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I. ВВЕДЕНИЕ

Важнейшими элементами при проведении химического процесса
является выбор реакционной среды и катализатора. Лучшими на сегод-
няшний день катализаторами химических реакций являются ферменты.
Их исключительно высокая каталитическая активность в мягких усло-
виях и непревзойденная селективность действия [1] открывают широ-
кие перспективы для использования биокатализа в технологических
процессах [2]. Особенно перспективным представляется применение
ферментов как катализаторов в тонком органическом синтезе, при по-
лучении лекарственных препаратов и ценных биологически активных
соединений. Однако широкому использованию ферментов на практике
мешает то обстоятельство, что они сохраняют свои уникальные катали-
тические свойства обычно лишь в водном растворе. В то же время из-
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вестно, что многие химические реакции термодинамически направлены
в сторону желаемого продукта лишь в определенных органических рас-
творителях. Это связано как со специфическими сольватационными эф-
фектами, так и с растворимостью отдельных компонентов реакции или,
в других случаях, с тем, что наряду с нужным продуктом образуется
вода, и следовательно, при проведении реакции в водных растворах
равновесие сдвинуто в сторону исходных веществ. К сожалению, пере-
ход от воды как среды реакции к органическому растворителю сопро-
вождается, как правило, либо полной денатурацией фермента, либо
резким падением его каталитической активности и исчезновением суб-
стратной специфичности [3].

Один из возможных выходов в такой ситуации — это создание орга-
норастворимых модельных каталитических систем, позволяющих в той
или иной мере приблизиться к эффективности катализа ферментами в
водных растворах. В качестве таких модельных систем могут быть ис-
пользованы, в частности, системы обращенных мицелл поверхностно-
активных веществ (ПАВ) в органических растворителях. Обращенные
мицеллы представляют собой замкнутые ассоциаты молекул ПАВ, внеш-
ний слой которых образован углеводородными фрагментами этих мо-
лекул, а ядро — их полярными (ионными) группами. Такие ассоциаты
способны солюбилизовать в органических растворителях значительные
количества полярных соединений, которые локализуются во внутренней
полости (ядре) мицеллы.

Уникальные свойства микросреды внутренней полости обращенных
мицелл — пониженная полярность, высокая микровязкость, большая
концентрация функциональных групп — дают основание рассматривать
внутреннюю полость обращенных мицелл как весьма реалистичную мо-
дель микросреды активного центра ферментов [4, 5]. Действительно,
многие реакции значительно ускоряются при проведении их в системах
обращенных мицелл, причем эффекты ускорения по порядку величины
иногда приближаются к наблюдаемым в ферментативном катализе [6].
Ускорение реакций в системах обращенных мицелл обусловлено, поми-
мо тривиальных эффектов концентрирования реагентов за счет связы-
вания с мицеллами и эффектов микросреды внутренней полости, жест-
кой фиксацией молекул реагентов во внутренней полости мицелл [6,
7], как это имеет место при катализе ферментами [1]. При катализе
обращенными мицеллами могут наблюдаться также характерные для
ферментативного катализа эффекты специфичности по отношению к
размерам [8] и конфигурации [9] молекул реагентов.

Следует отметить, что эффекты ускорения и специфичности, сравни-
мые по величине с наблюдаемыми при катализе ферментами, в систе-
мах обращенных мицелл проявляются лишь в отдельных случаях и не
носят общего характера. Поэтойу более перспективен путь, который
позволил бы непосредственно соединить преимущества фермента как
катализатора с преимуществами органического растворителя как реак-
ционной среды. Суть такого подхода состоит в том, чтобы «заставить»
ферменты работать в среде органического растворителя с низким со-
держанием воды. Очевидно, что для реализации этого подхода необхо-
димо решить задачу стабилизации фермента по отношению к денату-
рирующему воздействию органического растворителя [3].

Данная задача в принципе может быть решена при использовании
в качестве реакционной среды системы «вода—несмешивающийся с во-
дой органический растворитель» или органического растворителя, обес-
печивающего сохранность нативной структуры ферментной глобулы и,
тем самым, ее каталитической активности [10]. Недавно было найдено
иное решение проблемы. А именно, нами было показано [11], а затем
нашло подтверждение в работах других исследователей (которые об-
суждаются ниже), что водорастворимые ферменты можно солюбилизо-
вать в органических растворителях с помощью ПАВ и сохранить при
этом их каталитическую активность. В результате солюбилизации фер-
мент включается во внутреннюю полость обращенной мицеллы ПАВ,



как это показано на рис. 1, и таким(образом оказывается защищенным
от денатурирующего воздействия органического растворителя.

Рассмотрим основные аспекты и достижения этого нового направ-
ления — мицеллярной энзимологии, позволяющей использовать биока-
тализаторы для ускорения химических реакций в среде органического
растворителя.

Рис. 1. Схематическое изображение обращенной мицеллы, со-
держащей гидрофильный (а), поверхностно-активный (б) и
гидрофобный (в) белок; 1 — ионная (полярная), 2 — углево-
дородная группа в молекуле ПАВ, 3 — противоионы и/или
солюбилизованныс молекулы воды, 4 — молекула фермента;

заштрихован органический растворитель

II. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ОБРАЩЕННЫХ МИЦЕЛЛ

Структура обращенных мицелл. Обращенные мицеллы в неполярных
органических растворителях представляют собой ассоциаты молекул
ПАВ, внутренняя часть которых образована полярными «головами», а
внешний слой — углеводородными «хвостами» этих молекул. Процесс
мицеллообразования в неполярной среде может быть описан [12] в од-
них случаях в рамках модели действия масс, предполагающей сущест-
вование равновесия между мономерными молекулами ПАВ и мицелла-
ми по типу «все или ничего», в других случаях — ступенчатой моделью,
согласно которой в растворе присутствует набор ассоциатов с различ-
ным числом агрегации, находящихся в равновесии друг с другом.

Размер и форма обращенных мицелл тесно связаны с механизмом
мицеллообразования: в случае механизма действия масс мицеллы
имеют форму, близкую к сферической, в то время как в случае ступенча'
того механизма преобладают вытянутые стержнеобразные и ламелляр-
ные структуры [13]. Линейные размеры мицелл не превышают обычно
нескольких десятков ангстрем. Мицеллы, которые образуются по меха-
низму действия масс, характеризуются обычно узким распределением
по размерам и форме, не зависящим от концентрации ПАВ [14—16];
эта закономерность распространяется главным образом на системы с
анионными ПАВ. В случае ПАВ, ассоциирующих по ступенчатому ме-
ханизму (как правило, это катионные ПАВ), мицеллы являются поли-
дисперсными, причем распределение сдвигается в сторону более круп»
ных ассоциатов с увеличением концентрации ПАВ [13, 17, 18].

