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Π ε ρ ί λ η ψ η : Το ενδιαφέρον που 

παρουσιάζουν οι μελέτες βιολογικών μορίων 

μέσα σε μικρογαλακτώματα πηγάζει από τη 

δυαδική, κατά μια έννοια, υπόσταση των συστη

μάτων αυτών. Από τη μια μεριά έχουμε μακρο-

ομογενή διαλύματα, γεγονός που επιτρέπει τις 

μελέτες δομής, ενώ από την άλλη, το βιολογικό 

μόριο βρίσκεται εντοπισμένο σε ένα μικροπερι-

βάλλον, οι ιδιότητες του οποίου διαφέρουν 

σημαντικά από τις ιδιότητες της κύριας μάζας του 

διαλύτη, πλησιάζοντας τις ιδιότητες του ενδοκυτ

ταρικού νερού. Η ιδιαιτερότητα του μικροπερι-

βάλλοντος μπορεί να προκαλέσει αλλαγές στη 

διαμόρφωση του βιομορίου, επηρεάζοντας τη 

δραστικότητα του. Ένζυμα εγκλωβισμένα σε 

αντίστροφα μικύλλια μπορεί να εμφανίσουν δια

φορετικές συγγένειες ως προς ορισμένα υπο-
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στρώματα, ή ακόμα και να καταλύσουν μη 

υδατοόιαλυτά υποστρώματα. Αυτές οι ιδιότητες 

των μικρομορίων μέσα στα μικρογαλακτώματα, 

οδηγούν σε μια σειρά βιοτεχνολογικών εφαρμο

γών, όπως οι βιοδιαχωρισμοί, η ενζυμικά κατα-

λυόμενη οργανική σύνθεση, η υποκατάστση του 

αίματος, η εκλεκτική μεταφορά φαρμακευτικών 

ουσιών, η επεξεργασία λυμάτων κλπ. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σε άρθρο που δημοσιεύεται στο τεύχος αυτό 

του περιοδικού (1) αναφέρεται ότι τα αμφίφιλα 

επιφανειοενεργά μπορούν να οδηγήσουν στην 

παρασκευή μακροσκοπικά ομογενών διαλυμάτων 

νερού και ελαίου. 

Τα μικρογαλακτώματα αυτά, όπως γενικά 

ονομάζονται, ανάλογα με τις σχετικές ποσότητες 

των συστατικών τους, μπορούν να έχουν διαφο

ρετικές δομές και διακρίνονται σε δύο βασικές 

κατηγορίες: τα μικρογαλακτώματα ελαίου μέσα 

σε νερό - o / w - ή διογκωμένα μικύλλια και τα 
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μικρογαλακτώματα νερού .μέσα σε έλαιο - w / o -

ή αντίστροφα μικύλλια. Και στις δύο περιπτώσεις 

οι διαστάσεις των συσσωματωμάτων της διε-

σπαρμένης φάσης (που συνήθως είναι σφαιρικά 

σταγονίδια) μπορούν να είναι τέτοιες, ώστε να 

είναι της ίδιας τάξης μεγέθους με ορισμένα μόρια 

βιολογικής σημασίας, όπως πρωτείνες, ένζυμα, 

RNA ή DNA. Από τους δύο τύπους μικρογαλα-

κτωμάτων, περισσότερες εφαρμογές στον τομέα 

αυτό βρίσκουν τα αντίστροφα μικύλλια, τα οποία 

έχουν χρησιμοποιηθεί κυρίως με στόχο (α) τη 

διαλυτοποίηση μη υδατοδιαλυτών υποστρωμά

των λιπολυτικών ενζύμων και (β) τη μελέτη των 

παγιδευμένων ενζύμων στο εσωτερικό των αντί

στροφων μικυλλίων. 

Η διαλυτοποίηση λιπιδικών υποστρωμάτων σε 

οργανικούς διαλύτες έχει απασχολήσει τους εν-

ζυμολόγους από αρκετό καιρό. Για παράδειγμα, ο 

Hanahan (2) το 1952 παρατήρησε την υδρόλυση 

της λεκιθίνης υπό τη δράση της φωσφολιπάσης 

μέσα σε ένα μίγμα μεθανόλης και αιθέρα. 

Αργότερα αποδείχθηκε ότι το φωσφολιπίδιο 

(λεκιθίνη) σχημάτιζε αντίστροφα μικύλλια, που 

επέτρεπαν την επαφή του ενζύμου (στο υδατικό 

κέντρο των μικυλλίων) με το υπόστρωμα (μεμ

βράνη του μικυλλίου). 

Η κυρίως μελέτη ενζύμων μέσα σε μικρογα

λακτώματα ουσιαστικά άρχισε από το 1977, 

οπότε συνθετικά επιφανειοενεργά χρησιμοποιή

θηκαν για πρώτη φορά για τη διαλυτοποίηση 

ενζύμων. Πρωτοπόροι στις μελέτες αυτές ήταν 

δύο ομάδες, μια ελβετική (Luisi et al.) και μια 

ρωσική (Martinek e i al.). Ειδικότερα, οι πρώτοι 

(3) ανακάλυψαν ότι η α-χυμοθρυψίνη διαλυμένη 

μέσα σε ένα μικρογαλάκτωμα νερού σε κυκλο-

εξάνιο που σταθεροποιείται με ένα κατιονικό 

επιφανειοενεργά (βρωμιούχο Ν-οκτυλτριμεθυ-

λαμμώνιο) είχε το ίδιο φάσμα απορρόφησης με 

ένα υδατικός διάλυμα του ίδιου ενζύμου. Επίσης 

παρατηρήθηκε ότι δεν υπήρχε καμιά αποδιάταξη 

(deifÌaturation) του ενζύμου παρόλη την παρου

σία του-επιφανειοενεργού. 

Παράλληλα η δεύτερη ομάδα (4), ανακάλυψε 

ότι η α-χυμοθρυψίνη και η υπεροξειδάση διαλυ

μένες σε μικύλλια του ανιονικού επιφανειοενερ

γού ΑΟΤ [δις-(2-αιθυλεξυλ)σουλφοηλεκτρικό νά

τριο] σε οκτάνιο ή βενζόλιο διατηρούν την 

καταλυτική τους δράση. Αυτό το αποτέλεσμα της 

διατήρησης της ενζυμικής δράσης οδήγησε και 

άλλα εργαστήρια στη μελέτη ενζύμων μέσα σε 

μικρογαλακτώματα ή γενικότερα σε οργανωμέ-

νες-διεσπαρμένες φάσεις. Το ενδιαφέρον για τον 

τομέα αυτό συνεχώς αυξάνεται, καθώς έγινε 

φανερό ότι αυτά τα συστήματα είναι πρότυπα 

μικροετερογενή μέσα για τη διεξαγωγή ενζυμικών 

αντιδράσεων. Τα όρια διάκρισης των μελετών σε 

μεμβρανικά, λιπιδικά και κλασικά υδατικά ένζυμα 

αρχίζουν πλέον να εκλείπουν στη σύγχρονη 

ενζυμολογία. 

ΔΙΑΛΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΕΝΖΥΜΩΝ ΣΕ 

ΜΙΚΡΟΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΑ 

Για τη διαλυτοποίηση ενζύμων σε μικρογαλα

κτώματα τύπου αντίστροφων μικυλλίων αναφέ

ρονται γενικά (5) τρεις τρόποι: 

1. Προσθήκη του ενζύμου υπό στερεή μορφή 

σε ένα μικρογαλάκτωμα δεδομένης σύστασης και 

ανάδευση για τη διάλυση του. 

2. Διαδικασία μετφοράς φάσεων, στην οποία 

ένα υδατικό διάλυμα του ενζύμου έρχεται σε 

επαφή με ένα μικρογαλάκτωμα. Το ένζυμο, έτσι, 

εκχυλίζεται από το υπερκείμενο μικρογαλάκτωμα 

και μεταφέρεται μέσα στα αντίστροφα μικύλλια. 

3. Προσθήκη μιας δεδομένης ποσότητας 

πυκνού υδατικού διαλύματος του ενζύμου σε ένα 

διάλυμα επιφανειοενεργού σε οργανικό διαλύτη. 

Οι συγκεντρώσεις πρέπει να είναι τέτοιες ώστε να 

επιτυγχάνεται η επιθυμητή τελική συγκέντρωση 

του ενζύμου, αλλά και η επιθυμητή τελική 

σύσταση του μικρογαλακτώματος. 

