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OsmofilnośćOsmofilnośćSuplementySuplementy

BBłłona cytoplazmatycznaona cytoplazmatyczna
(membrana)(membrana)



Cechę osmofilności drożdży Saccharomyces sp., pożądaną

podczas suplementacji brzeczek związkami mineralnymi

i ekstraktem słodowym

należy rozpatrywać z punktu widzenia: 

• możliwości wzrostowych drożdży, tj. aktywności procesów 

anabolicznych różnych szczepów w warunkach o 

podwyższonej osmotyczności oraz

• zdolności fermentacyjnych, tj. aktywności procesów 

katabolicznych drożdży w brzeczkach HG.

CechCechęę osmofilnoosmofilnośści droci drożżddżżyy Saccharomyces Saccharomyces sp., posp., pożążądandanąą

podczas suplementacji brzeczek zwipodczas suplementacji brzeczek zwiąązkami mineralnymizkami mineralnymi

i ekstraktem si ekstraktem słłodowymodowym

nalenależży rozpatryway rozpatrywaćć z punktu widzenia: z punktu widzenia: 

•• momożżliwoliwośści wzrostowych droci wzrostowych drożżddżży, tj. aktywnoy, tj. aktywnośści procesci procesóów w 

anabolicznych ranabolicznych róóżżnych szczepnych szczepóów w warunkach o w w warunkach o 

podwypodwyżższonej osmotycznoszonej osmotycznośści orazci oraz

•• zdolnozdolnośści fermentacyjnych, tj. aktywnoci fermentacyjnych, tj. aktywnośści procesci procesóów w 

katabolicznych drokatabolicznych drożżddżży w brzeczkach HG.y w brzeczkach HG.



High Gravity – wysoka aktywność osmotycznaHigh Gravity – wysoka aktywność osmotyczna



Dla drożdży Saccharomyces cerevisiae

zdolność do wzrostu  i fermentacji w brzeczkach o 

wysokim stężeniu substratu (HG) jest zależna od 

podwyższonej koncentracji wewnątrzkomórkowych 

węglowodanów, którymi, z uwagi na aspekt 

osmofilności, są: 

trehalozatrehaloza && glikogenglikogen
PodwyPodwyżższona zawartoszona zawartośćść trehalozy i glikogenu w drotrehalozy i glikogenu w drożżddżżach ach 

Saccharomyces cerevisiaeSaccharomyces cerevisiae chroni komchroni komóórki przed ich autolizrki przed ich autoliząą,,

a taka takżże zwie zwięększa ich zdolnoksza ich zdolnośści ci żżyciowe w warunkach HG.yciowe w warunkach HG.



Trehaloza, dwucukier nieredukujTrehaloza, dwucukier nieredukująącycy

αα--DD--glucopyranosylglucopyranosyl--αα--DD--glucopyranoside (glucopyranoside (αα,,αα 1,11,1-- wiwiąązania) zania) 



TrehalozaTrehaloza

jest kumulowana wewnątrz pęcherzyków, 

rozmieszczonych w cytozolu komórki drożdżowej

i łączy się z unilamelarną warstwą lipidową

błony cytoplazmatycznej.

Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.

Region
hydrofobowy

Region
hydrofilny

Kwasy tKwasy tłłuszczoweuszczowe
Grupy hydroksylowe (Grupy hydroksylowe (––OH) trehalozyOH) trehalozy
ssąą zwizwiąązane z grupami fosforowymizane z grupami fosforowymi

fosfolipidfosfolipidóów, zawartych w w, zawartych w 
dwuwarstwowej strukturzedwuwarstwowej strukturze

bbłłony komony komóórkowej,rkowej,
utrzymanej w stanie fluidalnymutrzymanej w stanie fluidalnym..