При солюбилизации воды в растворах ПАВ в неполярных раствори-
телях образуются гидратированные мицеллы, которые по размерам и
форме существенно отличаются от мицелл, существующих в безводных
системах. Гидратация мицелл приводит к уменьшению степени их асим-
метричности, так что они приобретают почти сферическую форму [19,
20], и к резкому увеличению их размера и молекулярной массы за счет
образования внутри обращенной мицеллы заполненной водой микро-
полости [16, 19—23]. Так например, в системе обращенных мицелл, об-
разованных натриевой солью диизооктилового эфира сульфоянтарной
кислоты (аэрозоль ОТ или АОТ), в изооктане увеличение степени гид-
ратации, т. е. молярного соотношения [Н2О]/[АОТ] от 0 до 50 приво-
дит к возрастанию гидродинамического радиуса мицелл от 17 до 120 А
[22].
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Микросреда внутренней полости обращенных мицелл. Вода, запол-
няющая внутреннюю полость гидратированных обращенных мицелл,
отличается по своим физико-химическим свойствам от обычной (объ-
емной) воды. Масштаб различий определяется степенью гидратации
обращенных мицелл, которая обычно выражается в виде отношения мо-
лярных концентраций [Н2О]/[ПАВ]=ш0. При малых значениях w0 (по-
рядка нескольких единиц) свойства мицеллярной и объемной воды
сильно различаются, однако по мере увеличения w0 эти различия по-
степенно сглаживаются. Причина состоит в том, что первые порции до-
бавляемой в систему воды прочно связываются молекулами ПАВ за
счет гидратации полярных частей этих молекул. Количество прочно
связанной воды составляет 4—10 молекул на молекулу ПАВ в зависи-
мости от природы последнего. Так называемая «свободная» вода, об-
разующая самостоятельную микрофазу и приближающаяся по своим
свойствам к объемной воде, появляется внутри обращенных мицелл
только после завершения гидратации ПАВ [20, 24, 25]. Например, при
малых значениях w0 вязкость воды, солюбилизованной обращенными
мицеллами АОТ в алифатическом углеводороде, превышает вязкость
объемной воды более чем в 200 раз, а ее полярность соответствует по-
лярности хлороформа; преувеличении w0 эти различия в свойствах ми-
целлярной и объемной воды монотонно уменьшаются и исчезают
125,26].

Водная полость гидратированных обращенных мицелл неоднородна
по своим физико-химическим свойствам и характеризуется в различ-
ных точках разными значениями локальной полярности, вязкости
и т. д. [20, 26, 27]. Например, локальные значения вязкости и поляр-
ности воды в полости гидратированных обращенных мицелл АОТ в изо-
октане соответственно уменьшаются и возрастают при движении от
границы водной полости к ее центру [26]. Существование неоднород-
ности объясняется наличием внутри мицеллы слоев гидратационной
роды различной степени «связанности» [20, 26, 27].

Значения рН внутренней полости обращенных мицелл. Внутренняя
полость гидратированных обращенных мицелл характеризуется высо-
кой концентрацией электрических зарядов, возникающих при иониза-
ции полярных групп в молекулах ПАВ. Вследствие этого локальное зна-
чение рН водной полости может существенно отличаться от величины
рН солюбилизуемого водного раствора [28—32]. Вопрос о величине
рН приобретает особое значение при изучении химических (и тем бо-
лее ферментативных) реакций, протекающих во внутренней полости
обращенных мицелл.

Для оценки кислотно-основных свойств микросреды внутренней по-
лости обращенных мицелл наиболее широко используется метод, осно-
ванный на сравнении наблюдаемых значений рКа различных индикато-
ров, растворенных в чистой воде и солюбилизованных обращенными
мицеллами [29—32]. Анализ данных, полученных с помощью индика-
торного метода, позволяет сделать вывод, что микросреда внутренней
полости обращенных мицелл является в общем более кислой по срав-
нению с исходным водным раствором в случае анионного ПАВ [29, 30],
и более щелочной — в случае катионного [32]. Сдвиг рН составляет
~ 1 — 2 единицы. При использовании неионного ПАВ кислотность внут-
ренней полости мицелл практически не отличается от кислотности ис-
ходного водного раствора [31].

Недавно был предложен новый подход к определению рН внутрен-
ней полости обращенных мицелл, в котором используется зависимость
химического сдвига сигнала ЯМР ядра 3 1Р, входящего в состав фосфат-
аниона, от рН окружающей среды [28, 33]. С помощью этого метода
была получена связь между значениями рН водной полости обращен-
ных мицелл АОТ в изооктане и исходного водного раствора («шкала
кислотности») [28]. Определенные таким образом величины сдвига рН
согласуются с полученными индикаторным методом [29, 30].
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Оба описанных подхода имеют, однако, существенные недостатки.
В частности, величина рКа солюбилизованной «репортерной» молекулы
(индикатора или фосфат-аниона) не может быть определена независи-
мо, что приводит к необходимости принятия соответствующих допуще-
ний, и следовательно, к неопределенности получаемого значения рН.

Реакционная способность воды, солюбилизованной обращенными ми·
целлами. Скорость химических реакций с участием воды, как правило,
резко возрастает при переходе от водного раствора к системе гидрати-
рованных обращенных мицелл, причем эффект ускорения может дости-
гать 106 и более раз [5, 34, 35]. Эффект ускорения в значительной мере
обусловлен высокой реакционной способностью воды, солюбилизован-
ной во внутренней полости обращенных мицелл, где протекает реакция.
Например, нуклеофильная активность воды, солюбилизованной обра-
щенными мицеллами АОТ, по крайней мере в 103 раз выше, чем воды
объемной [5, 35]. Наибольшей реакционной способностью обладает
вода, либо участвующая в гидратации полярных групп в молекуле
ПАВ [5, 36], либо появляющаяся непосредственно после завершения
гидратации [35]. Дальнейшее добавление воды приводит к образова-
нию водородных связей между самими молекулами воды, в результате
чего их реакционная способность снижается [36]. Высокая реакцион-
ная способность молекул воды, участвующих в первоначальной гидра*
тации ПАВ, может быть обусловлена их высокой подвижностью и/или
изменением их кислотно-основных характеристик [5].

III. МЕТОДИКА ВКЛЮЧЕНИЯ БЕЛКА (ФЕРМЕНТОВ) В ОБРАЩЕННЫЕ
МИЦЕЛЛЫ

Гомогенные (оптически прозрачные) растворы белков (ферментов)
в органических растворителях можно получить, используя один из трех
следующих способов.

Первый способ был предложен нами [11] и в настоящее время наи··
более широко используется [37—44]. В раствор ПАВ в органическом
растворителе вносится небольшое количество (порядка нескольких
объемных процентов) водного раствора белка (конкретное значение
соотношения объемов водного и органического растворов определяется
задачей эксперимента, величиной требуемой степени гидратации ПАВ
и т. п.). Полученную смесь энергично встряхивают (десятки секунд) до
образования оптически прозрачного раствора'. Вместо механического
встряхивания используется также обработка смеси ультразвуком [45,
46]. Следует подчеркнуть, что выбор метода перемешивания имеет
важное значение при исследовании ферментов и особенно ферментатив-
ной кинетики в системах обращенных мицелл, поскольку от его эффек-
тивности зависит время достижения равновесия в коллоидной системе,
Дело в том, что в некоторых случаях время достижения равновесия β
системах обращенных мицелл (в отсутствие солюбилизованного белка)
может измеряться часами и десятками часов (см., например, [47, 48]),

Время установления равновесия в растворах ПАВ, по-видимому, в
немалой степени зависит от природы ПАВ и/или растворителя. Для
растворов одного из наиболее широко используемых ПАВ — аэрозоли
ОТ (АОТ) — в алифатических углеводородах показано [22, 49], что
равновесие (достижение постоянных размеров мицелл) устанавливает-
ся быстро и нет необходимости использовать ультразвуковую обработ-
ку. К аналогичному выводу пришли и мы при использовании этого
ПАВ для солюбилизации ферментов [50]. Вопрос о необходимости уль-
тразвуковой обработки может, однако, возникнуть при использовании
других ПАВ. При этом следует иметь в виду, что действие ультразвука
может приводить к инактивации ферментов [51]. При солюбилизаиии
водных растворов ферментов без применения ультразвука инактивации
фермента практически не происходит [11, 41, 52, 53].

