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KATARZYNA SAMBORSKA

SUSZENIE ROZPYLOWE ENZYMOW — PRZYCZYNY
INAKTYWACJI ORAZ METODY I MECHANIZMY ICH
STABILIZACJI

Streszczenie

Inaktywacja enzymow wywotana procesem suszenia oraz proby opisu jej przyczyn i mechanizmow sa
przedmiotem wielu publikacji naukowych. W niniejszym artykule przedstawiono analiz¢ najwazniejszych
przyczyn inaktywacji oraz podano przyktady badan obrazujacych opisane mechanizmy. Do przyczyn tych
zaliczono: dziatanie podwyzszonej temperatury, niekorzystny wptyw ubytku wody z ukladu, niekorzystny
wplyw adsorpcji biatek na powierzchni migdzyfazowej oraz uszkodzenia mechaniczne. Opisano roéwniez,
oraz zilustrowano przyktadami, metody i mechanizmy stabilizacji aktywnos$ci enzymow w czasie suszenia
rozpytowego, takie jak: zastgpowanie wody, stan szklisty oraz adsorpcja migdzyfazowa.

Stowa kluczowe: suszenie rozpytowe enzymow, przyczyny inaktywacji, mechanizmy stabilizacji

Wprowadzenie

Preparaty enzymatyczne stanowia integralna czg$¢ nowoczesnego przetworstwa
zywnosci. Enzymy sa katalizatorami (biokatalizatorami) przemian chemicznych, wy-
twarzanymi przez zywe organizmy. Jedynie w ich obecnosci moze zachodzi¢ wiele
reakcji metabolicznych we wzglednie tagodnych warunkach, tzn. w temperaturze poni-
zej 100 °C, przy ci$nieniu atmosferycznym i obojetnym pH [29]. Cztowiek praktycznie
wykorzystywat dzialanie enzyméw na dhugo przed tym, zanim potrafit uzasadnic¢ to
naukowo. Pierwszym enzymem otrzymanym na skale przemystowa dla przemystu
spozywczego byla podpuszczka, uzyskana przez dunskiego naukowca Christiana Han-
sena w 1874 r. z zotadkow cielat i uzyta w produkeji serow [17]. Na poczatku XXI w.
trudno poda¢ przyktad produkcji zywno$ci bez udzialu preparatow enzymatycznych;
wykorzystywanych jest ponad 100 znanych enzymdw, a liczba ta kazdego roku zwigk-
sza si¢ [19]. Zastosowanie preparatow enzymatycznych w praktyce jest szerokie, gdyz
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obejmuje prawie wszystkie galezie przemyshu spozywczego. Najwazniejsze korzysci
plynace z zastosowania enzymow to: przyspieszenie proceséw technologicznych, moz-
liwo$¢ uruchomienia produkcji nowych asortymentéw zywno$ci (w tym zywnos$ci
funkcjonalnej), podniesienie jakosci i atrakcyjnosci oraz wydtuzenie trwatosci produk-
tow zywnosciowych, mozliwo$¢ zwigkszenia wydajnosci tradycyjnie stosowanych
surowcow i zmniejszenie kosztow produkeji [19, 25, 28].

Suszenie preparatow enzymatycznych jest jedna z metod ich utrwalania, prowa-
dzaca do otrzymania suchych produktow wygodnych w dalszym obrocie i stosowaniu.
Preparaty suszone charakteryzuja si¢ znacznie wigksza trwatoscia. Czas przechowy-
wania preparatu o wysokiej aktywnosci moze wynosi¢ do kilku lat [20]. Niemniej jed-
nak, parametry procesu suszenia powinny by¢ starannie dobrane w celu uniknigcia
degradacji enzymow, gdyz te, jako substancje biatkowe, tatwo ulegaja zmianom pro-
wadzacym do utraty aktywnosci w niekorzystnych warunkach $rodowiskowych.
Zmniejszenie degradacji enzymoéw w czasie procesu suszenia rozpylowego mozna
osiagna¢ rowniez poprzez zastosowanie dodatku substancji stabilizujacych.

