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Streszczenie: Odwrocone micele, czyli mikroemulsje typu woda w oleju sq
trojsktadnikowymi systemami, ktore skladajq sie z wody, czaqsteczek
surfaktantu i rozpuszczalnika organicznego. Mogq one by¢ wykorzystywane
do ekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz celem oczyszczania i wydobywania
bialek i innych czqsteczek. Odwrocone micele sq atrakcyjnymi narzedziami
w biotechnologii, poniewaz ekstrakcja w tych systemach jest tania, wydajna
i tatwo jest w niej powiekszac¢ skale. Wydajnos¢ ekstrakcji bialek i ich
rozpuszczanie w odwroconych micelach zalezy od wielu czynnikéw, takich
jak pH, sita jonowa czy rodzaj i stezenie surfaktantu. W ponizszym artykule
przedstawiono proces ekstrakcji biatek w odwroconych micelach i ich
potencjalne zastosowania. Okreslono takze i omowiono czynniki, ktore
wywierajq wplyw na ekstrakcje w ukladzie ciecz-ciecz.

Stowa kluczowe: odwrocone micelle, mikroemulsje, ekstrakcja w ukiadzie
ciecz-ciecz.

Mikroemulsje

Mikroemulsje sa to uklady zlozone z wody, fazy organicznej i zwiazku
amfifilowego, czyli surfaktantu. Sa to roztwory optycznie przezroczyste
(izotropowe) 1 stabilne termodynamicznie. Makroskopowo mikroemulsje
wygladaja jak jednorodne mieszaniny, lecz w skali molekularnej sa one
heterogeniczne. Wewnetrzna struktura mikroemulsji w danej temperaturze jest
determinowana przez stosunek ilosciowy jej sktadnikéw [1,2].

Przy duzym stezeniu wody wewngtrzna struktura mikroemulsji sktada sig
z niewielkich kropelek rozpuszczalnika organicznego zawieszonych w ciagtej
fazie wodnej — sa to micele (zwane takze mikroemulsjami o/w). Wraz ze
wzrostem stgzenia rozpuszczalnika organicznego tworzy si¢ dwuskladnikowa
faza ciagla, ktorej ksztalt nie jest jasno zdefiniowany. Przy wysokim stgzeniu
fazy organicznej dwuskladnikowa faza ciagla jest przeksztalcana w strukture
niewielkich kropelek wody w ciagtej fazie organicznej — sg to odwrocone micele,
znane takze jako mikroemulsje w/o [1,3].

Winsor wyr6znit cztery podstawowe typy mikroemulsji w zaleznosci od
sktadu, sa to [4]:

e Winsor | — odpowiada mikroemulsji o/w w fazie olejowe;,
e Winsor II — odpowiada mikroemulsji w/o w fazie wodne;j,
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e Winsor III — surfaktant skoncentrowany jest w fazie srodkowej pomiedzy faza
wodna i olejowa,

e Winsor IV — gdzie w pojedynczej fazie woda, zwigzek organiczny oraz
surfaktant sa zmieszane w sposob homogeniczny.

Odwrocone micele

Struktura odwroconej miceli sktada si¢ z wodnej mikrodomeny otoczonej
polarnymi gtowami surfaktantu, oddziatujacej z warstwa niepolarnego
rozpuszczalnika organicznego poprzez tancuch hydrofobowy (liniowy lub
rozgaleziony). Polarne rdzenie miceli maja zdolno$¢ rozpuszczania znaczacej
ilosci wody, co wptywa na wiasciwosci uktadu odwroconej miceli [5].

Asocjacja czasteczek, zwana procesem micelizacji ma miejsce, gdy ilos¢
surfaktantu w roztworze przekroczy wartos¢ stgzenia zwanego krytycznym
stezeniem micelizacji (CMC, ang. Critical Micellar Concentration). W zaleznosci
od rodzaju rozpuszczalnika moga si¢ utworzy¢ micele lub micele odwrocone [6].
Przy stezeniach surfaktantu bliskich wartosci CMC tworza si¢ micele mate i kuliste.
Wraz ze wzrostem stgzenia surfaktantu staja si¢ one wigksze, a po przekroczeniu
pewnego stezenia wydtuzaja si¢ i przyjmuja ksztatty cylindryczne [7].