Grupy fosforoweGrupy fosforoweTrehalozaTrehaloza--OHOH--



Ponadto, trehaloza w droPonadto, trehaloza w drożżddżżach ach Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces cerevisiae jest jest 

integralnym skintegralnym skłładnikiem glikolipidadnikiem glikolipidóów, bw, bęęddąących wacych ważżnym nym 

czynnikiem strukturalnym czynnikiem strukturalnym śściany komciany komóórkowej.rkowej.
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Lipidy Proteiny

Lipidy Proteiny



Cząsteczka fosfolipidu
Integralne proteiny

Fosfolipidy Grupy
hydrofilne

Grupy
hydrofobowe
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Proteiny z krótką
transmembranową

domeną

GPI
proteina

Glikolipidy

Lektyny

STRUKTURA  LIPIDOWASTRUKTURA  LIPIDOWA
Proteiny z długą

transmembranową
domenąGlicerol





WWęęglowodany membranyglowodany membrany BiaBiałłka membrany ka membrany „„BilayerBilayer”” fosfolipidfosfolipidóóww



W aspekcie fizjologii komórki, z cechą osmofilności 

wiąże się „odbiór” i „przekazywanie” sygnałów o 

podwyższonym ciśnieniu osmotycznym, za co 

odpowiedzialne są specyficzne białka membranowe 

i wewnątrzkomórkowy system genetyczny.



WWłłaaśściwociwośści bci błłony cytoplazmatycznej droony cytoplazmatycznej drożżddżży y 

determinujdeterminująą jej jej przepuszczalnoprzepuszczalnośćść,, ktktóóra zalera zależży y 

od ilood ilośści i rodzaju ci i rodzaju łłaańńcuchcuchóów kwasw kwasóów w 

ttłłuszczowych,uszczowych, umieszczonych w podwumieszczonych w podwóójnej jnej 

warstwie fosfolipidowejwarstwie fosfolipidowej
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Dwa hydrofobowe 
łańcuchy kwasów
tłuszczowych

Część
hydrofilna

Cząsteczki fpsfolipidów

Woda
trehalosetrehalosetrehalose

Cytosol



PodwyPodwyżższony poziom nienasyconych kwasszony poziom nienasyconych kwasóóww

ttłłuszczowych w buszczowych w błłonie komonie komóórkowej zwirkowej zwięększaksza

jej przepuszczalnojej przepuszczalnośćść..

Ilość nienasyconych kwasów tłuszczowych w 

fosfolipidach membrany wzrasta, gdy proces

hodowli przebiega w warunkach tlenowych,hodowli przebiega w warunkach tlenowych,

co związane jest z pewnym stopniem

hydaratacji łańcuchów tłuszczowych

oraz z ich luźniejszym ułożeniem.



Skład fosfolipidów błon komórkowych drożdży 

determinuje szybkie przenikanie związków 

rozpuszczalnych w wodzie do komórek 

namnażanych tlenowo.

W hodowlach na brzeczkach HG, istotna jest więc: 

przepuszczalnoprzepuszczalnośćść membran kommembran komóórkowych drorkowych drożżddżży y 

i aktywnyi aktywny transport substancji przez btransport substancji przez błłonyony

za pośrednictwem specyficznych białkowych 

przenośników lub na zasadzie dyfuzji.



Dla prawidłowego funkcjonowania komórek ważny jest

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

• określony budową błon komórkowych, 

• wymagający nośników i dostarczenia energii, 

• umożliwiający gromadzenie cukrów zapasowych, jak

trehaloztrehalozaa i glikogeni glikogen



Potencjał
elektrochemiczny

Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.
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Transport bierny Transport aktywnny 

Gradient
stężeń

CzCząąsteczki przenosteczki przenośśnikowenikowe

Dyfuzja
prosta

Lipid
bilayer

Kanał
pośredniczący

Nośnik
białkowy

Lipidowy „bilayer”

Nośniki
białkowe

Kanał
białkowy



Diagram prezentuje rolDiagram prezentuje rolęę biabiałłek otoczkowych ek otoczkowych „„clatclathhrinrin””, enzymatycznych, enzymatycznych
„„dynamindynamin”” i poi pośśredniczrednicząących cych „„adaptinadaptin”” podczas transportu substratu podczas transportu substratu 

do wndo wnęętrza komtrza komóórki drorki drożżddżży w formie py w formie pęęcherzykcherzykóów (proces endocytozy)w (proces endocytozy)
Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.

