Il metabolismo microbico
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Nel catabolismo, le fonti di
energia dell’ambiente sono
convertite nel prodotti di
rifiuto.
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anno come risultato 1|
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Il metabolismo ¢ il risultato complessivo delle reazioni anaboliche e cataboliche.
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Energy Source

Chemoorganotroph—organic molecules

Chemolithotroph—inorganic molecules

Phototroph—light
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Batteri
Alghe
Funghi
Protozoi

Nuclei
Mitocondri
Ribosomi
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Membrane
Enzimi complessi

Acidi nucleici
Proteine
Polisaccaridi
Lipidi

Nucleotidi
Amminoacidi
Zuccheri
Acidi grassi




Principali gruppi metabolici:

Tabella 4.1
Fonti di carbonio, energia ed elettroni

Fonti di carbonio
Autotrofi La CO, & ['unica o la principale fonte di carbonio
per le biosintesi
Eterotrofi Molecole organiche ridotte, preformate, derivanti
da altri organismi

Fonti di energia
Fototrofi Luce
Chemiotrofi Ossidazione di composti organici o inorganici

Fonti di elettroni
Litotrofi Molecole inorganiche ridotte

Organotrofi Molecole organiche




—» fotosintetici (fotototrofi)
 ——

chemioeterotrofi (chemioorganotrofi)
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Principali gmei metabolici

Tabella 4.2

Principali caratteristiche nutrizionali dei microrganismi

Caratteristica
nutrizionale

Fonte
di carbonio

Fonte
di energia

Fonte
di elettroni

roanismi

rappresentativi

Fotolitoautotrofismo
(autotrofismo fotelitotrofico)

Fotoorganoeterotrofismo
(eterotrofismo fotorganotrofico)

Chemiolitoautotrofismao
{autotrofismo chemiolitotrofo)

Chemiolitoeterotrofismo

(eterotrofismo chemiolitotrofico)

Chemioorganoeterotrofismo
(eterotrofismo chemioorganotrofico)

CO.

Carbonio organico,
ma pud essere utilizzata
anche la COy,

CO,

Carbonio organico,
ma pud essere utilizzata
anche la CO,

Carbonio organico

Luce

Luce

Compost chimici
inorganici

Composti chimici
inorganici

Composti chimici organici

spesso gli stessi utilizzati
come fonte di C

Donatore
inorganico di e~

Donatore organico di e

Domnatore inorganico di e

Donatore ino

Donatore organico
di €7, spesso gli stessi
utilizzati come fonte di C

Soltobatteri verdi e purpurei,
cianobatteri

Batteri purpurei non sulfurei,
batteri verdi non sulfurei

Batteri o anti lo zolfo,
batteri anti 1"id 10,
metanogeni, batteri nitrificanti,

batteri ossidanti il ferro

Alcuni batteri danti lo zolfo

(per es., Beggiaroa)

La maggior parte dei microbi
non-fotosintetici compresa la
maggior parte del patogeni, 1
funghi, molti protisti e molti

archebatteri




Alla base della diversita microbica c’e

la diversita metabolica ==ssple diverse strategie che

| microrganismi hanno sviluppato per produrre
ATP.

Nei chemiotrofi, organismi che nel metabolismo
energetico utilizzano sostanze chimiche come donatori
di elettroni, sono noti due meccanismi destinati alla
conservazione dell’energia, che hanno come risultato

finale la sintesi di ATP:
1. la fermentazione
2. la respirazione (aerobia ed anaerobia)




Le principali vie metaboliche

e un processo ossidativo , in cui il
processo redox avviene in ambiente anaerobio e in
assenza di accettori terminali di elettroni esterni

invece, e presente [ossigeno
molecolare o un'altra molecola organica o inorganica
come accettore terminale di elettroni esterno

< >




Come e sintetizzato 'ATP?

Fosforilazione a livello del™
substrato

Fosforilazione ossidativa

FERMENTAZIONE RESPIRAZIONE

Oltre alle differenze relative al redox i due
processi differiscono nel meccanismo
attraverso il quale 'ATP viene sintetizzato



Energized
membrane

Nella via biochimica L'accoppiamento della
viene aggiunto un forza proton-motrice
gruppo fosfato a un - alla sintesi di ADP +|P;
intermedio organico, ATPavviene attraverso
che diventa un gruppo P ' .
ad alta ener'giag, epzlla I'ATPasi
fine viene trasferito C<p Less energized
all’ADP per formare r ADP membrane

* X
F b § ok T

ATP

D + ATP
(a) Substrate-level phosphorylation (b) Oxidative phosphorylation

Nella fosforilazione a livello di Nella fosforilazione ossidativa

substrato (o trasporto di elettroni) invece I' ATP
I'ATP viene sintetizzato in vari stadi viene prodofto a spese dglla fo';'za
durante il catabolismo di un proton-motrice,a partire da ADP e
fosfato :jnor'gaglci? (Pu),b durante
; eventi mediati dalla membrana, non
composto organico. connessi direttamente al metabolismo

di substrati specifici.




Una via biochimica comune
per la fermentazione del glucosio

é la glicolisi
o via di Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)

(enterobatteri,clostridi, batteri lattici omofermentanti, funghi,

lieviti, etc.)

Nei microrganismi sono note altre vie per la fermentazione del
glucosio:

Via dei pentoso fosfati
Via di Warburg e Dickens

Via di Entner-Doudoroff (Zimomonas, Alcaligenes, Pseudomonas,
Rhizobium, ma comune a molte altre specie, anche capaci di
respirazione aerobia)

Via dei bifidobatteri




lisi: lo

La glicolisi € un processo anossico e puo essere suddiviso in tre stadi principali

Stage I: Preparatory
reactions

Production of
glyceraldehyde-3-P

ATP ADP ATP ADP
" N

Hexokinase Isomerase Phosphofructokinase
Glucose <—— Glucose-6- P <—> Fructose-6- P -~ P Fructose-1,6- P

Lo stadio I consiste in una serie di riarrangiamenti preparatori,
reazioni che non coinvolgono ossido-riduzione e non rilasciano
energia.

