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Аннотация. В настоящей работе рассмотрена возможность управления биокаталитическими ре-
акциями в самоорганизующихся системах с использованием в качестве катализатора белка – 
цитохрома С. Известно, что он может ускорять биологические процессы, являясь катализато-
ром клеточного дыхания. Микроэмульсии на основе бис(2-этилгексил) сульфосукцината натрия 
(АОТ) представляют значительный интерес как наноразмерные транспортные и реакционные 
системы в биокатализе, поскольку они способны стабилизировать ферменты, сохраняя их функ-
циональную активность. В данной работе получены трехкомпонентные системы вода/АОТ/изо-
пропилмиристат различного состава и степени гидратации, которые имеют структуру обратных 
микроэмульсий с размером капель от 4.2 до 8.7 нм, а также жидких кристаллов. Исследованы 
структурно-фазовые трансформации в изучаемых системах при увеличении концентрации АОТ 
от микроэмульсий до жидкокристаллической мезофазы. Установлено, что при введении цитохро-
ма С в микроэмульсии он хорошо солюбилизируется, при этом происходит некоторое уменьше-
ние их размера и более узкое распределение капель в системе. Результаты УФ-спектроскопии 
и люминесценции показали наличие адсорбционного взаимодействия между белком и полярны-
ми группами АОТ. Применимость полученных систем для биокатализа исследована на примере 
реакции окисления гваякола перекисью водорода в присутствии цитохрома С. Для контролиру-
емого увеличения выхода продукта в каталитической реакции в микроэмульсии были добавле-
ны гидрофильные квантовые точки Cd0.9Mn0.1S/ZnS, стабилизированные меркаптопропионовой 
кислотой. Установлено, что выход тетрагваякола, который получается в результате реакции, уве-
личивается прямо пропорционально концентрации введенных квантовых точек. Таким образом, 
применяя микроэмульсии как среды для проведения реакций, мы можем ускорять либо замедлять 
каталитические процессы.
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Abstract. This article examines the possibility of controlling biocatalytic reactions in self-organizing systems 
using cytochrome C as a catalyst. It is known that it can speed up biological processes, acting as a catalyst 
for cellular respiration. Microemulsions based on sodium bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate (AOT) are of 
considerable interest as nanoscale transport and reaction systems in biocatalysis, as they are capable of sta-
bilizing enzymes while maintaining their functional activity. In this study, three-component water/AOT/
isopropyl myristate systems of varying composition and degree of hydration were obtained. Structural and 
phase transformations in the studied systems were studied with an increase in the surfactant concentration 
from microemulsions to a liquid crystalline mesophase. It was found that the incorporation of cytochrome 
C into microemulsions results in its good solubilization, which leads to a slight decrease in their size and 
a narrower distribution of droplets in the system. The results of UV−Vis spectroscopy and luminescence 
showed the presence of adsorption interaction between the protein and the polar groups of AOT. The ap-
plicability of the resulting systems to biocatalysis was investigated using the example of guaiacol oxidation 
with hydrogen peroxide in the presence of cytochrome C. To controllably increase the yield of the catalytic 
reaction product, hydrophilic Cd0.9Mn0.1S/ZnS quantum dots stabilized with mercaptopropionic acid were 
added to the microemulsion. It was found that the yield of tetraguaiacol obtained in the reaction increases 
directly proportionally to the concentration of the introduced quantum dots. Thus, by using microemul-
sions as reaction media, we can accelerate or slow down catalytic processes.
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Цитохром С

Обратная 
мицелла

Квантовые точки 
и цитохром С 
в водном пуле

Квантовые точки

Конъюгаты квантовых 
точек и цитохрома

ВВЕДЕНИЕ
Самоорганизующиеся среды, такие как микро

эмульсии (МЭ) и жидкие кристаллы (ЖК), служат эф-
фективными нанореакторами в биокатализе, обеспе-
чивая специально подобранную микросреду, которая 
повышает активность ферментов [1−3]. Обратные МЭ, 
состоящие из нанокапель воды, диспергированных 
в неполярной фазе, имеют в этом случае ряд преиму-
ществ, так как граница раздела жидкость–жидкость 
используется для облегчения массопереноса и дости-
жения управляемого биокатализа [4]. Они способны 
преодолевать ограничения растворимости гидрофоб-
ных и гидрофильных субстратов, повышать фермента-
тивную активность и стабильность. Их используют для 
изучения биотрансформаций, катализируемых окис-
лительными ферментами, такими как гемопероксида-
зы, фенолоксидазы, холестеролоксидазы и дегидроге-
назы [5]. Ряд проведенных исследований показал, что 
вторичная структура белков в МЭ сохраняется, и их 
можно использовать как простую модель для изуче-
ния влияния ограниченной микросреды на структу-
ру и динамику заключенных в микрокапли пептидов 
и белков [6].

Известно, что ферментативный катализ имеет ряд 
преимуществ перед химическим катализом. Белки 
активны в мягких условиях реакции (низкие темпе-
ратуры, давление и значения pH), более эффектив-
ны (требуется меньшая концентрация фермента) 
и обладают высокой специфичностью, что указывает 
на минимальное или полное отсутствие образования 
побочных продуктов [7−10]. Однако они часто под-
вергаются деградации при неблагоприятных условиях. 
В связи с этим проведение каталитических реакций 
в среде МЭ, защищающих их от разрушений, является 

актуальным. Эти системы позволяют осуществлять 
экологически чистый биокатализ как в водных, так 
и неводных средах, что имеет решающее значение для 
таких отраслей, как фармацевтика, используя фермен-
ты, такие как пероксидазы или липазы, в эмульсиях 
Пикеринга или гелеобразных системах [11, 12].