Πριν γίνει αναφορά σε ορισμένα παραδείγμα

τα διαλυτοποίησης ενζύμων, ας εξεταστεί ο 

πιθανός μοριακός μηχανισμός εντοπισμού του 

ενζύμου μέσα στα μικροσταγονίδια. Το πρωτεϊνι

κό μόριο μπορεί να διαλέξει το ιδανικό, με τη 

θερμοδυναμική έννοια, μικροπεριβάλλον για τον 

εντοπισμό του ανάλογα με τη φύση του. Πράγ

ματι ένα μόριο υδρόφιλης πρωτείνης μπορεί να 

αποφύγει μια πιθανή επαφή με τον οργανικό 

διαλύτη και τη μικυλλιακή μεμβράνη-μεσεπιφά-

νεια, εντοπιζόμενο στο υδατικό κέντρο των 
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Σχήμα 1. Αντίστροφα μικυλλια που περιέχουν èva: a) υδρόφιλο, b) επιφανειοενεργό και e) υδρόφοβο βιομόριο. (7) Πολική 

κεφαλή. (2) υδρόφοβη αλυσίδα της επιφανειακά *ν-ργής ουσίας. (3) Αντι-ιόν ή μόρια νερού. (4) βιομόριο (ένζυμο) (6) 

αντίστροφων μικυλλίων (σχήμα 1a) (6). Ένα 

άλλο ένζυμο, που το μόριο του παρουσιάζει 

ιδιότητες επιφανειοενεργού (π.χ. οι λιπάσες), 

μπορεί να αλληλεπιδρά με την επιφάνεια του 

μικυλλίου και να εισχωρεί μερικά μέσα σ' αυτό 

(σχήμα 1b). Τέλος, ένα τυπικά μεμβρανικό ένζυμο 

μπορεί να έρχεται σε επαφή ακόμα και με τον 

οργανικό διαλύτη (σχήμα 1c). 

Ένα παράδειγμα διαλυτοποίησης ενζύμου, 

όταν αυτό προστίθεται υπό τη στερεά του μορφή 

(1ος τρόπος), είναι η λιποφιλίνη (ή Folch-Pi 

πρωτεΐνη), που αποτελεί μέρος της μυελίνης· το 

ένζυμο αυτό πρακτικά είναι αδιάλυτο στο νερό. 

Στο σχήμα 2 (7) δίνεται η εκατοστιαία διαλυτο-

ποίηση της πρωτείνης σε ένα μικρογαλάκτωμα 

συναρτήσει του μοριακού κλάσματος w 0 (w 0 = 

[Η 2 0]/[ΑΟΤ]) και αποτελεί χαρακτηριστικό του 

μεγέθους των μικροσταγονιδίων και της συγκέ

ντρωσης του ΑΟΤ, για δεδομένο λόγο w 0 . Είναι 

δυνατό να διαπιστωθεί ότι η μέγιστη διαλυτο-

ποίηση της πρωτείνης επιτυγχάνεται σε πολύ 

μικρές τιμές του w 0 , που αντιστοιχούν σε 

ποσοστά νερού μικρότερα του 0,5% κατ' όγκο. 

Για μικρότερες, όμως, τιμές του w 0 , το νερό, το 

οποίο περιέχεται σε αντίστροφα μικυλλια, είναι 

δεσμευμένο με την πολική εσωτερική επιφάνεια, 

που σχηματίζουν τα μόρια του ΑΟΤ (1). Επειδή η 

ολική ποσότητα του είναι μικρή, δεν υπάρχει 

υ 
e 
Ο 
C 

ο 
e 
ο 
Μ 
Ο 
<< 
ϋ 

<ο 
•ο 
ι-
Ο 
ο 
ο 
ο 
α 

50 . 

Α ί^\ 

Ι* \ 
Ι \ \ 

/' ν > 
/; ν 1 ν 

m t ^ · ^ w ^ g-

// "* ^-Γ 

// κ 
/' ^ - Η 
U 

Ι 
h 

-ü-i 1 1 1 1 
5.5 11.1 100 200 300 400 

nM(AOT) 

Σχήμα 2. Διαλυτοποίηση του πρωτεολιπιδίου Folch-Pi σε 

αντίστροφα μικυλλια ΑΟΤ/Ισοοκτανίου/Νερού. Η ολική συγκέ

ντρωση είναι 20 μΜ. Α) Εξάρτηση από το w0 για συγκε

ντρώσεις [ΑΟΤ] = 300 και 200 μΜ. Β) Εξάρτηση από τη 

συγκέντρωση του ΑΟΤ για νν0 = 5.56 (7) 

ουσιαστικά ελεύθερο νερό στο κέντρο των 

μικυλλίων. Διαπιστώνεται, λοιπόν, ότι το λίγο 

νερό που περιέχεται στα μικρογαλακτώματα 

αυτού του τύπου έχει αυξημένες διαλυτικές 
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Σχήμα 3. Μηχανισμός όιαλυτοποίησης μ€ τη μέθοδο της υγρής εκχύλισης (5) 

ικανότητες απ' ό,τι ένα κανονικό υδατικό διάλυ

μα. 

Να επισημανθεί εδώ ότι οι συγκεντρώσεις του 

ενζύμου έχουν δοθεί σαν ολικές συγκεντρώσεις. 

Αν θεωρηθεί η τοπική (ή ενδομικυλλιακή) συγκέ

ντρωση, αυτή για μια τιμή του w 0 = 5 πολλαπλα

σιάζεται με ένα παράγοντα 200. Για ουσίες 

διαλυτές μόνο στην υδατική φάση, οι δύο 

συγκεντρώσεις θα συνδέονται με τη σχέση: 

CoA=Fw.Cwp, όπου COA η ολική συγκέντρωση, Cwp η 

τοπική (water pool) και Fw ο μερικός όγκος του 

νερού. Εχει παρατηρηθεί για τη λυσοζύμη, π.χ., 

ότι η τοπική συγκέντρωση Cwp είναι μεγαλύτερη 

από τη διαλυτότητα του ενζύμου αυτού στο 

νερό. Στη δεδομένη περίπτωση έχει υπολογισθεί 

(5) ότι, για μια συγκέντρωση ΑΟΤ 50 mM η 

συγκέντρωση των μικυλλίων είναι 0,43 m Μ και η 

ολική συγκέντρωση του ενζύμου μετά την εκχύ

λιση ,<jtfTÓ '/τη στερεή κατάσταση για w0=5 είναι 

C3A=0„10 m M . Αυτό σημαίνει ότι το 23% των 

μικυλλίων περιέχουν από ένα μόριο λυσοζύμης 

και ότι η''τοπική της συγκέντρωση, Cwp, είναι 

0,022 Μ. 

Σύμφωνα με το δεύτερο τρόπο διαλυτοποίη-

σης ενζύμων σε μικρογαλακτώματα, ένα υδατικό 

διάλυμα του συγκεκριμένου ενζύμου αφήνεται σε 

επαφή με ένα διάλυμα ΑΟΤ σε οργανικό διαλύτη 

(π.χ. ισοοκτάνιο). Το υπερκείμενο οργανικό διά

λυμα, που αρχικά δεν περιέχει νερό (δεν υπάρ

χουν δηλαδή ακόμα σχηματισμένα αντίστροφα 

μικύλλια), εκχυλίζει το ένζυμο και συγχρόνως 

ενσωματώνει και μια ποσότητα νερού. 

Στην τελική ισορροπία, τα μικύλλια που 

σχηματίζονται περιέχουν στο κέντρο τους το 

εκχυλισμένο ένζυμο. Οι δύο φάσεις κατά τη 

διάρκεια της εκχύλισης αναδεύονται ελαφρά, 

χωρίς να διαταράσσεται η μεσεπιφάνειά τους, 

που πιθανόν να είχε σαν αποτέλεσμα την 

καταστροφή του μικρογαλακτώματος. Στο σχήμα 

3 (5) παρουσιάζεται ένας πιθανός μηχανισμός 

διαλυτοποίησης με τη μέθοδο της μεταφοράς. 

Σύμφωνα με αυτόν, το μικύλλιο πλησιάζει τη 

μεσεπιφάνειά διαχωρισμού της υδατικής από την 

οργανική φάση, στην οποία βρίσκεται μια μονο-

στιβάδα από επιφανειοενεργά. Στο σημείο αυτό 

το μικύλλιο μπορεί να ενσωματωθεί μερικώς με 

τη μεμβράνη ανοίγοντας κατά κάποιο τρόπο ένα 

διάδρομο, από τον οποίο το ένζυμο θα μπει στο 

εσωτερικό του μικυλλίου. Τέλος, το μικύλλιο 

επανέρχεται στο κυρίως σώμα του οργανικού 

διαλύτη. Η θερμοδυναμική της διεργασίας αυ-

•τής δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί τελείως, φαίνε-
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ται, όμως, ότι το σύστημα αυθόρμητα οδηγείται 

προς την ενσωμάτωση της διαλελυμένης ουσίας, 

λόγω της αύξησης της εντροπίας, στο εσωτερικό 

του μικυλλίου. Αυτή η αύξηση οφείλεται στην 

αποδιοργάνωση της δομής του νερού, που 

προκαλείται από την αραίωση. Η χρησιμοποίηση 

της μεθόδου αυτής περιορίζεται σε ορισμένες 

μόνο δυνατές συγκεντρώσεις ενζύμου μέσα σε 

μικύλλια και για δεδομένη ποσότητα διεσπαρμέ

νου νερού. Πέρα από το μειονέκτημα της 

μεγάλης σχετικά χρονικής διαδικασίας υπάρχει 

και ο κίνδυνος να μη σχηματισθεί ένα διαυγές 

διάλυμα μικυλλίων θερμοδυναμικά σταθερό. 