Il glucosio viene convertito a glucosio-6-fosfato e questo in

fruttosio-1,6-difosfato,

che ¢ il prodotto intermedio fondamentale della
glicolisi
(anche della fermentazione di altri esosi).




P Fructose-1,6- P

l—T Aldolase

Stage II: Oxidation._ 2 Glyceraldehyde-3- P

Making ATP; Glyceraldehyde-3-P
making pyruvate dehydrog

Electrons — 2 NAD*

2 P 1,3-Bisphosphoglycerate” P 5 h

2 ADP
Phosphoglycerokinase (

2 AT P
2 3-Phosphoglycerate™ P

Nello stadio IT: il fruttosio-1,6-difosfato viene scisso dallenzima
aldolasi  in due molecole intermedie a tre atomi di carbonio, la
gliceraldeide-3-fosfato e il suo isomero, diidrossiacatone fosfato,
anch’esso convertito in gliceraldeide-3-fosfato




)lisi: lo stc

* La prima reazione redox della
P Fructose-1,6- P glicolisi avviene nello stadio II,

1 durante la conversione della

I gliceraldeide-3-fosfato in acido

Stage Il: Oxidation 2 Glyceraldehyde-3- P 1’3_d|fOSngllce”CO .ad O.pera dl

e : una deidrogenasi il cui

aking ATP; Glyceraldehyde-3-P . o

making pyruvate dehydrogenase coenzima e il NAD+.

2 g8 Electrons —= 2 NAD* . .

R - Ciascuna molecola  di

2 P 123-Bisphosphoglycerate™ P zh gliceraldeide-3-P viene

fosforilata per aggiunta di una
molecola di fosfato inorganico.

* Questa reazione, in cui il

fosfato inorganico viene
convertito in forma organica,
segha la fase della
conservazione dell’energia
mediante la 5 azione a
livello di substrato.

Enolase Ve O su Stl'ato.

2 ADP
Phosphoglycerokinase Q

2AT P
2 3-Phosphoglycerate™ P

2 2-Phosphoglycerate™ P

La sintesi dell’ATP avviene quando

1) ciascuna molecola di acido 1,3-
difosfoglicerico viene convertita in
acido 3-fosfoglicerico e

2) successivamente lungo la via
biosintetica quando ciascuna
molecola di fosfoenolpiruvato viene
convertita in piruvato.

2 Phosphoenolpyruvate™ P

2 ADP
Pyruvate kinase (

2AT P




esochinasi
glucose-6-phosphate

l iIsomerasi
fructose -6-phosphate

I(z\'l'l' fosfofruttochinasi

ADP

fructose-1,6-diphosphate
aldolasi

glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyde-3-phosphate

NAD 2 i i NAD .
NADH, ] P deidrogenasi  nabm, 4 **

1.3-diphosphoglyceric acid 1.3-diphosphoglyceric acid
ADP ADP

. ATP fosfoglicerochinasi - ATP
3-phosphoglyceric acid 3-phosphoglyceric acid
2-phosphoglyceric acid 2-phosphoglyceric acid

-1,0 enolasi l -1,0

phosphoenolpyruvic acid phosphoenolpyruvic acid

piruvatochinasi




utilizzate per ogni molecola

Due molecole di ATP vengono
di glucosio che entra nella via.

Fruttosio-1,6-difosfato

Y

2 gliceraldeide-3-fosfato

2 NADH

NADH viene riossidato in un

Nella respirazione aerobica il
processo che produce ATP.

2 NAD*

2 1,3-difosfoglicerato

@G

generate, per un guadagno netto
di due molecole di ATP per

Quattro molecole di ATP vengono
molecola di glucosio.

Nella respirazione anaerobica,

il NADH viene riconvertito a NAD*

per mezzo della riduzione del piruvato
a lattato. Il NAD* & quindi disponibile
per le reazioni della glicolisi.

2 lattato

Nella glicolisi :

due molecole di ATP vengono
consumate per due fosforilazioni
del glucosio,

e quattro vengono sintetizzate CSZ
er ciascuna molecola di acido
,3-difosfoglicerico trasformata
in piruvato).

Pertanto il risultato finale:

e di 2 molecole di ATP per
ogni molecola di glucosio
fermentata.




Durante la formazione delle due molecole
di acido 1,3-difosfoglicerico,

due molecole di NAD+ vengono ridotte a
NADH.

2 gliceraldeide-3-fosfato

2 NAD* Nella respirazione aerobica il
NADH viene riossidato in un
2 NADH processo che produce ATP. Senzala presenza di NAD+,

I’'ossidazione del glucosio si
bloccherebbe.

2 1,3-difosfoglicerato Quattro molecole di ATP vengono

4 ADP generate, per un guadagno netto
1 di due molecole di ATP per

molecola di glucosio.

Cio non avviene grazie
all’ossidazione di NADH a NAD+,

2 piruvato Nella respirazione anaerobica,

/— 2 NADH il NADH viene riconvertito a NAD*™ _ _ _ _
peY ez cickel Midizione o pitvivalo mediante reazioni che coinvolgono la
N a lattato. Il NAD* & quindi disponibile

riduzione del piruvato in una serie di
prodotti di fermentazione,

durante lo stadio III della
glicolisi.

per le reazioni della glicolisi.

2 lattato



Stage llI: Reduction

2 ruvate'
>

Lactate Pyruvate
dehydrogenase decarboxylase

Making
fermentation
products NAD*

Pyruvate:Formate lyase
Acetate™+ formate™

Formate
hydrogenlyase

H, + CO,

Lactate™

Acetaldehyde + CO,

Alcohol -

dehydrogenase

NAD*
Ethanol

Sono note molte vie di
riduzione del piruvato
nei procarioti
fermentanti

Il risultato finale pero é
lo stesso: il NADH deve
tornare nella forma
ossidata, affinché le
reazioni di
fermentazione che
producono energia
possano continuare.