В свою очередь лиотропные ЖК, представляющие 
собой упорядоченные мезоморфные фазы, обеспечи-
вают высокоструктурированную среду для биокатали-
тических реакций. Они могут стабилизировать фер-
менты в определенных ориентациях, что полезно для 
создания биосенсоров [13]. В последнее время ЖК все 
чаще используются в качестве шаблонов для синтеза 
наноматериалов или в качестве стабильных матриц 
для иммобилизации ферментов [14]. Вариативность 
систем на основе лиотропных ЖК (гели, системы с на-
ночастицами) позволяет включать широкий спектр 
веществ [15, 16]. Исследования состава и структурных 
свойств системы важны для лучшего понимания взаи-
модействия микрореактора с биокатализатором, что 
позволит управлять выходом продукта.

Цитохром С является гемсодержащим металлопро-
теином, состоящим из 104 аминокислот. Этот неболь-
шой белок играет важную роль в реализации клеточного 
дыхания, является ключевым ферментом дыхательной 
цепи, способствует полному восстановлению сокра-
тительной и ритмической функций сердца и активно 
используется в  кардиологической практике  [17−20]. 
Кроме того, в ряде источников он применяется как 
модельная система для изучения механизма сворачи-
вания белков, хорошо охарактеризован и может быть 
использован для исследования взаимодействия белков 
с поверхностью мембраны [21, 22]. Примером может 
служить активация пероксидазной активности ци-
тохрома С c кардиолипином и перекисью водорода. 
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Авторами [23] показано, что кардиолипин усиливает 
каталитическое действие цитохрома С. 

В связи с этим этот небольшой белок может слу-
жить для моделирования исследования взаимодействий 
с компонентами разработанных нами систем, а также 
на примере цитохрома С мы можем показать, как можно 
управлять скоростью биокаталитической реакции. 

Исследования конъюгатов белок–наночастица, 
в качестве которых часто используют квантовые точ-
ки, приобретают в последнее время значительную важ-
ность благодаря их применению в различных областях 
биологии и медицины [24]. Внутренние свойства на-
ночастиц, такие как размер и характер поверхностно-
го заряда, используются для связывания биомолекул, 
таких как белки, ферменты и нуклеиновые кислоты, 
на поверхности наночастиц. Квантовые точки мало-
го размера с присущими им флуоресцентными свой-
ствами приобретают важное значение в биосенсорике, 
прижизненной визуализации и других областях ис-
следований. Однако использование квантовых точек 
в  биокатализе до  сих пор остается малоизученным. 
В  этом отношении известно, что ферменты/белки 
проявляют свою биокаталитическую эффективность, 
локализуясь в различных анизотропных микродоменах 
клеточной среды.

В связи с этим целью работы являлось получение 
самоорганизованных систем вода/АОТ/изопропил-
миристат и демонстрация их применения в качестве 
модельной среды для проведения реакции управля-
емого биокатализа с участием катализатора – белка 
цитохрома С.

ЭСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Для получения исследуемых систем были использо-

ваны анионный ПАВ, бис(2-этилгексил) сульфосукци-
нат натрия (АОТ) (97%, Aldrich), изопропилмиристат 
(ИПМ) (98%, Alfa Aesar) и деионизованная вода с удель-
ной электропроводностью менее 0.1 мкСм/см. В каче-
стве модельного белка был введен цитохром С, полу-
ченный из сердец лошади (95%, Merk) в виде водного 
раствора. Квантовые точки Cd0.9Mn0.1S/ZnS, стабили-
зированные меркаптопропионовой кислотой (МПК), 
были получены по методике, описанной в работе [25].

В качестве флуоресцентных маркеров применяли 
лаурдан (97%, Merk) и флуоресцеин (98%, Merk). Для 
проведения реакции биокатализа использовали гвая-
кол (ООО «Химкрафт», ≥99%, ч.).

Образцы исследуемых систем получали соглас-
но [26]. Расчетные навески АОТ и ИПМ перемешивали 
на магнитной мешалке при температуре 50°С до полного 
растворения ПАВ. В полученную мицеллярную смесь 
добавляли расчетное количество воды либо водного рас-
твора цитохрома С при комнатной температуре до пол-
ной солюбилизации. Далее системы термостатировали 
в течении 24 ч при 25°С. Оптическую изотропность об-
разцов, отсутствие кристаллизации, а также жидкокри-
сталлические свойства фиксировали методом поляри-
зационной оптической микроскопии (Olympus BX51). 

Гидродинамический диаметр капель МЭ оценива-
ли по данным динамического рассеяния света (ДРС) 
на анализаторе Malvern Zetasizer (Nano ZS, Malvern, UK) 
с длиной волны 633 нм и углом рассеяния 90°. 