Второй способ, предложенный в лаборатории Менджера [54], со-
стоит в том, что в раствор ПАВ в органическом растворителе сначала
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вносят требуемое количество воды (для достижения желаемой степени
гидратации ПАВ), а затем в полученном прозрачном растворе при энер-
гичном встряхивании растворяют сухой (лиофилизованный) белок.
Время, которое требуется для растворения сухого белка, обычно боль-
ше, чем при использовании водных растворов, но оно уменьшается при
увеличении степени гидратации ПАВ [50]. Полное растворение навески
сухого белка происходит лишь при умеренных концентрациях белка,
сравнимых с получаемыми по первому способу [50].

Для получения высококонцентрированных растворов белка в рас-
твор ПАВ в органическом растворителе вносят избыток сухого белка
И нерастворившуюся (через несколько часов) его часть отделяют цент-
рифугированием [50]. Повторная процедура растворения белка в по-
лученном супернатанте приводит к повышению содержания белка в ми-
целлярном растворе. При использовании этого способа получения кон-
центрированных растворов белка необходим контроль за содержанием
ПАВ и воды в супернатанте после отделения нерастворимой части, по-
скольку в нее могут захватываться как ПАВ, так и вода.

Третий способ солюбилизации, предложенный Луизи с сотр. [55,
56],— самопроизвольный перенос белка в двухфазной системе, состоя-
щей из примерно равных объемов водного раствора белка и органиче-
ского растворителя, содержащего ПАВ. После завершения солюбилиза-
ции, проводимой при слабом перемешивании или вовсе без перемеши-
вания, органическую фазу, содержащую растворенный белок, отделяют.
Недостатком этого метода является большая длительность процес-
са солюбилизации. Кроме того, возникает проблема определения коли-
чества воды, солюбилизованной мицеллами (степени гидратации ПАВ).

Обратим внимание на то обстоятельство, что при очень малых зна-
чениях ауо^1-ь2 белки практически нерастворимы в системах обращен-
ных мицелл. Солюбилизация белка начинается лишь при некотором !
значении w0, после которого с увеличением степени гидратации ПАВ »
растворимость белка почти линейно возрастает вплоть до концентра- ι
ций, сопоставимых по величине с достигаемыми в водном растворе ί
[50]. Конкретные значения пределов солюбилизации зависят от темпе- \
ратуры, величины рН водного раствора, природы ПАВ, концентрации j
роды и ПАВ в системе, а также от природы белка [41, 50]. •

Молекулярные механизмы включения белка в обращенные мицел-
лы. Обращенные мицеллы в органических растворителях предоставляют
уникальную в методологическом отношении возможность растворять ;
белки различной природы в таких стандартных условиях, при которых |
молекула растворяемого белка может сама «выбрать» соответствующее ;
ее природе (оптимальное с точки зрения термодинамики) микроокру- ;

жение. В самом деле, как видно из схематического рис. 1, а, молекула |
гидрофильного белка может избежать прямого контакта как с органи- i
ческим растворителем, так и с поверхностью внутренней полости об- ;
ращенной мицеллы, образованной полярными «головами» молекул
ПАВ, локализуясь в водном ядре гидратированной обращенной мицел- ;
лы. Поверхностно-активные ферменты, например, липазы, имеют воз-
можность взаимодействовать с поверхностным слоем обращенной ми-
целлы или даже частично в него погружаться (рис. 1, б). Наконец, ти-
пичные мембранные ферменты, если это термодинамически выгодно, в >
принципе могут вступать в контакт и с органическим растворителем )
(рис. Ι ,β). j

В литературе описаны примеры солюбилизации обращенными ми- j
целлами ферментов различной природы, соответствующих типам α [11, !
37-45, 52-59], б [60, 61] и β [46, 62] (рис. 1). Во всех случаях в ре- !
зультате солюбилизации образуется оптически прозрачный раствор, a j
солюбилизованные ферменты сохраняют каталитическую активность.
В количественном отношении изучен [38, 63, 64] лишь молекулярный
механизм солюбилизации белков (ферментов) типа а (рис. 1), т. е. во-
дорастворимых. В частности, методом седиментационного анализа по-
казано [63, 64], что молекулы типичных водорастворимых белков (ли-
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зоцим, трипсин, α-химотрипсин, овальбумин, алкогольдегидрогеназа, γ-
глобулин) в широком диапазоне экспериментальных условий способны
встраиваться в обращенные мицеллы АОТ в октане без существенного
изменения первоначальных размеров мицеллы. Этот результат согла-
суется со схемой рис. 1, а и свидетельствует об отсутствии специфиче-
ских взаимодействий белка с ПАВ.

IV. КИНЕТИЧЕСКАЯ ТЕОРИЯ ХИМИЧЕСКИХ РЕАКЦИИ
В СИСТЕМАХ ОБРАЩЕННЫХ МИЦЕЛЛ

Скорость многих химических реакций резко возрастает при перене-
сении их из водной среды или среды органического растворителя в си-
стемы органический растворитель — ПАВ или органический раствори-
тель — ПАВ — вода (см. обзоры [6, 24, 65]). При обсуждении эффектов
ускорения реакций термин «мицеллярный катализ» (ставший общепри-
нятым для водных систем) следует, однако, использовать с осторож-
ностью, поскольку увеличение скорости реакций в присутствии ПАВ в
органических растворителях далеко не всегда обусловлено мицелляр-
ными эффектами [66]. В некоторых случаях обращенные мицеллы во-
обще не образуются и ускорение может достигаться за счет гомогенно-
каталитического действия мономерных молекул ПАВ [66].

Анализ имеющихся к настоящему времени многочисленных экспери-
ментальных данных позволяет сделать вывод, что в тех случаях, когда
ускорение имеет действительно мицеллярную природу, оно может быть
вызвано действием факторов, аналогичных тем, которые обеспечивают
[67, 68] увеличение скорости реакций в водных мицеллярных системах.
А именно, ускорение может быть обусловлено эффектами концентриро-
вания реагентов за счет связывания с мицеллами, каталитическим дей-
ствием полярных групп молекул ПАВ, жесткой фиксацией и/или ори-
ентацией молекул реагентов во внутренней полости мицелл, а также
особенностями микросреды внутренней полости обращенных мицелл,
где протекает реакция (пониженная диэлектрическая проницаемость,
повышенная реакционная способность воды, сдвиг р/Са ионных групп
взаимодействующих молекул).

При кинетическом анализе химических реакций в системе обращен-
ных мицелл в первую очередь необходим учет распределения реагентов
в этой микрогетерогенной среде. Аналогичная задача для мицеллярного
катализа в водных растворах уже нашла [67, 68] адекватное решение
в рамках псевдофазной модели. Псевдофазный подход может быть так-
же использован при изучении кинетических закономерностей химиче-
ских реакций в системах обращенных мицелл.