Nel caso del lievito il piruvato viene ridotto ad etanolo con rilascio di CO2.
Nei batteri lattici, invece, esso viene ridotto in lattato con rilascio di protoni.

Il NADH € un coenzima diffusibile;

puo staccarsi dalla gliceraldeide-3P deidrogenasi, e legarsi all’enzima che riduce il
piruvato per disperdersi nuovamente dopo l'ossidazione a NAD+, e ripetere il ciclo.




Il risultato finale della glicolisi é:

‘il consumo di glucosio 1 Clpees(0 |

‘la sintesi di due molecole di ATP %

‘la sintesi di diversi prodotti di fermentazione:
acidi, alcoli e sostanze gassose

Durante la fermentazione viene liberata una quantita di energia
relativamente piccola e vengono sintetizzate poche molecole di ATP.
Questo perché gli atomi di carbonio nei prodotti di partenza sono solo
parzialmente ossidati ed inoltre la differenza dei potenziali di riduzione

tra donatori primari di elettroni ed accettori terminali € modesta.




+ Il prodotto fondamentale e I'ATP, utilizzato in una
larga varieta di reazioni che richiedono energia.

I prodotti di fermentazione sono invece
semplicemente prodotti di scarto per la cellula, ma
risultano di grande utilita per distillatori, produttori di
formaggio e panettieri.
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Le fermentazioni

prodotii formati
fermentazione alcolica:
fermentazione omolattica:
fermentazione propionica:
fermentazione acido-mista:

fermentazione butirrica:
fermentazione omoacetica:



FERMENTAZIONI NEI PROCARIOTI

In base ai si parla di:

operata da molti
batteri sporigeni anaerobi (Clostridium) i cui
prodotti finali sono acetato, ammoniaca, CO2 e 3
ATP (reazione di Stickland).

operata da alcune
specie di Clostridi che fermentano la xantina o
I'adenina, con produzione di acetato, formiato,
ammonhiaca ed anidride carbonica

da parte di
altri anaerobi



(a) Lactobacillus ftucloscdiphosphalo

2ATP 2ADP
2 phosphoglyceric acid «——2 triose phosphate

2 \:\l)tl 2NAD

2 pyruvic acid

L'acido piruvico viene ridotto ad acido lattico per
ossidazione del NADH:

NADH + H+ —— NAD+

2 Piruvato 2 Lattato

Lattico deidrogenasi

(Batteri lattici omofermentanti: Streptococcus, Pediococcus e
Lactobacillus, Lactococcus)



(b) Saccharomyces slucose————> fructose diphosphate

ZATP
2 phosphoglyceric acid «———2 Iriose phosphate

2NADI, 2NAD
\

Piruvato decarbossilasi

2CO,

2 pyruvic acid —\-T» 2 acetaldehyde ———> 2 alcohol

Alcool deidrogenasi

Il piruvato che si forma in seguito alla glicolisi viene decarbossilato ad

acetaldeide ed anidride carbonica. L'acetaldeide viene ridotta ad

etanolo tramite il NADH prodotto nella glicolisi.

Da una molecola di glucosio o fruttosio si ottengono 2 molecole
di etanolo e 2 di CO2

(E' caratteristica dei lieviti e diversi funghi)




UTILIZZA UNA VIA
BIOCHIMICA ALTERNATIVA

RISPETTO ALLA GLICOLISI:
“Shunt dell’'esoso monofosfato”
0

Via dei pentoso fosfati

Nella fermentazione eterolattica
manca un enzima chiave della
glicolisi, l'aldolasi.

Il glucosio-6-P viene ossidato a 6-
fosfogluconato che viene
successivamente metabolizzato fino
alla formazione di:

1 acido lattico, 1 etanolo, 1 CO,

Batteri lattici eterofermentanti:
Leuconostoc, Lactobacillus

glucose

ATP
ADpP

glucose-6-phosphate

6-phosphogluconic acid

NAD
NADH,

NAD Enzima chiave

NADI,
pentose phosphate L
" fosfochetolasi

glyceraldehyde-3-phosphate acetyl phosphate

NAD
NADH,

+P,

1.3-diphosphoglyceric acid

C ADP
- ATP

3-phosphoglyceric acid

phosph

{ -H;0

oenolpyruvic acid

( ADP
ATP

-
pyruvic acid

NADH,
NAD

lactic acid

—p NADIH,
s . NAD

acetaldehyde

NADIH,
- NAD

RESA: 1 ATP




Utilizzata da pochi ceppi
batterici aerobi
obbligati (Pseudomonas,
Rhizobium, Alcaligenes)

e da Zymomonas
(microrganismo che interviene
nella fermentazione alcolica
della linfa di diverse piante)

Glucose

r—ATP

Glucose 6-phosphate

6-Phosphogluconic

H—C—OH
Dehydrase

Utilzza enzimi caratteristici:

2-keto-3-deossi-6 caoH
. (@ @)
fOSfogluconato aldolasi Enzima chiave H_(I)_H gelé?(tyogliconic acid
— IC— OLi (GPEBEOF?)phate
La resa energetica e \ H—c::— oH
bassa: viene prodotta 1 H>C— OPOg2"
sola molecola di ATP per e e 1
molecola di glucosio cooH H=C=0 I
fer‘menTaTG . Pyruvate ('3=o b C|>_ OoH 3—)[:;hosphatg
CHg HC— OPO;2-

I prodotti della
fermentazione sono:

ac.piruvico, etanolo e
Cco2.

Glycolysis
Y
Pyruvate + 2ATP

etanolo ™~ etanolo




-)
-

lactic acid pvruvic acid ’i’"‘““’i;‘ acid, n.acetolaclic acid
Streptococcus ~O: Klebsiella

_(
Lactobacillus R Enterobactér
Staphylococcus e }?acillus acetoin

+CO. z 5 +2H
CO.