W rdzeniu wodnym odwrdconej miceli zidentyfikowano dwa rodzaje wody:
wodg unieruchomiona, ktora zlokalizowana jest w poblizu polarnych grup
surfaktantu oraz wode wolna o wlasciwosciach ,,normalnej’” wody. Czasteczki
wody, ktore umiejscowione sa w bliskim sasiedztwie granicy faz shuza do
hydratacji polarnych grup surfaktantu [2,8]. Wewnatrz odwrdconej miceli moga
by¢ rozpuszczane rozne substancje od malych molekut po duze biatka czy tez
inne czasteczki, jak np. kwasy nukleinowe, ktore roznia si¢ rozmiarem
1 wlasciwo$ciami [9].

Odwrocone micele charakteryzuje si¢ poprzez okreslenie ich $rednicy i liczby
powstatych agregatow (liczba agregaciji). Srednica odwréconej miceli, ktora
zwykle zawiera si¢ w przedziale pomiedzy 20 a 100 A, jest charakteryzowana
przez stosunek molowy wody do surfaktantu (w, = [H,O]/[surfaktant]), ktory
wynosi od 0 do 45 [2,10]. Rozmiar i ksztalt odwroconej miceli zalezy znaczaco
od rodzaju i stezenia surfaktantu oraz uzytego rozpuszczalnika, a takze od
temperatury, cisnienia i silty jonowej [2]. Sily, ktore stabilizuja strukture
odwroconej miceli to: oddziatywania hydrofobowe, sity van der Waalsa,
oddzialywania elektrostatyczne i wodorowe, w uktadzie tym nie wystepuja
wiazania kowalencyjne [5].

Surfaktanty

Surfaktantami nazywa si¢ substancje powierzchniowo-czynne, ktore
wykazuja wlasciwosci amfifilowe, czyli rownoczesna niepelna rozpuszczalnose
w dwoch roznych rozpuszczalnikach. Maja one na jednym koncu tancucha grupy
rozpuszczalne w jednym typie rozpuszczalnika, natomiast na drugim koncu
grupy rozpuszczalne w innym typie rozpuszczalnika. Wigkszo$¢ zwiazkow
amfifilowych ma koncowe grupy polarne (hydrofilowe, liofilowe) i apolarne
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(hydrofobowe, liofobowe). Dzigki tej wlasciwosci czasteczki takie tworzg rdzne
typy struktur w réznych rozpuszczalnikach. Surfaktanty gromadza si¢ na
granicach faz, tworzac monowarstwy i obnizaja znacznie napigcie migdzyfazowe
[3,5,6,11,12].

Surfaktant odgrywa wazna rol¢ w procesie transferu biatlek w systemach
odwrdéconych miceli, poniewaz stabilizuje rozpuszczone biatka, jego polarne
grupy gltowne sa skierowane do wngtrza miceli, podczas gdy hydrofobowe ogony
rozciagaja si¢ do otaczajacej warstwy organicznej [3,6].

Kiedy surfaktant jest rozpuszczony w $rodowisku wodnym, liofobowa
(hydrofobowa) grupa zakléca struktur¢ wody poprzez rozrywanie mostkow
wodorowych pomigdzy czasteczkami wody i umieszczanie wody w sasiedztwie
grup hydrofobowych. W wyniku tego zaklocenia, niektore z czasteczek surfaktantu
przemieszczaja si¢ do powierzchni rozdzialu faz systemu, ich fragmenty
hydrofobowe minimalizuja kontakt z czasteczkami wody, tworzac na jej
powierzchni monowarstwe [13].

Hydrofobowy fragment czasteczek surfaktantow stosowanych do wytworzenia
odwréconych miceli stanowia zwykle tancuchy weglowodorowe, rzadziej
fluorowcowane weglowodorowe lub siloksanowe. Hydrofilowy fragment stanowi
jonowa lub silnie polarna grupa. W zaleznosci od natury grup hydrofilowych
surfaktanty mozna podzieli¢ na [13-15]:

e kationowe — grupa hydrofilowa ma charakter jonu dodatniego,

e anionowe — grupa hydrofilowa ma charakter jonu ujemnego,

e amfoteryczne — posiadaja zarowno grupg kationowa, jak i anionowa,
e niejonowe — grupa hydrofilowa nie posiada charakteru jonowego.

Najczesciej stosowane surfaktanty do tworzenia mikroemulsji typu w/o
zostaly przedstawione w tabeli 1 [13].