Τέλος αναφέρεται η τρίτη μέθοδος διαλυτο-

ποίησης t . .ύμων σε μικρογαλακτώματα, η μέθο

δος δηλαδή του σχηματισμού του μικρογαλα-

κτώματος με σύγχρονη διαλυτοποίηση των ενζύ

μων. Συγκεκριμένα σε ένα διάλυμα του επιφα-

νειοενεργού μέσα σε οργανικό διαλύτη προστίθε

νται λίγα μικρόλιτρα από ένα πυκνό υδατικό 

διάλυμα του βιομορίου. Το μίγμα που προκύπτει 

είναι στην αρχή θολό, μετά όμως από λίγο 

χρονικό διάστημα (1 λεπτό περίπου) γίνεται 

διαυγές. Για τη μικρογαλακτωματοποιηση αυτή 

αρκεί μια ελαφριά ανάδευση χωρίς να είναι 

ανάγκη να προστεθεί οποιασδήποτε μορφής 

ενέργεια (μηχανική - θερμότητα). 

Η μέθοδος αυτή είναι και η συνηθέστερα 

χρησιμοποιούμενη για την παρασκευή μικρογα-

λακτωμάτων, τα οποία περιέχουν βιοπολυμερή. 

Για ορισμένα μάλιστα βιολογικά μόρια, όπως 

π.χ. υψηλού μοριακού βάρους DNA αυτή είναι η 

μοναδική μέθοδος που επιτρέπει τη διαλυτοποίη

ση τους σε αντίστροφα μικύλλια. Στην περίπτω

ση αυτή το μικρογαλάκτωμα χάνει σύντομα τη 

σταθερότητα του (διαύγεια), πράγμα που θέτει σε 

αμφισβήτηση τη θερμοδυναμική του σταθερότη

τα. 

Η περίπτωση της επίδρασης της διαλελυμένης 

βιολογικής ουσίας στη θερμοδυναμική σταθερό

τητα του μικρογαλακτώματος είναι ένας παρά

γοντας ελάχιστα μελετημένος μέχρι σήμερα. Τις 

περισσότερες φορές - κυρίως για όχι πολύ 

μεγάλα βιομόρια - θεωρείται ότι η επίδραση αυτή 

είναι πολύ μικρή. Είναι, έτσι, δυνατή η επίτευξη 

του κατάλληλου μικρογαλακτώματος, που περιέ

χει την επιθυμητή ποσότητα του βιομορίου, με 

βάση τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του συ

γκεκριμένου μικρογαλακτώματος. Αν είναι γνω

στό, δηλαδή, ότι μια δεδομένη αναλογία νερού/ 

επιφανειοενεργού/οργανικού διαλύτη (ελαίου) δί

νει ένα μονοφασικό διάλυμα (1), είναι δυνατό να 

χρησιμοποιηθεί αυτή η μέθοδος για να επιτευχθεί 

το κατάλληλο διάλυμα του βιομορίου. Επομένως, 

στην περίπτωση αυτή γίνεται δεκτό ότι η σταθε

ρότητα του μικρογαλακτώματος δε θα διαταρα

χθεί από την παρουσία ενός επιπλέον συστατι

κού: του βιομορίου. 

Οπωσδήποτε η γνώση των θερμοδυναμικών 

παραμέτρων, που επιτρέπουν την επίτευξη των 

μικρογαλακτωμάτων, βοηθάει πολύ ». \ δεδομένη 

εφαρμογή και απαλλάσσει από τυχόν κινδύνους 

αποσταθεροποίησης του διαλύματος. Στη συνέ

χεια του άρθρου διερευνάται πώς επηρεάζεται η 

δομή των μικρογαλακτωμάτων από την παρουσία 

βιομορίων. 

Αναφορικά με τις τυπικές συγκεντρώσεις που 

μπορούν να επιτευχθούν με την τρίτη μέθοδο, 

καθοριστικός παράγοντας είναι οπωσδήποτε η 

διαλυτότητα του βιολογικού μορίου στο υδατικό 

αρχικό διάλυμα (stock), το οποίο θα προστεθεί 

στον οργανικό διαλύτη. Για παράδειγμα (5), στην 

περίπτωση της λυσοζύμης μπορεί να παρασκευ

αστεί αρχικό διάλυμα συγκέντρωσης μέχρι 20 

mg/ml που αντιστοιχεί σε 1,4 m M . Στο μικρογα

λάκτωμα τώρα η φαινόμενη συγκέντρωση (ολική 

συγκέντρωση) θα είναι μικρότερη κατά τον 

παράγοντα αραίωσης. Έτσι για ένα διάλυμα 50 

mM ΑΟΤ και με το γραμμομοριακό λόγο w 0 =10, 

η συγκέντρωση θα είναι 0,0127 mM. Επειδή, 

όμως, η λυσοζύμη βρίσκεται στην υδατική μι-

κροφάση (στο κέντρο των μικυλλίων), η υδάτινη 

τοπική συγκέντρωση της θα ισούται προφανώς 

με την αρχική, πριν το σχηματισμό του μικρογα-

λακτώματος, δηλαδή 1,4 m M . Στη δεδομένη 

περίπτωση του παραδείγματος αυτού μόνο το 

4% των μικυλλίων θα περιέχουν πρωτείνη. 

Γενικότερα, αν οι διαστάσεις των μικυλλίων 

είναι μεγαλύτερες από τις διαστάσεις της προς 

διάλυση πρωτείνης, σε μικρές συγκεντρώσεις 

αυτής υπάρχει στοιχειομετρική αντιστοιχεία με τα 

μικύλλια 1 προς 1 και μια περίσσεια άδειων 



30 ΕΠΙΘΕΩΡΗΣΗ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΦΑΡΜΑΚΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ φΑΡΜΑΚΟΚΙΝΗΤΙΚΗΣ, ΕΛΛΗΝΙΚΗ ΟΣΗ 1990 

W ο,Μ 

Περίπτωση (1) 

^ 

Περίπτωση (2) 

Περίπτωση (3) 

Ι © Ä 

Σχήμα 4. Πιθανές μεταβολές της δομής του μικυλλ/ου από την ενσωμάτωση του βιομορ'ιου (5) 

μικυλλίων. Αυτό ισχεύει ανεξάρτητα από τον 

τρόπο παρασκευής του μικρογαλακτώματος με 

την πρωτείνη. 

ΔΟΜΗ ΒΙΟΛΟΓΙΚΩΝ ΜΟΡΙΩΝ ΣΕ 

ΜΙΚΡΟΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΑ 

Ο εντοπισμός βιολογικών μορίων σε μικρογα-

λακτώματα έχει πιθανότατα επιπτώσεις στη δομή 

τόσο των μικυλλίων όσο και του ίδιου του 

βιομορίου. Ορισμένα από τα ερωτήματα που 

προκύπτουν σχετικά με τη δομή των συστημάτων 

αυτών είναι. 

Iç^rtoiç σημείο ακριβώς του υδατικού κέντρου 

(water-pool) των μικυλλίων βρίσκεται το βιομό-

fllo; Ποια η σχέση της θέσης αυτής με τις 

υδρόφιλες/λιπόφιλες ιδιότητες και το φορτίο του 

βιομορίου; Τα μικύλλια είναι πάντα σφαίρες; 

Μήπως τα βιομόρια προκαλούν συνένωση μικυλ

λίων προς μεγαλύτερα, ή κατανέμονται στα 

υπάρχοντα υδατικά κέντρα; Μήπως το νερό 

υφίσταται μια ανακατανομή στο σύστημα, δια

κρίνοντας πλέον δύο τιμές του λόγου w 0 : μία για 

μικύλλια πλούσια σε νερό που περιέχουν βιολο

γικά μόρια και μια για άδεια μικύλλια με λίγο 

νερό; 

Ό σ ο ν αφορά τα υδρόφιλα βιομόρια (υδρόφι

λα ένζυμα π.χ.), οι πειραματικές ενδείξεις επιβε

βαιώνουν τη στοιχειομετρική αντιστοιχία βιομο-

ρίου-μικυλλίου 1 προς 1. Η δομή τους περιγρά

φεται ικανοποιητικά από το πρότυπο του υδάτι

νου κελύφους (water shell model), κατά το 

οποίο το ένζυμο βρίσκεται μέσα στο υδατικό 

κέντρο του μικυλλίου, περιστοιχιζόμενοι από 

στιβάδες νερού (υδατικό κέλυφος), που προστα

τεύουν το ένζυμο από τα μόρια του επιφανειο-

ενεργού και από τον οργανικό διαλύτη. 