Transportowane czTransportowane cząąsteczkisteczki

ppęęcherzykcherzyk







α - heliks struktura
β - rozwinięcie białka
loops



ŁŁaańńcuch aminokwasowycuch aminokwasowy

NN--acetyloacetylo--glukozoaminaglukozoamina
Kwas NKwas N--acetyloacetylo--muraminowymuraminowy



Widoczne tylko aminokwasy



Wyraźne nagromadzenie trehalozy w komórce drożdży 

Saccharomyces cerevisie można osiągnąć podczas 

stacjonarnej fazy wzrostu w wyniku silnej aeracjistacjonarnej fazy wzrostu w wyniku silnej aeracji,

bbąąddźź suplementacji posuplementacji pożżywki maltozywki maltoząą lub galaktozlub galaktoząą,,

jako jedynymi źródłami węgla.

Kumulacja trehalozy może przebiegać również

w warunkach braku proliferacji (namnaw warunkach braku proliferacji (namnażżania),ania),

np. w np. w śśrodowisku zawierajrodowisku zawierająącymcym

glukozglukozęę, z limitowanym , z limitowanym źźrróóddłłem azotuem azotu



W czasie namnaW czasie namnażżania droania drożżddżży y SaccharomycesSaccharomyces na na 

brzeczce sbrzeczce słłodowej, kumulacja glikogenu zaczyna odowej, kumulacja glikogenu zaczyna 

sisięę w pw póóźźnej fazie logarytmicznego wzrostu, a nej fazie logarytmicznego wzrostu, a 

dopiero po wyczerpaniu glukozy rozpoczynadopiero po wyczerpaniu glukozy rozpoczyna

sisięę synteza trehalozy, ktsynteza trehalozy, któórej prekursoremrej prekursorem

jest najprawdopodobniej glikogen. jest najprawdopodobniej glikogen. 

ReasumujReasumująąc, synteza trehalozy rozpoczyna sic, synteza trehalozy rozpoczyna sięę w w 

fazie tzw. gfazie tzw. głłodu, tj. wtedy, gdy glukoza jest na odu, tj. wtedy, gdy glukoza jest na 

wyczerpaniu.wyczerpaniu.



Wywoływanie różnego rodzaju stresstresóóww w czasie 

hodowli drożdży, np. ekstremalnych temperatur,

bądź dehydratacji osmotycznej, 

zwiększa w komórkach Saccharomyces sp.

poziom trehalozy.

Stwierdzono istotnStwierdzono istotnąą korelacjkorelacjęę pomipomięędzydzy

zawartozawartośściciąą trehalozy, obecnotrehalozy, obecnośściciąą biabiałłek ek hsphsp

((heat shock protein heat shock protein w czasie tzw. szoku termicznego)w czasie tzw. szoku termicznego)

a odpornoa odpornośściciąą na wyna wyżżej wymienione formy stresu.ej wymienione formy stresu.



Metabolizm trehalozy w droMetabolizm trehalozy w drożżddżżach jest wskaach jest wskaźźnikiem nikiem 

stresu hodowlanego, a wysoki poziom endogennej i stresu hodowlanego, a wysoki poziom endogennej i 

egzogennej trehalozy wzmaga odpornoegzogennej trehalozy wzmaga odpornośćść komkomóórki rki 

drodrożżddżżowej na niekorzystne czynniki owej na niekorzystne czynniki 

śśrodowiska propagacji.rodowiska propagacji.

Trehaloza jest wiTrehaloza jest więęc czynnikiem c czynnikiem 

osmoochronnymosmoochronnym oraz oraz termoochronnymtermoochronnym

i przypisuje sii przypisuje sięę jej roljej rolęę ososłłaniajaniająąccąą w stosunkuw stosunku

do bdo błłony komony komóórkowej rkowej (efect cryptobiosis).(efect cryptobiosis).