Tabela 1. Surfaktanty stosowane do tworzenia mikroemulsji w/o

Symbol Nazwa Rodzaj
TOMAC chlorek trimetylooktyloamoniowy kationowy
BDBAC chlorek N-benzylo,N-dodecylo-N- kationowy

bis(2-hydroksyetylo)amoniowy
CTAB bromek cetylometyloamoniowy kationowy
AOT 2-dietyloheksylosulfobursztynian sodu anionowy
ATR di(tridecylo)-sulfobursztynian sodu anionowy
DP-18 kwas diizostearylofosforowy anionowy
DTDPA kwas ditridecylofosforowy anionowy
DOLPA kwas dioleilofosforowy anionowy
DLIPA kwas dilinolenofosforowy anionowy
fosfatydylocholina amfoteryczny

Brij Polioksyeter niejonowy
Span ester monoalkilosorbitowy niejonowy
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Kationowe surfaktanty tworza bardzo mate micele w,<3. Dodatek
kosurfaktantu (korozpuszczalnika wspomagajacego rozpuszczanie surfaktantow
w rozpuszczalnikach organicznych) powoduje zmniejszenie wartosci w,, €O
wplywa na wzrost gestosci fadunku na powierzchni rozdziatu faz, a w konsekwencji
powierzchnia rozdzialu faz staje si¢ bardziej polarna. Czasteczki kosurfaktantu
moga wchodzi¢ miedzy czasteczki surfaktantu, w wyniku tego ulegaja zmianie
wzajemne oddziatywania pomigdzy hydrofilowymi gtowami surfaktantu [16].
Anionowe surfaktanty tworza duze micele w,= 20-115, wigc dodatek kosurfaktantu
nie jest konieczny [17].

W systemach odwroconych miceli kosurfaktant odgrywa nastgpujaca rolg [13]:

e zwigksza rozpuszczalnos$¢ surfaktantu w rozpuszczalnikach organicznych,
e buforuje silne oddziatywania odpychajace pomigdzy jonami w grupach
glownych surfaktantow, umozliwiajac w ten sposob ich $ciste upakowanie

1 tworzenie rdzenia odwrdconej miceli.

Jako kosurfaktanty stosuje si¢ dlugotancuchowe aminy, amidy, kwasy
thuszczowe, chloroform, jednak najczgsciej uzywane sa alkohole: n-butanol, n-
pentanol, n-heksanol, n-heptanol, n-oktanol i alkohol benzylowy [16,18].

Ekstrakcja bialek w systemach odwroconych miceli

Proces ekstrakcji enzymoéw w uktadzie odwroconej miceli sktada sig¢ z dwoch
operacji: ekstrakcji pierwotnej i1 ekstrakcji wtornej. W ekstrakcji pierwotnej
biomolekuly transportowane sa z fazy wodnej do odwroconej miceli. W ekstrakcji
wtornej biatka transportowane sa z odwroconej miceli do §wiezego roztworu
wodnego [16].

Gltowna sita napedowa ekstrakcji biatek sa elektrostatyczne oddzialywania
pomigdzy biatkiem i surfaktantem. Transfer bialek w ekstrakcji pierwotnej
mozliwy jest, jezeli pH fazy wodnej pozwala osiagnaé¢ bialkom *tadunek
przeciwny do tadunku glowy surfaktantu. W ekstrakcji wtornej, biatka maja taki
sam tadunek jak surfaktant, a dzigki wprowadzeniu do roztworu soli, wzrasta sita
jonowa w uktadzie, ktora indukuje sily wzajemnego odpychania, zmniejsza si¢
srednica miceli 1 biatka wypychane sa z jej wngtrza. Na ekstrakcjg bialek moga
réwniez wptywac oddzialywania pomigdzy polarna czgscia biomolekut i hydro-
fobowym ,,ogonem” surfaktantu. W tym przypadku konieczna jest obecnos¢
w ukladzie alkoholu, np. izopropanolu, ktory zaktoca hydrofobowe interakcje
podczas ekstrakcji wtornej. Transferowi bialek do odwroconej miceli sprzyja
niska sita jonowa, podczas gdy wzrost sily jonowej wplywa korzystnie na
ekstrakcje wtérna [19].

Bialka (enzymy) moga zosta¢ wprowadzone do odwrdoconych miceli
z zastosowaniem ponizszych metod [20,21].

e Wstrzykiwanie — jest to metoda najczgsciej stosowana. Niewielka ilo§¢ wodnego
roztworu biatka wprowadza si¢ do roztworu surfaktantu w rozpuszczalniku
organicznym i intensywnie wstrzasa, od kilku do kilkudziesigciu sekund, do
powstania optycznie przezroczystego roztworu.

