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3.7 Hoog energetische verbindingen

Chemische energie die vrijkomt bij redoxreacties wordt
vooral opgeslagen in bepaalde gefosforyleerde
verbindingen zoals ATP, PEP, coenzym A
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Lange termijn opslag van E:  onoplosbare polymeren die
kunnen geoxideerd worden, vb PHB, S, glycogeen (polyglucose)

S-granules

Poly-B-hydroxybutyrate

F.R.Turner and M. T. Madigan

Norbert Pfennig :
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3.8 Glycolyse en fermentatie




Redox couple Ey' (V)

CO,/glucose (-0.43) 24 e~ \ - -0.50
- 2HY/H, (-0.42) 2 e —_
Leven en groei vereisen €O /methanol (-0.38)6e"  ——[ 040
biosynthese, dus E en C DA 2 — 030
CO,/acetate (-0.28) 8 e~ 7
_ SO/H,S (-0.28) 2" / --0.20
Redox reacties ® E® ATP S0, H,S (-0.22) 8¢ / L b
Pyruvate/lactate (-0.19) 2 e~
Organotrofen hebben 2 mogelijke 5406¥75,05* (+0.024)2¢° 0.0
manleren om energle te * Fumarate/succinate (+0.03) 2 e~ - +0.10
i Cytochrome b, /.4 (+0.035) 1€~
recupereren: R R - +0.20
« Fermentatie Ubiquinone,,,eq (+0.11) 2 ¢ / L .0.30
. Respiratie Cytochrome ¢y e (+0.25) 1
Cytochrome a,,/yeq (+0.39) 1 e~ 7 - +0.40
NO;"/NO,™ (+0.42) 2 e~ - +0.50
- +0.60
NO;™/+N, (+0.74) 5 ~f+0.70
Fe’*/Fe’* (10.76) 15 (pH2)  — | 0 a0
10,/H,0 (+0.82) 2 " —
- +0.90
Redox reacties ® E ® ATP
Chemo-organotrofen: twee opties voor energie recuperat ie:

4 )

Fermentatie

OM doneert en accepteert e

Geen exogene e-acceptor beschikbaar;
afbraakproduct van e-donor is acceptor

Anaeroob

ATP vorming: Substraat-fosforylatie
tijdens afbraak van substraat

\_ Y,
~ Y

Respiratie

\_ Y.

Aeroob of anaeroob

Exogene e-acceptor, vb. O, (aeroob) of
andere stof (anaeroob)

ATP vorming: Oxidatieve fosforylatie
door PMF




Chemo-organotrofen: twee opties voor energie recuperat ie:

Energy-rich
; Intermediates  intermediates
Fermentatie
P ADP ATP
Substraat- A—}BL>B~P wp C~P D
fosforylatie (a) Substrate-level phosphorylation
Energized ++++++++++++++: )
membrane + +
Respiratie g .
Oxidatieve
fosforylatie door
PMF

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

(b) Oxidative phosphorylation 7

Glycolyse = Embden-Mayerhof-Parnas cyclus

Vb van fermentatie

Substraat wordt in brokstukken gesplitst, sommigen worden
geoxideerd, anderen gereduceerd. Evenwicht en E-
conservering

Anaeroob, 3 stadia met verschillende stappen:

I. Voorbereidende stappen, geen redox, geen E winst
Glu ® 2 glyceraldehyde-3-P

[I. Redox met ATP aanmaak ® 2 pyruvaat, 4 ATP

[ll. Redox voor recuperatie van NAD™ : pyruvaat gereduceerd
door NADH*® fermentatie-producten




GLYCOLYSIS
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GLYCOLYTIC INTERMEDIATES AND ENZYMES

e
2 ethanol + 2 CO,

Intermediates F 13 . Phosphoglycerokinase
A Glucose 6-P G 3-P-Glycerate @ Hexokinase @ Phosphoglyceromutase
B Fructose 6-P H 2-P-Glycerate . Isomerase . Enolase
€ Fructose 1,6-P 1 Phosphoenolpyruvate . Phosphofructokinase . Pyruvate kinase
D Dihydroxyacetone-P . Aldolase . Lactate dehydrogenase
E Glyceraldehyde-3-P . Triosephosphate isomerase . Pyruvate decarboxylase
Energetics ‘ Glyceraldehyde-3-P . Alcohol dehydrogenase
Yeast Glucose—» 2ethanol +  ~239 kJ dehydrogenass;
2c02 Figure 3.14 9
Lactic acid bacteria Glucose—- 2 lactate 196 kJ
STAGE I: PREPARATORY
REACTIONS
AT P ADP AT P ADP
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T — I e Alcohol H, +CO,
biy e iy Melkzuurbacterién datiydrgenass .
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Zeer veel diverse fermentaties