Υποθέτοντας, αρχικά, ότι η μορφή των μικυλ

λίων δεν αλλάζει από την ενσωμάτωση του 

βιομορίου, ο Luisi (5) κωδικοποίησε τις πιθανές 

μεταβολές κατά τον ακόλουθο τρόπο (σχήμα 4) 

(5). Ορίζοντας ένα μεταβατικό γραμμομοριακό 
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λόγο Wo.m, που αντιστοιχεί στο μικύλλιο εκείνο, 

του οποίου ο όγκος του υδατικού κέντρου του Vk 

μόλις υπερβαίνει τον όγκο του βιομορίου VB, 

διακρίνεται ένα υποσύνολο χαμηλών τιμών w 0 

και ένα υποσύνολο ψηλών w 0 . Οι διάφορες 

δυνατές διαμορφώσεις δομής χαρακτηρίζονται 

πλήρως αν προσδιοριστούν για κάθε «γεμάτο» 

μικύλλιο τα μεγέθη: ακτίνα" του υδατικού κέντρου 

Rk, ο αριθμός των μορίων του ΑΟΤ ανά μικύλλιο 

ΠΑΟΤ (aggregation number), ο γραμμομοριακός 

λόγος w 0 = [Η 2 0]/[ΑΟΤ] και ο αριθμός των 

άδειων μικυλλίων, που απαιτούνται για το σχη

ματισμό ενός «γεμάτου» μικυλλίου. 

Για τιμές του w 0 μεγαλύτερες του Wo.m το 

βιομόριο μπορεί να μπει στο υδατικό κέντρο του 

μικυλλίου προκαλώντας: 

1. Την απομάκρυνση μορίων νερού (καταλαμ

βάνοντας τη θέση τους) έτσι ώστε η αρχική 

ακτίνα Rk.0 να ισούται με την ακτίνα του 1 

υδατικού κέντρου του μικυλλίου που περιέχει το 

βιομόριο (γεμάτο) Rk.r: RK.O = RKX. Ο αριθμός ΠΑΟΤ 

παραμένει επομένως ο ίδιος, ενώ ισχύει wo.r<wo.o, 

όπου τα σύμβολα ο. Γ, Α αντιστοιχούν στο 

αρχικό μικύλλιο, στο γεμάτο και στο άδειο τελικό 

μικύλλιο. 

2. Τη διόγκωση του υδατικού κέντρου κατά 

τον όγκο του βιομορίου έτσι ώστε Rk.r = 

(Vk.o+V/e)V3/(4/3n)V3. Τώρα το ΠΑΟΤ αυξάνει εφό

σον Rk.r>Ric.o. Στην περίπτωση αυτή ισχύει και 

Π ά λ ι Wo.A>Wo.a>Wo.r. 

3. Την ενσωμάτωση περισσότερων μορίων 

νερού έτσι ώστε w o . r > w o . o > W O A Η περίπτωση 

αυτή απαιτεί την προσφορά μορίων νερού και 

ΑΟΤ από περισσότερα του ενός άδεια αρχικά 

μικύλλια. 

Για τιμές του Wo μικρότερες από το Wo.m 

(μεγάλα βιοπολυμερή), το βιομόριο δε μπορεί να 

χωρέσει στο υπάρχον υδατικό κέντρο του μικυλ

λίου με απλή απομάκρυνση νερού (περίπτωση 1 ), 

με αποτέλεσμα να σχηματίζεται γύρω του ένα 

νέο μεγαλύτερο μικύλλιο. Στην περίπτωση αυτή η 

τρίτη εκδοχή είναι πιο πιθανή, αφού επιτρέπει τη 

διατήρηση του υδατικού κελύφους γύρω από το 

βιομόριο. 

Μέχρι σήμερα δεν έχει ακόμα διατυπωθεί μια 

θερμοδυναμική θεωρία, η οποία να προβλέπει τις' 

διαστάσεις και τη δομή των αντίστροφων μικυλ

λίων συναρτήσει της χημικής δομής του επιφα-

νειοενεργού και των άλλων παραμέτρων του 

μικρογαλακτώματος, όπως η περιεκτικότητα σε 

νερό, ή η συγκέντρωση ξένων μορίων, όπως τα 

βιομόρια. Ό λ ε ς οι μελέτες, επομένως, πάνω στη 

δομή και το μέγεθος των μικρογαλακτωμάτων 

που περιέχουν βιομόρια στηρίζονται αποκλειστι

κά σε πειραματικά αποτελέσματα. Οι πειραματι

κές αυτές μέθοδοι κάθε άλλο παρά απλές είναι 

όταν εφαρμόζονται στα συγκεκριμένα συστήματα. 

Το κύριο πρόβλημα οφείλεται στην ετερογένεια 

των μικυλλίων μεταξύ τους, αφού διακρίνουμε 

«γεμάτα» και «άδεια» με/από βιομόρια μικύλλια. 

Η περίπτωση μιας κατανομής 1 βιομορίου σε 

κάθε 1 αρχικό μικύλ ..ο γενικά επιτυγχάνεται 

δύσκολα, αλλά και στην περίπτωση αυτή δεν 

είναι εκ των προτέρων γνωστή η ανακατανομή 

των μικυλλίων (σύμφωνα με τα παραπάνω). 

Ό τ α ν η συγκέντρωση των άδειων μικυλλίων 

είναι πολύ μεγαλύτερη από τη συγκέντρωση του 

βιομορίου, τότε η παραδοχή «ένα μόριο βιομόριο 

ανά γεμάτο μικύλλιο» είναι σωστή. Στην περί

πτωση αυτή οι μέθοδοι προσδιορισμού των 

παραμέτρων των γεμάτων μικυλλίων πρέπει να 

μπορούν να διακρίνουν τα γεμάτα μικύλλια 

ανάμεσα από ένα μεγάλο αριθμό άδειων (μεγάλο 

background). Αυτό σημαίνει ότι οι πειραματικές 

μέθοδοι πρέπει να έχουν μεγάλη ευαισθησία. 

Οι πιο συνηθισμένες μέθοδοι που οι διάφορες 

ομάδες χρησιμοποιούν είναι η αναλυτική υπερ-

φυγοκέντρηση, η δυναμική σκέδαση του φωτός, 

η σκέδαση νετρονίων υπό μικρή γωνία (SANS) 

και η σκέδαση ακτινών Χ υπό μικρή γωνία 

(SAXS). Η μέθοδος της αναλυτικής υπερφυγοκέ-

ντρησης ήταν η πρώτη που δοκιμάστηκε για 

τέτοια συστήματα και είναι η σχετικά πιο απλή. 

Στηρίζεται στην καταγραφή των πρωτεϊνών στα 

280 nm πράγμα που επιτρέπει τη μη εμφάνιση 

των μικυλλίων που δεν περιέχουν βιομόρια. Από 

το έστω και ασθενές σήμα που δίνουν τα 

«γεμάτα» μικύλλια μπορούν να υπολογισθούν οι 

συντελεστές καθίζησης και διάχυσης καθώς και 

τα μοριακά βάρη. Έτσι βρέθηκε ότι το «μοριακό 

βάρος» των μικυλλίων που περιέχουν ορισμένα 

ένζυμα (ΡΝάση, λυσοζύμη και ηπατική αλκοολική 
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Σχήμα 5. Πρότυπα μικυλλίων που Πίριέχουν RNaaq. Η τιμή του λόγου w0 - [Η20]/[ΑΟΤ] eivai 1) w0=5 και 2) w0=20 18) 

αφυδρογονάση) ήταν μεγαλύτερο από το αντί

στοιχο «μοριακό βάρος» των άδειων μικυλλίων. 

Στο σχήμα 5 (8) φαίνεται ότι η ΗΝάση προστα

τεύεται από μια λεπτή στιβάδα νερού, όταν ο 

λόγος Wo είναι μικρός. Στο συγκεκριμένο παρά

δειγμα, το υδατικό κέντρο του γεμάτου με ένα 

μόριο ΡΝάσης μικυλλίου έχει σχηματισθεί από 

δύο άδεια αρχικά μικύλλια. 

