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Importancia do metabolismo

#Avaliar a diversidade e versatilidade bioquimica

#Relacdo microrganismos e doencas

#Papel dos microrganismos na natureza

#Explorar os microrganismos economicamente

#Cultivo, crescimento e controle dos mos.

#Desenvolvimento de métodos moleculares para diagndstico e controle dos
microrganismos

#Controle dos processos de deterioracdo de materiais

#Reciclagem da matéria

Por que estudar metabolismo?

Origem da vida? Presenca de vida em outros planetas!
Reciclagem dos elementos quimicos

Balanco de Oxigénio no planeta

Fertilizacao dos solos, producéo animal!

Efeito estufa — pum e arroto do boi!!!

Combustiveis, Medicamentos, Fermentacoes
Deterioracdo dos materiais

bioinseticidas, biossolventes, biopolimeros e biotensoativos (reduzir a
poluicdo)

Toxinas microbianas — usos

Bioterrorismo e biodefesa

METABOLISMO MICROBIANO

A. NOCOES GERAIS
CONCEITO:

Transformacg0des quimicas celulares - producéao e utilizacéo de
energia/poder redutor. Transporte, Produzir unidades basicas, polimeros (PS,
Lipideos, proteinas, acidos nucléicos), estruturas celulares, crescimento e
reproducéao, reparar danos e manutencao celulares, locomover-se; Armazenar
nutrientes e excrecdo. Inter-relacionadas através do acoplamento energético e
eletronico (AEE)

DIVISAO Anfibolismo

Catabolismo (Metabolismo Intermediario Anabolismo

Geracdo de energia l Consumo de energia

Poder redutor

. (Biossintese -
(Degradagao/ R. Endergoénicas)
Exergonicas)

Moléculas reduzidas Acop|amento Moléculas oxidadas

d , N, S... , . ~ -
rones de e S Energético e Eletronico (EsqueletosdeC, N,S...)
sao reduzidas

Poder redutor



Bases metabdlicas

_ Formag&o macromoleéeculas e
Nutrientes estruturas celulares

Intermediarios
metabolicos

A\
(
)

e Sibriidades haskas para a

biossintese (cerca de 150 moléculas)

ENZIMAS

Biocatalizadores proteicos especificos.
Constituicdo — Protéica - apoenzima + co
(HOLOENZIMA)
Local de acéo: Extracelulares, periplasmaticas e intracelulares.
Propriedades fisicas e quimicas das enzimas
Principais classes de enzimas de acordo ¢/ reacdes quimicas catalisadas.
(Tabela 1)

COMPONENTES DAS ENZIMAS

Substrato —.

Coenzima [

. ] —

Cofator Holoenzima
{porcao protéica) (porgao nao-protéica) (enzima completa)




Mecanismos de acao enzimatica
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COENZIMAS (COFATOR ORGANICO)

NAD + (Nicotinamida adenina dinucleotideo )

- reacOes catabdlicas
NADP+ (Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato )
- reacOes anabdlicas
FAD ( Flavina adenina nucleotideo )
FMN (Flavina mononucleotideo )
Coenzima A (CoA) — papel na sintese e na degradacao de lipideos e em reacdes
de oxidacéao do ciclo de Krebs

COFATOR INORGANICO ( IONS METALICOS)

Auxiliam na catalise de uma reacado pela formacédo de uma ponte entre a
enzima e um substrato

Fe, Cu, Mg, Mn, Zn, Ca, Mo e Co

Mg2+: enzimas fosforilativas (transferem um grupo fosfato do ATP para outro
substrato ), ex: Enolase

ion fluoreto se liga ao Mg 2+, que é o ativador da enolase — inibe o
metabolismo de bactérias cariogénicas



Tabela 1. Classificacao das enzimas em relacéo as reacoes
quimicas catalisadas

CLASSES REACOES CATALITICAS

1.