Verschillende fermenterende microorganisms produceren
andere fermentatieproducten, soms afh. van condities
Fermentaties (vooral van suikers) worden ingedeeld
volgens eindproduct (vb. Melkzuurfermentatie,
boterzuurfermentatie, gemengde zuurfermentatie...), vaak
nuttige producten

TABLE 3.4 Common fermentations and some of the organisms carrying them out

2 ethanol +2 €O, i
Homolactic Hexose — 2 lactate” +2 H' Streptocaccus, some Lactobacilus

Heterolactic Hexcse — lactate™ + ethanol + CO, + H* Leuconostoc, some Lactobacilius
Propionic acid 3 Lactate” — 2 propionate” + acetate” + COy + H;0 Propionibacterium, Clostridium propiomcum
Mixed acid® Hexose — sthanol + 2 3-butanediol + succinate® + lactate ™+ acetate™ Enteric bacteria including Escherichia, Salmonela,
+ formate” + H; + CO, Shigelfa, Kiebsiella, Enterobacter
Butyfic acid® Hexese — butyrate™ +2 H; + 2 CO + H" Clostridium butyricum
Butanol® 2 Hexose — butanol + acetone + 5 COy +4 H; Clastridium acatobutylicum
Caproate/Butyrate 6 Ethanol + 3 acetate” — 3 butyrate” + caproate” +2 Hy + 4 Hy0 + H* Clastridium kluyverr
Acetogenic Fructose — 3 acetate™ + 3 H* Clastridium aceticum
*Gilucase fs the stariing substrate for alycclysis. However, many other Ce sugars (hexoses) can be fermented following their corversian ta ghizose. Except for Zymomonas, all organisms catabolize glucoss by the
ghycalytic pathway.

Mot s organisms produce 2 products, In particular, butanediol production s imited 1o ondy certain enteric bacteria. Th reaction is not balanced.

“Other products inchude some acetate and a small amount of ethanci (butanol fermentation only.

Andere fermentaties worden ingedeeld volgens
beginproduct: aminozuurfermentatie, purine- of
pyrimidinefermentatie, fermentatie van aromatische
verbindingen

Bakkersgist ( Saccharomyces cerevisiae ) kan zowel
fermentatie als respiratie gebruiken:

- Aeroob: respiratie want dit levert meer ATP

- Anaeroob: fermentatie

12




Gist groeiend op glucose:

Melkzuurbacterién
groeiend op lactose:

Anaeroob

Aeroob

Anaeroob

Geen O,

Wel O,

Geen O,

Fermentatie

Aerobe respiratie

Fermentatie

[ Cellen + ethanol +

Cellen + CO,

Cellen + melkzuur

(glycolyse)

CO, (glycolyse)

(Citroenzuurcyclus) |
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3.9 Respiratie: citroenzuur- en glyoxylaatcycli
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Redox reacties ® E® ATP

Twee opties voor energiebehoud in chemo-organotrofen:

Fermentatie: Respiratie:

- Geen exogene e-acceptor - Exogene e-acceptor

Vb. afbraakproduct van e-donor Vb. O,

- Substraat-fosforylatie: ATP - Oxidatieve fosforylatie: ATP
bij afbraak van substraat door oxidatie van anorganisch

fosfaat via PMF

Vb. Glycolyse Vb. Aerobe respiratie
E-winst is klein wegens onvolledige E-winst groter wegens
oxidatie en klein E,’ verschil [ volledige oxidatie tot CO,|en

O, is terminale e-acceptor in de
elektronen transport keten

15

Aerobe respiratie:
Eerste stappen van respiratie = fase | & Il van glycolyse
NADH ipv naar fase lll naar elektronentransportketen in membraan > PMF

I:rl Elektron-

transport—
Verdere afbraak keten

pyruvaat
16




Respiratie van glucose:
Eerste stappen respiratie glucose » glycolyse
I: voorbereidende stappen, splitsing
II: redox ® pyruvaat, ATP, NADH ® PMF

lll: verdere afbraak pyruvaat tot CO,

De citroenzuurcyclus (CAC) en glyoxylaatcyclus
Centraal in de respiratie van organische verbindingen

Redox ® CO,, ATP via PMF

Citroenzuurcyclus:
Per glucose: 6 CO2 en 8 NADH & 2 FADH2
Dit leidt via elektronentransport tot 38 ATP

17

Citroenzuurcyclus

Figure 3.16 18




Glycolyse: 2 ATP per glucose Figure 3.16 19

!