Σε άλλα πειράματα με τη μέθοδο της αναλυ

τικής ιίττερφ^υγοκέντρησης χρησιμοποιήθηκαν ειδι

κοί ιχνηθέτες (probes), που ανάλογα με τη δομή 

τους μπορούσαν να βρίσκονται είτε στη μεμβρά

νη των μικυλλίων, είτε στο υδατικό κέντρο τους, 

ώστε να γίνει δυνατή η καταγραφή και των 

άδειων μικυλλίων. 

Στον υπολογισμό των μοριακών βαρών με 

αυτή τη μέθοδο χρειάζονται ορισμένες παραδο

χές που συχνά δεν επαληθεύονται. Οταν π.χ. 

είναι πολύ μικρός ο αριθμός γεμάτων μικυλλίων, 

ή όταν η διαφορά μεγέθους με τα άδεια είναι 

μικρή, η ευαισθησία της μεθόδου δεν επιτρέπει 

την άντληση αξιολογήσιμων πληροφοριών. Αντί

θετα, οι μέθοδοι σκέδασης επιτρέπουν την 

απευθείας εξέταση των μεγεθών των μικυλλίων 

κατάλληλης σύστασης. 

Η μέθοδος της σκέδασης νετρονίων υπό 

μικρή γωνία, για παράδειγμα, επιτρέπει την 

άμεση μέτρηση των διαστάσεων των υδατικών 

κέντρων των μικυλλίων. Έτσι βρέθηκε (9) ότι σε 

μικρογαλάκτωμα, που περιείχε βασική πρωτεΐνη 

της μυελίνης (ΜΒΡ - myelin basic protein), 

υπήρχαν δύο μεγέθη γεμάτων μικυλλίων 27 Â 
και 87 Â. Η πρώτη περίπτωση αποδόθηκε σε 

απλά μικύλλια με ένα πρωτεϊνικό μόριο, ενώ η 
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Σχήμα 6 Πιθανά πρότυπα θέσεων που καταλαμβάνει ένα 

βιομόριο στα αντίστροφα μικυλλια α) Πρότυπο υδατικού 

κελύφους, b) Το βιομόριο έχοντας ένα πολύ λιπόφιλο τμήμα 

έρχεται σε άμεση επαφή με τον οργανικό διαλύτη c) Το 

βιομόριο προοροφάται στη μεμβράνη του μικυλλίου d) Η 

όιαλυτοποιηση γίνεται με τη βοήθεια περισσοτέρων του ενός 

αρχικών μικυλλιων e) Περίπτωση ενοποίησης μικυλλιων γύρω 

από περισσότερα βιομόρια (5) 

ακτίνα των 87 Α ταιριάζει σε ένα συσσωμάτωμα 

μικυλλιων γύρω από ένα μόριο ΜΒΡ 

Γενικά, τα μέχρι σήμερα αποτελέσματα διαπι

στώνουν ότι και οι τρεις διαφορετικές συμπερι

φορές, που περιγράφτηκαν προηγούμενα, είναι 

δυνατές, φαίνεται ότι οι τροποποιήσεις στη δομή 

των μικυλλίων εξαρτώνται από τη φύση του 

αρχικού μικυλλίου, αλλά και από το συγκεκρι

μένο βιομόριο. 

Ό σ ο ν αφορά τις αλλαγές δομής που υφίστα

νται τα ίδια τα βιολογικά μόρια, όταν φιλοξε

νούνται στο υδατικό κέντρο των σταγονιδίων των 

μικρογαλακτωμάτων, αν για τον προσδιορισμό 

της δομής των μικυλλίων υπάρχουν ορισμένες 

δυσκολίες, η διευκρίνηση προβλημάτων δομής 

των βιομορίων στο συγκεκριμένο περιβάλλον 

είναι ακόμα πιο δυσπρόσιτη. Αρχικά πρέπει να 

απαντηθεί το ερώτημα της ακριβούς θέσης που 

καταλαμβάνει το βιομόριο, για να εξετασθεί μετά 

η πιθανή σχέση της θέσης με τη μεταβολή της 

δομής του. Επίσης υπάρχει και η διευκρίνιση του 

ρόλου των άλλων συστατικών στο υδατικό 

κέντρο των μικυλλίων, όπως είναι το επιφανειο-

ενεργό και τα αντι-ιόντα του (countér-ions). 
Ό σ ο ν αφορά τη θέση του βιομορίου μέσα στο 

μικύλλιο, πειραματικά αποτελέσματα στηρίζουν 

έμμεσα το πρότυπο του υδάτινου κελύφους 

(water shell model: το βιομόριο περιστοιχίζεται 

από λίγες στιβάδες νερού, που το προστατεύουν 

από τον οργανικό διαλύτη και το επιφανειοενερ-

γό). Μετρήσεις φθορισμού και κυκλικού διχρωι-

σμού έδειξαν ότι η μορφή των φασμάτων 

εξαρτάται από το λόγο ενυδάτωσης w 0 , γεγονός 

που σημαίνει ότι η πρωτεΐνη είναι ευαίσθητη στη 

συγκέντρωση του νερού. Επιβεβαιώνεται δηλαδή 

η επαφή πρωτεϊνης-νερού μέσα στο μικύλλιο. 

Ένα άλλο στοιχείο είναι η διατήρηση της 

καταλυτικής ικανότητας των ενζύμων μέσα σ' 

αυτό το περιβάλλον, με συγκρίσιμες, ως προς 

καθαρά υδατικά διαλύματα, ορισμένες σημαντι

κές παραμέτρους, όπως κινητικές σταθερές ή 

άριστο pH. Τέλος, για τιμές του w 0 > 10, η 

μορφή των φασμάτων φθορισμού, κυκλικού 

διχρωισμού και ηλεκτρονικού παραμαγνητικού 

συντονισμού (EPR), είναι σχεδόν ίδια με εκείνη 

των φασμάτων σε υδατικό περιβάλλον, τεκμη

ριώνοντας την ύπαρξη υδατικού περιβάλλοντος 

και στο υδατικό κέντρο των μικυλλίων. 

Εκτός από το πρότυπο του υδάτινου κελύ

φους, έχουν προταθεί και άλλες διαμορφώσεις, 

ιδίως για λιγότερο υδρόφιλα βιομόρια. Στο σχήμα 

6 (5) φαίνονται ορισμένες πιθανές καταστάσεις. 
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Ένα υδρόφοβο πρωτεϊνικό μόριο, για παράδειγ

μα, μπορεί κάλλιστα να έρχεται σε άμεση επαφή 

με τον εξωτερικό οργανικό διαλύτη, ή να συνδέ

εται με τη μεμβράνη των επιφανειοενεργών 

μορίων. Μια ιδιαίτερη περίπτωση είναι ο σχη

ματισμός συσσωματωμάτων μικυλλίων γύρω από 

ένα βιομόριο, ή και η κατάλληλη ενοποίηση τους 

προς σχηματισμό ενός είδους δικτύου. 

Οι ιδιότητες του νερού των μικυλλίων διαφέ

ρουν από τις ιδιότητες του κυρίως όγκου του 

(bulk water) (1). Η διαφορά αυτή αυξάνεται, 

όταν υπάρχουν επιπλέον στα υδατικά κέντρα των 

μικυλλίων και βιομόρια. Δεν επηρεάζονται, όμως, 

μόνο οι ιδιότητες του νερού από το φιλοξε

νούμενο βιομόριο, αλλά και ορισμένες φυσικές 

παράμετροι, όπως τα ρΚ ή το pi. Αυτή η 

πιθανότητα πρέπει να λαμβάνεται σοβαρά υπό

ψη, όταν επιχειρείται μια πειραματική διευκρίνη

ση της δομής των βιομορίων. Οι πειραματικές 

τεχνικές που χρησιμοποιούνται γΓ αυτό το σκοπό 

είναι η φασματοσκοπία απορρόφησης UV, η 

φθορισμομετρία, ο κυκλικός διχρωισμός και οι 

μέθοδοι μαγνητικού συντονισμού (NMR-EPR). 

Τα φάσματα απορρόφησης UV των πρωτεϊ

νών σε μικυλλιακό περιβάλλον γενικά δείχνουν 

μια μικρή μετατόπιση προς το ερυθρό, σε σχέση 

με τα αντίστοιχα φάσματα σε υδατικό διάλυμα. 