W drożdżach Saccharomyces cerevisiae cecha 

osmofilności zależy nie tylko od wewnątrzkomórkowego 

stężenia trehalozy, lecz także od glicerolu.

Stwierdzono, Stwierdzono, żże:e:

glicerol stabilizuje natywne formy biaglicerol stabilizuje natywne formy białłekek enzymatycznych enzymatycznych 

oraz warstwy fosfolipidowe boraz warstwy fosfolipidowe błłony komony komóórkowej drorkowej drożżddżżyy

w czasie proliferacji w warunkachw czasie proliferacji w warunkach

stresu osmotycznego lub termicznego.stresu osmotycznego lub termicznego.



BiaBiałłka integralneka integralne Białka peryferyjneBiaBiałłka peryferyjneka peryferyjne

Srodowisko hydrofoboweSrodowisko hydrofoboweSrodowisko hydrofobowe

Fosfolipidy (75%)
Glikolipidy (5%)

Wnętrze
komórki

Na zewnątrz
komórki



Istotną funkcję i ściśle określoną rolę w mechanizmie 

osmofilności pełnią:

• skład chemiczny oraz struktura membran,

kontrolowana genetycznie i biochemicznie

• jony Na+, które aktywują wymianę substancji

między komórką a środowiskiem oraz

wpływają na wzrost zawartości trehalozy

w drożdżach, będącej regulatorem ciśnienia 

osmotycznego wewnątrz komórki drożdżowej

IstotnIstotnąą funkcjfunkcjęę i i śściciśśle okrele okreśślonlonąą rolrolęę w mechanizmie w mechanizmie 

osmofilnoosmofilnośści peci pełłniniąą::

•• skskłładad chemiczny oraz chemiczny oraz strukturastruktura membran,membran,

kontrolowana genetycznie i biochemiczniekontrolowana genetycznie i biochemicznie

•• jony Najony Na++, kt, któóre aktywujre aktywująą wymianwymianęę substancjisubstancji

mimięędzy komdzy komóórkrkąą a a śśrodowiskiemrodowiskiem orazoraz

wpwpłływajywająą na wzrost zawartona wzrost zawartośści trehalozyci trehalozy

w drow drożżddżżach, bach, bęęddąącej regulatorem cicej regulatorem ciśśnienia nienia 

osmotycznego wewnosmotycznego wewnąątrz komtrz komóórki drorki drożżddżżowejowej



•• jony Kjony K++, niedob, niedobóór ktr któórych hamuje transport aktywny, rych hamuje transport aktywny, 

ststąąd pod pożżywki hodowlane lub brzeczki fermentacyjneywki hodowlane lub brzeczki fermentacyjne

ssąą wzbogacane jonami Kwzbogacane jonami K++

•• jony Znjony Zn+2+2, , regulujregulująącece syntezsyntezęę fosfolipidfosfolipidóów membrany w membrany 

drodrożżddżży y Saccharomyces Saccharomyces sp., pesp., pełłniniąące rolce rolęę kofaktora kofaktora 

szeregu enzymszeregu enzymóów i bw i bęęddąące komponentemce komponentem

wielu czynnikwielu czynnikóów transkrypcyjnychw transkrypcyjnych

•• enzym ATPenzym ATP--azaaza membranowa (membranowa (antiporterantiporter), przenosz), przenosząący cy 

substraty i stymulowany przez jony Ksubstraty i stymulowany przez jony K++, Na, Na++ i Mgi Mg+2+2