Melkzuurbacterién

Gist groeiend op glucose: groeiend op lactose:
Anaeroob ] [ Aeroob ’ [ Anaeroob
Geen O, Wel O, Geen 02
Fermentatie Aerobe respiratie Fermentatie
Cellen + ethanol + Cellen + CO, Cellen + melkzuur

CO, (glycolyse) (Citroenzuurcyclus) (glycolyse)

20




MO met CAC kunnen organische zuren als C en E bron gebrui  ken
C4-C6 verb. (citraat, malaat, fumaraat, sucinaat) zijn plantaardige en
fermentatieproducten: veel voorkomend voedsel voor microorganisms met CAC

Citroenzuurcyclus levert ook startmateriaal voor biosynt hesen:

Synthese van ——> | Vetzuursynthese

aminozuren, fosfo-
enolpyruvaat, glucose | $—

| Synthese van

X aminozuren, fosfo-

enolpyruvaat, glucose

| cytochromen, chlorofyl | 21

Glyoxylaat cyclus:

- Variatie van CAC met 2
extra enzymen om
extra oxaalazijnzuur te
maken (kan te kort zijn
wegens biosynthese
gebruik) bv. uit acetaat

- Oxaalazijnzuur is nodig
of de CAC valt stil

- Glyoxylaat is belangrijk
intermediar

Figure 3.17 22
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Ook uit PEP en s
pyruvaat kan

oxaalazijnzuur gemaakt

worden
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3.10 Respiratie: elektrondragers

24
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Redox reacties ® E® ATP

Twee opties voor energiebehoud in chemo-organotrofen:

Fermentatie: Respiratie:

- Geen exogene e-acceptor - Exogene e-acceptor

Vb. afbraakproduct van e-donor Vb. O,

- Substraat-fosforylatie: ATP - Oxidatieve fosforylatie: ATP
bij afbraak van substraat dankzij PMF die ontstaat bij

elektronentransport

Vb. Glycolyse Vb. Aerobe respiratie
E-winst is klein wegens onvolledige E-winst groter wegens
oxidatie en klein E,’ verschil volledige oxidatie tot CO, en

O, is terminale e-acceptor in de
elektronen transport keten

25

“# $
Elektron transport systemen

Membraan gebonden

Functie:

- e transfer van primaire e-donor naar
terminale e-acceptor

- E conservering via PMF naar ATP
productie

Redox enzymen:

- NADH dehydrogenasen
- Flavoproteinen

- Cytochromen

- Niet-haem Fe-eiwitten

Quinonen Figure 3.10

Geschikt volgens stijgende
reductiepotentiaal 26
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NADH dehydrogenasen

* Op binnenkant van
membraan

* Actieve sites binden NADH

» Accepteren 2 elektronen en 2
protonen en geven die door
naar volgende carrier

27

"# $

Flavoproteinen:
* Enzymen die flavine als prosthetische groep dragen,

FMN, FAD
» Accepteren 2 protonen en 2 elektronen

» Geven enkel elektronen door naar volgende carrier
* Afgeleid van riboflavine (Vit. B2)

Figure 3.18 28
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Cytochromen

» Haem als prosthetische groep

» Accepteren en geven enkel elektronen door
* Soms in complexen

Figure 3.19

29

Niet-haem Fe-eiwitten

» Redox potentiaal afh. van
aantal en locatie van Fe
en S atomen

 Enkel elektron transport

Vb. ferredoxine

Figure 3.20 30
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Quinonen

» Hydrofobe kleine niet-eiwit carriers

* Mobiel in membraan

* Accepteren protonen en elektronen;

» Geven enkel elektronen door, typisch tussen FeS eiwiten
en cytochromen

Vb. ubiquinon (Coenzym Q), menaquinon

Figure 3.21

31
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3.11 Elektronentransport en proton motive force

32
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Respiratie:
Eerste stappen van respiratie = fase | & Il van glycolyse
NADH naar elektronentransportketen

CAC: NADH en FADH, >> naar elektronentransport

]

Elektron-
transport-
keten

% $

Elektronentransportsysteem is zo in de
membraan ingebouwd dat elektronen worden
doorgegeven, maar protonen worden
afgegeven naar buiten toe.