(deisdrogenases, peroxidades,

OXIDORREDUTASES Transferéncia de elétrons

superoxido-dismutase)

2. TRANSFERASES Transferéncia de grupos
(Transaminases, funcionais (metil, formil, carboxil, alde idicos,
transcarboxilases....) OH, N, P...
3. HIDROLASES Reacbes de hidrdlise (agua)
(galdase, esterases, peptidases,
fosfatases)
4. L1IASES Remocao de grupos a partir dos
(Descarboxilases, aldolases, substratos, deixando duplas liga c¢oOes
desdratases) ou substituindo-as
5. ISOMERASES ReacoOes de isomerizacao
(isbmeros Opticos, geométricos)
6. LIGASES (DNAligase..) Reacdes uni do de duas mol éculas com
ATP.
Regulacdo metabdlica
Atividade e sintese enziméaticas
(I. Pasteur, 1887 A. Niger (invertase), 1930 Adap/Constit., 42 Monod, 60 +Jacob)
Subs[rato
Coernzima
e ——
AP oer Zima Cofator Holoen zima
(Proveina) (Grupo Prosteticold fenzima com pl eta)
a)
o I Aregula céo pode ser
(crl:g:::iltc:o alttrado\ pOSitiVa ou negativa-
S Aumentando a afinidade
) pelo substrato/produto
R —— ou reduzindo-a.
Sitio
alos téri oo
(regulador)
4 =)] ()
Figura 1. Constituig¢cao enzimatica e agcao de inibidores (bic)

(a) (b)




Inibicao por retroalimentacao

Swubh=tr atao

e T
Fow rue-iexrxr sl
. e
Ern=irmva 1 v"?‘-'ﬁ-:s— Foernes ias Tean K
=
R ———
=T = e — T
=
=
=

B8 IS Y o et Lig-;l.r_j-fl.o"-
wlee ppresacles tor F i =l

Frescoius tes Firmanl

Fisrwa w-en 2o Texn Ailrig Erer Fraerny et ocrsn 1i rrnes 2w b e g or.

# Aplicacbes praticas e industriais!

Requlacao da atividade enzimatica

Enzimas constitutivas — metabolismo da glicose — produzidas gqq que sejam as condi¢cdes

Enzimas Indutiveis ou adaptativas— somente sdo produzidas quando o substrato se encontra
presente no meio

Requlacdo da sintese das enzimas - catabolismo

REPRESSAO (GERAL)
I,R P O GENESESTRUTURAIS

*Proteina repressora ativa

O gene operador bloqueado pela proteina repressora, em
consequéncia, ndo ha transcricao dos genes estruturais.




Regulacdo da sintese de Enzimas(lnducao)

OPERON E REGULAGCAO GENETICA

IR P OGENESESTRUTURAIS
- mm ]

MRN A l l Trgpscr icdo

O

/ Traducdo

Proteina I

Repr'r\l X l V\

I epressora
@ Repr essor
Indutores inativo

Compostos hidrofébicos, lactose

A ligacdo ao gene operador nao ocorrera, permitindo a
transcricdo etraducéo. (CATABOLISM O)

Regulacdo da sintese de enzimas (Repressao)
Anabolismo ou biossintese

REPRESSAO (GERAL)

I,.R P O GENESESTRUTURAIS
I T

R S
MRNAT \ XXX XXX

——
PROTEINA REPRESSORA
INATIVA
_|_

Co-Repressor

l

== PROTEINA REPRESSORA ATIVA

O repressor € ativado e o gene oper ador € bloqueado,
nao havendo transcricdo dos genes estruturais
(Anabolismo - TRP). Enzimasrepressiveis

B. PRODUCAO DE ENERGIA E PODER REDUTOR

Origem - Vias Catabdlicas

EMBDEM MEYROFF PARNAS (EMP)
PENTOSE FOSFATO (HMP ou PP)
ENTNER-DOUDOROFF (ED)
B-OXIDACAO — HC, LIPIDEOS
REACAO DE STICKLAND — AMINOAC.