Inne substancje o funkcjach enzymatycznych

Wigkszos¢ enzymow ze zrodetl naturalnych charakteryzuje sig niska aktywnoscia
i stabilnoscia, dlatego zaczeto je intensywnie udoskonala¢ i dostosowywac¢ do potrzeb
konkretnych proceséw technologicznych. Osiagane jest to z zastosowaniem technik
inzynierii genetycznej lub na drodze chemicznej modyfikacji enzymow. W wyniku
zastosowania tej ostatniej metody otrzymuje si¢ synzymy, czyli enzymy semisynte-
tyczne. Do grupy tej zaliczane sg takze otrzymywane ,,w probéwce” peptydy, ktorych
sekwencja i struktura przestrzenna wzorowana jest na fragmentach czasteczek enzy-
mow [8].

Oprocz substancji biatkowych funkcje biokatalizatorow speiniaja rowniez sub-
stancje zbudowane z kwasu rybonukleinowego RNA (rybozymy) oraz przeciwciala
o charakterze enzymatycznym (abzymy). Kwasy nukleinowe i pokrewne do nich
zwiazki najprawdopodobniej odgrywaly rol¢ kluczowych biokatalizator6w podczas
najwczesniejszych etapéw ewolucji, jednak zostaty zastapione w jej kolejnych etapach
przez enzymy [8, 30]. Abzymy od enzymoéw rézni duzo mniejsza szybkos$¢ reakcji
(zwykle 3 — 4 rzedy wielko$ci).

Rola wody w enzymach

Woda w preparatach enzymatycznych moze wystgpowaé jako woda wolna lub
zwiazana. Wod¢ wykazujaca ci$nienie pary rowne cisnieniu czystej wody nazywa si¢
woda wolna. Jej wystgpowanie (jako rozpuszczalnik lub $rodowisko reakcji) jest wa-
runkiem koniecznym do zachodzenia reakcji. Czasteczki wody, ze wzgledu na swoj
charakter dipolowy, tworza wiazania wodorowe z grupami polarnymi makroczaste-
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czek, tworzac dookota nich warstwe hydratacyjna. T¢ czes¢ wody, ktora wystepuje
w postaci wody zwiazanej, nazywa si¢ woda strukturalna. Woda zwiazana wykazuje
mniejsze ci$nienie pary niz cisnienie nad woda wolna w tej samej temperaturze [1].

Rola wody w strukturze biopolimeréw, jakimi sa tez biatka enzymatyczne, ma
ztozony charakter. Z jednej strony wystgpowanie wody strukturalnej jest konieczne
i pomocne w utrzymaniu natywnej aktywnej struktury makroczasteczki. Z drugiej stro-
ny oddziatywania woda — biopolimer okreslaja ruchliwo$¢ makroczasteczki w $rodo-
wisku. Przy wysokiej aktywnosci wody zwigkszona jest mobilno$¢ czasteczek, prowa-
dzaca do zachodzenia zmian konformacyjnych powodujacych denaturacj¢ biatka, co
jest zwiazane z inaktywacja enzymow. Suszenie powoduje obnizanie aktywno$ci wody
W preparacie enzymatycznym, prowadzi do zmniejszenia mobilnosci czasteczek
i sprawia, ze bialko enzymatyczne jest mniej podatne na wystgpowanie niekorzystnych
zmian strukturalnych prowadzacych do denaturacji. Jednak czasteczki wody struktu-
ralnej, niezbedne do utrzymania natywnej struktury makroczasteczki, a usuwane stop-
niowo w czasie suszenia, musza by¢ zastapione czasteczkami innych substancji [10,
27].

Wplyw suszenia na aktywno$¢ enzyméw

Najbardziej rozpowszechnionym sposobem produkcji statych preparatow enzy-
matycznych jest suszenie rozpytowe. Metoda ta znalazta szerokie zastosowanie z tych
wzgledow, ze mozna suszeniu poddawac preparaty ptynne, proces jest wysokowydajny
i ciagly oraz charakteryzuje si¢ korzystnymi wskaznikami ekonomicznymi. Bardzo
wazne jest wystgpowanie tzw. chtodzacego efektu odparowania, bedacego skutkiem
gwaltownego odparowania ze znacznie rozwinigtej powierzchni migdzyfazowej dzigki
rozpyleniu i pobierania przez parujaca wode ciepla przemiany fazowej. Efekt ten jest
szczegolnie istotny w przypadku suszenia materiatéw termolabilnych, takich jak en-
zymy. Temperatura czastek w czasie suszenia jest utrzymywana na stosunkowo niskim
poziomie, nawet gdy zastosowana temperatura powietrza wlotowego jest wysoka.
Przyjmuje si¢, ze maksymalna temperatura czastek w czasie suszenia jest rowna tem-
peraturze powietrza wylotowego, 1 ze jest to temperatura, w ktorej nastepuje odparo-
wanie wody [14, 15, 23].