Электрокинетический потенциал (дзета-потенциал) 
капель МЭ определяли методом лазерного допплеров-
ского электрофореза в сочетании с фазовым анализом 
рассеяния света (PALS) на приборе Malvern Zetasizer 
(Nano ZS, Malvern, UK). В основу расчета берется урав-
нение Генри [27]. Прибор определяет электрофорети-
ческую подвижность, на основании значений которой 
определяется дзета-потенциал. При измерении выбира-
лась модель Хюккеля, справедливая для систем с низкой 
ионной силой, малой диэлектрической проницаемо-
стью дисперсионной среды и малым размером частиц. 
В систему вносились для расчета справочные значения 
вязкости ИПМ (дисперсионная среда) η = 5.5 МПа·с 
и  диэлектрической проницаемости масляной фазы 
ɛ = 3.2. Все измерения выполнялись в трехкратном по-
вторении. Вся процедура измерения автоматизирована. 
Ошибка измерения при высоких значениях дзета потен-
циала (более ±30 мВ) не более 10%.

УФ спектры МЭ и МЭ с цитохромом С получали 
на спектрофотометре Lambda 35 Perkin-Elmer (точ-
ность измерения длины волны ±0.1 нм и воспроизво-
димость ±0.05 нм).

Спектры люминесценции регистрировали на ска-
нирующем спектрофлуориметре Cary Eclipse фирмы 
Varian. Точность измерения длины волны ±1.0  нм 
(200–900 нм) и воспроизводимость (±0.2 нм) при вы-
сокой скорости сканирования (до 24000 нм/мин).

Спектры 1Н ЯМР снимали на спектрометре “Avance 
400” фирмы “Bruker” с резонансной частотой прото-
нов 400.15 МГц, оснащенным приставкой импульсно-
го градиента магнитного поля, создающего градиенты 
до 0.53 Тл·м−1. Все измерения проведены при темпера-
туре 295 К. В качестве растворителя применяли D2O. 
Перед началом серии измерений регистрировался 
спектр чистого растворителя, и  положение шкалы 
фиксировалось по резонансному сигналу остаточных 
протонов воды (δ = 4.67 м.д.). Сформированная таким 
образом матрица калибровочных параметров (опорная 
частота прибора) использовалась в качестве базовой 
конфигурации для генерации последующих рабочих 
файлов импульсной последовательности стимулиро-
ванного эха с градиентом магнитного поля (diffste). 
Это позволило автоматически и с высокой точностью 
перенести калибровку на  все диффузионные спек-
тры. Погрешность определения химических сдвигов 
составляла ±0.01 м.д.

Спектры поляризационной флуоресценции лаур-
дана и  флуоресцеина регистрировали на  сканирую-
щем спектрофлуориметре Cary Eclipse фирмы Varian 
с использованием комплекта поляризаторов (Manual 
Polarizer Accessory 00-100761-00, Varian), помещенного 
между исследуемым образом, эмиссионным монохро-
матором и детектором. Длина волны возбуждения ла-
урдана составляла 340 нм, флуоресцеина 440 нм, пара-
метры щели возбуждения и эмиссии 5 нм. 
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Анизотропия флуоресценции зондов (r) и параметр 
порядка (S) определяли по уравнениям (1)−(3):

	 VV VH

VV VH
,

2
I GI

r
I GI

−=
+

	 (1)

где IVV – интенсивность люминесценции при верти-
кальном положении поляризаторов излучения и по-
глощения; IVH – интенсивность люминесценции при 
вертикальном и  горизонтальном положении поля-
ризаторов излучения и поглощения соответственно; 
G – фактор – отношение чувствительностей детек-
тирующей системы для вертикально и горизонтально 
поляризованного света.
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0
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r S
r S S
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где r  – анизотропия; r0  – предельная анизотропия. 
Согласно литературным данным для лаурдана экспе-
риментально полученное значение r0 = 0.26 [28], для 
флуоресцеина r0 = 0.38 [29]. Критический угол откло-
нения зонда рассчитывали по формуле (3):

	 c c0.5cos (1 cos ).S = θ + θ 	 (3)

Исследование каталитической активности ци-
тохрома С проводили по методике [30]. Для этого гото-
вили 3.2 г МЭ, смешивая расчетные количества ИПМ 
(70%) и АОТ (20%). Затем к смеси приливали раствор 
цитохрома С в фосфатном буфере (0.0125%) в количе-
стве 10 масс. %, либо смешанный буферный раствор 
цитохрома С и квантовых точек. В готовую МЭ, содер-
жащую цитохром С, добавляли по 100 мг 20 мМ рас-
твора гваякола (в качестве субстрата) и 50 мМ раствора 
перекиси водорода (в качестве донора кислорода). При 
добавлении перекиси водорода начинается быстрое 
протекание реакции. Контрольный эксперимент про-
водили в буфере в аналогичных условиях. Ход реакции 
контролировался путем измерения поглощения при 
470 нм, обусловленного образованием тетрагваякола, 
молярный коэффициент экстинкции принимали рав-
ным 26.6 мМ−1·см−1. Изменение поглощения отслежи-
валось сразу после добавления перекиси для контроля 
катализируемого процесса.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Особенностью самоорганизованных систем ПАВ яв-

ляется способность образовывать различные структуры 
при изменении концентрационных соотношений ком-
понентов, такие как макроэмульсии, МЭ, жидкокри-
сталлические структуры, органогели, везикулы [31−34]. 
Характер самоорганизации и размер капель может суще-
ственно влиять на скорость проведения реакции. Внутри 
водного пула МЭ фермент попадает в условия ограни-
ченного пространства, эффект «наностеснения». Если 
радиус капли близок к радиусу молекулы фермента, ги-
дрофобная матрица ПАВ «сжимает» белок. Это жестко 
фиксирует его конформацию, предотвращая денатура-
цию. Если капля слишком мала, фермент деформирует-
ся и теряет подвижность активного центра. Если слиш-
ком велика – эффект наностеснения исчезает, и система 
ведет себя как обычный объемный раствор [35, 36]. 