Αυτό εξηγείται από τη μικρότερη πολικότητα του 

υδατικού κέντρου, η οποία πλησιάζει περισσότε

ρο την πολικότητα της μεθανόλης. Όσον αφορά 

τους συντελεστές μοριακής απορρόφησης (ε), 

γενικά έχει βρεθεί, ότι δεν επηρεάζονται στο 

συγκεκριμένο μικροπεριβάλλον. φυσικά για μι

κρές τιμές του w 0 οι τυχόν αποκλίσεις του ε 

γίνονται σημαντικότερες, όπως άλλωστε ισχύει 

για όλα τα είδη φασματοσκοπίας. 

Τα φάσματα φθορισμού αλλάζουν ελάχιστα 

στο μικυλλιακό περιβάλλον και μόνο για μικρο-

γα^ακτώματα με αρχικό w 0 < 1 0 . Στην περί

πτωση αυτή παρατηρείται αύξηση της κβαντικής 

'απόδοσης και μετατόπιση του μέγιστου προς το 

ιώδες, γεγονός που αποδίδεται σε μια αύξηση της 

υδροφοβίας του περιβάλλοντος. Μετρήσεις, εξάλ

λου, πόλωσης φθορισμού δίνουν ενδείξεις για 

την κινητικότητα του βιομορίου μέσα στο μικύλ-

λιο. 

Τα πειράματα με τη μέθοδο του κυκλικού 

διχρωισμού στην περιοχή του άπω υπεριώδους 

δείχνουν μια αύξηση της ελλειπτικότητας σε 

σχέση με τις ηλεκτρονικές μετατοπίσεις του 

χρωμοφόρου πεπτιδίου. Μια τέτοια συμπεριφορά 

αποδίδεται σε αύξηση της δευτεροταγούς δομής 

της πρωτεΐνης λόγω αύξησης της υδροφοβίας 

του περιβάλλοντος. Αυτή η αλλαγή οφείλεται είτε 

στην έλλειψη ελεύθερου νερού γύρω από την 

πρωτεΐνη (λόγω της μικρής συνολικής ποσό

τητας του για w 0 <10), είτε στην αλληλεπίδρα

ση με τον οργανικό διαλύτη, ή τις υδρόφοβες 

αλυσίδες του επιφανειοενεργού. Η δεύτερη περί

πτωση είναι δυνατή μόνο όταν ο συγκεκριμένος 

^ογανικός διαλύτης ή το επιφανειοενεργό δεν 

αποδιατάσσουν (denaturate) την πρωτεΐνη. 

Ό σ ο ν αφορά τις μεθόδους μαγνητικού συ

ντονισμού, που θεωρούνται γενικά ισχυρότατα 

μέσα για μελέτες δομής, στην περίπτωση των 

μικρογαλακτωμάτων δεν έχουν ακόμα χρησιμο

ποιηθεί σε μεγάλη έκταση. Η δυσκολία έγκειται 

συνήθως στην ευαισθησία, η οποία έχει σχέση με 

τις συγκεντρώσεις των βιομορίων, που γενικά 

είναι στα όρια της ανιχνευσιμότητας (για το 

NMR) και με την πολυπλοκότητα του φάσματος, 

που δυσκολεύει την ταυτοποίηση των συχνοτή

των συντονισμού, οι οποίες έχουν μετατοπισθεί 

λόγω νέου (άγνωστου) περιβάλλοντος. Πειράμα

τα, τέλος, ηλεκτρονικού παραμαγνητικού συντο

νισμού - EPR - δείχνουν (10, 11) ότι η 

κινητικότητα της πρωτείνης μειώνεται στο μι

κυλλιακό περιβάλλον (για μικρές τιμές του w0). 

Πρέπει όμως να παρατηρηθεί ότι τα αποτε

λέσματα των μετρήσεων αυτών δεν δεσμεύουν 

εκ των προτέρων τη συμπεριφορά άλλων παρεμ

φερών συστημάτων. Μια αλλαγή π.χ. στη σύστα

ση του μικυλλίου (αλλάζοντας τη φύση του 

επιφανειοενεργού) μπορεί να προκαλέσει τερά

στιες αποκλίσεις από το αναμενόμενο αποτέ

λεσμα. Έχει παρατηρηθεί ότι το ΑΟΤ επηρεάζει 

περισσότερο τα φάσματα της πρωτεΐνης απ' ό,τι 

το βρωμιούχο κετυλτριμεθυλαμμώνιο (CTAB -

κατιονικό επιφανειοενεργό), ενώ τα μη ιονικά 

επιφανειοενεργό δείχνουν την περισσότερο ουδέ

τερη συμπεριφορά. 
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ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΔΡΑΣΤΙΚΟΤΗΤΑ ΣΕ 

ΜΙΚΡΟΓΑΛΑΚΤΩΜΑΤΑ 

Η μελέτη των ενζύμων (προσδιορισμός της 

ενζυμικής δραστικότητας, προσδιορισμός κινη

τικών παραμέτρων, μελέτη μηχανισμού δράσης) 

μέσα σε μικρογαλακτώματα μπορεί να γίνει με τις 

ίδιες κλασικές μεθόδους, που εφαρμόζονται στα 

υδατικά διαλύματα. Μια ενζυμικά καταλυόμενη 

αντίδραση μπορεί να ξεκινήσει αναμιγνύοντας 

δύο μικρογαλακτώματα ίδιας σύστασης (ίδιου 

w 0 ) , που περιέχουν αντίστοιχα το ένζυμο Ε και το 

υπόστρωμα S, ή προσθέτοντας λίγα μικρολίτρα 

υδατικού διαλύματος ενζύμου σε ένα μικρογαλά-

κτωμα με υπόστρωμα (προκαλώντας μια μικρή 

μεταβολή του w 0 ) , ή τέλος ακολουθώντας την 

αντίστροφη πορεία, δηλαδή προσθέτοντας υπό

στρωμα από ένα πυκνό διάλυμα σε ένα μικρο-

γαλάκτωμα, που περιέχει ήδη το ένζυμο. Η 

επιλογή της διαδικασίας που θα ακολουθηθεί για 

μια ενζυμική μελέτη εξαρτάται από τη φύση του 

κάθε ενζύμου. Έτσι π.χ., όταν το ένζυμο είναι 

σχετικά ασταθές μέσα σε αντίστροφα μικύλλια 

(περίπτωση λυσοζύμης), επιλέγεται η λύση της 

προσθήκης του στο τελευταίο στάδιο. 

Ο προσδιορισμός των κινητικών παραμέτρων 

km και kcat γίνεται με τα κλασικά διαγράμματα 

Lineweaver-Burk, όπως ακριβώς και στα υδατικά 

διαλύματα. Συνήθως προστίθεται ένας σταθερός 

όγκος υποστρώματος, μεταβάλλοντας κάθε φορά 

τη συγκέντρωση του, έτσι ώστε στα τελικά 

μικρογαλακτώματα ο λόγος w 0 να είναι σταθε

ρός. Η διαφορά από την κλασική ενζυμική 

αντίδραση έγκειται στο ότι το υπόστρωμα πιθα

νόν να κατανέμεται μεταξύ της υδατικής μικρο-

φάσης, όπου βρίσκεται το ένζυμο, και της 

συνεχούς οργανικής φάσης. Για υποστρώματα 

που έχουν τελείως υδρόφιλο χαρακτήρα, πρό

βλημα κατανομής δεν υπάρχει και μπορεί να 

θεωρηθεί, ότι η ολική συγκέντρωση του υπο

στρώματος [S]OA είναι ίση με την τοπική συγκέ

ντρωση (μέσα στα υδατικά κέντρα) [S]wp επί το 

μερικό όγκο του νερού Fw: [S]OA = [S]sP . Fw. Είναι, 

όμως, λάθος να υπολογίζονται δύο τιμές για την 

km, αφού έχουμε μια ενζυμική αντίδραση στο 

συγκεκριμένο σύστημα και ο κορεσμός του 

ενζύμου γίνεται για ένα δεδομένο μοριακό λόγο 

ενζύμου/υποστρώματος. Η τιμή της km, λοιπόν, 

που πρέπει να θεωρείται, όταν συγκρίνεται η 

ενζυμική αντίδραση μέσα στο μικρογαλάκτωμα 

με την ενζυμική αντίδραση σε υδατικό διάλυμα, 

είναι η υπολογιζόμενη με τις ολικές συγκεντρώ

σεις koA ή kwp . Fw. 

Από τις μέχρι σήμερα μελέτες ενζύμων σε 

μικρογαλακτώματα μπορεί να διατυπωθούν, σε 

γενικές γραμμές, τα ακόλουθα: 

1. Τα ένζυμα διατηρούν τις καταλυτικές τους 

ιδιότητες σε παρεμφερή βαθμό με τα υδατικά 

διαλύματα. 