ENERGIA QUIMICA

EQ = Energia das ligacdes quimica das moléculas de nutrientes especiais
(inorganicos NH2, H2S, NO2,..., Organicos. Glicose, AA, A. Grx...,) ao
quebrarem-se libera-se energia.

Energia Radiante em EQ.

TRANSFERIDAS AO ADP FORMANDO ...

FORMACAO, TRANSFERENCIA E ARMAZENAMENTO DE
ENERGIA

ZTriposfato de adenosina - ATP - ligacOes elevado teor energetico -
fosfodiéster - Moeda energética celular.
# Instavel;Principal molécula transportadora de energia de todas as células

ESTRUTURA DO ATP
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: transferem enargia

do ATP para molé-
culas complexas

. aoP + @ :
Moléculas complexas A
como o amido, proteinas Calor

e lipideos liberado



TEORIAS DA FORMACAQ DO ATP

ALTERACAO CONFORMACIONAL DA ATPase

FORCA PROTOMOTIVA

Energia do STE bombeia prétons (ion hidrogénio ou H+) para fora

da célula - MC nao é permeavel a protons, acumulando-se meio

externo (acido e positivo) e déficit interno - energia potencial —
PROTOMOTIVA

Canais especificos p/protons ADENOSINA TRIFOSFATASE, ATP Sintase ou
ATPase. Fluxo protons para o lado interno da membrana forcando a enzima a
fosforilar ADP formando ATP

Armazenamento de enerqgia

Armazenamento de energia

C. MECANISMOS BIOQUIMICOS PRODUTORES DE ENERGIA

FOSFORILACAO EM NIVEL DO SUBSTRATO
TRANSPORTE DE ELETRONS

FOSFORILACAO OXIDATIVA
FOTOFOSFORILACAO

FOSFORILACAO EM NIVEL DO SUBSTRATO

Rearranjo dos atomos na molécula do catabdlito — composto (—P ou —S) de
alto nivel energético, o qual através de enzima (s) apropriada rompe-se, libera
energia, que é transferida ao ADP formando ATP

Ex.: Figura 8.




VIAS CATABOLICAS

Oxidacao de 3P-Gliceraldeido

NAD
Pi

NAD
Acido 1,3 diP-Glicérico
ADP

<

Acido 2-P-Glicérico

Enol
H,0 olase

Acido P-Enol PirGvico
ADP

Acido PirGvico
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Figura 8. FOSFORILAGAO EM NIVEL DO SUBSTRATO

FOSFORILACAO EM NIVEL DE SUBSTRATO




PENTOSE FOSFATO

ENTNER-DOUDOROFF




TRANSPORTE DE ELETRONS

OXIDACOES BIOLOGICAS
= Reacdes de oxidacéo e reducao

e-
Fe++ — Fe +++
Fe +++ 7—} Fe ++

e-

Agentes redutores - Glicose, tioglicolato, cisteina, ac. ascorbico
Agentes oxidantes - Oxigénio, Nitrato, sulfato, carbonatos

OXIDACAO BIOLOGICA
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Acido succinico

GERACAO PODER REDUTOR

Poder Redutor — Elétrons p/ reacfes reducédo (Biossintese). Nucleotideos piridinicos (NADH,
FADH2, NADPH).

Importancia nos anaerobios.

Tabela 2. Potencial eletromotivo ou Redox (Eh) de pares de substancias biologicamente ativas