Другой причиной влияния размера капель МЭ 
на скорость реакции является состояние воды. Вода 
внутри водного пула МЭ делится на два типа: связанная 
(полярными головами ПАВ) и свободная (в центре кап-
ли). Ферментам для сохранения каталитической актив-
ности необходима свободная вода. Увеличивая размер 
капли, мы повышаем долю «жидкой» свободной воды, 
необходимую для проведения реакции [37, 38]. 

Также на скорость реакции с участием ферментов 
может существенно влиять самоорганизация. Так сфе-
рические мицеллы характеризуются быстрой диффу-
зией, высокой подвижностью. В отличии от них, ЖК, 
обладая определенной пространственной структурой 
жестко иммобилизуют фермент в плоских слоях, сни-
жая скорость реакции [39, 40]. 

Характеристика полученных систем
В рамках поиска оптимальной композиции для соз-

дания эффективных микрореакторов нами были полу-
чены и охарактеризованы системы вода/АОТ/ИПМ, 
отличающиеся структурой, но содержащие одинако-
вые компоненты. Состав систем, гидродинамический 
диаметр капель (D) (распределение частиц по размерам 
представлено по числу рассеивающих частиц), степень 
гидратации (W = CH2O/CАОТ), индекс полидисперсно-
сти (PDI) представлены в табл. 1. 

Таблица 1. Состав, степень гидратации и гидродинамический диаметр образцов
Table 1. Composition, degree of hydration and hydrodynamic diameter of samples

№ образца
Состав

W D, нм PDI
AOТ, масс. % ИПМ, масс. % H2O, масс. %

1 20 70 10 12.35 8.7 ± 0.4 0.17
2 30 60 10 8.23 6.5 ± 0.3 0.18
3 40 50 10 6.17 4.9 ± 0.2 0.17
4 50 40 10 4.94 4.2 ± 0.2 0.18
5 60 30 10 4.11 43.8 ± 1.7 0.35
6 70 20 10 3.53 220 ± 8.8 0.52
7 80 10 10 3.1 − –
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В данной работе был измерен гидродинамиче-
ский диаметр капель МЭ, который включает ядро 
капли (дисперсную фазу), адсорбционный слой мо-
лекул ПАВ на границе раздела, а также сольватный 
(гидратный слой растворителя). Системы 1–4 имеют 
структуру обратных МЭ с гидродинамическим диа-
метром капель от 4.2 до 8.7 нм. Образцы 5 и 6 име-
ют бимодальное распределение капель, в  поляри-
зованном свете можно видеть небольшие островки 
с гексагональной мезофазой. Эти системы относятся 
к переходным. Методом поляризационно-оптической 
микроскопии установлено, что образец 7 представля-
ет собой ЖК с обратной гексагональной структурой 
мезофазы (рис. 1). 

Ранее в работе [34] методом рентгеновской диф-
ракции мы определили размер водного пула микро-
эмульсионных систем. Для системы 1 он составляет 
2.7 нм. В данной работе нам был более интересен ги-
дродинамический диаметр, так как при солюбили-
зации цитохрома С он может находиться не только 
в водном пуле МЭ но и на границе раздела. В связи 
с этим мы выбрали образец 1 (табл. 1) с максималь-
ным из полученных систем гидродинамическим диа-
метром капель 8.7 нм. 

Влияние цитохрома С на структуру 
самоорганизованных систем

Для апробации полученных систем в  качестве 
реакционных сред для проведения каталитических 
реакций и  для исследования взаимодействия моле-
кулы-гостя с компонентами был введен модельный 
белок цитохром С. Белки в водной фазе могут быть 
экстрагированы в фазу АОТ при значениях pH ниже их 

изоэлектрической точки (pH 10), так как при значениях 
выше – отталкивающие электростатические взаимо-
действия препятствуют экстракции белка. В диапазоне 
pH от изоэлектрической точки до 8 протонирование 
некоторых основных остатков на поверхности белка 
позволяет частично экстрагировать белок. А при зна-
чениях ниже – цитохром С хорошо растворяется в МЭ. 
Известно, что цитохром С в МЭ AOT стабилен при pH 
7–8.4, поскольку более низкие значения pH (напри-
мер, pH 2.5) вызывают разворачивание белка [41, 42]. 
В нативной форме (при pH 7.4) цитохром C практи-
чески не проявляет пероксидазных свойств, так как 
гем изолирован. При падении pH до 7.0 микроокруже-
ние гема становится чуть более подвижным, облегчая 
доступ малых молекул (например, H2O2) к активному 
центру. Это вызывает начальный прирост пероксидаз-
ной активности, приводящей к окислению липидов 
и запуску апоптоза [43]. Поэтому в наших исследова-
ниях pH водного раствора цитохрома С поддерживался 
равным 7.