Biotechnol Food Sci, 2011, 75 (1), 97-108 http://www.bfs.p.lodz.pl



Ekstrakcja biatek przy uzyciu odwroconych miceli 101

e Dodanie do roztworu surfaktantu w rozpuszczalniku organicznym odpowiedniej
ilosci wody (lub buforu) w celu osiagnigcia pozadanego stopnia hydratacji
(W,) 1 nastepnie rozpuszczenie odwodnionych (np. liofilizowanych) preparatow
biatek przez intensywne wstrzasanie lub mieszanie. Rozpuszczenie biatek
moze trwaé od kilku minut do kilkudziesigciu godzin. W metodzie tej biatka
kontaktuja si¢ przez wzglednie dlugi czas z rozpuszczalnikiem organicznym
1 z reguty nastepuje ich czg§ciowa denaturacja.

e Spontaniczny transfer bialek w dwufazowym systemie skladajacym
si¢ w przyblizeniu z jednakowych objgtosci roztworu wodnego biatek
irozpuszczalnika organicznego zawierajacego surfaktant. Transfer biatek
nastepuje bez mieszania badz z delikatnym mieszaniem i jest czasochlonny
(od kilkudziesigciu minut do kilku dni). W tym czasie nastgpuje interakcja
bialek z surfaktantem i rozpuszczalnikiem organicznym i biatka moga ulega¢
czgsciowej denaturacji.

Wydzielanie biatek z systemoéw micelarnych mozna prowadzié przez [15]:

e Rozdziat faz metoda fizyczna, na przyklad poprzez zmiang temperatury,
wowczas faza bogata w rozpuszczalnik organiczny zawierajaca hydrofobowy
produkt oddzielana jest od roztworu micelarnego. Produkt ten mozna uzyskaé
W czystym stanie poprzez odparowanie rozpuszczalnika organicznego.

e Uzycie membran pdlprzepuszczalnych w przypadku oddzielania zwiazkow
niskoczasteczkowych z systeméw micelarnych.

e Mieszanie z woda lub wodnymi roztworami soli. Jest to tzw. ekstrakcja
wtorna, w ktorej sktadniki rozpuszczalne w wodzie przechodza do fazy
wodnej zastosowanej do tej ekstrakcji.

e Zniszczenie systemu micelarnego poprzez dodanie mieszajacych si¢ z woda
rozpuszczalnikow organicznych, takich jak aceton czy etanol. Metoda ta jest
bardzo wydajna, gdy nalezy zachowac struktur¢ i aktywnos$¢ (wliczajac
aktywnosc¢ katalityczna) biatek. Dodatek alkoholu do miceli podczas ekstrakcji
wtérnej powoduje ich pecznienie i rozrywanie, a co za tym idzie, uwalnianie
biatek z uktadu.

Przedstawione metody wydzielania bialek z odwroconych miceli moga by¢
stosowane w roznych kombinacjach, np. zmiana temperatury moze by¢ potaczona
z dodawaniem wody (lub buforu), roztworéw soli czy rozpuszczalnikow
organicznych [15,20].

Proces transferu biatek z fazy wodnej do odwroconej miceli mozna podzieli¢
na nastgpujace etapy [22]:

e wedrowka biatek z fazy wodnej do powierzchni rozdziatu faz,

e wzajemne oddziatywania pomigdzy biatkami a polarnymi grupami surfaktantow
1 tworzenie si¢ odwroconych miceli,

e wedrowka odwroconej miceli do fazy rozpuszczalnika organicznego.
Struktura bialek w odwréconych micelach zalezy od warstwy surfaktantu,

rozmiaru odwrdconej miceli oraz miejsca rozpuszczenia biatka. Biatka, ktore sa

zlokalizowane przy powierzchni rozdziatu faz miceli (takie jak cytochrom
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cilizozym) zmieniaja swoja drugorzedowa i trzeciorzgdowa struktur¢ wraz
z obnizeniem si¢ wartosci w,. Hydrofilowe biatka rozpuszczaja si¢ glownie we
wnetrzu wody micelarnej 1 zmieniaja swoja strukture trzeciorzegdowa w niskim
przedziale warto$ci w,, woOwczas rozmiar miceli jest poréwnywalny do
wymiaréw biatek. Umiejscowienie biomolekuty w miceli i jej wielkos¢ wptywaja
na oddziatywania tego biatka z powierzchnia rozdzialu faz [18].