W literaturze z ostatnich lat podano szereg przyktadow badan nad suszeniem roz-
nych enzyméw, w wigkszosci dotyczacych suszenia rozpylowego. Jako metode po-
rownawcza czgsto przedstawia si¢ suszenie sublimacyjne, korzystniejsze pod wzgle-
dem zachowania aktywnos$ci enzymow, lecz charakteryzujace si¢ dlugim czasem i
wysokimi kosztami prowadzenia procesu.

Devakate 1 wsp. [5] suszyli rozpytowo i sublimacyjnie bromelaing wyekstraho-
wang z owocOw ananasa. Aktywno$¢ wzgledna po suszeniu rozpylowym wynosita
78 %, a po suszeniu sublimacyjnym 95 %. Innym enzymem poddawanym suszeniu
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rozpytlowemu byta dehydrogenaza alkoholowa, suszona w obecnosci trehalozy i sub-
stancji ochronnych [31]. Maksymalna aktywno$¢ wzgledna, na poziomie 85 %, uzy-
skano po zastosowaniu dodatku B-laktoglobuliny i albuminy serum wotu. Samborska
i Witrowa-Rajchert [21] suszyly rozpytowo a-amylaze z Aspergillus oryzae na nosniku
maltodekstrynowym. Stwierdzono, ze suszenie rozpylowe jest odpowiednia metoda
odwadniania tego enzymu, za pomoca ktorej, pod warunkiem zastosowania odpowied-
nich parametréw procesu, mozliwe jest otrzymanie preparatu enzymatycznego o wyso-

kiej aktywnos$ci. Aktywnos$¢ wzgledna a-amylazy w otrzymanych suszach wahata si¢
od 56,7 do 90,1 %.

Przyczyny postepujacej inaktywacji enzymow w czasie suszenia rozpylowego

Postgpujaca inaktywacja enzymow w czasie suszenia jest procesem bardzo ztozo-
nym, ktérego przyczyny i mechanizmy maja wieloraki charakter. Utrudnieniem
w identyfikacji przyczyn stopniowej inaktywacji jest fakt, ze wszystkie mechanizmy
zachodza w czasie procesu niemal rownocze$nie. Do podstawowych przyczyn inakty-
wacji mozna zaliczy¢: dziatanie podwyzszonej temperatury, ubytek wody strukturalnej
z enzymu, niekorzystny wplyw adsorpcji bialek na powierzchni migdzyfazowej oraz
uszkodzenia mechaniczne.

Wplyw podwyzszonej temperatury

Gltowna przyczyna degradacji bialek enzymatycznych w czasie suszenia jest dzia-
fanie podwyzszonej temperatury prowadzace do denaturacji. Denaturacja termiczna
enzymow wynika ze zwigkszonej ruchliwosci atoméw w podwyzszonej temperaturze,
powodujacej rozrywanie wiazan stabilizujacych struktur¢ przestrzenna biatka oraz
wytwarzanie potaczen, w wyniku ktorych nastgpuje przejscie konformacji aktywnej
czasteczki w konformacje nieaktywna.

