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Ceche osmofilnosci drozdzy Saccharomyces sp., pozadang
podczas suplementacji brzeczek zwigzkami mineralnymi
i ekstraktem stodowym
nalezy rozpatrywac z punktu widzenia:

e mozliwosci wzrostowych drozdzy, tj. aktywnosci proceséw
anabolicznych réznych szczepdéw w warunkach o
podwyzszonej osmotycznosci oraz
e zdolnosci fermentacyjnych, tj. aktywnosci proceséw
katabolicznych drozdzy w brzeczkach HG.
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Dla drozdzy Saccharomyces cerevisiae

zdolnos¢ do wzrostu i fermentacji w brzeczkach o
wysokim stezeniu substratu (HG) jest zalezna od
podwyzszonej koncentracji wewnatrzkomorkowych
weglowodanow, ktorymi, z uwagi na aspekt
osmofilnosci, s3:

trehaloza & glikogen
Podwyzszona zawartos¢é trehalozy i glikogenu w drozdzach

Saccharomyces cerevisiae chroni komorki przed ich autoliza,

a takze zwieksza ich zdolnosci zyciowe w warunkach HG.
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Trehaloza, dwucukier nieredukujacy
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a-D-glucopyranosyl-a-D-glucopyranoside (a,a 1,1- wigzania)



Induktonydo'smotilnoscCiAWwAdrozdzach'

Trehaloza
jest kumulowana wewnatrz pecherzykow,
rozmieszczonych w cytozolu komorki drozdzowej
| taczy sie z unilamelarng warstwa lipidowa

btony cytoplazmatyczne,.

Kwasy ttuszczowe Grupy hydroksylowe (~OH) trehalozy

$3 zwigzane z grupami fosforowymi
fosfolipidéw, zawartych w
dwuwarstwowej strukturze
btony komérkowej,
utrzymanej w stanie fluidalnym.
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Jrehaloza-Ol; Grupy fOSforowe Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.



Induktonydo'smotilnoscCiAWwAdrozdzach'

O\" Q ’fo ?OH

Ponadto, trehaloza w drozdzach Saccharomyces cerevisiae jest
integralnym sktadnikiem glikolipidéw, bedacych waznym

czynnikiem strukturalnym sciany komérkowej.
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Sitriuktuname mbranydkomoikowe)|
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OSONeSE = Sygnalne

W aspekcie fizjologii komorki, z cechg osmofilnosci
wigze sie ,,odbiér” i ,,przekazywanie” sygnatow o
podwyzszonym cishieniu osmotycznym, za co
odpowiedzialne sa specyficzne biatka membranowe

i wewnatrzkomoérkowy system genetyczny.

.

Z N Biatka do "odbioru”
) sygnatéow
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SCRIPIZEepUSzcZalnose

Witasciwosci btony cytoplazmatycznej drozdzy
determinujq jej przepuszczalnosé, ktdéra zalezy
od ilosci i rodzaju tarncuchéw kwasow
ttuszczowych, umieszczonych w podwaojnej

warstwie fosfolipidowej
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Przenuszczalnose

membranygrolatfostolipidow

Podwyzszony poziom nienasyconych kwasow
ttuszczowych w btonie komoérkowej zwieksza
jej przepuszczalnosé.
llos¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych w
fosfolipidach membrany wzrasta, gdy proces
hodowli przebiega w warunkach tlenowych,
co zwigzane jest z pewnym stopniem
hydaratacji tancuchéw tluszczowych

oraz z ich luzniejszym utozeniem.



enUSZCZalnoSE

EostolipidyEIorz

Sktad fosfolipidéw bton komérkowych drozdzy
determinuje szybkie przenikanie zwigzkow
rozpuszczalnych w wodzie do komorek
namnazanych tlenowo.

W hodowlach na brzeczkach HG, istotna jest wiec:
przepuszczalnosé¢ membran komoérkowych drozdzy

i aktywny transport substancji przez btony
za posrednictwem specyficznych biatkowych

przenosnikow lub na zasadzie dyfuz;ji.