[0,

oxalacetic acid 2 ) o 2 :
E. coli formic acid acetyl-S-CoA 2,3-butanediol

Salmonella / \

’ v - CO-D H-'
~ l - = .
malic acic NS K"_“__, ethanol

- - - —(. f\’s'l
+2H acetic acid &
-H,0 Clostridi +acetyl-S.CoA
succinic acid Qsain Jmneat
~CO acetoacetyl-S-CoA

! Clos}tridium
propionic acid

+2H

. ) acetone «——% B, butyryl-S-CoA
Bifidobacterium —CoA-SH
Propionibacterium l*'—’" j "‘:"’"5“\:411

isopropanol

butyric butanol
acid




PROCESSO DI OSSIDORIDUZIONE ANAEROBIO

OSSIDAZIONE PARZIALE DI UNA MOLECOLA ORGANICA

IL NAD+ (NICOTINAMMIDE ADENINA DINUCLEOTIDE) E' SEMPRE
RIDOTTO A NADH E SVOLGE IL RUOLO DI TRASPORTATORE DI
ELETTRONTI

L'ECCESSO DI NADH E' UN FATTORE LIMITANTE DEL PROCESSO
FERMENTATIVO E IL POOL DI NAD+ VIENE RIGENERATO CON LA
RIDUZIONE DI UNA MOLECOLA ORGANICA INTERNA AL PROCESSO

L'ACIDO PIRUVICO E' UN INTERMEDIO FONDAMENTALE DEL PROCESSO
FERMENTATIVO ED E' POSSIBILE OTTENERE VARI PRODOTTI FINALI

L'ATP E' PRODOTTO CON REAZIONI DI FOSFORILAZIONE A LIVELLO DI
SUBSTRATO

LE RESE ENERGETICHE SONO BASSE



Il metabolismo energetico di tipo respiratorio
e caratteristico dei microrganismi

aerobi ed anaerobi facoltativi ed anaerobi stretti

Nella respirazione aerobica, l'ossidazione del substrato
sia  organico  (chemioeterotrofi) che inorganico

(chemioautotrofi) e accoppiata alla riduzione dell'ossigeno
molecolare (0O2) che funge da accettore terminale di
elettroni e protoni

Nella respirazione anaerobica, molto diffusa nei
procarioti, l'accettore terminale di elettroni é diverso
dall'ossigeno




La

respirazione aerobica € un
processo che coinvolge sistemi di
trasporto composti da trasportatori
associati__alla___membrana che
hanno due principali funzioni:

Ricevere gli elettroni da un
donatore e trasferirli ad un
accettore

conservare una certa quantita
di energia rilasciata durante il
trasferimento degli elettroni
per la sintesi di ATP.

AEROBIC RESPIRATION

glycolysis +
TCA cycle

GLUCOSE

NAD

N

NADH

atpase ELECTRON
ATP~0— PMF ~p—— | TRANSPORT SYSTEM

La reazione generale del processo respiratorio che interessa |l
glucosio e:
Glucosio + 6 02 >6 CO2 + 6 H20 + energia (ATP)




rtatori di elettroni

alla membrana

la catena di
trasporto di elettroni:

le NADH deidrogenasi

i trasportatori di elettroni contenenti riboflavina:
le flavoproteine

le proteine ferro-zolfo

i citocromi: proteine che contengono un anello di
ferro-porfirina, chiamato eme

i trasportatori di elettroni non proteici: i chinoni
liposolubili (es. ubichinone)



delle flavc

Nelle flavoproteine (derivati della
riboflavina o vitamina B2):

la porzione flavinica, € un gruppo
prostetico che e ridotto quando
accetta atomi di idrogeno ed
ossidato quando dona elettroni.

Isoalloxazine ring

| -
IH OH OH OH l Oxidized Nelle

> cellule  si_ osservano
Ribitol comunemente due flavine:

- flavina mononucleotide (FMN)

-  flavin adenin dinucleotide
(FAD)

che sono porzioni funzionali delle
flavoproteine  agendo  da
trasportatori di e-.




Porphyrin
(a tetrapyrrole, CogH44Ny)

Sono proteine con gruppi prostetici
costituiti da anelli porfirinici

a) Struttura dell’anello pirrolico

b) Quattro anelli pirrolici Si

condensano e
I’anello porfirinico.

formano

Vari metalli possono essere
iIncorporati nel sistema

dell’anello porfirinico (Mg, Co,
Fe)




L'anello  porfirinico e
legato  covalentemente
alla parte proteica con
un ponte disolfuro.

Al centro dell'anello é
presente il ferro.

Essi subiscono
I'ossidazione e la
riduzione attraverso la
perdita o I'acquisizione di
un singolo elettrone da
parte dell'atomo di ferro
al centro del citocromo

.(sito redox: Fe2+ ed Fe3+)

Protein




Catena di trasporto degli elettroni
e relazione con E,' (potenziale di

riduzione)
Sono note varie classi di citocromi ( a, b, c,
etc.), le quali differiscono nei loro potenziali di
riduzione

Il complesso citocromico bcl e presente nella
catena di trasporto degli elettroni nella
maggior parte degli organismi in grado di
respirare e svolge una funzione importante nel
flusso elettronico fotosintetico.

In questo esempio & raffigurata la
catena di trasporto di elettroni
presente nei mitocondri delle cellule
eucariotiche ed in alcuni ceppi
batterici come Paracoccus
denitrificans .

La catena di trasporto di Escherichia
coli e priva dei citocromi c e aas, e gli
elettroni vanno direttamente dal
citocromo b al citocromo o oppure d
che ¢ l'ossidasi terminale.

©
';
c
Q
e
o
Q
o=
O
e
(&)
=)
©
Q
o

Substrates

+
NlAD+/ NADH
Flavoprotein

¥
Iron-sulfur
pr+oteins

Qyinone
Cytochrome bc,

A 4
Cytochrome ¢

R 4
Cytochrome aa,




Nei vari microrganismi sono state identificate numerose catene di
trasporto che condividono molti aspetti caratteristici:

. presenza di una serie di trasportatori di elettroni associati
alla membrana;

. un alternanza nella catena fra trasportatori di soli elettroni e
di soli atomi di idrogeno:

. la generazione di una forza proton-motrice come risultato
della separazione di cariche attraverso la membrana, acida

esternamente ed alcalina all’'interno.