Согласно псевдофазной модели [69], раствор ПАВ состоит из объ-
емной фазы органического растворителя и мицеллярной «фазы», при-
чем имеет место равновесное распределение реагентов между этими
фазами, например,

где РА — коэфбициент распределения реагента А:

Р А = [ А ] М И Ц / [ А ] О 6 (2)

Здесь и далее индексы «миц» и «об» относятся соответственно к мицел-
лярной и объемной фазам. Представление о совокупности мицелл как о
самостоятельной «сплошной» фазе согласуется с экспериментальными
данными, указывающими на свободный характер межмицеллярного
обмена солюбилизованными молекулами [45, 70—74]. Применимость
псевдофазной модели ограничивается допущением, согласно которому
равновесное распределение реагентов между фазами (1) не смещается
вследствие протекания химической реакции, т. е. обмен веществом меж-
ду фазами осуществляется достаточно быстро (с диффузионными ско-
ростями). Это допущение, справедливое для случая нормальных ми-

551



целл ПАВ в водных растворах [68], остается в силе и при переходе к
системам обращенных мицелл [75—78]. Рассмотрим приложение псев-
дофазного подхода для анализа химических реакций различных типов,
протекающих в системах обращенных мицелл.

Реакции первого порядка. В рамках псевдофазной модели реакции
первого порядка описываются схемой:

Аоб ^ Амиц (3)

продукты продукт.,1

где ku6 и &„яц — истинные константы скорости превращения А в объем-
ной и мицеллярной фазах соответственно, а коэффициент распределе-
ния РА дается уравнением (2). В условиях, когда [ПАВ]>[А], выра-
жение для эффективной константы скорости имеет вид [67, 68]:

) (4)

где с — концентрация, за вычетом критической концентрации мицелло-
образования (ККМ), V — мольный объем ПАВ, и объемная доля ми-
целлярной фазы cV<Cl. Из уравнения (4) следует, что зависимость £яабл

от с имеет вид кривой с насыщением, что действительно наблюдается
на опыте [4, 5, 79—81]. Предельное значение 1гт6л равно &мяц и харак-
теризует истинную реакционную способность реагента А в мицелляр-
ной среде.

Реакции второго порядка. Кинетический анализ реакции второго по-
рядка А + В _ ! ! ^ продукты, протекающей в мицеллярной системе в ус-
ловиях прочного связывания реагентов с мицеллами, приводит к сле-
дующему выражению для зависимости наблюдаемой константы скоро-
сти реакции от концентрации ПАВ [67, 68]:

н а б л ~ <1 +

где КА=(РА— О. ^Св=(^в—1), а Р А > 1 и Р в > 1 — коэффициенты распре-
деления реагентов А и В между фазами, определяемые в соответствии
с уравнением (2). Согласно уравнению (5), зависимость £наСл от с дол-
жна иметь вид кривой с максимумом, что находится в соответствии с
экспериментальными данными [82, 83]. Предложенные методы линеа-
ризации экспериментальных кривых kaR6a — с [67, 68] позволяют найти
как истинную константу скорости (&миц) в мицеллярной среде, так и
константы связывания.

В качестве общего замечания к уравнениям (4) и (5) необходимо
подчеркнуть, что при изучении зависимости kBtBn от с в рамках обсуж-
даемой модели варьирование концентрации ПАВ должно осуществлять-
ся таким образом, чтобы поддерживать постоянным соотношение
[Н2О]/[ПАВ]. Иными словами, изменение концентрации ПАВ должно
всегда сопровождаться соответствующим изменением концентрации
воды, и наоборот. В противном случае изменение с будет приводить к
изменению свойств микросреды внутренней полости обращенных ми-
целл, где протекает реакция (см. гл. II), а следовательно, к изменению
величины £миц и искажению предсказываемого уравнениями (4) и (5)
вида зависимости &набл от с.

Ферментативные реакции в системах обращенных мицелл. Рассмот-
рим кинетику реакции между ферментом Ε и субстратом S, протекаю-
щую по схеме Михаэлиса

E+S^ES-^E+продукты (6)

в системе органический растворитель—вода—ПАВ. Будем считать, что
установилось равновесное распределение субстрата между фазами:

^Об Т^ Ьинц (7)
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где Р 8 — коэффициент распределения субстрата:

(8)

Распределение фермента учитывать не следует, поскольку белки
практически не растворимы в гидрофобных растворителях [84]; кроме
того, в неводных средах ферменты, как правило, денатурируют (см.
обзор [85]). Поэтому будем полагать, что каталитическая активность
сосредоточена лишь в мицеллярной фазе.

Скорость реакции (6), протекающей в мицеллах, отнесенную к объ-
ему всей системы, можно выразить (в начальный момент времени, ког-
да концентрация продуктов мала по сравнению с начальной концент-
рацией субстрата, при избытке субстрата по отношению к ферменту и
в стационарных условиях) в виде уравнения Михаэлиса—Ментен:

и —
^М.миц "Г [S]OiMiffl.

где θ — объемная доля мицеллярной фазы, а индекс 0 отражает началь-
ные концентрации.

Допустим, что обмен молекулами субстрата между фазами осуще-
ствляется достаточно быстро, т. е. протекание ферментативной реакции
(6) не нарушает равновесия (7). Тогда концентрации реагентов можно
найти из уравнения (8) и уравнений материального баланса:

[ S ] о,обЩ= [ S ] о,миц(9+ [ S ] о.об (1 —!θ)
(10)

L Ь J о , о б щ = L t - J О.миц'О

Следует, однако, помнить, что уравнение (8) справедливо лишь для
достаточно разбавленных растворов, и следовательно, концентрации
реагентов должны быть значительно ниже концентрации ПАВ.

После подстановки уравнений (8) и (10) в уравнение (9) имеем

"кат.каж Ч-^о.общ 1^0,общ Π Ή

^ЧЧ.каж "Ь [5]о,общ

где
"'кат.каж ^кат.миц \ 1 £)

Ям*.» = #М,миц [ 1 + θ (Ps— 1 ) 1 /Ps (13)

В случае реакции с участием заряженного субстрата уравнение (13)
можно упростить, предположив, что молекулы субстрата находятся
только в водно-мицеллярной фазе, и следовательно, не только PS^>U
но и P S 6 > 1 . Тогда

•Км.кая̂ -Км.мицО (14)

Здесь рассмотрена лишь простейшая псевдофазная модель [52, 86,
87], которая предполагает равномерное распределение реагентов по
всему объему гидратированных мицелл. В общем случае, конечно, мо-
дель должна быть более сложной и учитывать микрогетерогенность
внутренней полости обращенных мицелл; в частности, можно было бы
принять во внимание распределение субстрата между внутренним по-
верхностным слоем и водным ядром обращенной мицеллы. Тем не ме-
нее, даже простейшая модель и полученные в ее рамках уравнения по-
зволяют успешно проводить кинетический анализ ферментативных ре-
акций, протекающих в системах обращенных мицелл.

Для определения «истинных» параметров уравнения Михаэлиса, ха-
рактеризующих ферментативную реакцию в водно-мицеллярной фазе,
необходимо изучить зависимость наблюдаемой скорости ферментатив-
ной реакции от соотношения объемной (органический растворитель) и
водно-мицеллярной фаз. При этом варьирование объемной доли водно-
мицеллярной фазы (Θ) должно осуществляться таким образом, чтобы
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поддерживать постоянным соотношение w0, т. е. чтобы не менять свой-
ства самой водно-мицеллярной фазы (см. гл. II).