Transfer bialek z fazy wodnej do odwroconej miceli zalezy nie tylko od
sktadu obu faz, ale takze od wlasciwosci badanych biatek. Wazna rolg odgrywaja
tu oddzialywania elektrostatyczne. Transfer bialek zachodzi tylko wtedy, gdy
surfaktant i biatko maja przeciwne tadunki i w wigkszosci przypadkdéw wzrost
sity jonowej roztworu prowadzi do zmniejszenia tego transferu. Bialka o matej
masie czasteczkowej przenoszone sa do odwroconej miceli anionowego surfaktantu,
np. AOT z roztworu o pH nieco mniejszym od ich punktu izoelektrycznego,
w przypadku biatek o wigksze] masie czasteczkowej problem jest bardziej
skomplikowany. W tym przypadku ekstrakcja biatek do odwréconych miceli
zachodzi przy warto$ciach pH roztworu odleglejszych od wartosci ich punktu
izoelektrycznego, co wigcej jest ona trudniejsza i w niektérych przypadkach nie
zachodzi ze 100% wydajnoscia [23].

Czynniki wplywajace na ekstrakcje¢ bialek w systemach odwroconych
miceli

Rozdzielenie bialek pomiedzy micelarng faz¢ organiczna i faz¢ wodna zalezy
w duze] mierze od ich wlasciwosci, tj. wartosci pH, sily jonowej, typu
rozpuszczonej soli, a takze od stezenia i typu surfaktantu rozpuszczonego w miceli,
obecnosci kosurfaktantu oraz rodzaju rozpuszczalnika. Na rozpuszczalno$é
biomolekut znaczny wplyw wywiera tez temperatura oraz parametry charakte-
ryzujace dane biatko: warto$¢ punktu izoelektrycznego, wielkos¢, ksztalt,
hydrofobowos¢ [6,23].

Surfaktant

Struktura surfaktantu rozpuszczonego w fazie organicznej ma znaczacy
wplyw na stopien ekstrakcji biatka, a w szczegdlnosci hydrofobowa czgs¢
surfaktantu (ogon) odpowiedzialna jest za wysoki wspotczynnik ekstrakeji [11].

Ze wzrostem stg¢zenia surfaktantu stosowanego do otrzymywania odwrdcone;j
miceli ro$nie rozpuszczalno$¢ biatka w jej wngtrzu, ale jednoczesnie z drugiej
strony — wigksze stezenie surfaktantu sprawia trudnos$ci w transferze wtornym
bialek do fazy wodnej. Dlatego optymalne stezenie surfaktantu w dwuetapowym
transferze biatek w uktadzie odwroconej miceli powinno by¢ réwne minimalnej
wartos$ci granicznej niezbgdnej do osiagnig¢cia maksymalnego transferu biatka do
fazy organicznej [6].

[lo§¢ surfaktantu wywiera takze wplyw na aktywnos$¢ katalityczna enzymu.
Reakcje enzymatyczne w uktadach odwrdéconych miceli sa determinowane
stezeniem surfaktantu, poniewaz wraz ze zmiang jego st¢zenia zmienia sig
charakterystyka (rozmiar, ksztalt) mikroagregatow micelarnych [10].
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Wielkos$¢ ekstrahowanego biatka wptywa znaczaco na jego ekstrakcjg. Przy
niskich stezeniach surfaktantu w roztworze, biatlka o mniejszej masie
czasteczkowej tatwiej przechodza do odwrdconej miceli niz biatka o duzej masie
czasteczkowej. Dla biatek o masie > 100 000 Da zaleca si¢ zwigkszenie stezenia
surfaktantu w fazie organicznej [6].

Stobbe 1 wsp. [24] zbadali wplyw stezenia surfaktantu na ekstrakcje a-
chymotrypsyny w systemie odwroconej miceli AOT/izopropanol. Ekstrakcja byta
przeprowadzona przy stgzeniach AOT w przedziale od 0 do 4%. Stwierdzili, ze
stopien ekstrakcji a-chymotrypsyny zalezy od st¢zenia AOT w uktadzie odwrdconej
miceli. Przy braku AOT w roztworze enzymu nie udato si¢ wyekstrahowac.
Wraz ze wzrostem stgzenia AOT do 4% stopien ekstrakcji a-chymotrypsyny
wzrastat do 70% w przypadku ekstrakcji pierwotnej oraz do 39% w przypadku
ekstrakcji wtdrne;.