Установлено, что при введении цитохрома С в МЭ, 
он хорошо солюбилизируется, причем максимальная 
концентрация цитохрома С 0.0125 масс. % (10.42 мкM), 
которую можно добавить в наши системы при сохра-
нении стабильности превышает значения, известные 
в литературе для МЭ [44, 45]. При исследовании по-
лученных образцов методом УФ спектроскопии опре-
делено, что на спектрах водного раствора цитохрома 
С наблюдается 2 максимума: 409 и 530 нм. Это свиде-
тельствует о том, что он находится в воде в окисленной 
форме (Fe2+) [46]. При введении белка в МЭ интенсив-
ность поглощения уменьшается, максимум при 530 нм 
не наблюдается (рис. 2а). 

(а)                                                                                                       (б)

Рис. 1. Текстура гексагональной мезофазы образца вода/АОТ/ИПМ (10/20/70 масс. %), (а) увеличение х50 и (б) уве-
личение х100
Fig. 1. Texture of the hexagonal mesophase of the water/AOT/IPM sample (10/20/70 wt %), (a) magnification x50 and 
(б) magnification x100
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Исчезновение полосы поглощения при 530  нм 
и падение интенсивности спектра цитохрома C при 
его инкапсулировании в обратные мицеллы АОТ об-
условлено не классической необратимой денатура-
цией, а конформационной перестройкой молекулы 
(переходом в состояние расплавленной глобулы) под 
действием сил наностеснения и электростатическо-
го взаимодействия с сульфонатными группами ПАВ. 
Данный процесс сопровождается разрывом коорди-
национной связи железа с метионином (Fe−Met80) 
и  изменением координационного и  спинового со-
стояния центрального иона железа в геме с шести-
координационного низкоспинового на высокоспи-
новое [47–49].

Также наблюдается смещение максимума люми-
несценции вправо в  область более длинных волн 
(рис. 2б). Совокупность этих данных позволяет нам 
предположить солюбилизацию цитохрома С в водном 
пуле МЭ и наличие взаимодействия между белком 
и ее компонентами. 

В зависимости от структуры введенный компо-
нент может находиться в водном пуле МЭ, на границе 
раздела, либо в хвостовой части молекулы АОТ [50]. 
При этом локализация цитохрома С влияет на ката-
литическое действие белка. В связи с тем, что АОТ 
имеет в своей структуре заряженную SO3

− группу, мы 
предполагаем наличие электростатического взаимо-
действия между головными группами ПАВ и цитохро-
мом С. 

Методом ДРС установлено, что при введении ци-
тохрома С происходит некоторое уменьшение размера 
капель МЭ и более узкое распределение по размерам 
(рис. 3), что также показывает взаимодействие ПАВ 
и цитохрома С.

При этом дзета-потенциал МЭ с цитохромом С при-
нимает более отрицательные значения от −33.9 ± 1.4 
до –55.1 ± 2.1 мВ, что свидетельствует о стабильности 
системы. Этот результат согласуется с полученные ра-
нее данными для системы изооктан/АОТ/вода [51], 
а также гептан/АОТ/вода [42]. В МЭ на основе АОТ 
поверхностный заряд формируется за счет диссоциа-
ции сульфогрупп молекул ПАВ. В неполярном раство-
рителе (ИПМ) гидрофильные «головки» молекул АОТ 
с  полярными сульфогруппами (−SO3

−) направлены 
внутрь водного ядра мицеллы, а гидрофобные углево-
дородные «хвосты» – наружу в масло. Отрицательный 
заряд сосредоточен на внешней границе водного пула, 
так как именно туда ориентированы сульфогруппы. 
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Рис. 2. Спектры (а) поглощения (1 – водный раствор цитохрома С, 2 – цитохром С в МЭ) и (б) люминесценции 
(1 – МЭ, 2 – МЭ с цитохромом С), ex. 280 нм
Fig. 2. Absorption spectra (a) (1 – aqueous solution of cytochrome C, 2 – cytochrome C in ME) and luminescence (б)  
(1 – ME, 2 – ME with cytochrome C), ex. 280 nm
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Рис. 3. Распределение капель МЭ по размерам без 
цитохрома С (1) и в его присутствии (2)
Fig. 3. Distribution of ME droplets by size without 
cytochrome C (1) and in its presence (2)
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Противоионы (катионы натрия), нейтрализующие 
поверхностный заряд, располагаются внутри водно-
го пула мицеллы и экранируют отталкивание отри-
цательно заряженных головок АОТ. При добавлении 
положительно заряженного цитохрома происходит ад-
сорбция белка на молекулах АОТ. При этом, вероятно, 
плоскость скольжения сдвигается ближе к центру во-
дного ядра, тогда противоионы Na+ оказываются вну-
три плоскости скольжения, и теперь они сильнее экра-
нируют положительный заряд самого белка, оставляя 
не скомпенсированным избыточный отрицательный 
заряд сульфогрупп АОТ на границе. В результате этого 
измеряемый дзета-потенциал падает в отрицательную 
область. Возможно, это вызвано конформационными 
изменениями белка в результате электростатического 
взаимодействия с полярными сульфогруппами и пере-
ходом в состояние «расплавленной глобулы». Данный 
вывод согласуется с работой Ларсона К.М. [52], кото-
рый показал, что электростатическое взаимодействие 
нативного цитохрома С приводит к конформацион-
ным изменениям. 

Таким образом, при солюбилизации цитохрома 
С  система остается стабильной, что позволяет ис-
пользовать ее как реакционную среду для проведения 
реакции.