L'idea che un dgr'adien‘re protonico potesse determinare
|

la sintesi di ATP venne proposta per la prima volta
come teoria della chemiosmosi nel 1961 da Mitchell.
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Gl efettroni energetic
fiulscono in una cascata

Elsttron: ga van substrati
passano @ NADH, che
li dona ai trasportator

d aksttrone gelia
memorana odlulare.

Citoplasma

Oi frasportater, Ad ogn
tappa, l'elettrons passa
ad und stato di energa
Piu Dasso 8g | protoni
vengono pompat! fuon
gela odiva. Si svilppa
una separazione

dl carkche attraverso

la membrana

(infing, gl eletironl passano
ad O, per formarg HL.0,

(Quandoi proton rientrano
rela calhia attraverso &
ATP sintetas, I'ADP vene
fcv".ef:no in ATP.

I trasportatori di elettroni sono orientati nella membrana in modo che
durante il processo di trasporto avvenga attraverso di essa la
separazione dei protoni dagli elettroni.

Gli elettroni vengono trasportati attraverso la catena da specifici
trasportatori ed i protoni pompati fuori dalla cellula con debole
acidificazione della superficie esterna della membrana.




ENVIRONMENT

Orientamento dei principali trasportatori di e- in

Paracoccus denitrificans, impiegato come modello
procariotico per gli studi Ssulla respirazione
aerobica.

trasporto di elettroni allO2 porta alla
produzione dei componenti dell'acqua, H+ ed
OH-, che si accumulano sulle superfici opposte
della membrana.

risultato finale ¢ la generazione di

un radiepte di pH e un potenziale
elettrochimico attraverso la
membrana

per cui linterno del citoplasma ¢&

elettricamente negativo ed alcalino,

mentre |'esterno della membrana é

I

elettricamente positivo e acido.

gradiente di pH ed il potenziale

elettrochimico causano
'enerqgizzazione della _membrana:
parte di questa energia elettrica
puo essere conservata dalla cellula.




Lo stato energizzato della
membrana viene espresso in

termini di forza proton-
motrice;

che puo essere direttamente
impiegato per eseguire un
lavoro utile come il trasporto di
ioni, la rotazione flagellare
oppure  utilizzato per Ia
ormazione di legami fosfato
ad alta energia nell’ATP.

Durante il trasporto di elettroni,
I'ATP viene prodotto dal
processo di fosforilazione
ossidativa.

(irfine, gl elettronl passano
[ad O, per formare H.O.

(Cuando i proteni rientrano
rela calla attraverso la
ATP sinsetag, I'ADP vene

fw'.gtrto in ATP.




P sinteta:

modello in E. coli

L’ATP sintetasi contiene due porzioni
principali:
* una testa (F1) con subunita
F multiple, costituita da 5

differenti polipeptidi

CYTOPLASM presenti come complesso
a3p3yed, che e collocata nel
versante citoplamatico della
membrana. F1 e il
complesso catalitico
responsabile della
conversione di ADP + Pi in
ATP.

un canale conduttore di
protoni (FO), costituito da
tre differenti polipeptidi
ENVIRONMENT disposti in un complesso
ab2c12, che attraversa la

Il catalizzatore della conversione della forza membrana.

proton-motrice in ATP & un grande complesso
enzimatico di membrana chiamato

ATP sintetasi




I

primi  passaggi della
respirazione del glucosio
sono identici a quelli della
glicolisi e portano alla
sintesi del piruvato.

Nella glicolisi, il piruvato

viene trasformato in
prodotti di fermentazione.

Nella respirazione,
invece, il piruvato
viene ossidato
completamente in
coz2.

2pyruvic acid

2C02‘+ﬂ 2NADH,

2acetyl-S-CoA
2oxalacetic X > 2 citric acid
acid \
2NADH e~ CoA

2 isociltric acid

TCA X 2 t
2CO. 2 NADH,

2fumaric acid 2 a-keloglutaric acid

2 malic acid
N

2 FADH, CoA 2CO. 2 NADH.

2 succinic acid < >|\ 2 succinyl-S-CoA

2ATP 2ADP

Overall Reaction
2 pyruvic acid ————> 6 CO. + 2FADH. =+ 8 NADI, + 2ATP

Una delle vie principali con cui il piruvato viene
completamente ossidato ¢ il ciclo dell’'acido citrico
(CAC) noto anche come ciclo di KREBS o ciclo degli

acidi tricarbossilici.




Stage 1
Amino Fath Acetyl-CoA
aci:iT a;ﬁ Glucose production

pf Pyruvate

+ Stagel: Produzione di acetili | D .

o = complex
€O,
Acetyl-CoA
Stage 2

Acetyl-CoA
oxidation

+ Stage II: T gruppi acefili in
sequito a condensazione con Y
ossalacetato vengono degradati a AN

COZ r,.—-""r f-’* COy

e

Oxaloacetate 13

4% NADH, K -~
FADH,“

i(reduced ¢ carriers)

+ Stage IIT: Produzione di energia
in seguito alle reazioni di s
ossidazione




NAD* + CoA—).\ Pyruvate™ (three carbons)

N

Y

Acetyl-CoA

-

CoA

- Oxalacetate?™ Citrate®"

Aconitate®~
Malate?~ \

{ Isocitrate®~
NAD(P)*

NAD*

Fumarate?®™

 FADH ‘j 0
FAD S E
Succinate o~Ketoglutarate®~ -

CoA + NAD*

Succinyl-Co

co, NADH.

GDP + P,

ciclo inizia con la
decarbossilazione del piruvato,
con formazione di una molecola
di NADH e di

(composto a due atomi di carbonio).

L'acetil-CoA si condensa con
l'ossalacetato (composto a 4 atomi di
carbonio) con formazione di acido
citrico (acido organico a 6 atomi di C).

Attraverso una serie di ossidazioni
e trasformazioni, il citrato viene
riconvertito in ossalacetato, che
puo funzionare nuovamente come
accettore di acetile completando

cosi il ciclo.