•• jony Mgjony Mg2+2+ regulujregulująące zmiance zmianęę skskłładu kwasadu kwasóóww

ttłłuszczowych w buszczowych w błłonie komonie komóórkowej drorkowej drożżddżży;y;

przy niedoborze jonprzy niedoborze jonóów Mgw Mg2+2+ do warstwydo warstwy

fosfolipidowej membrany wbudowuje sifosfolipidowej membrany wbudowuje sięę

kwas palmitynowy, wywokwas palmitynowy, wywołłujująąc efekt inhibicjic efekt inhibicji

enzymu (syntazy), syntetyzujenzymu (syntazy), syntetyzująącego dcego dłługieugie

łłaańńcuchy kwascuchy kwasóów tw tłłuszczowychuszczowych

•• trehaloza,trehaloza, stabilizujstabilizująąca strukturca strukturęę śściany i bciany i błłony ony 

komkomóórkowej drorkowej drożżddżży, biay, białłka membranowe oraz ka membranowe oraz 

enzymatyczne poprzez ich hydratacjenzymatyczne poprzez ich hydratacjęę





Do produkcji piwa z Do produkcji piwa z High Gravity High Gravity brzeczek,brzeczek,

do otrzymywania drodo otrzymywania drożżddżży suszonych, by suszonych, bąąddźź

do produkcji drodo produkcji drożżddżży mroy mrożżonych, najlepiejonych, najlepiej

nadajnadająą sisięę szczepy droszczepy drożżddżży osmofilnych,y osmofilnych,

adaptowane do tzw. gadaptowane do tzw. gęęstych brzeczekstych brzeczek

lublub specyficznie izolowane.specyficznie izolowane.

W brzeczkach stW brzeczkach stężężonych o 25 onych o 25 –– 3030°° Blg, odpowiednie Blg, odpowiednie 

szczepy droszczepy drożżddżży wykazujy wykazująą wzmowzmożżononąą syntezsyntezęę

trehalozy do 8%, lub 12% w s. masietrehalozy do 8%, lub 12% w s. masie.



Izolacja ofmofilnych drożdży Saccharomyces cerevisiae



Schemat przygotowania inoculum drożdży osmofilnych,
Saccharomyces cerevisiae, do propagacji biomasy

komórkowej w brzeczkach o wysokim stężeniu



Oprócz problemów bioinżynieryjnych, jakie 

pojawiają się w browarnictwie podczas modyfikacji 

technologicznych z użyciem brzeczek HG,

z jednoczesnz jednoczesnąą suplementacjsuplementacjąą wybranymi wybranymi 

zwizwiąązkami mineralnymi (Mgzkami mineralnymi (Mg++22, , ZnZn+2+2, , KK++ i i NaNa++),),

ekstraktem sekstraktem słłodowym, czy witaminami (biotynodowym, czy witaminami (biotynąą),),

istnieje koniecznoistnieje koniecznośćść otrzymania i dostosowania do otrzymania i dostosowania do 

nowych warunknowych warunkóów odpowiednich szczepw odpowiednich szczepóóww

drodrożżddżży y osmofilnych lub jednoczeosmofilnych lub jednocześśnienie

osmoaktywnychosmoaktywnych ii alkoholoopornychalkoholoopornych



O duO dużżej aktualnoej aktualnośści problemu ci problemu śświadczwiadcząą liczne prace nad liczne prace nad 

otrzymywaniem metodami genetycznymi lub klasycznymi otrzymywaniem metodami genetycznymi lub klasycznymi 

odpowiednich szczepodpowiednich szczepóów drow drożżddżży,y,

bbąąddźź nad biochemicznnad biochemicznąą regulacjregulacjąą ich ich hodowlihodowli

(rola inozytolu (rola inozytolu ii cynku w biosyntezie fosfolipidcynku w biosyntezie fosfolipidóów)w)

lub nad sterowaniemlub nad sterowaniem fermentacjfermentacjąą w w brzeczkach HG.brzeczkach HG.

Metabolizm trehalozy i glikogenuMetabolizm trehalozy i glikogenu

jest kontrolowany na poziomiejest kontrolowany na poziomie

„„postpost--transkrypcyjnymtranskrypcyjnym””





STOP!
Genetycznym  Manipulacjom

STOP!
Genetycznym  Manipulacjom