Par de substancias redox . As flavoproteinas diferem amplamente quanto aos valores de E; E's wortsy
Centro Clorofila * +e Centro Clorofila -0,60
2H* +2e- H, -0.42
Ferridoxina (Fe *3) +e- Ferridoxina (Fe *2) -0,42
NAD* + H* + 2e- NADH , -0,32
NAD(P) * + H* + 2e- NAD(P)H , -0,32
S+ 2H™* + 2e- H,S -0,274
Acetalde ido +2H * + 2e- Etanol -0,19
Piruvato + 2H * + 2e- Lactato -2 -0,18
FAD + 2H * + 2e- FADH , -0,18*[1]
Oxalacetato 2 +2H* + 2e- Malato -2 -0,166
FAD + 2H * + 2e- FADH , -0,03*
Fumarato -2 +2H* + 2e - Succinato -2 -0,031
Citocromo b (Fe *3) +e- Citocromo b (Fe +2) -0,075
Ubiquinona + 2H * + 2e - Ubiguinona H , 0,10
Citocromo ¢ (Fe *3) +e- Citocromo ¢ (Fe *2) 0,21
Citocromo ¢, (Fe*S) + e Citocromo ¢, (Fe*?) WEs
NO , +2H* + 2e- NO , + H,0 0,421
NO_, + 8H* + 6e- NH,, + 2H ,0 0,44
O, +4H™ + de- 2H20 0,815

Sistemas de Oxido-reducéo (O/R) - Figura 4,

Libera energia gradativa/série de sistemas de O/R, cada par sucessivo >capacidade receber
elétrons (maior capacidade oxidante do que o anterior).

Elétrons provenientes do doador sao removidos pelo sistema O/R inicial; que é oxidado pelo
proximo sistema O/R e ... Finalmente, os elétrons sdo transferidos ao aceptor final de
elétrons, usual/ composto oxidado do ambiente (DESASSIMILACAO).

SISTEMA DE TRANSPORTE DE ELETRONS

ADF — ATP

Composto
oxidado

Composto
reduzido

Doador de : : :
AT G - — — - Aceptor fingl
elgiron & _ ! i T | deeistons




Geracao de forca protomotiva

A, A RN s
T T T,

EMERANA
CITOPLASMATICA

FOSFORILACAO OXIDATIVA

Série integrada de reacOes de oxidacao sequenciais

STE - A ENERGIA E TEMPORARIAMENTE ARMAZENADA NA FORMA DE FORCA
PROTOMOTIVA;

A FP gera energia para sintese do ATP a partir do ADP / ATPase presente MC.

Transporte de elétrons, geracao de forca protomotiva e producao de ATP




FOTOFOSFORILACAO

CICLICA —SOMENTE SINTESE DE ATP
ACICLICA — SINTESE DE ATP E PR (NADPH)

SITIOS DE FOTOFOSFORILACAO

Anabaena azollae - cianobactéria

FOTOFOSFORILACAO

D. PROCESSOS METABOLICOS PRODUTORES DE ENERGIA

RESPIRACAO

DOADORES DE ELETRONS SAO COMPOSTOS ORGANICOS OU INORGANICOS,
MAS OS RECEPTORES FINAIS DE ELETRONS SAO SEMPRE INORGANICOS.
Procariéticos - MC — Mesossomos; Eucariéticos - mitocondria

©) {[c1=1\| o J—— RESPIRACAO AEROBIA
NITRATOS, SULFATOS E CAREONATOL —=--- RESPIRACAO ANAEROBIA

FOTOSSINTESE

Verde, Vermelha, marrom, ferridoxina)
» OXIGENICA (H,0)

FERMENTACAO PMPE EM QUE OS DOADORES E RECEPTORES

FINAIS € SAO COMP.ORG.

Produto final: Latica, Alcodlica, propidnica, butirica...
HOMO — um tipo produto final
HETERO - mista —E.coli - Enterobacter (Taxonémica)




RESPIRACAO FERMENTACAO

Tipos fermentativos

Respiracdo asrobia

Figura 4. Processos respiratorios e fermentativos.