Piruvato deidrogenasi
O O HSCoA O

TR I
HsC—C—C oﬁch C—S—CoA + CO,

piruvato NADT NADH acetil-CoA

La piruvato deidrogenasi catalizza la
decarbossilazione ossidativa del piruvato ad
acetil-CoA




glucosio-6-P

0O l Glicolisi
|

piruvato

!
H3;C—C—S—Co0A acetil CoA

A

. - /—\‘
acetil-coenzima A ossaloacetato citrato

Ciclo Krebs

L' acetil-CoA funziona come:

+ input al ciclo di Krebs, dove l'acetato e poi
degradato a CO..




Pyruvate™ + 4 NAD* + FAD—> 3 CO, + - + -

Per ogni molecola di piruvato ossidata
durante il ciclo vengono rilasciate 3 molecole

di CO2: - €0,

Acetyl-CoA

Pyruvate™ (three carbons)

- una durante la formazione dell'acetil-CoA
- una dalla decarbossilazione dell’'isocitrato
* una dalla decarbossilazione dell'a- NADH G Citrate®_

chetoglutarato )/ ;?mtate&

Malate?~ \

Gli elettroni rilasciati durante f Isocitrate®

CoA

NAD(P)*
' . . . . . Fumarate?~

Iossuc!az.lone de.gll .m‘rer'medl vengono e, =
convogliati transitoriamente su coenzimi FAD K{tinate?

a-Ketoglutarate?
specifici NAD+ o FAD e in seguito % A

oq o . . . . Succinyl-Co CoA + NAD*
trasferiti ai Trgspor"ra'rom e infine S
all'O2.. GTP 2 ==




AEROBIC RESPIRATION

glycolysis +

NV NADH, / eibcosn— "
FADH,

(reduced ¢ carriers)

N !

NADH

atpase ELECTRON
AT P~0— PMF ~—— | TRANSPORT SYSTEM

\

Attraverso |'azione del sistema di trasporto degli
elettroni, nella respirazione aerobica gli elettroni
vengono trasferiti all'ossigeno permettendo la

completa ossidazione del glucosio a CO2
con maggiore produzione di energia



CAC:
Totale: 36 ATP

Efficienza:

1 glucosio = 686 kcal

36 ATP = 263 kcal
397 dell'energia presente nel glucosio e convertita in ATP,

il resto € perso come CALORE




Efficienza totale del sistema

Sintesi totale di ATP dall'ossidazione del glucosio a CO2

X @
= { 278 kcal/686kcal

CAC + glicolisi:

i

efficienza

38 molecole di ATP per molecola di glucosio.



Il ciclo dell’acido citrico (cosi come la glicolisi) svolge dunque due
importanti ruoli nella cellula:

1. la bioenergetica (reazioni catoboliche)
2. la biosintesi

Esso porta alla sintesi di numerosi intermedi chiave che possono
rispondere alle richieste biosintetiche della cellula, tra cui:

I'a-chetoglutarato e l'ossalacetato, precursori di numerosi
aminoacidi;

il succinil-CoA, necessario per la_ formazione dell'anello
porfirinico dei citocromi, della clorofilla e di altri composti
tetrapirrolici;

I'acetil-CoA, che costituisce il materiale di partenza per la
sintesi degli acidi grassi.




THE BIOSYNTHETIC FUNCTIONS OF THE TCA

ERYTHROSE -4-

PHOSPHATE CYSTEINE

T rad
MALONYL-Cod Il CiCIO dl Kr'ebs

E anfibolico

PHOSPHOEMOL
PYRUVATE

--------------- ISOPEMTENYL -
o PYROPHOSPHATE

(catabolico e anabolico)

hon ha solo la
funzione di

produrre energiaq,
ma anche quella di

ASPAHTVL\-\

PHOSPHATE - .
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ASPARTATE . . .
SEMIALDEHYDE |nTermed| 0 di

partenza per altre
vie metaboliche.
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Vie biosintetiche nei Procarioti

cell wall
(murein)
1T capsules ATP, NAD, CoASH
biofilms DNA,. RNA
storage Ribosomes
glucose
polysaccharides nucleotides
membrane histidine
| I
lipids hexose pentose telrose
T phosphate phosphate phosphate
glycerol 1
prhosphate triose phosphate
l shikimic acid
phosphoglyceric acid
cysieine

g

chorismic acid

gn: serine ~ phosphoenolpyruvic acid / \ tyrosine
purines l tryptophan phenylalanine
e . <, pyruvic acid alanine
glycine valine bacterial
leucine e membrane
cytochromes chlorophyll lipids
\ '\ acetyl-CoA T) fatty acids e aichaoal
2 3 membrane
hemes «<— porphyrin / polyisoprenoid compounds
w \
_— oxalacetic acid quinones

isoleucine

£

aspartic
acid

Iysine

threonine <
/
asparagine methionine

pyrimidines

J

DNA
RNA

succinic acid

\

citric acid

e

a-ketoglutaric acid

|

glutamic acid — glutamine

J S

proline arginine
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(b) Chemolithotrophic metabolism

Il metabolismo chemiolitotrofo generalmente coinvolge processi di
respirazione aerobica ma con l'uso di una sorgente energetica
inorganica piuttosto che organica.

(idrogeno solforato, ammonio, idrogeno gassoso, ferro ferroso)

I CHEMIOLITOTROFI HANNO DEI SISTEMI DI TRASPORTO DEGLI
ELETTRONI SIMILTI A QUELLI DETI CHEMIORGANOTROFI

| chemiolitotrofi utilizzano come fonte di carbonio, per la biosintesi, il biossido di carbonio per
cui sono autotrofi.




NH,+

H,Sor S

Fe *

H,O

NO,

NO,

F e+++

Alcaligenes
Bacillus
Pseudomonas

Nitrosomonas

Nitrobacter

Thiobacillus denitrificans
Sulfolobus

Gallionella
Thiobacillus ferroxidans



Sebbene 1 tipici batteri nitrificanti siano aerobi stretti,
essi possono ossidare 'ammoniaca anche in condizioni
di anaerobiosi.