При введении цитохрома С в жидкокристалличе-
скую систему (образец 7) увеличивается температу-
ра фазового перехода ЖК с 45 до 67°C, что указывает 
на изменение структуры системы в результате взаи-
модействия АОТ и цитохрома С. Такой эффект на-
блюдался нами ранее для ЖК вода/АОТ/ИПМ при 
добавлении аминокислот [53], а также описан в ра-
боте [54], где на примере смеси додецилсульфат на-
трия–олигопептид–вода показан сдвиг формирования 

гексагональной мезофазы в область более низких кон-
центраций ПАВ в системах с насыщенными водными 
растворами дипептидов глицилглицина и аланилала-
нина, а также трипептида–глицилглицилглицина по 
сравнению с бинарной системой «додецилсульфат на-
трия–вода». В связи с тем, что цитохром С состоит из 
последовательности аминокислот, мы можем отнести 
этот эффект и к нашим системам. 

Для исследования взаимодействия АОТ и цито
хрома С  были записаны ЯМР спектры раствора 
АОТ, цитохрома С, а  также раствора АОТ  +  цито
хром С (рис. 4). Для приготовления растворов исполь-
зовалась дейтерированная вода. Области ЯМР соот-
ветствуют протонам водорода, указанным на рис. 4 
и в табл. 2. 

Установлено, что на спектре раствора АОТ в дейте-
рированной воде с добавленным цитохромом С наб-
людается сдвиг по сравнению со спектром раствора 
АОТ без цитохрома С. В табл. 2 представлены количе-
ственные величины химических сдвигов. 

Сигнал при 4.70  м.д. принадлежит остаточным 
протонам дейтерированной воды. Остальные сигна-
лы ЯМР при 3.95, 2.92, 1.43, 1.14 и 0.75 м.д. относятся 
к протонам химических групп АОТ, представленных 
на рис. 4.

Результаты (табл.  2) показывают изменение хи-
мических сдвигов в спектральной области 2 и 3, что 
соответствует сигналам протонов вокруг сульфогрупп 
и протонов, связанных с остаточными частями кар-
боксильных групп. В других спектральных областях 
изменения химических сдвигов были незначитель-
ными. При сравнении спектров раствора цитохрома 
С и системы АОТ/дейтерированная вода/цитохром С 
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Рис. 4. 1H ЯМР спектры: 1 – раствора АОТ (С = 1 масс. %), 2 – цитохрома С (С = 1 масс. %), 3 – раствора АОТ + ци-
тохром С (1:1) в дейтерированной воде, а также молекулярная структура и нумерация протонов в молекуле АОТ
Fig. 4. 1H NMR spectra: 1 – AOT solution (C = 1 wt %), 2 – cytochrome C (C = 1 wt %), 3 – AOT + cytochrome C (1:1) 
solution in deuterated water, as well as the molecular structure and proton numbering in the AOT molecule
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наблюдаются смещения сигналов и изменение их ши-
рины, что свидетельствует об изменении локального 
окружения протонов белка и снижении их подвижно-
сти. Это указывает на влияние АОТ на структуру и ди-
намику цитохрома С.

При проведении реакции биокатализа важно, что-
бы система сохраняла свою мицеллярную структуру. 
Поэтому мы сравнили ЯМР спектр МЭ и МЭ с добав-
ленным цитохромом (рис. 5). 

Показано, что основные сигналы ПАВ сохраняют 
свои химические сдвиги при добавлении цитохрома С. 
Следовательно, несмотря на наличие взаимодействия 
между белком и ПАВ, оно не является настолько силь-
ным, чтобы оказывать влияние на характеристичные 
химические сдвиги ядер 1Н в молекулах АОТ. 

Применение МЭ вода/АОТ/ИПМ в качестве 
реакционной среды для проведения биокаталитической 

реакции

Учитывая термодинамическую стабильность и при-
менимость обратных МЭ для стабилизации белка, мы 
использовали микродомены воды в этих системах для 
проведения модельной реакции, катализируемой ци-
тохромом С. Предполагается, что такая МЭ будет дей-
ствовать как эффективный каталитический реактор 
для солюбилизации и повышения каталитической ак-
тивности ферментов. В качестве подтверждения этого 
утверждения, нами была проведена реакция окисле-
ния гваякола (2-метоксифенол) перекисью водорода 
в выбранной нами МЭ (рис. 6).

Таблица 2. 1Н ЯМР параметры молекулы АОТ в растворе и с добавлением цитохрома С
Table 2. 1H NMR parameters of the AOT molecule in solution and with the addition of cytochrome С

Область 
спектра

δ, ppm ∆δ, ppm
δАОТ−δАОТ+цитохром С Функциональная группа

АОТ АОТ + цитохром С

1 4.70 4.70 0 D2О

2 3.95 3.91 0.01 Н1

3 2.92 2.80 0.12 Н1´

4 1.43 1.48 0.05 H4, H4´

5 1.14 1.14 0 H5, H6, H7, H5´, H6´, H7´

6 0.75 0.75 0 H8, H8´

6                           4                            2                            0
δ, м. д.
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Рис. 5. 1H ЯМР спектр МЭ AOT/дейтерированная вода/ИПМ (образец 1, табл. 1), МЭ АОТ/дейтерированная вода/
ИПМ/цитохром С, а также молекулярная структура и нумерация протонов в молекуле АОТ
Fig. 5. 1H NMR spectrum of AOT/deuterated water/IPM ME (sample 1, Table 1), AOT/deuterated water/IPM/cytochrome 
C ME, as well as the molecular structure and proton numbering in the AOT molecule
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В результате проведения реакции при участии ка-
тализатора – цитохрома С, должен получаться тетраг-
ваякол. Его концентрацию рассчитывали спектрофо-
тометрически, учитывая коэффициент экстинкции 
равным 26.6 мМ−1·см−1, согласно литературным дан-
ным [30]. Несмотря на результаты, полученные М. Ка-
уром с соавторами [30] для системы вода/АОТ/ионная 
жидкость, в нашем случае установлено, что в МЭ эта 
реакция протекает медленнее, чем в фосфатном бу-
ферном растворе (pH 7) (рис. 7, кривая 2). 