Umesh Hebbar i wsp. [25] w swoich badaniach dotyczacych oczyszczania
bromelaniny (otrzymanej z odpadéw ananasa) zastosowali kationowy surfaktant
CTAB o stgzeniach 50-200 mM rozpuszczony w mieszaninie izooktan/
heksanol/butanol. Zaobserwowali oni wzrost wydajnosci ekstrakcji biatka wraz
ze wzrostem stgzenia surfaktantu z 50 do 150 mM. Powyzej tego stgzenia
wydajnos¢ ekstrakcji malata.

Goto, Hatton i wsp. [11] zbadali stopien ekstrakcji cytochromu ¢ przy uzyciu
réznych roztworow surfaktantow AOT, ATR, DP-18, DTDPA , DOLPA, DLIPA
w izooktanie. Uklady odwrdéconych miceli zawierajace surfaktanty DTDPA
1 DOLPA charakteryzowaly si¢ duza wydajnoscia ekstrakcji cytochromu c, nawet
przy niskich stezeniach, podczas gdy izooktan zawierajacy AOT jest efektywnym
ekstrahentem jedynie przy wysokich stezeniach tego surfaktantu. Wyniki te
pokazaly, ze sama obecno$¢ odwroconej miceli nie jest wystarczajacym
warunkiem dla transferu biatek z fazy wodnej do fazy organicznej.

pH roztworu

Polarne grupy chemiczne na powierzchni molekuty biatka wykazuja tadunek
zalezny od pH roztworu. Elektrostatyczne oddzialywania pomigdzy biatkiem
i,,glowa” surfaktantu sprzyjaja jego rozpuszczaniu wewnatrz odwroconej miceli
przy zalozeniu, ze biatko i grupa gtéwna surfaktantu maja przeciwne tadunki.
W przypadku enzymoéw, takich jak cytochrom c i lizozym ich transport z fazy
wodnej do organicznej, w ukladach odwroconych miceli zawierajacych anionowy
surfaktant, zachodzi wowczas, jezeli pH roztworu ma nizsza warto$¢ niz pl
biatka (biatka sa natadowane dodatnio). Jezeli pH fazy wodnej przyjmuje
wartosci wigksze niz punkt izoelektryczny biatek, zachodzi wowczas ekstrakcja
wtorna, czyli transfer biatek z miceli do ,,$wiezej” fazy wodnej. W przypadku
kationowych surfaktantéw wystepuje zjawisko odwrotne [26].

Stopien hydratacji

Parametr w, decyduje o rozmiarze odwrdconej miceli, a takze wplywa na
aktywno$¢ bialek enzymatycznych ,,uwigzionych” w jej wngtrzu. Zwykle w celu
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zachowania optymalnej aktywnosci katalitycznej tych enzyméw wartosci w,
powinny miesci¢ si¢ w granicach od 5 do 15 [10]. Biasutti [27] zaobserwowal
maksymalna aktywno$¢ hydrogenazy z Desulfovibrio gigas zamknigtej
w odwroconej miceli AOT dla w,= 18. Stwierdzit on, Zze enzym ,,uwigziony”
w odwrdoconej miceli wykazuje optymalna aktywno$¢ przy takich warto$ciach
W,, dla ktorych rozmiar miceli zblizony jest do rozmiaru tego enzymu.

Znajomos$¢ stosunku molowego wody do surfaktantu jest rowniez bardzo
wazna w celu okreslenia struktury i wielkosci odwroconych miceli oraz liczby
czasteczek surfaktantu przypadajacych na odwrdcona micelg. Zmienne, ktore
wyraznie wplywaja na wartos¢ w, to typ surfaktantu i jego stgzenie, temperatura,
stezenie kosurfaktantu i sita jonowa [28].

Temperatura

Temperatura prowadzenia procesu micelizacji wywiera istotny wpltyw na
strukture miceli oraz parametry fizykochemiczne uktadu. Wraz ze wzrostem
temperatury wzrasta rozpuszczalnos$¢ biatek oraz ogélna wydajnos¢ ich ekstrakeji
[29]. Farney i wsp. [30] uzyskali prawie dwukrotnie wigkszy odzysk aktywnosci
glukoamylazy w wyniku ekstrakcji w temp. 38°C w poréwnaniu z ekstrakcja
w temperaturze pokojowej. Noritomi i wsp. [29] zbadali wptyw temperatury na
ekstrakcje lizozymu w uktadzie odwroconej miceli zawierajacej surfaktant
DK-F-110 (ester kwasow ttuszczowych i sacharozy) w mieszaninie izooktanu
1 n-butanolu (7:3 v/v). Obnizenie temperatury ekstrakcji ponizej 20°C spowodowato
zmnigjszenie stopnia ekstrakcji pierwotnej lizozymu, a w temperaturze ponizej
10°C faza organiczna odwroconej miceli ulegla zmgtnieniu, co wynika
prawdopodobnie ze zmniejszenia rozpuszczalnosci surfaktantu DK-F-110.
Obecnos$¢ jonow