Questo processo, chiamato “anammox” (anoxic

ammonia oxidation).
L'organismo in grado di effettuare questo tipo di reazione,
Brocadia anammoxidans, e un membro filogeneticamente
distinto del phylum Planctomycetes.
Questo phylum comprende batteri molto particolari, in
gquanto non hanno peptidoglicano e possiedono delle
strutture membranose all’interno della cellula, inclusa
una struttura analoga al nucleo di una cellula eucariotica.
In questo batterio e presente inoltre una struttura chiamata
anammoxosoma dove  avviene 'ossidazione
dellammoniaca.




nitrito necessario in questo processo deriva dall'ossidazione
dellammoniaca ad opera dei batteri nitrificanti aerobi con cul
Brocadia convive in habitat ricchi di ammoniaca come le acque

di scolo.
Anche Brocadia € un organismo autotrofo_ma non possiede gli enzimi
del ciclo di Calvin ed il meccanismo di fissazione della CO2 non e

ancora noto.
NOQ'
Brocadia ' : NH,OH _ v 5H*
: : Cytoplasm "/
v’ D000 OO e 0000000000
3 l(o' w
OOOOOCOOOOOOON OO0 OCOO0O0000
Anammoxosome @
N2H4 x

4H+

N
Current Opinion in Biotechnology

Annamoxosome in thin section from Lindsay et al.
(2001). Conirast enhanced from original.




Un modo alternativo per generare energia € una variazione della respirazione in cui
l'accettore terminale di elettroni e diverso dall'ossigeno,

ed é rappresentato dalla

respirazione anaerobica

XX
ATP —~— Proton | Electron

motive | flow
force \ \
¥
NO

5" 5 S0

Quando al posto dell'oss.ilgeno vengono usati come accettori, il nitrato, il ferro

ferrico, il solfato, il' carbonato oppure alcuni composti organici (acido
fumarico e acido umico), viene rilasciata meno energia.

Le respirazioni anaerobiche sono estremamente importanti dal punto di
vista' ecologico perché permettono ai microrganismi di respirare in
ambienti dove l'ossigeno manca.




ACCETTORE
DI
ELETTRONI

PRODOTTO
FINALE

NOME DEL PROCESSO

O,

H,0

RESPIRAZIONE AEROBICA
Tutti i batteri aerobi, funghi, protozoi e alghe

NO,

N,O, NO, or N,

Respirazione anaerobica: denitrificazione
Paracoccus denitrificans,, Bacillus,Pseudomonas

so,

SorH,S

Respirazione anaerobica : riduzione
solfati suifobacteria . Desulfovibrio e Clostridium

fumarato

succinato

Respirazione anaerobica : con accettore
organico di e- E.coli

CO,/carbonato

CH,

Respirazione anaerobica: con accettore
Inorganico o organico
METANOGENESTI (Archea metanogeni )




Chemioeterotrofi anaerobi facoltativi:
Bacillus,Pseudomonas
Chemioautotrofi anaerobi facoltativi:

Thiobacillus

Denitrification

La conversione del nitrato a composti gassosi
dell'azoto prende, invece, il nome di

denitrificazione, che ¢ il principale processo
biologico di formazione di N,




Nitrate (NO5")

! ! Nitrate reductase

Nitrite (NO,™)

Nitrite reductase

Nitric oxide (NO) \ ! -

Nitric oxide reductase

Nitrous oxide (N,O) To atmosphere

! ! Nitrous oxide reductase .

Dinitrogen (N,) /

Tutti gli enzimi coinvolti sono attivati in condizioni anaerobiche




La produzione biologica del metano, effettuata da un gruppo di
Archea anaerobi stretti chiamati metanogeni avviene
attraverso una complessa serie di reazioni in cui sono
coinvolti coenzimi insoliti.

I metanogeni sono capaci di produrre CH4

¢ 2 '
‘5\» A
N G i >

\“"“-'-‘-.A;. i ;ht“"-;’

106-1,12A

utilizzando CO2 oppure carbonato come accettore finale di
elettroni

mentre come donatori di elettroni (substrati) possono essere
utilizzati il formiato, il monossido di carbonio e persino alcuni
composti organici (acetato, piruvato), anche se generalmente la
reazione e effettuata in presenza di idrogeno molecolare.




Methanobrevibacter smithii

Methanogenium marisnigri

g - ~
0085% b
© ' pE 2ol A ’
a: © Friederich Widdell/Visuals Unlimited; b: From J.T. Staley, M.P. Bryant, N. Pfenning
and J.G. Holt (Eds.), Bergey’s Manual of Sysiematic Bacterfology, Vol. © 1989 Willlams

and Wilking Co., Baltimore; c: © Henry C. Aldrich/Visuals Unlimited

Nonostante I'anaerobiosi obbligata e I'elevata specializzazione
metabolica, i metanogeni sono piuttosto diffusi in natura.

Gruppi principali: Methanobacterium, Methanocaldococcus, Methanosarcina



Tabella 17.2
Caratteristiche peculiari dei generi pit rappresentativi dei metanogeni

Genere Morfologia B odi G+ C Composizione Reazione Motiliti Substrati metanogeni
della parete di Gram utilizzati

Ordine Merhanobacreriales

Methanobacterium Lunghi bastoncelli Psendomureina da + a variabile H, + CO,, formiato
o filamenti

Methanotermus Bastomcelli diritti Psendomureing con uno + H; + C0O
o leggermente curvati strato-5 proteico esterno

Ordine Methanococcales
Methanococcus Cocchi di forma irregolare Proteina

Ordine Methanomicrobiales

Methanomicrobium Corti bastoncelli curvi Proteina
Methanogenium Cocchi di forma iregolare Proteine o glicoproteina
Methanospirillum Bastoncelli curvi o spirilli Proteina

Ordine Methanosarcinales
Methanosarcina Cocchi di forma irregolare Eteropolisaccaride o proteina  da + a variabile
o pacchetto




I coenzimi chiave della metanogenesi
possono essere suddividi in due classi:

1. trasportatori di C, coinvolti nel frasporfo di unita
C, dal substrato iniziale, CO2, al prodotto finale CH4

2. coenzimi coinvolti nelle reazioni redox, che
forniscono gli elettroni necessari alla riduzione

della CO2 a CH4
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Autofluorescenza di cellule del

. Il coenzima F,,, € un derivato della
metanogeno Methanosarcina flavina, analogo del coenzima FMN.