Processos fermentativos
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FERMENTACAO LATICA

Acido piravico
H;C —C— COOH
I Latico
o desidrogenase
NADH + H* H

. |
NAD™ " h.c—C— cooH

Streptococcus |

OH

Acido latico

FERMENTACAO ALCOOLICA

Acido piravico ©9? Acetaldeido

b 4

Alcool- l NA|_D|1'|+
desidrogenase
~ Odontologia H
Engenharia genética
? ? Etanol

Processos fermentativos

Sy [ TES

i
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IMPORTANCIA DA FERMENTACAO

#Producéo de alimentos, bebidas, combustiveis, Medicamentos ...$$$$$$$$$5$$

#Deterioracédo alimentos — $3$$$ -
#’Reacédo STICKLAND — AA —Anaerdébios

# INFECCOES ANAEROBIAS — PROGNOSTICO RUIM — progressao rapida — bx rendimento
energético do processo metabdlico produtor de energia



Infeccoes anaerdbias
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Atmosfera anaerdbia
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Provas Bioguimicas

Meio de triplice aculcar e ferro

T

METABOLISMO INTERMEDIARIO OU ANFIBOLISMO
CICLO DE KREBS

PEP
Sequéncias
anapleurdticas .
P " CO, iruvato
Capnofilicos / ATP
Acetil-Coa
Toxicidade do oxigénio para os
anaer 6bios
H20;
0,
OH : NADH NADH
peroxidase e a-ceto- Iutarato
Super éxido Succinato 9 Aerébios a microaerdbios
dismutase (SOD) Anaerdbios facultativos néo funciona

Anaerobios fermentativos néo existe?
GTP NADH CO,

a-ceto-glutaricodesidrogenase 21 a 2%60,

Funcdes do CK

Producao de energia

Geracéao de poder redutor

Fornecer precursores para a biossintese
Catalitica




TOXIDADE DO OXIGENIO E ENZIMAS ENVOLVIDAS NA DETOXICACAO

A reducdo completa de uma molécula de oxigénio até agua requer quatro elétrons e, em
processos sequenciais, varios intermediarios sao formados : anions superoxidos, peroxido de
hidrogénio e radicais hidroxila

Os radicais reativos que sdo formados devem ser, de alguma forma,acomodados dentro da
célula.

As defesas primarias sao fornecidas por enzimas que capturam cataliticamente os
intermediarios da reducao do oxigénio

Radicais superoéxidos livres (02-)

O, + e- O, (radical superéxido )

sao formadas em pequenas quantidades durante a respiracado dos organismos que utilizam o
02 como aceptor final de elétrons

Apresentam alto grau de toxicidade para os componentes celulares devido a grande
instabilidade fazendo com que sejam retirados elétrons de moléculas vizinhas

Todo organismo crescendo em meio contendo oxigénio produzem uma enzima superoxido
dismutase (SOD) que neutraliza estes radicais

O, +O, +2H" SOD H,0, + O,

Peroxido de hidrogénio (H,0,)
20, +2H' O, + H,0, (peroxido de hidrogénio)

E um produto das oxidagdes celulares e da superéxido dismutase
# O peroxido de hidrogénio contém o anio peréxido ( O,”) que também é toxico para as células
#0s microrganismos sintetizam enzimas capazes de neutralizar a acéo téxica — as mais conhecida é a
catalase e peroxidase
2H,0, CATALASE,H,O + O,

AAIALAYL,

H,0, +2H" PEROXIDASE2H O

Radical hidroxila ( OH )
E uma outra forma intermediéria do oxigénio sendo muito reativa com a maioria das substancias
celulares
Pode danificar DNA , lipideos das membranas e outros
Podem ser gerados devido as reacdes o &nion superdxido e o peréxido de hidrogénio ou devido a
reagdes intracelulares
A remocéo eficiente dos anios superdxido e do peréxido de hidrogénio previne a formacao dos radicais
hidroxila

0, + H,0, O,+ OH?+ OH

METABOLISMO BIOSSINTETICO OU ANABOLISMO



METABOLISMO BIOSSINTETICO OU ANABOLISMO

F-aspartyl phosphate

=
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homosearine 2. 3-dihwdrodipicolinate
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mathionine

FLas. B The aspartate family biocsynthetic pathway of the essential
amino acids Iysine. threonine., and methionine. Curved arroceas with a ¢—3
sign represent major feedback inhibition loops by the end-product amino
acids. The dashed arrow with a (43 sign represents enzyme activation.
™Mot all enzymes are shown. Abbreviations: AK.,. aspartate kinase:
DFPS., dihydrodipicolinate synthase: FIST», homoserine dehydro menase:
HSK. homoserine kinase: TS, threonine synthase; G5, cystathionine
ysynthase: «BL, cystathionine g-lyase: WS methionine synthase: SIS
- ad.e]:lms}‘]l‘lleﬂ:lmnme synthetase.