Gltowna sile napedowa ekstrakcji biatek w systemach odwroconych miceli
stanowia oddziatywania migdzy biatkami a grupami hydrofilowymi surfaktantu.
Duza sila jonowa fazy wodnej wewnatrz miceli zmniejsza oddziatywania
elektrostatyczne pomiedzy biatkiem i surfaktantem, w wyniku tego tworzone sa
mniejsze micele [6]. Z kolei obnizenie sity jonowej fazy wodnej ponizej pewnej
warto$ci powoduje brak rozdzialu faz w odwréconych micelach i tworzenie
trwatych mikroemulsji. Dlatego transfer biatek pomigdzy fazami wymaga
minimalnej wartosci sity jonowej rozpuszczalnika wodnego [6].

Yu i wsp. [31] w swoich badaniach wykazali, ze stgezenia KCIl ponizej
0,5 mol/dm’ zwigkszaja rozpuszczalnosé drozdzowej lipazy w odwroconej miceli
AOT/izooktan. Przy stezeniu jonéw wigkszym niz 0,5 mol/dm’® oddziatywania
elektrostatyczne sa catkowicie zahamowane i biatko nie jest ekstrahowane.

Wedlug Goklena i Hattona [32] minimalne st¢zenie KCl niezbgdne do
ilosciowego transferu cytochromu ¢ w uktadzie AOT/izooktan wynosi 0,1 M.

Réwniez rodzaj soli w fazie wodnej] moze mieé¢ wplyw na wydajnosé
transferu biatek pomigdzy fazami. Najczgsciej w ekstrakcji pierwotnej biatek
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w uktadzie odwroconej miceli stosowane sa sole: LiCl, NaCl, KCl, BaCl,, CaCl,,
MgCl, w stezeniu od 0,1 do 1,0 M [6].

Zastosowania odwroconych miceli

W wielu laboratoriach prowadzone s3 badania nad wybidrcza rozpuszczalnoscia
biatek w odwrdoconych micelach i mozliwoscia zastosowania tej metody do
odzyskiwania i1 oczyszczania bialek na duza skalg. Uzycie odwrdéconych miceli
do frakcjonowania bialek jest atrakcyjnym narze¢dziem w biotechnologii [20].

W rozpuszczalnikach organicznych stanowiacych medium reakcyjne zachodzi
czgsto denaturacja enzymoéw. W odwroconych micelach enzymy sa odizolowane
od rozpuszczalnika przez warstwe surfaktantu i jest to cenna zaleta tych systemow
enzymatycznych.

Odwrocone micele moga takze zminimalizowaé inne problemy towarzyszace
reakcjom enzymatycznym zachodzacym w wodzie. Jezeli zachodzi zjawisko in-
hibicji produktem i produkt ten jest preferencyjnie rozpuszczalny w rozpuszczalniku
organicznym, a enzym wykazuje aktywno$§¢ w obecnos$ci uktadow difazowych
woda-rozpuszczalnik, to istnieje mozliwos$¢ przeprowadzenia tej reakcji z wigksza
wydajnoscig w uktadzie miceli odwréconych [8].

Wybiodrcze rozdzielanie bialek z wykorzystaniem odwrdéconych miceli
zademonstrowali po raz pierwszy w 1987 roku Goklen i Hatton [32]. Autorzy ci
uzyli mieszaniny czystych biatek — rybonukleazy A, cytochromu c i lizozymu.
Technika ta zostata zaprezentowana rowniez w 1990 przez Camarinha-Vicente [33]
i w 1991 roku przez Aires—Barros i Cabral [34] do rozdzielania nieoczyszczonego
preparatu lipolitycznego pochodzacego z Chromobacterium viscosum w ukladzie
odwroconej miceli AOT/izooktan. Preparat ten zawieral dwie lipazy o roznej
masie czasteczkowej 1 o réznym punkcie izoelektrycznym (lipaza A o masie
120000 Da i pl 3,7 i lipaza B o masie 30000 Da i pI 7,3). Lipaza B zostala
catkowicie rozpuszczona w odwrdoconej miceli AOT/izooktan o pH 6,0 i stabej
sile jonowej (50 mM KCIl), natomiast lipaza A pozostawata w fazie wodnej. Przy
tej wartosci pH, lipaza B posiadata tadunek dodatni i tatwo rozpuszczata si¢
w fazie organicznej, natomiast lipaza A nie zostala wyekstrahowana ze wzgledu
na rozmiar i efekty elektrostatyczne. Lipaza B rozpuszczala si¢ dobrze w fazie
organicznej zawierajacej AOT przy wartosciach pH wyzszych od pl biatka.