Справедливость уравнений (11) —(14) была подтверждена [52, 86,
87] на примере катализируемой трипсином реакции гидролиза /г-нитро-
анилида N-бензоил-/}, L-аргинина, протекающей в системе обращенных
мицелл бромистого цетилтриметиламмония в смеси хлороформ — октан
(1 : 1). Зависимость наблюдаемых кинетических параметров этой реак-
ции (/(м.каж и £кат,каж) от объемной доли воды в системе показана на
рис. 2. Видно, что действительно можно реализовать условия (при ма-
лых Q), когда согласно уравнению (14) наблюдаемая величина /(м.каж
лучше (меньше) величины /См в водном растворе (показана на рис. 2
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РИС. 2. Гидролиз я-нитроанилида М-бензоил-Д/.-аргинина, катализируемый трипсином,
солюбилизованным в системе бромистый цетилтриметиламмоний — водный буфер
(0,02 Μ фосфат — борат — ацетат, рН 8,0)—смесь хлорформа с октаном (1:1) [86J.
Михаэлисовские параметры Км.каж и £„ а т, каж представлены в зависимости от объем-
ной доли воды (Θ) в системе ([Н2О]/[ПАВ],=25, [ПАВ] =0,1н-0,8 М). Условия экспе-
римента: 26° С, [Е]о, обЩ = 5-10-6 М. Пунктиром показано значение Км, каж для реак-

ции в воде

Рис. 3. Зависимость константы скорости первого порядка (й к а т ) деацилирования
N-транс-циннамоил-а-химотрипсина (/), частоты вращения ν (2) и константы сверхтон-
кого расщепления а (3) спин-меченого α-химотрипсина от отношения [НгО]/[АОТ] в
системе АОТ (0,1 М) — октан — вода (0,05 Μ трис-буфер, рН 8,0) при 25° С [89]. В ка-
честве спиновой метки использовали 2,2,5,5-тетраметил-4-иодоацетамидпирролидин-1-

оксил. Пунктирной линией показаны значения /гкат и α в водном растворе

пунктиром). В принципе благодаря этому можно достигать больших
наблюдаемых скоростей реакции в системе обращенных мицелл, чем в
водном растворе.

Данное явление, давно известное для органических (неферментатив-
ных) реакций в мицеллярных растворах [67, 68], связано с концентри-
рованием реагентов в мицелле. В принципе концентрационный эффект
влияет на все кинетические параметры, в размерность которых входит
концентрация. С другой стороны, как видно из рис. 2, величина k^^,
имеющая размерность [время"1], не зависит от Θ, и следовательно, на-
блюдаемое значение kKaT равно истинной величине этой константы для
реакции в водно-мицеллярной фазе (см. уравнение (12)). Именно по-
этому на основании наблюдаемой величины /гкаткад( можно судить об
истинной реакционной способности фермента, и следовательно, о его
состоянии в мицелле.

V. КАТАЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СОЛЮБИЛИЗОВАННЫХ ФЕРМЕНТОВ

Влияние степени гидратации обращенных мицелл. Один из наибо-
лее ярких эффектов, наблюдаемых при изучении ферментов в системах
обращенных мицелл,— это зависимость каталитической активности со-
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любилизованных ферментов от степени гидратации обращенных мицелл
w0, т. е. от параметра, определяющего размеры и свойства микросреды
внутренней полости мицелл. Зависимость каталитической активности
от ш0 была обнаружена для таких ферментов как а-химотрипсин [40,
52, 58, 87], трипсин [88], лизоцим [41], фосфолипаза А2 [60], алкоголь-
дегидрогеназа [52], пирофосфатаза [52, 57, 87], панкреатическая липа-
за [61]. Как правило, эта зависимость имеет колоколообразный вид,
т. е. существует некоторое оптимальное значение до0, при котором ка-
талитическая активность солюбилизованного фермента максимальна.
Оптимальные значения w0 отличаются для различных ферментов.

В качестве примера рассмотрим представленную на рис. 3 зависи-
мость от степени гидратации константы скорости (&кат) деацилирования
N-транс-циннамоил-а-химотрипсина, солюбилизованного обращенны-
ми мицеллами АОТ в октане. Возможные причины возникновения мак-
симума на зависимости &кат от w0 подробно проанализированы в работе
[58]. Здесь же обратим внимание на тот факт, что в условиях мак-
симума значение &кат превышает величину, наблюдаемую в водном рас-
творе (показана на рис. 3 пунктиром). Это явление «суперактивности»
α-химотрипсина, солюбилизованного обращенными мицеллами АОТ,
наблюдали также и другие авторы [40, 54]. Явление супер активности
отчасти обусловлено, по-видимому, эффектами микроокружения моле-
кулы фермента в обращенной мицелле.

Действительно, как видно из рис. 3, фермент проявляет максималь-
ную активность при умеренных степенях гидратации ПАВ, т. е. в усло-
виях, когда микроокружение молекулы фермента внутри мицеллы су-
щественно отличается от существующего в водном растворе. В част-
ности, из рис. 3 следует, что величина константы сверхтонкого-расщеп-
ления а сигнала ЭПР спиновой метки, введенной в активный центр
α-химотрипсина, в условиях оптимума каталитической активности
меньше, чем в водном растворе [89]. Это означает, что полярность
среды, в которой находится активный центр солюбилизованного фер-
мента, существенно ниже полярности водного раствора [90].

С другой стороны, возникновение «суперактивности» может быть об-
условлено также конформационными изменениями в молекуле фермен-
та при ее включении в обращенную мицеллу. Так, в условиях оптиму-
ма каталитической активности наблюдается минимум на кривой зави-
симости от w0 частоты вращения ν спиновой метки в активном центре
α-химотрипсина (рис. 3), т. е. минимум конформационной подвижно-
сти метки. Из спектров кругового дихроизма следует вывод [40] об
увеличении жесткости (степени спиральности) молекулы α-химотрип-
сина, солюбилизованной обращенными мицеллами АОТ в изооктане
(в области ш о ~1О). Повышенная конформационная жесткость молеку-
лы фермента при ау о ^Ю объясняется, по-видимому, тем, что в этих
условиях диаметр внутренней полости пустой обращенной мицеллы
АОТ [21] близок к размерам молекулы α-химотрипсина (40Х40Х
Х 5 0 А [ 9 1 ] ) .

Другой пример — каталитическая активность пероксидазы из хре-
на, солюбилизованной обращенными мицеллами АОТ в октане. Как
видно из рис. 4, оптимальная величина &кат значительно превосходит ак-
тивность, проявляемую этим ферментом в водном растворе (пунктир).
Более того, как видно из рис. 4, оптимальное значение &кат возрастает
с уменьшением концентрации ПАВ (с уменьшением поверхности раз-
дела фаз) и в пределе достигает значений, в сотни раз превышающих
каталитическую активность пероксидазы в водном растворе [59].

«Суперактивность» ферментов, солюбилизованных обращенными
мицеллами,— явление пока достаточно редкое. В большинстве случаев
каталитическая активность ферментов в оптимальных условиях близка
к наблюдаемой в водном растворе (например, в случае алкогольдегид-
рогеназы из печени лошади [39, 53], трипсина [45] и пирофосфатазы
[57, 87]). Этот факт находится в соответствии с данными спектральных
исследований [37, 39, 44—46, 54—56, 88], согласно которым конформа-
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ция молекул белков, солюбилизованных обращенными мицеллами, в
основном обычно совпадает с наблюдаемой в водном растворе.