Start bij NADH+H* dat geoxideerd wordt en
2H* en 2 e in systeem brengt

De carriers volgen elkaar op met stijgende
positieve reductiepotentiaal Ey’

De laatste carrier geeft elektronen en
protonen door naar de terminale elektron
acceptor

H* komt van NADH of van H,O

34
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Opbouw PMF

Vb. Paracoccus denitrificans Figure 3.22

e transport naar O, gekoppeld aan opbouw van de PMF over membraan =
Oxidatieve fosforylatie 35

"% $

Heel veel mogelijke
redoxkoppels

>> heel veel
mogelijke variaties
in elektrontransport-
keten

36
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ATPase (ATP synthase)

Fo, transmembranair
kanaal voor protonen

F,, multiproteine
complex, in cytoplasma
Reversibele omzetting
ADP+Pi « ATP

PMF ~ ATP

37

" % $

ATPase (ATP synthase)

Transfer van 3 tot 4 H*
geeft 1 ATP

Fermentatieve bacterién
hebben geen
elektronentransport,
maar toch ATPase dat
omgekeerd werkt en
PMF genereert

Figure 3.23

38
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3.12 Andere energetische opties

39

40

20



K

Tot nu vnl. systemen met organisch materiaal als E en C
bron. Er zijn ook alternatieve metabolismen, naast

anaerobe respiratie :
andere elektron acceptors dan O, als terminale elektron
acceptors voor energie productie.

Chemolithotrofie: gebruik van anorganische verbindingen
als E en C-bron.

Fototrofie: gebruik van lichtenergie om een “proton motive
force” te genereren.

De “proton motive force ” is betrokken bij alle vormen van
respiratie en fotosynthese.

41

Anaerobe respiratie

Fes*

!

Anaerobe chemoorganotrofie:

Voordeel: werkt zonder O,

Nadeel: iets minder ATP opbrengst

Vereist elektronentransport, PMF, ATPase 42

21
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Anaerobe
Chemoorganotrofe
metabolismen

e-donor «—
e-acceptor —

L

L

43

Chemolithotrofie:
Meestal aeroob
Autotroof (CO,)
Vereist elektronen-
transport, PMF,
ATPase

44
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Chemolithotrofe

metabolismen l<—
=
h
e-donor «—
e-acceptor —
=
o
—_
=
—_—>

45

K
Fototrofie:
Fotofosforylatie: licht voor ATP synthese
Fotoautotrophen: CO, C-bron
- e- uit fotolyse van water: oxygene fotosynthese (Cyanobacteria)
- e- uit externe donor (0.a. H2S, SO, Fe2+): anoxygene
fotosynthese (Paarse en Groene Zwavelbacterién)
Fotoheterotrofen: Organische C-bronnen

Behalve bij fermentaties: overal PMF en ATPase 46

23
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5.1 Binaire fissie, knopvorming en biofilms

a7

(") *$
Groei bij prokaryoten = toename in aantal cellen
Geen mitose/meiose maar binaire fissie

Binaire fissie = splitsing in twee: cel groeit over gans de cel,
verdubbelt in lengte en deelt zich in twee (Fig. 5.1)
Dochtercellen bevatten oud en nieuw materiaal; ze krijgen
elk een kopij van het genoom en andere noodzakelijke
celcomponenten

Generatietijd = tijJd nodig voor verdubbeling

Afhankelijk van voeding, temperatuur
Vb E. coli in lab condities ong. 20 min.

48
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Cell
elongation

Septum

Septum formation

Completion of
septum,;
formation of
walls; cell
separation

Figure 5.1

49

(") *$

Knopvorming (budding): ongelijke celgroei >> een
nieuwe dochtercel (Fig. 5.2)

Nieuw celmateriaal wordt gemaakt vanuit één plaats =
polaire groei

Sommige knopvormers vormen cytoplasmatische

uitlopers zoals een steeltje (Caulobacter), hyfen
(Hyphomicrobium) of aanhangsels (Acalomicrobium)

Hyphomicrobium

Caulobacter Ancalomicrobium "

25



Figure 5.3
51
(") *$
Planktonische groei : Staphylococcus op een
zwemmende/zwevende cellen katheder