2. Δεν παρατηρούνται σημαντικές διαψορές 

στην κινητική και η συμπεριφορά κατά Michae-

l is-Menten εξακολουθεί να ισχύει και στο συγκε

κριμένο μικροπεριβάλλον. 

3. Η δραστικότητα εξαρτάται από το βαθμό 

ενυδάτωσης w 0 των μικυλλίων και είναι μέγιστη 

σε μικρές τιμές του w 0 (περίπου 10) και όχι σε 

μεγαλύτερες, όπως, ίσως, περίμενε κανείς. 

4. Μπορούν να γίνουν ενζυμικές αντιδράσεις 

και σε υποστρώματα αδιάλυτα στο νερό, αφού 

μπορούν να βρίσκονται στη συνεχή οργανική 

φάση και να έρχονται σε επαφή με το ένζυμο 

διαμέσου της μεμβράνης των μικυλλίων, και, 

τέλος, 

5. Η σταθερότητα των ενζύμων γενικά συ

γκρίνεται με τη σταθερότητα τους στο νερό, ενώ 

μειώνεται όταν το w 0 μεγαλώνει (όπως και η 

ενζυμική δραστικότητα). Η επίδραση του βαθμού 

ενυδατώσεως w 0 στην ενζυμική δραστικότητα 

είναι χαρακτηριστική για την περίπτωση της α-

χυμοθρυψίνης (σχήμα 7) (5, 6). Η μεταβολή έχει 

τη μορφή κώδωνα με το μέγιστο να αντιστοιχεί 

περίπου στο w 0 =10. Παράλληλα πειράματα με 

EPR έδειξαν ότι στην τιμή αυτή αντιστοιχεί η 

μικρότερη κινητικότητα του ενζύμου μέσα στο 

μικύλλιο, ενώ το μέγεθος του υδατικού κέντρου 

του σχεδόν συμπίπτει με τις διαστάσεις του 

ενζύμου. 

Ένα άλλο ενδιαφέρον στοιχείο της ενζυμικής 

κατάλυσης μέσα σε μικρογαλακτώματα είναι η 

πιθανότητα αλλαγής της εκλεκτικότητας ως προς 

το υπόστρωμα. Για παράδειγμα, η παγκρεατική 
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Σχήμα 7. Δραστικότητα της α-χυμοθρυψίνης στο vepó και oe αντίστροφα μικύλλια διαφόρων w0 (S). Στο ένθίτο φαίνεται η 

συνάρτηση της kcat. από το λόγο w0 (6) 

λιπάση. σε υόατικό διάλυμα καταλύει τα γλυκέ-

ρίόια ανεξάρτητα των αντίστοιχων λιπαρών ο-

ξίων.' Σε μικρογαλακτώματα, όμως, η τριελαίνη 

υδρολύετρΊ 15 φορές πιο αποτελεσματικά απ' 

ό,τι η τριβουτυρίνη (12). Αντίστοιχα αποτελέ

σματα έχουν αναφερθεί και για μικροβιακής 

προέλευσης λιπάσες (13). 

Τέλος, όσον αφορά τη σταθερότητα των 

ενζύμων, υπάρχουν περιπτώσεις που ο εγκλωβι

σμός τους μέσα σε αντίστροφα μικύλλια απο

τρέπει την αποδιάταξή τους. Έτσι π.χ. το 

κυτόχρωμα Ρ-450, που σε υόατικό περιβάλλον 

είναι ιδιαίτερα τρωτό, σε μικυλλιακό περιβάλλον 

ο χρόνος ημιζωής του είναι μεγαλύτερος και 

συγκρίσιμος με το χρόνο ημιζωής στο φυσικό 

του περιβάλλον (μικροσώματα) (14). 
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Σχήμα 8. Π/Θανές θέσεις των αντιδρώντων σε μια ενζυμική 

αντίδραση. 1) Τα δύο αντιδρώντα Α,. Β, eh/ai υδατοδιαλυτά 

ενώ το προϊόν διαλύεται στον οργανικό διαλύτη. 2) Το αντιδρόν 

Α2 κατανέμεται μεταξύ της συνεχούς οργανικής φάσης και του 

υδατικού κέντρου του μικυλλίου (16) 

ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ 

Η ανάπτυξη της ενζυμολογίας μέσα σε μικρο-

γαλακτώματα έχει φτάσει σε ένα επίπεδο, το οποίο 

επιτρέπει την ανάπτυξη πολλών εφαρμογών σε 

διάφορους τομείς. Με τις μελέτες αυτές έχουν 

αρχίσει να διευκρινίζονται ορισμένοι σημαντικοί 

παράγοντες, όπως ο ρόλος του νερού τόσο στην 

πρωτεϊνική δομή, όσο και στο μηχανισμό της 

ενζυμικής κατάλυσης. Έχει γίνει δυνατή η χρήση 

φυσικών λιπιδίων για το σχηματισμό μικυλλίων 

και τη μελέτη των σχηματιζόμενων, σ* αυτό το 

περιβάλλον, συμπλοκών πρωτεϊνης-λιπιδίου. Α

ντιδράσεις που απαιτούν ένα διφασικό σύστημα, 

όταν δηλαδή το υπόστρωμα είναι αδιαλυτο στο 

νερό, μπορούν να γίνουν πλέον σε μια φάση, 

υπερπηδώντας όλες τις τεχνικές δυσκολίες των 

ετερογενών αντιδράσεων. Ειδικότερα, υδρόφοβα 

υποστρώματα μπορούν να αντιδρούν πολύ πιο 

αποτελεσματικά διαμέσου της μικρομεμβράνης 

των μικυλλίων καταλυόμενα από ένζυμα που 

βρίσκονται στο υδατικό κέντρο τους. Τέλος, είναι 

δυνατή η ανάπτυξη της κρυοενζυμολογίας μέσα 

σε μικυλλιακό περιβάλλον, αφού το νερό των 

μικυλλίων παγώνει σε θερμοκρασίες αρκετά κάτω 

από το μηδέν (15). 

Στη συνέχεια αναφέρονται ορισμένες βιοτε

χνολογικές εφαρμογές που έχουν αρχίσει ήδη να 

χρησιμοποιούνται. 

Οργανική σύνθεση 

Η δυνατότητα καταλυτικής μετατροπής υπο

στρωμάτων που είναι αδιάλυτα στο νερό βρίσκει 

πολλές εφαρμογές στην οργανική σύνθεση. Χα

ρακτηριστική είναι η περίπτωση της σύνθεσης 

ενός αδιάλυτου στο νερό πεπτιδίου, που κατα

λύεται από την α-χυμοθρυψίνη. Στο σχήμα 8 (16) 

εικονίζεται η αντίδραση ενός υδατοδιαλυτού αντι

δραστηρίου (Β) με ένα άλλο αντιδραστήριο (Α) 

που κατανέμεται μεταξύ του οργανικού διαλύτη 

και της υδατικής φάσης του κέντρου των 

μικυλλίων, όπου βρίσκεται και το ένζυμο. Το 

προϊόν της αντίδρασης Ρ, επειδή είναι υδρόφοβο, 

αποβάλλεται από το μικύλλιο προς τη συνεχή 

οργανική φάση. 

Τα πλεονεκτήματα της μικυλλιακής αυτής 

αντίδρασης είναι εμφανή: παρόλο που η αντί

δραση γίνεται σε μια μακροσκοπικά ομογενή 

φάση, τα προϊόντα διαχωρίζονται συνεχώς από 

τα αντιδρώντα, προκαλώντας επομένως μετατόπι

ση της ισορροπίας προς τα προϊόντα, βελτιώνο

ντας δηλαδή την απόδοση. 

Έχουν αναφερθεί παρασκευές στεροειδών, 

προσταγλανδινών, αλκαλοειδών, λιπιδίων κλπ. με 

τη διαδικασία της ενζυμικής καταλύσεως σε 

μικυλλιακό περιβάλλον. Μια ειδική περίπτωση 

είναι η μετατροπή της προγεστερόνης με μοριακό 

υδρογόνο, χρησιμοποιώντας ένα μικρογαλάκτωμα 

με τρία ένζυμα (17). Το τελικό προϊόν απομα

κρύνεται από τα μικύλλια λόγω της διαφοράς 

διαλυτότητας που εμφανίζει. 

Μια παραλλαγή των μικυλλιακών συστημά

των είναι οι αντιδράσεις σε διφασικά συστή

ματα νερού/οργανικού διαλύτη, όπου με ελάττω-
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ση του ποσοστού του νερού σε πολύ μικρές 

τιμές, ή με εκλογή ενός οργανικού διαλύτη με 

μεγάλη εκχυλιστική ικανότητα (ως προς το 

προϊόν), επιτυγχάνεται αύξηση της απόδοσης 

(18). 