Следует, однако, подчеркнуть, что взаимосвязь конформационных
(по данным спектроскопии) и каталитических характеристик фермен-
тов не всегда однозначна. Например, каталитическая активность лизо-
цима, солюбилизованного обращенными мицеллами АОТ в изооктане,
в оптимальных условиях приближается к наблюдаемой в водном рас-
творе, хотя конформация этого фермента по данным кругового дихро-
изма претерпевает существенные изменения при включении в обращен-
ную мицеллу [41]. Спектральные характеристики другого фермента —
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Рис. 4. Зависимость кон-
станты скорости первого
порядка йкат реакции
окисления пирогаллола
перекисью водорода, ка-
тализируемой пероксида-
зой, от степени гидрата-
ции ПАВ в системе АОТ
(О, Г М)—октан — вода
(0,025 Μ фосфатный бу-
фер, рН 7,0) при 26° С
[59]. При фиксирован-
ной степени гидратации
([H2OJ/[AOTJ = 13) при-
ведены ВеЛИЧИНЫ Йкат,
измеренные при 0,5 (/);
0,3 (2) и 0,03 Μ АОТ
(3); 4 — 0,03 Μ АОТ+
+ 0,1 Μ имидазол; 5 —
значение kKAT, найденное
экстраполяцией концен-
трации ПАВ к нулю.
Пунктир — значение
Акат в водном растворе

пероксидазы из хрена — при солюбилизации обращенными мицеллами
АОТ, напротив, практически не изменяются [46, 59], в то время как
оптимальная каталитическая активность солюбилизованной пероксида-
зы значительно превосходит активность, проявляемую этим ферментом
в водном растворе (рис. 4). Поэтому к интерпретации данных спект-
рального изучения солюбилизованных ферментов следует относиться с
осторожностью.

Влияние рН. Скорости ферментативных реакций и описывающие их
кинетические параметры в большинстве случаев зависят от рН (см.,
например, [1]). При перенесении ферментативной реакции из водного
раствора в систему обращенных мицелл ПАВ были найдены [37, 40,
41, 45, 52, 54, 87] существенные сдвиги рН-профилей. Это явление об-
условлено разными причинами. Во-первых, использование ионогенных
ПАВ, образующих вокруг молекулы фермента заряженный (двойной
электрический) слой, может приводить к локальному сдвигу рН (в за-
висимости от знака заряда ионных групп и степени гидратации моле-
кулы ПАВ). Величина кажущегося сдвига рН (и соответственно эффек-
тивного значения рК) в таком случае составляет обычно 1—2 единицы
(см. выше раздел о микросреде внутренней полости обращенных ми-
целл). Во-вторых, кислотно-основные свойства ионогенных групп фер-
мента, солюбилизованного в обращенных мицеллах, могут изменяться
в зависимости от их микроокружения (например, при частичной дегид-
ратации). Хорошо известно, что дегидратация ионных групп, происхо-
дящая при замене водного раствора на водно-органический или чисто
органический, приводит к изменениям ρ/С ионных соединений на вели-
чину до нескольких единиц [92]. Наконец, необходимо учесть возмож-
ность конформационного изменения фермента при солюбилизации, что

556



также может вызвать изменение наблюдаемых значений р/С его ионо-
генных групп, в том числе функциональных групп, участвующих в фер-
ментативной реакции.

VI. СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ СОЛЮБИЛИЗОВАННЫХ ФЕРМЕНТОВ

Изменение специфичности фермента в результате его солюбилиза-
ции может быть как истинным, т. е. связанным с изменением каталити-
ческих свойств самого фермента, так и кажущимся, т. е. обусловлен-
ным изменением наблюдаемой величины константы Михаэлиса, кото-
рая зависит, как это видно из уравнения (13), от распределения суб-
страта в системе обращенных мицелл (т. е. от локальной концентрации
субстрата вокруг молекулы солюбилизованного фермента)..

Изменение истинной субстратной специфичности было установлено
в случае панкреатической липазы, катализирующей реакцию гидролиза
эфиров глицерина и жирных кислот [61]. А именно, если в водном рас-
творе значение ^ г а т для гидролиза трибутирина в ~2 раза больше, чем
для триолеина [93], то в системе обращенных мицелл АОТ в октане,
наоборот, величина &1<ат для триолеина превышает йкат для трибутирина
более чем в 15 раз [61]. Это означает, что переход от водного раствора
к системе обращенных мицелл сопровождается существенным сдвигом
истинной субстратной специфичности липазы в пользу высокомолеку-
лярных субстратов.

Яркий пример изменения субстратной специфичности фермента, об-
условленного эффектами распределения субстрата, дает реакция окис-
ления алифатических спиртов, катализируемая алкогольдегидрогеназой
из печени лошади в системе обращенных мицелл АОТ в октане [53].
Из рис. 5 видно, что переход от водного раствора к системе обращен-

Рис. 5. Зависимость кон-
станты скорости второго
Порядка (Йкат//(м, каж)
реакции окисления али-
фатических спиртов, ка-
тализируемой алкоголь-
дегидрогеназой из печени
лошади, от длины угле-
водородной цепи η в
молекуле спиртового суб•
страта [53]. Кривые /—
6 — система обращенных
мицелл АОТ (0,1 Λί) —
октан — вода (0,02 Μ
фосфатный буфер, рН
8,8). Значения [H,OJ/
/LAOT]: 1 — 12,2; 2 —
23,0; 3 — 29,0; 4 — 37,7;
5 — 42,3; 5 — 48,9, 7 —
водный раствор (0,02 Μ
фосфатный буфер, рН

8,8); температура 25° С
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ных мицелл сопровождается сдвигом максимума на кривой зависимо-
сти константы скорости второго порядка этой реакции kKaJКм,™*, от
длины углеводородной цепи в молекуле спиртового субстрата (и); а
именно, в воде оптимальный субстрат — октанол (я=8), в то время как
в коллоидном растворе воды в октане — бутанол (п=4). Иными слова-
ми, субстратная специфичность алкогольдегидрогеназы, мерой которой
как раз и является величина k^JKis^m [94], резко изменяется при пе-
реходе от водного раствора к мицеллярному.

В то же время конформация активного центра алкогольдегидрогена-
зы при таком переходе практически не изменяется, на что указывают
спектральные данные [39] и тот факт, что характер зависимости ве-
личины /vi;;1T от η один н тот же в водном растворе и в системе обращен-



ных мицелл [53]. Наблюдаемое изменение субстратной специфичности
обусловлено [53] изменением характера зависимости /См,каж от п, свя-
занным с эффектами распределения спиртового субстрата между ми-
целлярной и органической фазами.