AmembranyBRtransporit

Dla prawidtowego funkcjonowania komoérek wazny jest

przede wszystkim transport aktywny (3 rodzaje):
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co-transport

e okreslony budowa bton komérkowych,
e wymagajacy nosnikow i dostarczenia energii,
e umozliwiajacy gromadzenie cukrow zapasowych, jak

trehaloza i glikogen



Dyfuzja

02
HYDROPHOBIC CO2
MOLECULES N2 b
benzene

SMALL

~HARG H20
~lIl EC lycerol

MOLECU

LARGE 1w
UNCHARGED 9lucose 5‘
POLAR sucrose

MOLECULES

H*, Na*t

HCO3", |<+D
O3 CaZt, CI
| M92+

Potencjat
elektrochemiczny

Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.




HYDROPHOBIC

MOLECULES
enzene

SMALL
UNCHARGED
POLAR

H20
urea

glucose
sucrose

MOLECULES

Lipidowy ,,bilayer”

Czasteczki przenosnikowe

0 Kanat . Nosniki
biatkowy biatkowe '

Lipi
bilayer

|

Nosnik

$
| /’/@9
9
j v
posredniczacy biatkowy

| |
‘Transport biernyl | Transport aktywnny

Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.

Dyfuzja Kanat
prosta

Y




v receptor adaptin

dynamin adaptin

D

Trans'portowane czasteczki

Diagram prezentuje role biatek otoczkowych ,,clathrin”, enzymatycznych
»dynamin” i posredniczacych ,,adaptin” podczas transportu substratu
do wnetrza komaérki drozdzy w formie pecherzykéw (proces endocytozy)

Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.



B_L. de Groot, H. Grubmiiller, Science 294, 2353 (2001)
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Syntezalifkumulacya QIRCTEnt

Wyrazne nagromadzenie trehalozy w komoérce drozdzy
Saccharomyces cerevisie mozna osiagna¢ podczas
stacjonarnej fazy wzrostu w wyniku silnej aeraciji,
badz suplementacji pozywki maltozg lub galaktoza,

jako jedynymi zrédtami wegla.

Kumulacja trehalozy moze przebiegac rowniez
w warunkach braku proliferacji (namnazania),
np. w Srodowisku zawierajagcym

glukoze, z limitowanym zrédtem azotu



Ryatezalhumulaca glikogenu

W czasie namnazania drozdzy Saccharomyces na

brzeczce stodowej, kumulacja glikogenu zaczyna
sie w péznej fazie logarytmicznego wzrostu, a
dopiero po wyczerpaniu glukozy rozpoczyna
sie synteza trehalozy, ktérej prekursorem
jest najprawdopodobniej glikogen.
Reasumujgc, synteza trehalozy rozpoczyna sie w
fazie tzw. gtodu, tj. wtedy, gdy glukoza jest na

wyczerpaniu.



Syntezaltrehalozyfafstresjosmotycznylitermicznyy

Wywotywanie roznego rodzaju stresow w czasie

hodowli drozdzy, np. ekstremalnych temperatur,
badz dehydratacji osmotycznej,
zwieksza w komorkach Saccharomyces sp.
poziom trehalozy.
Stwierdzono istotng korelacje pomiedzy
zawartoscia trehalozy, obecnoscia biatek hsp
(heat shock protein w czasie tzw. szoku termicznego)

a odpornoscia na wyzej wymienione formy stresu.



Syntezaltrehalozylalstresjosmotycznyliftermicznyy

Metabolizm trehalozy w drozdzach jest wskaznikiem
stresu hodowlanego, a wysoki poziom endogennej i
egzogennej trehalozy wzmaga odpornosé¢ komorki
drozdzowej na niekorzystne czynniki
srodowiska propagaciji.

Trehaloza jest wiec czynnikiem
osmoochronnym oraz termoochronnym
| przypisuje sie jej role ostaniajgcg w stosunku

do btony komoérkowej (efect cryptobiosis).



Osmeiness & glicenolu

W drozdzach Saccharomyces cerevisiae cecha
osmofilnosci zalezy nie tylko od wewnatrzkomorkowego

stezenia trehalozy, lecz takze od glicerolu.