Αναλυτικές εφαρμογές 

Η εφαρμογή των ενζύμων για αναλυτικούς 

σκοπούς απαιτεί συνήθως τη χρήση υδατοδια-

λυτών ενώσεων Η ανάπτυξη των αντιδράσεων 

σε μικυλλιακό περιβάλλον επιτρέπει την επέκταση 

των γνωστών τεχνικών και σε μη υδατοδιαλυτές 

ενώσεις. Ένα παράδειγμα στον τομέα της προ

στασίας του περιβάλλοντος είναι οι αναλύσεις 

ρυπαντών (όπως ορισμένα εντομοκτόνα), οι ο

ποίες είναι πολύ δύσκολες, ή και αδύνατες, λόγω 

της μη διαλυτότητας τους στο νερό. Επίσης έχει 

αναφερθεί η χρήση μικυλλίων για την ανάλυση 

μη υδατοδιαλυτών βιταμινών (19) με λιποξυγε-

νάση και D-αμινοξική οξειδάση. 

Μια ειδική περίπτωση αναλυτικών εφαρμογών 

είναι οι βιοόιαχωρισμοί. Παρόλο που τελευταία η 

βιοτεχνολογία έχει αναπτυχθεί πολύ κυρίως προς 

τις κατευθύνσεις των ζυμώσεων και της γενετικής 

μηχανικής, η βελτίωση των συνθηκών απομόνω

σης και καθαρισμού των βιοπροιόντων δεν είναι 

ανάλογη και ακολουθούνται κλασικές μέθοδοι 

'20). Έχει όμως υπολογιστεί ότι κατά μέσο όρο 

ΓΟ 90% του κόστους των ουσιών, που παράγο-

/ται με μεθόδους υψηλής τεχνολογίας, κατανέ-

^ τ α ι στα τελευταία στάδια της παραγωγής. Για 

ταράδειγμα, στην τεχνική ανασυνδυασμού DNA 

α προϊόντα καθαρίζονται με χρωματογραφία 

ιτήλης, μέθοδος που δε μπορεί να χρησιμο-

τοιηθεί σε παραγωγή μεγάλης κλίμακας. Είναι 

πομένως εμφανής η ανάγκη ανάπτυξης νέων 

ιεθόδων καθαρισμού και απομόνωσης με δυνα-

ότητες βιομηχανικής εφαρμογής. 

Μια τέτοια "μέθοδος είναι η υγρή εκχύλιση, 

O U μπορεί να γίνει και με συνεχή διαδικασία 

πανειλημμένων. ανακυκλώσεων. Έχει, έτσι, ανα-

>ερθεί η εκχύλιση ένζυμων με πολυαιθυλενο-

λυκόλη σε ένα διφασικό σύστημα οργανικού 

ιαλύτη/νερού. Η χρήση μικρογαλακτωμάτων, 

ξάλλου, έχει αποδειχθεί (21) ότι γενικά βελ

τιώνει σημαντικά τη διαδικασία εκχύλισης. Είναι 

επομένως δυνατή η ανάπτυξη μεθόδων διαχω

ρισμού ενζύμων (ή άλλων βιομορίων) με υγρή 

εκχύλιση, παρουσία μικρογαλακτωμάτων. 

Μια ενδιαφέρουσα περίπτωση υγρής εκχύλι

σης είναι εκείνη που γίνεται μεταξύ τριών 

φάσεων κατά τον ακόλουθο τρόπο από ένα 

υδατικό διάλυμα, στο οποίο περιέχονται τα 

βιομόρια προς διαχωρισμό, εκχυλίζεται εκλεκτικά 

από ένα μικρογαλάκτωμα w / o (νερού σε οργανι

κό διαλύτη) το συγκεκριμένο-επιθυμητό βιομόριο. 

Στη συνέχεια ακολουθεί η αντίστροφη διαδικασία 

εκχύλισης μέσα από το μικρογαλάκτωμα του 

βιομορίου από ένα καθαρό υδατικό διάλυμα. Το 

όλο σύστημα μπορεί να γίνεται συνεχώς σε μια 

σι-υκευή σχήματος Π με τα δύο υδατικά δια

λύματα να διαχωρίζονται από το υπερκείμενο 

μικρογαλάκτωμα. Η εκλεκτική εκχύλιση μπορεί να 

βασίζεται σε διάφορες ιδιότητες των βιομορίων, 

όπως το διαφορετικό μέγεθος, ή το διαφορετικό 

πρωτεϊνικό φορτίο. Στην πρώτη περίπτωση ανα

φέρουμε το διαχωρισμό κυτοχρώματος-C από 

αλβουμίνη, όπου με κατάλληλη επιλογή μικυλ

λίων η αλβουμίνη ως μεγαλύτερη δεν μπορεί να 

περάσει στη διεσπαρμένη φάση του μικρογαλα-

κτώματος, ενώ στη δεύτερη περίπτωση στηρίζε

ται ο διαχωρισμός ριβονουκλεάσης, κυτοχρώ-

ματος-C και λυσοζύμης (22). 

Ενεργειακές εφαρμογές 

Μεταξύ των ήπιων μορφών ενεργείας, μπο

ρούμε να κατατάξουμε και τη χρήση της ηλιακής 

ενεργείας προς μιαν άλλη κατεύθυνση· την 

παραγωγή ενεργείας απο τη φωτόλυση του 

νερού. Πολλές ομάδες έχουν αρχίσει να χρησι

μοποιούν μικρογαλακτώματα για τη βελτίωση της 

βιοφωτόλυσης του νερού, με καταλύτη την 

υδρογενάση (23). Το κύριο χαρακτηριστικό αυ

τών των συστημάτων είναι ότι παρέχουν τη 

δυνατότητα κατάλληλου διαχωρισμού των προ

κυπτόντων φορτίων. 

Ιατροφαρμακευτικές εφαρμογές 

Η χημική μετατροπή πρωτεϊνών από μη 
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υδατοδιαλυτες ουσίες μέσα σε μικυλλιακό περι

βάλλον επιτρέπει την παρασκευή ενεργών μορίων 

με υδρόφοβο χαρακτήρα, τα οποία είναι ικανά να 

αλληλεπιδρούν με τις βιολογικές μεμβράνες. Είναι 

επομένως δυνατόν να παρασκευασθούν τέτοιες 

ουσίες που να έχουν θεραπευτικές ιδιότητες (24) 

Αλλη εφαρμογή στον ιατρικό τομέα είναι η 

μεταφορά ενεργών ουσιών από μικρογαλακτώμα-

τα προς ένα συγκεκριμένο όργανο του σώματος. 

Τα μικρογαλακτώματα μπορούν να παγιδεύσουν 

στη διεσπαρμένη φάση, διάφορες ουσίες με 

λιπόφιλες, υδρόφιλες ή και αμφίφιλες ιδιότητες, 

οι οποίες απελευθερώνονται στο όργανο-στόχο, 

αναλόγως του περιβάλλοντος (targetting) (25) Η 

χρήση μικρογαλπ -^μάτων για το σκοπό αυτό 

αναμένεται να λύσει τα προβλήματα που αντιμε

τωπίζει η στόχευση φαρμάκων με φυσικά λιπο-

σώματα ή κυστίδια (26). 

Τέλος, μια σημαντική εφαρμογή στον τομέα 

αυτό είναι η προσωρινή υποκατάσταση του 

αίματος από μικρογαλακτώματα υπερφθοριωμέ-

νων υδρογονανθράκων, που έχουν αυξημένη 

διαλυτότητα σε οξυγόνο ( 1 , 27). 

Microemulsions 
li: A new medium for enzymatic 

studies 

by 
Ans Xenakis 

National Hellenic Research Foundation, 48 Vas 
Constantinou ave, 11635, Athens, Greece 

S U M M A R Y . This paper is a review of 

recent results on the application of microe

mulsions for enzymic studies. The interest that 

these studies present is based on the parti

cular properties of microemulsion systems. 

Namely these fine dispersions of water in 

organic solvents, stabilized by surfactant mole

cules, are macrohomogeneous allowing one to 

perform structural investigations of the bio-

molecules that can be hosted in the aqueous 

dispersed phase Furthermore, the properties of 

this microphase differ from those of bulk water, 

approaching the conditions existing in the cells. 

The biomolecules when localised in such a 

restricted microenvironment may have different 

conformations from those known in classical 

water solutions. The activity of enzymes hosted 

in reverse micelles may also be altered, 

showing different affinities for particular sub

strates, while it is possible to catalyse water-

insoluble substrates. These features give many 

possibilities for numerous biotechnological ap

plications in various fields such as biose-

parations, enzymatically catalysed organic n-

thesis, blood substitution, drug targeting, waste 

water treatment etc. 
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