VII. РЕГУЛИРОВАНИЕ ХИМИЧЕСКОГО РАВНОВЕСИЯ
В СИСТЕМАХ ОБРАЩЕННЫХ МИЦЕЛЛ

Система гидратированных обращенных мицелл ПАВ в органическом
растворителе при не слишком малом содержании воды представляет
собой по сути двухфазную систему вода — органический растворитель,
в которой, однако, водная фаза (благодаря присутствию ПАВ) «рав-
номерно» распределена в объеме органического растворителя. Законо-
мерности сдвига равновесия химических реакций (в том числе фермен-
тативных), протекающих в двухфазных водно-органических системах в
отсутствие ПАВ (т. е. в системах, в которых имеется макроскопическая
поверхность раздела между фазами), изучены достаточно подробно
[95—102]. При анализе подобных систем плодотворным оказался под-
ход [95—100], учитывающий распределение реагентов между органи-
ческой и водной фазами. В частности, для простейшей реакции А=^В,
протекающей в двухфазной системе, кинетическая схема имеет вид:

Кв
(А ^ В)в

(15)
орг

(А ^ В)орг

где К% и /СОрг — константы равновесия реакции (15) в воде и в органи-
ческом растворителе соответственно, / 3 А = [ А ] О Р Г / [ А ] В И · Ρ Β = [ Β ] 0 Ρ Γ / [ Β ] Β —
коэффициенты распределения реагентов между фазами, а индексы «в»
и «орг» относятся соответственно к водной и органической фазам. Вы-
ражение для эффективной константы равновесия реакции (15), разной
отношению концентраций реагентов А и В в расчете на общий объем
системы, т. е. Лэфф=[В]общ/[А]общ, можно записать [95—98] в следую-
щем виде:

* . * * = * „ (1Ч-аРв)/(1+аРл) (16)

где a=VopT/VB — отношение объемов органической и водной фаз. В со-
ответствии с уравнением (16), величина /(эфф с ростом а монотонно из-
меняется от Кфф=Кв при а = 0 до КВФФ=К11РВ/РА=К„¥Г при а-^оо (см.,
например, кривую 1 на рис. 6).

В более сложном случае бимолекулярной реакции A+B^C-f-D,
протекающей в двухфазной системе, зависимость /Сэфф от а может иметь
нетривиальный вид кривой с экстремумом [96—98]. Иными словами, в
системе двух несмешивающихся растворителей эффективная констан-
та равновесия может быть больше (или, соответственно, меньше) пре-
дельных значений, характеризующих равновесие в каждой из фаз.

При переходе от истинно двухфазной водно-органической системы к
псевдодвухфазной системе гидратированных обращенных мицелл ПАВ
в органическом растворителе можно в принципе ожидать появления эф-
фектов, связанных со специфическим влиянием ПАВ на положение
равновесия. Такого рода эффекты были обнаружены [103] на примере
реакции окисления изобутанола до изобутиральдегида, катализируемой
алкогольдегидрогеназой из печени лошади и протекающей в системе
обращенных мицелл АОТ в октане:

RCH3OH + НАД+ Д RCHO + НАД-Н + Н+ (17)

Для реакции (17) была изучена рН-зависимая константа равновесия

к _ [RCHO] p a B H [НАД-Н] р а в н

[RCH 2OH] p a B H [НАДЧ р а в „
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Результаты представлены на рис. 6 в виде зависимостей величины
ig(KIKn), где /Св=2,2-10~3, от отношения объемов органической и вод-
ной фаз Vovr/VB.

В истинно двухфазной системе вода — октан (в отсутствие ПАВ) по-
ложение равновесия реакции (17) должно описываться уравнением,
аналогичным (16), поскольку коферменты НАД+ и НАД-Н в октане не-
растворимы (коэффициенты распределения для них равны нулю) [96,
97]. Действительно, в этом случае зависимость \g(K/Kn) от отношения
объемов фаз Vopr/Vn в соответствии с уравнением (16) имеет вид кри-
вой с насыщением (кривая 1 на рис. 6). Иными словами, по мере

Рис. 6. Зависимость кон-
станты равновесия реак-
ции (17) от отношения
объемов органической и
водной фаз f 1031: 1 —
двухфазная система во-
да (0,02 Μ фосфатный
буфер, рН 8,8) — октан,
2 — система обращенных
мицелл АОТ — октан—
вода (0,02 Μ фосфатный
буфер, рН 8,8) при ис-
ходной концентрации
АОТ в октане 0,7 М;

температура 20° С

Ц(К/К)

уменьшения содержания воды в системе константа равновесия реакции
(17) возрастает, т. е. происходит Сдвиг равновесия вправо (в сторону
альдегида). При переходе от двухфазной системы вода — октан к го-
могенному (мицеллярному) раствору воды, солюбилизованной в октане
с помощью АОТ, характер зависимости константы равновесия от К,фГ/Кв

резко изменяется (ср. кривые 1 η 2 на рис. 6 соответственно). А имен-
но, увеличение содержания органического компонента (октана) в си-
стеме приводит в присутствии ПАВ к гораздо более существенному
сдвигу равновесия, чем в отсутствие ПАВ, и вдобавок в обратную сто-
рону (в сторону образования спирта).

Специфическое влияние АОТ на равновесие (17) обусловлено раз-
личиями в способности исходных веществ и продуктов реакции связы-
ваться на внутренней поверхности обращенных мицелл, образованной
ионными группами молекул АОТ [103].

Важно подчеркнуть, что глубину превращения спирт—альдегид в ми-
целлярной системе можно регулировать обратимо, варьируя состав ре-
акционной среды, например содержание воды [103]. При этом даже
незначительное изменение содержания воды в системе (несколько де-
сятых долей об.%) может приводить к существенному (на порядок и
более) сдвигу константы равновесия (см. кривую 2 на рис. 6).

VIII. МОДЕЛИРОВАНИЕ СТРУКТУРЫ И ФУНКЦИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ
МЕМБРАН

Представление о том, что обращенные мицеллы — это весьма реа-
листичная модель биомембранных структур, неоднократно высказыва-
лось в литературе [5, 104—106]. Недавно это предположение получило
экспериментальное подтверждение в работах голландских [107—117] и
английских [118, 119] исследователей. Было обнаружено, что бислой-
ные мембраны часто содержат небислойные структуры, так называемые
липидные частицы, отчетливо различимые на электронно-микроскопи-
ческих снимках. Исследования показали, что эти частицы представля-
ют собой ассоциаты липидных молекул, построенные по типу обращен-

559



ных мицелл и заключенные между монослоями бислойной мембраны
(рис. 7, а).

Внутримембранные липидные частицы наряду с внутримембранны-
ми частицами другой природы (например, белковой) играют, по-види-
мому, важную роль в функционировании биологических мембран. Этот
вывод основан на том факте, что мембраны, характеризующиеся высо-
кой метаболической активностью (например, мембраны митохондрий,
хлоропластов) содержат большое количество внутримембранных ча-
стиц, в то время как относительно инертные мембраны их совсем не

Рис. 7. Некоторые из воз-
можных функций вну-
тримембранных липид-
ных частиц (а) в био-
логической мембране
[107—122]: б —взаимо-
действие цитохрома с
(/) с цитохромоксидазой
(2), в — трансмембран-
ный перенос молекулы

белка (3)

содержат [117]. С участием липидных частиц и родственных им струк-
тур могут осуществляться такие важнейшие клеточные процессы, как
слияние и компартментализация мембран [110—112, 120, 121], экзоци-
тоз [111], перенос липидов через мембраны по механизму «флип—флоп»
[113, 114], трансмембранный перенос ионов [107, 111], осуществляю-
щийся по механизму, сходному с показанным на рис. 7, в для белковых
молекул.

Принципиально важное значение имеют данные [115, 116, 122],
указывающие, что некоторые белки, например цитохром с, способны
индуцировать образование обращенных мицелл в бислойной мембране,
встраиваясь при этом во внутреннюю полость такой мицеллы. Возмож-
но, что этот механизм играет существенную роль в процессе взаимо-
действия цитохрома с с мембранным ферментом цитохромоксидазой
[116] (рис. 7, б) и при трансмембранном переносе белков [115, 116,
122] (рис. 7, в).