La forma ossidata, assorbe a 420nm ed

barkery, dovuta all presenza di un

parﬁcolar‘e Trasportatore di emette fluorescenza verde-blu,utilizzata

. come saggio d’identificazione dei
e|e'|'1'r‘onl, F420 metanogeni
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Un gran numero di microrganismi

sono fototrofi,

usano cioe la luce come fonte di energia
nel processo di fotosintesi.

I meccanismi di tale processo sono
particolari e complessi, ma il risultato e

la generazione di una_forza
proton-motrice che puo essere
usata per la sintesi di ATP:

FOTOFOSFORILAZIONE

F

Electron
flow

|

Proton
motive
force

l



Electron
flow

|

Proton
motive
force

l

Le alternative metaboliche

Photoautotrophy

oo,

Y
Biosynthesis

La capacita di:

1. trarre energia chimica dalla luce

2. di utilizzare la CO2 atmosferica
come fonte di carbonio

sono gli elementi che caratterizzano

il metabolismo autotrofo
dei batteri fotosintetici.

Nella fotosintesi,

I'energia luminosa viene catturata e
trasformata in energia chimica,
la quale a sua volta é utilizzata

per il processo di fissazione della
coz2.




Nei microrganismi vi sono due tipi di fotosintesi, una simile a quella
delle piante superiori in cui si produce O2 (fotosintesi ossigenica)e

un'altra che si trova solo in alcuni procarioti, in cui non si produce O2
(fotosintesi anossigenica).

Piante,alghe,cianobatteri Batteri verdi e purpurei

Bacterioclorofilla a, b,
c,d, e
assorbe 800-1000nm

Clorofilla a ,b
assorbe a 650-750nm

presente presente
presente assente
SI NO
H,S, altri composti dello
H,O zolfo o alcuni composti

organici



Grossi anelli planari costituiti da 4 anelli pirrolici sostituiti,
con un atomo di magnesio coordinato al centro dei 4 atomi di N




carbossisomi

. FASE DELLA
f|3H20(£J CARBOSSILAZIONE |
C=0

Hf|30H Ribulosio 1,5-

HCOH difosfato

CH,0(P)
co,
H,0

Ribulosio-
1.5-difosfato
carbossilasi

CH,0(P)  COOH

l + Hcl;OH Ac. 3-fosfoglicerico

Fosfoglicerico
chinasi

o FASE DELLA
[| RIDUZIONE
@

H?OH
CH,O(P)

Ac. 1,3-difosfoglicerico

NADPH + H*
Gliceraldeide-

3-fosfato
deidrogenasi P,

Gliceraldeide- —
3-fosfata

Ribulosio 5-
fosfato FASE DELLA
RIGENERAZIONE

Prodotti
biosintetici

Fruttosio 1,6-difosfato
Fruttosio 6-fosfato
Eritrosio 4-fosfato
Ribosio 5-fosfato

e altri intermedi




Ribulosio Ac. 3-fosfoglicerico
1,5-difosfato (PGA)
(RuBP)

« J|afase di carbossilazione

— catalizzata dall’enzima ribulose 1.5-bisfosfato
carbossilase, chiamato anche ribulosio hisfosfato
carbossilasi/ossigenasi (rubisco)

— rubisco catalizza I'aggiunta di CO, al ribulosio-1,5-
bisfosfato (RuBP), formando 2 molecole di 3-
fosfoglicerato




Fosfoglicerico

L] Gliceraldeide- —
3-fosfato

FASE DELLA

RIDUZIONE
Ribulosio 5-
fosfato FASE DELLA
RIGENERAZIONE

i Prodotti

Ac. 1,3-difosfoglicerico biosintetici
CH,0(P)

NADPH + H* , ;

Gliceraldeide- i Fruttosio 1,6-difosfato

3-fosfato NADP* : E Fruttosio B-fosfato

Rl ; [ Eritrosio 4-fosfato
eidrogenasi P, : : Ribosio 5-fosfato
] i e altri intermedi

Gliceraldeide- #
3-fosfato

Il RUBP e rigenerato

vengono prodotti |
carboidrati (e.s., fruttosio
e glucosio)

* il 3-fosfo-glicerato e ridotto a
gliceraldeide 3-fosfato




proteins = amino acids
lipids

ribulose (2) phospho- membranes

bis phosphate glyceric acig
2ATP

/

(Z2) NADPH 2>

o CALUIN

ATP CYCLE

pentose phosphate (2) triose phosphate

nucleic acids
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Lo schema di Calvin-Benson, che nelle sue grandi linee coincide con l'inverso della glicolisi, porta alla
conversione di 2 molecole di acido 3-fosfoglicerico in esoso- fosfato, e prevede la seguente reazione

generale :

6CO2 + 18ATP + 12NADPH + H+ ---> glucosio/fruttosio + 18ADP + 12NADP+.

Enzimi chiave: #ribulosio difosfato carbossilasi (RubisCO) e xfosforibulochinasi
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Rhodospirillum is a genus of photosynthetic bacteria of the family Rhodospirillaceae.
Their cells are generally spiral-shaped, polarly flagellated and contain vesicular, lamellar
of stacked photosynthetic membranes (Singleton and Sainbury). They range from three

to ten micrometers in length and one-half to one and one-half micrometers in width. Cells
divide by binary fission. One of the type species of this genus is Rhodospirillum rubrum,
a purple nonsulfur bacteria. This bacteria falls under the Alpha subdivision of the
kingdom Proteobacteria