Stwierdzono, ze:
glicerol stabilizuje natywne formy biatek enzymatycznych
oraz warstwy fosfolipidowe btony komoérkowej drozdzy
w czasie proliferacji w warunkach

stresu osmotycznego lub termicznego.
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Czynnikinegultujaceyosmofilnese

Istotng funkcje i scisle okreslong role w mechanizmie
osmofilnosci petnia:
e sktad chemiczny oraz struktura membran,

kontrolowana genetycznie | biochemicznie

e jony Na*, ktére aktywuja wymiane substanciji
miedzy komdrka a Srodowiskiem oraz
wptywajq na wzrost zawartosci trehalozy
w drozdzach, bedacej regulatorem cisnienia

osmotycznego wewnatrz komaorki drozdzowej



Czynnikinegultujaceyosmofilnese

* jony K*, niedob6r ktérych hamuje transport aktywny,
stad pozywki hodowlane lub brzeczki fermentacyjne

sg wzhogacane jonami K*

e jony Zn*?, regulujace synteze fosfolipidéw membrany
drozdzy Saccharomyces sp., petniace role kofaktora
szeregu enzymow i bedace komponentem

wielu czynnikéw transkrypcyjnych

e enzym ATP-aza membranowa (antiporter), przenoszacy

substraty i stymulowany przez jony K*, Na* i Mg*2



Czynnikinegultujaceyosmofilnese

e jony Mg?* regulujace zmiane sktadu kwaséw
ttuszczowych w btonie komérkowej drozdzy;
przy niedoborze jonéw Mg?* do warstwy
fosfolipidowej membrany wbudowuje sie
kwas palmitynowy, wywotujac efekt inhibicji
enzymu (syntazy), syntetyzujacego dtugie

tannicuchy kwasow ttuszczowych

e trehaloza, stabilizujgca strukture sciany i btony
komoérkowej drozdzy, biatka membranowe oraz

enzymatyczne poprzez ich hydratacje
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CZymnll regulyree oSinoilllness

Do produkciji piwa z High Gravity brzeczek,
do otrzymywania drozdzy suszonych, badz
do produkcji drozdzy mrozonych, najlepiej
nadajg sie szczepy drozdzy osmofilnych,
adaptowane do tzw. gestych brzeczek

lub specyficznie izolowane.
W brzeczkach stezonych o 25 - 30° Blg, odpowiednie
szczepy drozdzy wykazuja wzmozong synteze

trehalozy do 8%, lub 12% w s. masie.
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Izolacja ofmofilnych drozdzy Saccharomyces cerevisiae




Inoculum
preparated
in desttlat

> sraﬁcuf culture gerobic culture : ;
‘:’PSZO% 4+ BGGGrev/Imm
3 °
5cm YPS 20% per 10/
50cm’

asem?

and steril. water / \ / \ : Determination
' aerobic culture - :
@ -4 ‘
| / ;

E , 24 30°C
[:50em® [ 50em?:\

contents 10% J'ﬂ

cells Jem?

Mﬂ!nssas bmt‘h Molasses broth ;
diluted 1:5  diluted 1:15 / 3000rev/1min

per 10’

Schemat przygotowania inoculum drozdzy osmofilnych,

Saccharomyces cerevisiae, do propagacji biomasy
komoérkowej w brzeczkach o wysokim stezeniu



SzCZze PYAILOZ

Oprocz problemoéw bioinzynieryjnych, jakie
pojawiajq sie w browarnictwie podczas modyfikaciji
technologicznych z uzyciem brzeczek HG,

z jednoczesng suplementacja wybranymi
zwigzkami mineralnymi (Mg*?, Zn*2, K* i Na*),
ekstraktem stodowym, czy witaminami (biotyng),
istnieje koniecznosé¢ otrzymania i dostosowania do
nowych warunkéw odpowiednich szczepéw

drozdzy osmofilnych lub jednoczesnie

osmoaktywnych i alkoholoopornych



SZCZE DY)

O duzej aktualnos$ci problemu swiadczg liczne prace nad
otrzymywaniem metodami genetycznymi lub klasycznymi
odpowiednich szczepow drozdzy,
badz nad biochemiczng regulacjq ich hodowli
(rola inozytolu i cynku w biosyntezie fosfolipidéw)

lub nad sterowaniem fermentacja w brzeczkach HG.

Metabolizm trehalozy i glikogenu

jest kontrolowany na poziomief;

»wpost-transkrypcyjnym”
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