Reekstrakcje lipazy B z fazy organicznej odwroconej miceli uzyskano
poprzez wprowadzenie do uktadu hydrofilowego rozpuszczalnika organicznego.
Najlepsze wyniki osiagnigto stosujac dodatek 2,5% (v/v calkowitej objgtosci
roztworu) etanolu przy pH 9,0 i przy tej samej sile jonowej, jakiej uzyto przy
ekstrakcji pierwotnej. Etanol minimalizowat oddziatywania hydrofobowe pomigdzy
lipaza i surfaktantem i/lub organicznym rozpuszczalnikiem, umozliwiajac jej
przejscie do fazy wodnej. Wydajno$¢ procesu wyniosta 77% [33,34].

Technike ekstrakcji enzymow z podtoza hodowlanego w uktadzie odwrdconej
miceli zaprezentowat po raz pierwszy Rahman [35] w 1988 roku. Wyekstrahowat
wowczas alkaliczng proteaze z Bacillus sp. z podloza pofermentacyjnego przy
uzyciu rozpuszczalnika organicznego AOT w izooktanie.
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W 1992 roku Krei i Hustedt [36] zastosowali technike ekstrakceji ciecz-ciecz
do wydobycia pozakomoérkowego enzymu o-amylazy z cieczy pohodowlanej
Bacillus licheniformis. Uzyli oni do tego celu odwrdconej miceli zawierajacej
CTAB (bromek heksadecylotrimetyloamoniowy) w mieszaninie izooktan/heksanol
(0,95:0,05). W dwustopniowej ekstrakcji prowadzonej z fazy wodnej o pH 8,8-
10,0 maksymalna wydajnos¢ procesu wyniosta 89%.

Z wykorzystaniem odwroconych miceli mozna takze ekstrahowac i oczyszczac
biatka wewnatrzkomorkowe. W 1987 roku Giovenco [37] zastosowal odwrocona
micele zawierajaca 0,2 M CTAB w mieszaninie oktan/heksanol do wydzielenia
enzyméw wewnatrzkomorkowych. Jako model wybrane zostaly trzy dehydrogenazy
(dehydrogenaza  B-hydroksybutylowa, dehydrogenaza  izocytrynianowa i
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu) pochodzace z bakterii Actobacter vinelandii.
Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu nie rozpuszczata si¢ w odwroconej miceli,
co najprawdopodobniej spowodowane bylo duzym rozmiarem jej czasteczki
(200000 Da).

Stosowanie odwrdéconych miceli do ekstrakcji enzymoéw metoda ciagla
zostato zademonstrowane w 1986 roku przez Dekkera [38]. Zastosowano proces
podwojnej ekstrakcji a-amylazy w ukltadzie odwroconej miceli TOMAC/izooktan.
Ekstrakcje prowadzono w dwoch zbiornikach zaopatrzonych w mieszadto,
a utworzona odwrdcona micela byla zawracana w czasie trwania ekstrakcji.
Sprawno$¢ procesu spadata po trzech cyklach i konieczne byto wowczas dodanie
wigkszej ilosci surfaktantu do fazy organicznej. Podczas ekstrakcji nastgpowata
strata surfaktantu (<15% na jeden cykl) i gromadzil si¢ on na powierzchni
rozdziatu faz razem ze denaturowanym biatkiem. W procesie tym o-amylaza
zostata wyekstrahowana z wydajnoscia 70%.
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Protein extraction with reversed micelles

Summary

Reversed micelles, or water-in-oil microemulsions are three-component
systems, that consist water, surfactant molecules and organic solvent. They can
be used for liquid-liquid extraction to purificate and recovery proteins and other
molecules. Reversed micelles are attractive tools for biotechnology because
extraction in this systems is cheap, efficient and easy to scale up. Efficiency of
protein extraction and solubilization in reversed micelles depends on many
factors like pH, ionic strength, surfactant type and concentration.

The present review describes the process of protein extraction in reversed
micellar systems and shows potential applications of it. It also specify and
describe factors that affect liquid-liquid extraction.
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