W badaniach nad suszeniem rozpylowym bromelainy wzrost temperatury powie-
trza wlotowego ze 100 do 160 °C (czemu odpowiadat wzrost temperatury powietrza
wylotowego z 40 do 60 °C) spowodowat zmniejszenie aktywnosci wzglednej enzymu
z 78 do 22 % [5]. Yoshii 1 wsp. [31], po podwyzszeniu temperatury powietrza wloto-
wego w czasie suszenia rozpylowego dehydrogenazy alkoholowej z 70 do 110 °C,
wykazali zmniejszenie aktywnosci wzglednej enzymu z 85 do 30 %. Aktywnos$é
wzgledna transglutaminazy ze Streptococcus hygroscopius WSH03-13 wynosita
89,6 % po suszeniu rozpytowym w temp. powietrza wylotowego 60 °C, a po wzroscie
do 70 °C zmniejszyta si¢ do 60,1 %. W obu przypadkach enzym suszono w 20 % roz-
tworze maltodekstryny z dodatkiem 0,1 % glutationu [4]. Samborska i Witrowa-
Rajchert [21] przedstawity nieco odmienna zalezno$¢ migdzy temperatura suszenia
rozpylowego a aktywno$cia wzgledna suszonego enzymu. Zwigkszanie intensywnosci
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suszenia poprzez podwyzszanie temperatury suszenia z 160 do 220 °C (przy zastoso-
waniu strumienia surowca 1,2 i 1,7 cm’/s) prowadzito do zwigkszenia aktywnosci
wzglednej a-amylazy. Tlumaczono to szybszym osiagnig¢ciem zwigkszonej termood-
pornosci enzymu w srodowisku o malej zawartosci wody. Jednak zalezno$¢ ta byta
widoczna jedynie do osiagnigcia zawartosci wody na poziomie 0,07 g H,O/g s.s., kiedy
to dalsze suszenie nie prowadzito do zwigkszania aktywnos$ci wzglednej. Prawdopo-
dobnie wywotane to byto usunigciem wody strukturalnej stabilizujacej czasteczke biat-
ka.

Wptyw ubytku wody

Bardzo wazna role w stabilizacji czasteczek biatek enzymatycznych pelni woda
strukturalna. Dlatego tez proces suszenia enzymoéw powinien by¢ prowadzony tak, aby
usuwana byta wytacznie woda wolna, a woda strukturalna, odpowiadajaca za utrzyma-
nie natywnej struktury makroczasteczek, pozostata nienaruszona.

Liao i wsp. [11], suszac rozpytowo lizozym, stwierdzili, ze gldéwna przyczyna de-
naturacji w czasie procesu jest ubytek wody. Za krytyczna zawartos¢ wody, przy ktorej
rozpoczynaja si¢ niekorzystne zmiany konformacyjne, uznano 22 %. W badaniach
Samborskiej i Witrowej-Rajchert [21] stwierdzono, ze gldéwnym parametrem decydu-
jacym o koncowej aktywnos$ci wzglednej a-amylazy suszonej rozpytowo jest koncowa
zawarto$¢ wody w suszu. Szybkie odparowanie wody, jakie nastgpuje w czasie susze-
nia rozpytowego, bylto korzystne ze wzgledu na wzrost odpornosci enzymu na pod-
wyzszona temperature, jednak nie moze ono prowadzi¢ do zbyt duzego stopnia wysu-
szenia, poniewaz moze naruszy¢ strukturg biatka enzymu w wyniku ubytku wody
strukturalnej. Zawartos¢ wody gwarantujaca uzyskanie maksymalnej aktywnosci
wzgledne] a-amylazy w suszu nazwano optymalna zawartoscia wody w preparacie
enzymatycznym. Przy poziomie wody 6,5 do 8,2 % w preparacie enzymatycznym nie
obserwowano niekorzystnego wptywu ubytku wody na konfiguracje przestrzenna biat-
ka. Temperatura powietrza wylotowego powinna wynosi¢ 70 — 80 °C, aby otrzymac¢
susz o takiej zawartosci wody.

Wplyw adsorpcji miedzyfazowej

Jedna z mozliwych przyczyn degradacji enzymdw w czasie suszenia rozpylowego
sa zmiany konformacyjne struktury wtornej biatek, wynikajace z adsorpcji enzymu na
powierzchni kropel [12, 14]. Millqvist-Fureby i wsp. [14], suszac rozpylowo trypsyne
w obecnosci réznych sacharyddw i substancji powierzchniowo czynnych, obserwowali
korelacje migdzy iloscia trypsyny zaadsorbowanej na powierzchni suszonych czastek a
aktywnoscia wzgledna enzymu. Jednak stopien degradacji byt réwniez zalezny od
rodzaju uzytej substancji stabilizujacej oraz stgzenia enzymu. Przyktadowo, po zasto-
sowaniu laktozy zwigkszenie akumulacji biatka enzymatycznego na powierzchni cza-
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stek z 4 do 26 % spowodowato zmniejszenie aktywno$ci enzymu z 93 do 83 %. Nato-
miast zmniejszenie adsorpcji enzymu po zastosowaniu dekstryny wywolato zmniejsze-
nie aktywnos$ci enzymu zaledwie o 3 %.