Совокупность полученных нами эксперименталь-
ных результатов показала, что существует взаимодей-
ствие между головными группами АОТ и  цитохро-
мом С. Мы предполагаем, что в результате некоторого 
связывания цитохрома С с АОТ снижается его ката-
литическая активность. Эти результаты показали, 
что взаимодействие между белком и  мицеллярной 
поверхностью является доминирующим фактором, 
влияющим на структуру белка в обратных мицеллах. 
Оно определяется расположением растворенных бел-
ков и состоянием мицеллярной поверхности. Таким 
образом, поместив гваякол и перекись водорода в МЭ 
вода/АОТ/ИПМ/цитохром С, мы можем замедлить ее 
протекание. 

Для объяснения полученного результата мы вос-
пользовались методом флуоресцентной спектроско-
пии с применением зондов лаурдана и флуоресцеи-
на. Этот метод часто применяется для исследования 
локализации введенных веществ в обратных МЭ, так 
как интенсивность различных вибронных пиков очень 

сильно зависит от полярности микроокружения зон-
да [55]. Так, лаурдан является распространенным зон-
дом для исследования структур бислоев и мембран. Он 
находится на границе вода/масло, при этом хвост лау-
риновой кислоты прикреплен к области гидрофобно-
го радикала [56, 57]. Другим зондом для исследования 
взаимодействий является флуоресцеин. Он хорошо 
растворяется в воде и будет предположительно нахо-
диться в водном пуле МЭ [58]. Путем совместного при-
менения данных зондов можно оценить полярность 
микроокружения введенного цитохрома С и предполо-
жить его локализацию в МЭ. Были рассчитаны значе-
ния анизотропии флуоресценции зондов (r), параметр 
порядка (S) и критический угол отклонения зонда (q) 
по формулам (1)−(3) для ИПМ, МЭ и МЭ с введенным 
цитохромом С (табл. 3). 

Полученные результаты показывают, что введение 
цитохрома С приводит к увеличению анизотропии по-
лярного флуоресцеина, находящегося в водном пуле 
МЭ и уменьшению анизотропии неполярного лаурда-
на, находящегося в хвостах АОТ.

При этом происходит адсорбция ПАВ на  белке 
и формирование ансамблей молекул, что влияет на его 
свойства. Также в случае применения флуоресцеина 

4

Рис. 6. Реакция окисления гваякола перекисью во-
дорода
Fig. 6. Oxidation reaction of guaiacol with hydrogen 
peroxide

Таблица 3. Значения параметров анизотропии лаурдана и флуоресцеина в исследуемых системах
Table 3. Values of anisotropy parameters of laurdan and fluorescein in the studied systems

Компоненты
Лаурдан Флуоресцеин

r S θc r S θc

ИПМ 0.064 0.30 64.9 0.015 0.04 85.6

МЭ 0.104 0.50 51.7 0.140 0.46 54.5

МЭ + цитохром С 0.085 0.39 58.6 0.189 0.61 44.2
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Рис. 7. Зависимость концентрации образовавшегося 
тетрагваякола от времени реакции в фосфатном бу-
фере (1) и в МЭ (2)
Fig. 7. Dependence of the concentration of the formed 
tetraguaiacol on the reaction time in phosphate buffer (1) 
and in ME (2)
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уменьшается критический угол отклонения зонда 
и возрастает параметр порядка. Это указывает на то, 
что равновесное распределение молекул зонда в при-
сутствии цитохрома С  в системе становится более 
ограниченным, что свидетельствует о  повышении 
микровязкости гидрофильного слоя мицеллы. Сле-
довательно, цитохром С находится в водном пуле МЭ 
вблизи полярных головных групп АОТ (рис. 8).

Для контролируемого увеличения скорости ката-
литической реакции окисления гваякола в присут-
ствии цитохрома С, мы ввели в МЭ гидрофильные 
квантовые точки Cd0.9Mn0.1S/ZnS, стабилизирован-
ные МПК. На рис. 9 изображена кинетическая кри-
вая, иллюстрирующая протекание реакции в присут-
ствии квантовых точек.

Было установлено, что реакция протекает значи-
тельно интенсивнее, чем в буфере, и выход тетрагва-
якола увеличивается практически прямо пропорци-
онально концентрации введенных квантовых точек 
(рис. 10). 

Проведена количественная оценка каталитической 
активности цитохрома при введении квантовых точек. 
В табл. 4 представлена концентрация образовавшегося 
тетрагваякола через 5 мин проведения реакции в МЭ 
с цитохромом С, в буфере с добавлением цитохрома С, 
а также в МЭ с цитохромом С и квантовыми точками 
с различной концентрацией. 