Перечисленные выше функции липидных частиц и родственных им
структур легли в основу предложенной недавно новой метаморфной
мозаичной модели биологических мембран [111].

Исследования, направленные на выяснение роли небислойных ли-
пидных частиц в мембранных процессах, только начались. Тем не менее
уже первые их результаты показывают, насколько плодотворным мо-
жет быть использование обращенных мицелл в качестве модели био-
мембранных структур. Мы полагаем [123], что мицеллярная энзимоло-
гия вполне способна отразить реальную картину функционирования
ферментов in vivo (особенно если для создания обращенных мицелл в
органическом растворителе использовать природные липиды,).

Так, ферментативная «суперактивность» [58, 59] в обращенных ми-
целлах по сравнению с активностью ферментов в водном растворе (см.
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рис. 3, 4) указывает на то, что каталитический потенциал ферментов
не всегда удается полностью раскрыть в классических экспериментах
in vitro. По-видимому, наиболее существенные различия в каталитиче-
ских активностях будут найдены для мембранных ферментов.

Результаты, полученные при исследовании субстратной специфич-
ности панкреатической липазы и алкогольдегидрогеназы в системе об-
ращенных мицелл АОТ в октане (см. рис. 5) дают основания ожидать
существенных различий между субстратной специфичностью, которую
фермент обнаруживает в живой клетке, и соответственно в водном рас-
творе при опытах in vitro. Кроме того, возможно, что регуляторные
эффекты, обнаруженные при изучении закономерностей равновесия
ферментативной реакции в мицеллярной системе (рис. 6), имеют место
в живой клетке, где содержание метаболитов могло бы регулироваться
(при участии ферментов) путем изменения степени гидратации биоло-
гических мембран.

IX. ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ МИЦЕЛЛЯРНОЙ ЭНЗИМОЛОГИИ

Наука о химических реакциях и их катализе ферментами в обра-
щенных мицеллах в настоящее время находится в стадии становления,
и широкий круг проблем в этой области еще ждет своего решения. Од-
нако, уже накопленный экспериментальный материал свидетельствует
об исключительной плодотворности этого направления, расширяющего
и углубляющего фундаментальные знания о ферментах и биологических
мембранах.

Мицеллярная энзимология открывает новые перспективы для ис-
пользования биокатализа в химической практике. Так, мицеллярные
системы должны найти широкое применение в органическом синтезе, в
первую очередь для ферментативного превращения водонерастворимых
соединений, таких как жиры, стероиды, нефтепродукты и т. п. Возмож-
ность ферментативного гидролиза жиров была показана на примере
действия· панкреатической липазы на триглицериды в системе «АОТ —
вода — октан» [61], причем была отмечена более высокая каталитиче-
ская активность солюбилизованного фермента по отношению к длинно-
цепочечному, менее растворимому в воде, субстрату. Яркий пример ис-
пользования ферментов в обращенных мицеллах для целей органичес-
кого синтеза дает работа голландских исследователей [124], в которой
предложена относительно простая и эффективная система стереоспеци-
фического восстановления стероидов. Эта работа, по-видимому, должна
вызвать особый интерес у химиков-синтетиков, поскольку (благодаря
системе регенерации кофакторов) в качестве восстанавливающего аген-
та в ней использован обычный молекулярный водород.

В последние годы начали развиваться исследования по созданию
систем конверсии энергии [2, гл. XII]. Предложен [125] процесс,фо-
тохимического получения водорода при участии фермента — гидроге-
назы, солюбилизованной обращенными мицеллами в органическом рас-
творителе.

Ферменты уже вошли в арсенал аналитической химии [2]. Здесь
системы обращенных мицелл открывают новые возможности для ис-
пользования ферментов с целью детекции водонерастворимых соедине-
ний. Это особенно важно для контроля загрязнения окружающей сре-
ды, которое часто вызывается гидрофобными по своей природе веще-
ствами, такими как пестициды и другие ядохимикаты, продукты непол-
ного сгорания топлив, отходы химических производств и т. п. Исполь-
зование ферментов в качестве аналитических реагентов может соста-
вить решение и более общей задачи — создания надежных тест—систем
для испытания биологической активности различных соединений, как
водорастворимых, так и водонерастворимых. Примеры таких аналити-
ческих систем для исследования водонерастворимых производных ви-
тамина В2 удалось успешно реализовать на базе мицеллярных раство-
ров оксидазы D-аминокислот и липоксигеназы [126].
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1
Системы обращенных мицелл ПАВ в органических растворителях !

дополняют и расширяют методологию химии белков (ферментов). Они, |
успешно применены для целей определения молекулярной массы и эф-
фективного размера белковых глобул [127, 128], а также для тонко- j
слойной хроматографии аминокислот [129]. Системы обращенных ми- j
целл смогут служить универсальной средой для реакций химической |
модификации белков (ферментов). Оболочка из молекул ПАВ защи- j
щает белок от разворачивания (денатурации), а наличие водной и op- j '
ганической фаз позволяет вводить в реакцию как водорастворимые, так
и водонерастворимые реагенты. Для придания водорастворимым бел- [
кам мембраноактивных свойств требуется ввести в их молекулу одну— !
две гидрофобные (якорные) группы: подобная процедура была успеш- |
но реализована обработкой водонерастворимым стеароилхлоридом |
α-химотрипсина, солюбилизованного обращенными мицеллами АОТ в I
октане [130]. Аналогичным образом можно будет, по-видимому, решать ·,
и обратную задачу — путем химической модификации гидрофилизовать j
водонерастворимые мембранные ферменты. j

Хотя мы намеренно подчеркиваем преимущества использования ми- |
целлярных систем для проведения реакций с участием водонераство- |
римых реагентов, эти системы могут оказаться полезными и во многих
других случаях, независимо от природы (растворимости) реагентов.
С точки зрения органического синтеза важным свойством систем обра-
щенных мицелл следует считать возможность регуляции положения
равновесия катализируемой реакции, что должно позволить проводить
такие реакции, равновесие которых в водном растворе сдвинуто в сто-
рону исходных веществ, см. обзоры [2, 100—102]. Концентрационные
эффекты и эффекты увеличения каталитической активности ферментов \
в обращенных мицеллах могут существенно повысить чувствительность j
аналитических систем. Действительно, было показано [131], что при '
переходе от традиционного водного раствора к системе Бридж 96-вода- |
октан чувствительность биолюминесцентного анализа АТФ увеличива-
ется более чем на порядок. Кроме того, в мицеллярной системе наблю-
дается стабилизация уровня детектируемого сигнала, что позволяет
существенно упростить всю процедуру анализа [131].

Современное состояние и перспективы практического использования
биокатализа тесно связаны с развитием и совершенствованием методов j
стабилизации и иммобилизации ферментов [2]. Полимеризацией ми- •
целлярной матрицы и/или компонентов внутренней полости обращен-
ной мицеллы, построенной из реагентов с двойной связью, была осуще-
ствлена [132] «молекулярная иммобилизация». В результате были по-
лучены препараты белков с оболочкой заданной толщины вокруг каж- |
дой белковой молекулы. !

Как видно, достижения и перспективы мицеллярной энзимологии I
свидетельствуют, что данное научное направление заслуживает новых >
усилий и исследований. И есть все основания полагать, что в ходе этих :
исследований будут вскрыты и развиты новые возможности примене- \
ния мицеллярной энзимологии и в других направлениях, не отражен- i
ных в рассмотренном материале. !
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