Poza niekorzystnym wptywem powierzchniowej adsorpcji na strukture czasteczek
enzymow, gromadzenie si¢ ich na powierzchni kropel powoduje, ze sa one bardziej
narazone na dziatanie podwyzszonej temperatury oraz sit $cinajacych w czasie rozpy-
lania.

Wplyw uszkodzen mechanicznych

Podczas suszenia rozpylowego ptynnych preparatdéw enzymatycznych nieko-
rzystnym czynnikiem jest dziatanie naprgzen $cinajacych w czasie procesu rozpylania.
W wyniku ich dziatania moze nastgpowaé niszczenie struktury czasteczek enzymu.
Intensywno$¢ naprgzen $cinajacych zalezy od parametréw rozpylania: rodzaju rozpyla-
cza, ci$nienia powietrza w dyszy rozpylajacej, szybkosci zasilania surowcem, a takze
od wtasciwosci suszonego ptynnego preparatu: lepkosci i napigcia powierzchniowego
[14, 16].

Metody i mechanizmy stabilizacji
Wphyw zastepowania wody

Wystgpowanie wody strukturalnej w czasteczkach biatek o aktywnosci enzyma-
tycznej jest niezbgedne do utrzymania ich natywnej struktury. W celu zmniejszenia
negatywnych skutkéw ubytku wody w czasie suszenia dodaje si¢ substancje, ktorych
czasteczki maja zdolno$¢ zastapienia wody zwiazanej. Zastgpowanie wody substan-
cjami stabilizujacymi moze w znacznym stopniu zrekompensowa¢ efekt inaktywacji
dehydratacyjnej enzymow [3, 27]. Do takich substancji mozna zaliczy¢: oligo- i poli-
sacharydy (np. sacharoza, trehaloza, laktoza), alkohole wielowodorotlenowe (np. glice-
rol, sorbitol), a takze biatka innego rodzaju. Tworza one wigzania wodorowe z bial-
kiem enzymu, zastgpujac w nim czasteczki wody zwiazanej. Dodatek cukrow wzmac-
nia rowniez interakcje hydrofobowe migdzy grupami niepolarnymi, ktére uwazane sa
za bardzo istotne czynniki stabilizujace strukturg biatka. Efekt ochronny dodatkow
zalezy od zastosowanego stgzenia substancji stabilizujacej. Zbyt duze st¢zenie moze
wywotywac¢ efekt odwrotny i powodowac zwigkszona degradacjg enzymu [9, 15].

Liao i wsp. [11], suszac rozpylowo lizozym w obecnosci sacharozy i trehalozy,
stwierdzili, ze zastgpowanie czasteczek wody na powierzchni biatka jest gldéwnym
mechanizmem dzialania ochronnego tych cukrow. Suszenie rozpytowe trypsyny z do-
datkiem mannitolu, sacharozy, laktozy oraz dekstryny i cyklodekstryny wykazato, ze
mannitol i sacharoza charakteryzuja si¢ mniej znaczacym efektem ochronnym niz po-
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zostale substancje [14]. Badania nad suszeniem o-amylazy z Aspergillus oryzae
w obecnosci sacharozy, sorbitolu i1 glicerolu przeprowadzone przez Samborska i wsp.
[22] wykazaly, ze zastosowanie sorbitolu i glicerolu w odpowiedniej dawce
(100 mg/ml sorbitolu, 8,1 % glicerolu) moze by¢ metoda zmniejszenia degradacji tego
enzymu w czasie suszenia rozpylowego. Sacharoza zastosowana w mniejszym stgzeniu
(140 mg/ml) nie wptyngta na zmiang aktywnosci wzglednej enzymu w poréwnaniu
z suszeniem bez dodatku, a wyzszy jej dodatek (705 mg/ml) spowodowat znaczne
obnizenie aktywnosci wzgledne;.