Sessiele groei :
Cellen zitten vast op een opperviak
Kunnen biofilms vormen:
* Cellen ingebed in
polysaccharide matrix
* Vorming wanneer
planktonische cellen zich
vastzetten en matrix
produceren

Microbiéle mat : meer-lagig systeem
met verschillende types van
organismen

Thermochromatium biofilm
bij een warmwaterbron

Figure 5.4 52
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7.3 Celdeling en Fts eiwitten

53

+

Divisoom (celdelingsapparaat)
* Bestaat uit Fts eiwitten (f ilamentous temperature
sensitive)
 Essentieel voor celdeling

* Vormen samen het divisoom (celdelingsapparaat)
* FtsZ:
< vormt een centrale ring rond de cel; dit zal het
celdelingsvlak worden
 verwant met tubuline
« komt als enige ook voor bij Archaea
« ZipA: anker dat de FtsZ ring met de membraan vastmaakt
* FtsA:
« draagt bij tot de verbiding van FtsZ ring met membraan en
recruteert andere divisoom eiwitten
 verwant met actine
« Ftsl: betrokken bij peptidoglycaansynthese, penicilline-
bindend eiwit

54
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Divisoom reguleert de synthese van
nieuwe cytoplasmatische membraan
en celwand: vormt septum

FtsZ: in Bacteria,
Archaea, mitochondria
en chloroplasten

\

E. coli :
Ring van
10.0000 Ftsz

Figure 7.8
55
+ , -
Celdeling over tijd:
» top = fasencontrast
* midden = kleuring DNA
» onder = kleuring voor FtsZ
Figure 7.8

56
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Figure 7.9

. DNA duplicatie gebeurt eerst,

moet in 2 dochtercellen komen

. MinC, MinD, MinE helpen het

centrum van de cel bepalen

. FtsZ ring vorming
. FtsA, ZipA helpen met

vasthechting aan membraan

. Ftsl, helpt bij

peptidoglycaansynthese; FtsK
helpt bij het scheiden van de
chromosomen

. FtsZ omvorming: vernauwing,

septum vorming, verbruikt GTP
voor polymerisatie en
depolymeristatie van de
vernauwende ring

57

- Voorstelling

Wanneer: 2-13 maart, start 13:30

- Permanente evaluatie + vraagjes

Praktische oefeningen Microbiologie

Waar: Practicumzaal 1ste verdieping Hoogbouw om 13:30

lllustratie bij de cursus Algemene Microbiologie

Kennismaking basistechnieken van het microbiologisch laboratorium

Beoordeling: 20% van ptn (4/20) voor het vak Algemene Microbiologie

- Basiskennis te kennen voor het examen (niet de eigen opdrachten)

58

29



Thema’s: Voedings-, Medische en Omgevingsmicrobiologie

Handleiding: zie Ufora

Nodig: schort, markeerstift, nota’s (steeds meebrengen)

Organisatie: A, B, C (3 thema’s)
- Werken in groepjes van twee, vaste plaats
Inschrijven kan vanaf nu op de Groepen pagina van Ufora
- Materiaal merken (A1, A2,...)

- Dagprogramma voorbereiden:

Handleiding voor de dag op voorhand lezen, kan via Leer  paden op

Ufora
59
Veiligheid:

- Jassen aan kapstok, propere Schort verplicht
- Tafels reinigen met ontsmettingsmiddel voor en na

- Labo- en werkplaatsreglement gekend

- Handen wassen bij start en op ‘t einde en telkens bij eventuele

contaminatie

- Niet eten of drinken in de zaal

- Verbandkist
- Bij afwezigheid ziektebriefje

60
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Afval sorteren:

Vast biologisch afval (ook plastic pipetten; geen besmet glas!): bak
met rode plastic zak (met bioveiligheidsteken)

Vloeibaar biologisch afval: uitgieten in emmer met dettol
Glaswerk verzamelen op hoek labotafel tegen einde namiddag
Schrijfpapier: kartonnen doos

Glasafval (ontsmet, zonder wattenpropjes): grote rode container

Restafval (alluminium, plastiek, papier met dettol...): vuilbak met zwarte
zak

61

Einde: - Mits toestemming begeleider
- Na opruimen (incl. gemeenschappelijke tafels, toestellen, ...)

- Let bijzonder op gaskranen en elektrische toestellen

62
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