznych, ktére w Srodowiskach o zredukowanej aktyw-
nosci chemicznej wody katalizujg reakcje syntezy peptydow, reakcje estryfikacji,
czy tez transestryfikacji (46-55) oraz procesom konwersji substratéw trudno roz-
puszczanych w wodzie, jak np. steroidy (84). W mikroemulsjach wody w oleju moz-
na prowadzi¢ proces polimeryzacji fenoli kontrolowanej przez wiasciwosci uktadu
(85,86), a ostatnio wykorzystano mikroemulsje wody w oleju do czyszczenia welny
i bawetny dziataniem pektynazy (87).

Mikroemulsje wody w oleju zdolne sa do solubilizacji r6znych mikroorganizméw
(drozdze, bakterie, grzyby, spory, a nawet komorki roslinne), z zachowaniem ich aktyw-
nosci katalitycznej. Luisi wykazat, ze komorki drozdzy zachowujg zdolno$¢ do oddycha-
nia w mikroemulsjach Tween 85 w alkoholu izopropylowym (88). Dowiedziono réwniez
zywotnosci komdrek drozdzy immobilizowanych w alginianie wapnia w mikroemusjach
AOT w izooktanie (89). Przyktady proceséw katalizowanych przez komorki drozdzy pie-
karskich immobilizowanych w mikroemulsjach wody w oleju podajg Fadnavis i De-
sphande (55). Sa to m.in. preparatywna redukcja p-ketoestrow do hydroksyestréw, ze
zwiekszong enancjoselsktywnoscia w stosunku do roztworéw wodnych, enancjoselek-
tywna hydroliza racemicznych pochodnych N-acetylowych alaniny, fenyloalaniny oraz es-
trow metylowych fenyloglicyny (>98% ee). Komorki Mycobacterium MI56 katalizowaty
natomiast stereoselektywng epoksydacje eteru allilowo-fenylowego.

5. Wnioski

Oddziatywania monomerdow surfaktantow, zwlaszcza surfaktantow jonowych
z biatkami sg ztozone i trudne do przewidzenia a priori. Natomiast wptyw agregatow
micetarnych i mikroemulsyjnych na obserwowang kinetyke reakcji katalitycznych
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enzymoéw hydrofilowych mozna czesto opisa¢ uwzgledniajgc Jedynie podziat re-
agentéw (enzym, substraty, produkty) pomiedzy faze micelarng (warstwa surfaktan-
tu, wnetrze agregatu) a faze ciagta uktadu. Czasami obserwuje sie Jednak réwniez
aktywujacy lub hamujacy wptyw Srodowiska micelarnego na aktywnos$c¢ katalityczng
enzymu.

Uktady micelarne i mikroemulsyjne stosuje sie w przypadku konwersji substra-
tow i produktéw nietrwatych lub trudno rozpuszczalnych w $srodowisku wodnym.
Taka konwersje mozna tez skutecznie prowadzi¢ w mieszaninach wody z rozpusz-
czalnikami organicznymi lub w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych o kon-
trolowanej, niewielkiej zawartosci wody (90,91), stosujgc enzymy immobilizowane
na nosnikach, lub hydrofobizowane lipidami, surfaktantami lub innymi substancjami
organicznymi dla uzyskania odpowiedniej rozpuszczalnosci w fazie organicznej.
Jednak reakcje te przebiegajg wolniej niz w uktadach micelarnych, a wiele enzyméw
ulega denaturacji. W tych przypadkach, tak Jak w przypadku stosowania katalizy na
calych komoérkach uktady micelarne moga okazac sie bardziej korzystne.
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