Wplyw stanu szklistego

Wiele cukrow (zarowno polisacharydow o dlugich tancuchach, np. maltodekstry-
na, jak i niskoczasteczkowych, np. trehaloza) w stanie amorficznym wytworzonym
W czasie suszenia charakteryzuje si¢ wlasciwosciami szklisto-tworczymi. Stan szklisty
wyrdznia si¢ bardzo wysoka lepkoscia, rzedu 10" Pa-s, i znacznie ograniczona ruchli-
woscia czasteczek [18]. Denaturacja (inaktywacja) biatek enzymatycznych jest wyni-
kiem zmian w konformacji przestrzennej, dlatego tez stan szklisty, w ktorym mozli-
wos$¢ zaj$cia tych zmian jest znacznie ograniczona, wpltywa korzystnie na stabilno$¢
enzymoOw. Konieczny jest zatem dodatek stabilizatora szklistotworczego do roztworu
enzymu poddawanego suszeniu [2, 7, 13, 24]. NajczeSciej stosowanymi substancjami
szklisto-tworczymi sa dwucukry (sacharoza, trehaloza) i polisacharydy (maltodekstry-
na).

Potwierdzeniem pozytywnego wplywu suszenia na nosniku maltodekstrynowym
na zachowanie aktywnoS$ci enzymu moga by¢ badania suszenia rozpytowego transglu-
taminazy ze Streptococcus hygroscopius WSH03-13 [4]. Aktywnos$¢ wzgledna enzymu
suszonego w temp. powietrza wylotowego 60 °C wynosita 24,5 %. Dodatek 20 % mal-
todekstryny pozwolil na zmniejszenie inaktywacji i osiagnigcie aktywno$ci wzglednej
80,4 %. Devakate 1 wsp. [5] za pomoca roéznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC)
badali temperaturg przemiany szklistej suszonej bromelainy i stwierdzili, ze w celu
uniknigcia zmian strukturalnych i denaturacji enzymu temp. powietrza wylotowego
podczas suszenia powinna by¢ nizsza niz 61 °C.

W przypadku stabilizatorow, ktére w czasie zmniejszania zawarto$ci wody moga
wystepowac zarOwno w stanie amorficzno-szklistym, jak i krystalicznym wazne jest,
aby znacznie przewazat udziat fazy szklistej. Millqvist-Fureby i wsp. [14] wykazali, ze
istnieje odwrotnie proporcjonalna zalezno§¢ migdzy stopniem krystalizacji sktadnikow
mieszaniny a aktywno$cia wzgledna suszonej rozpylowo trypsyny. Autorzy ci stwier-
dzili, ze wystgpowanie sacharozy w stanie krystalicznym powoduje wykluczanie
trypsyny z wnetrza kropel. ROwnoczesnie zwigksza si¢ jej gromadzenie na powierzch-
ni, co wywohuje zwigkszone zmiany w strukturze enzymu prowadzace do denaturacji.
Suzuki i wsp. [26] badali wplyw stezenia sacharozy oraz stopnia jej krystalizacji na
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stabilnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej suszonej sublimacyjnie w czasie przechowy-
wania. Enzym suszony bez dodatku sacharozy po 5 dniach przechowywania miat ak-
tywno$¢ wzgledna na poziomie 46 %. Po takim samym okresie enzym suszony z do-
datkiem 30 mg sacharozy w stanie krystalicznym wykazal podobna aktywnos¢, na
poziomie 52 %. Dodatek amorficznej sacharozy w ilosciach: 4 i 10 mg miat znaczaco
stabilizujacy wplyw 1 aktywno$¢ po przechowywaniu wynosita odpowiednio 85
197 %. Dalszy wzrost stgzenia amorficznej sacharozy do 20 lub 30 mg nie powodowat
dalszej stabilizacji enzymu, ktorego aktywnos$¢ wynosita odpowiednio 63 i 46 %. Au-
torzy ttumacza tg¢ zaleznos¢ szybka krystalizacja sacharozy w dwoch wyzszych steze-
niach oraz niekorzystnym wptywem stanu krystalicznego, ze wzgledu na jego mniejsza
podatno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych z czasteczka biatka.