Также выявлено, что реакция получения тетрагва-
якола является реакцией 2 порядка. Рассчитана кон-
станта скорости по уравнению (4):

	
0

1 1 1
.K

C C
 = − τ  

	 (4)

Из данных табл. 4 следует, что с увеличением кон-
центрации квантовых точек увеличивается выход те-
трагваякола и константа скорости реакции. 

В связи с тем, что используемые нами квантовые 
точки стабилизированы МПК, мы предполагаем силь-
ное взаимодействие между цитохромом С и МПК, го-
раздо более сильное, чем между цитохромом С и АОТ, 
приводящее к оттягиванию цитохрома С с поверхно-
сти раздела фаз в водный пул. Это позволяет цитохро-
му С  более выраженно проявлять каталитическое 
действие. В  подтверждение этого предположения 
существует ряд работ, исследующих взаимодействие 
цитохрома С с МПК. 

В работе [59] было изучено двумерное распределе-
ние цитохрома С, адсорбированного на  фазово-раз-
деленных бинарных самоорганизующихся моносло-
ях, образованных в  результате соадсорбции 3-МПК 
и  1-гексадекантиола (ГДТ) на  поверхности Au (111). 

Цитохром С

АОТ

Рис. 8. Схематическое расположение цитохрома С 
в МЭ
Fig. 8. Schematic diagram of the location of cytochrome 
C in a ME
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Рис. 9. Зависимость концентрации образовавшегося 
тетрагваякола в МЭ вода/АОТ/ИПМ с добавлением 
квантовых точек различной концентрации от вре-
мени реакции: 1 – С = 0.4; 2 – С = 0.3; 3 – С = 0.2;  
4 – С = 0.1; 5 – С = 0.05
Fig. 9. Dependence of the concentration of the formed 
tetraguaiacol in water/AOT/IPM microemulsions with the 
addition of quantum dots of different concentrations on 
the reaction time: 1 – С = 0.4; 2 – С = 0.3; 3 – С = 0.2; 
4 – С = 0.1; 5 – С = 0.05
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Рис. 10. Зависимость концентрации полученного те-
трагваякола от концентрации введенных квантовых 
точек
Fig. 10. Dependence of the concentration of the obtained 
tetraguaiacol on the concentration of introduced quantum 
dots
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Методом сканирующей микроскопии было установле-
но, что молекулы цитохрома С преимущественно рас-
положены на доменах, состоящих в основном из MПК 
с (−COOH) концевой группой, и отсутствуют на доменах 
ГДТ. Циклические вольтамперограммы для адсорбиро-
ванного цитохрома С с Au (111), модифицированного 
бинарными самоорганизующимися монослоями МПК 
и ГДТ, показали анодные и катодные пики при 50 мВ, 
которые обусловлены окислительно-восстановительной 
реакцией цитохрома С, адсорбированного на алканти-
оловых монослоях с (−COOH) концевыми группами.

Авторами  [60] было показали, что перифериче-
ский мембранный белок цитохром С прочно взаимо-
действует с наночастицами золота (AuNPs), покрытых 
3-МПК, в отличие от других покрытий. Было установ-
лено, что взаимодействие носит электростатический, 
Ван-дер-Ваальсовский характер и характерно для всех 
видов цитохрома С. 

Однако несмотря на значительное влияние МПК, 
присутствие именно наночастиц (квантовых точек) 
является критическим фактором, и простая замена их 
на свободную МПК не даст аналогичного эффекта. 
Свободная МПК представляет собой гибкую малую 
молекулу. При введении в систему обратных МЭ АОТ 
свободная МПК будет хаотично распределяться меж-
ду водным пулом и поверхностью АОТ, не создавая 
стабильного пространственного барьера. Напротив, 
квантовая точка выступает в роли жесткого нанораз-
мерного ядра. Молекулы МПК плотно координируют-
ся на поверхности квантовых точек своими тиольными 

группами (−SH), формируя упорядоченную гидро-
фильную «корону» из карбоксильных групп (−COOH). 
Именно эта фиксированная трехмерная нанострук-
тура эффективно разделяет белок и молекулы ПАВ. 
Исключение квантовых точек из системы приведет 
к потере защитного нанокаркаса.

Таким образом, путем добавления квантовых точек, 
стабилизированных МПК, можно увеличить скорость 
реакции, катализируемой цитохромом С. Кроме того, 
варьируя концентрацию квантовых точек мы можем 
влиять на количество полученного продукта.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано, что системы вода/АОТ/

ИПМ способны эффективно солюбилизировать ци-
тохром С  без разрушения мицеллярной структуры. 
Данные ЯМР и люминесцентной спектроскопии указы-
вают на связывание белка с полярными группами АОТ 
и его локализацию в водном пуле МЭ. Каталитические 
свойства цитохрома С зависят от его микроокружения 
и расположения в МЭ. На границе раздела он менее ак-
тивен за счет адсорбционного взаимодействия с SO3

− 
и COOH− группами АОТ. При добавлении квантовых 
точек, стабилизированных МПК, он перемещается 
в глубь водного пула МЭ, благодаря электростатическо-
му взаимодействию с COOH− группами МПК. Таким 
образом, полученную нами систему можно использо-
вать в качестве микрореактора для проведения биока-
тализа с управляемой скоростью реакции. 
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