Wphw adsorpcji

Jedna z mozliwych przyczyn inaktywacji enzymoéw w czasie suszenia rozpylowe-
go sa zmiany konformacyjne struktury wtornej biatek wynikajace z adsorpcji enzymu
na powierzchni kropel stabilizatora. Zmniejszenie adsorpcji mozna osiagnaé przez
dodatek substancji, ktore beda wypieraly enzym z powierzchni migdzyfazowej, np.
srodkow powierzchniowo czynnych lub biatek konkurujacych z enzymem o miejsce na
powierzchni kropel [12, 14]. Prowadzone sa rowniez badania nad mikrokapsutkowa-
niem bialek w kapsutkach utworzonych z dwdch wzajemnie niemieszajacych si¢ cie-
czy [6]. Wypieranie enzymow z powierzchni kropel zmniejsza nie tylko mozliwos¢
zachodzenia zmian strukturalnych, lecz rowniez ogranicza ilo$¢ enzymu narazonego na
dzialanie sit $cinajacych oraz podwyzszonej temperatury.

Suszenie rozpylowe dehydrogenazy alkoholowej w obecnosci trehalozy,
B-laktoglobuliny, albuminy serum wotu oraz $rodka powierzchniowo czynnego Tween
80 przeprowadzili Yoshii i wsp. [31]. Enzym suszony jedynie z dodatkiem 30 % treha-
lozy mial aktywno$¢ wzgledna na poziomie 43 %. Dodatek biatek do roztworu enzymu
suszonego powodowatl liniowy wzrost aktywnosci wzglednej enzymu az do stosunku
masowego 1:1, przy ktorym ta zalezno$¢ byta juz liniowa. Wowczas odnotowano mak-
symalna warto$¢ aktywnosci wzglednej enzymu na poziomie 85,5 %, ktdra byta nieza-
lezna od rodzaju biatka. Natomiast dodatek srodka powierzchniowo czynnego Tween
80 spowodowat wzrost aktywnosci wzglednej dehydrogenazy alkoholowej o 10 %.

Podsumowanie

Enzymy, jako substancje biatkowe, tatwo ulegaja denaturacji w niekorzystnych
warunkach, jakie panuja w $rodowisku podczas suszenia rozpylowego. Denaturacja
biatek enzymatycznych jest zwiazana ze zmianami w strukturze natywnej, ktore pro-
wadza do utraty aktywnosci enzymatycznej. Zmiany te moga by¢ wywotane zarowno
dziataniem podwyzszonej temperatury, jak i ubytkiem wody oraz dzialaniem sit Scina-
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jacych. Szczegolna rolge w stabilizacji struktury enzymow peilni woda strukturalna.
Wystgpowanie w czasteczce enzymu wody strukturalnej jest konieczne, aby czasteczka
utrzymata swoja aktywna konfiguracj¢ przestrzenna. Jezeli woda ta jest usuwana
W czasie suszenia, to w celu uniknigcia denaturacji konieczne jest jej zastapienie sub-
stancjami stabilizujacymi struktur¢ wtorng biatek enzymatycznych poprzez tworzenie
wigzan wodorowych i inne interakcje. Do substancji takich zalicza si¢ m.in. cukry
i alkohole wielowodorotlenowe. Innym sposobem stabilizacji struktury enzymow jest
wytworzenie w czasie procesu suszenia stanu szklistego, w ktorym mozliwo$¢ wyste-
powania zmian konformacyjnych jest znacznie ograniczona. Najpopularniejsza sub-
stancja szklisto-tworcza stosowana w czasie suszenia jest maltodekstryna.
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SPRAY-DRYING OF ENZYMES: CAUSES OF INACTIVATION, METHODS
AND MECHANISMS OF STABILIZING THEM

Summary

Enzyme inactivation generated by the spray drying process and attempts to describe both the possible
causes and the mechanisms thereof constitute a subject matter of many scientific papers. In the present
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paper, the analysis of the most important causes of inactivation is presented, and some examples are given
to illustrate the mechanisms described. The causes of inactivation include: impact of increased tempera-
ture, adverse effect of removing water from the system, adverse effect of protein adsorption on interfacial
surface, and mechanical damages. Some methods and mechanism applied to stabilize the enzyme activity
during spray-drying are described and exemplified, such as: water replacement, glassy state, and interfa-
cial adsorption.

Key words: spray-drying of enzymes, causes of inactivation, stabilization mechanisms
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