Transcricdo e traducdo

-0

CATABOLISMO DE LIPIDEOS

A

Acidos grasos

CATABOLISMO DAS PROTEINAS

As proteinas sdo muito grandes para atravessarem as membranas plasmaticas

Os microrganismos produzem proteases e peptidases extracelulares para quebrar proteina em
aminoacidos

Aminoacidos precisam ser convertidos para poder entrar no ciclo de Krebs: desaminacéo ,
descarboxilacdo e desidrogenacao




VIAS METABOLICAS DE USO DE ENERGIA (ANABOLISMO

Estes processos bioquimicos sdo endergdnicos — requerem energia
Fontes de energia : ATP(adenosina trifosfato),GTP

( guanosina trifosfato ),UTP (uridina trifosfato) ou uma forca protomotiva
Energia necessaria para biossintese de componentes quimicos da células como DNA, RNA,
protéinas ,peptideoglicano da parede celular e fosfolipideos da membrana celular
Energia necessaria para processos vitais como: mobilidade e transporte ativo de nutrientes
através da membrana celular
Devido as habilidades biossintéticas variadas , 0s microrganismos apresentam grande
diversidade em relacéo as exigéncias nutricionais
As vias biossintéticas comecam com a sintese das unidades estruturais necessarias para a
producao de substancias mais complexas
As unidades estruturais sdo entao ativadas — energia de moléculas de ATP
As unidades estruturais ativadas sdo unidas uma a outra para formar substancias complexas
que se tornam parte estrutural ou funcional da célula

BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS E PROTEINAS

Como um microrganismo sintetiza aminoacidos?
O nitrogénio gasoso (N2 ) é utilizado apenas por algumas bactérias para
sintese de compostos nitrogenados como exemplo amoénia (NH3 ) — fixacao de
Nitrogénio
Formas inorganicas de nitrogénio (amonia, sulfato de aménia ) — Amoénia +
composto contendo carbono para produzir aminoacidos
Aminacao : adicao de um grupo amino ao acido piravico ou a um apropriado
acido organico do ciclo de Krebs converte o acido a aminoacido
Transaminacao : se o grupo amino advéem de um aminoacido preexistente

BIOSSINTESE DE AMINOACIDOS

> Formas organicas de nitrogénio como aminoacidos —
adicionados no meio de cultura

Sintese de aminoacidos

l

Ativacdo de aminoacidos

a

Sintese de proteina

DNA Transcricao MRNA Traducéo Proteina



BIOSSINTESE DE NUCLEOTIDEOS E ACIDOS NUCLEICOS

BIOSSINTESE DE NUCLEOTIDEOQOS - PURINA E PIRIMIDINA

BIOSSINTESE DE CARBOIDRATOS

Microrganismos autotroficos sdo capazes de usar dioxido de carbono ( CO2) da atmosfera
convertendo-o em um composto organico — Fixacdo de CO2 - necessita ATP e NADPH2

Fotoautotroéficos ( cianobactérias )

Produzem ATP utilizando energia luminosa — fotofosforilacao

Obtém NADH2 — usando elétrons removidos da clorofila na presenca de luz
Quimioautotroficos ( Nitrosomonas e thiobacillus)

Produzem ATP utilizando energia liberada durante a oxidacdo de compostos inorganicos
(H2 ,aménia, nitrito,e compostos sulfurados reduzidos )

Obtém NADH2 - utilizando elétrons retirados durante a oxidacdo de compostos
inorganicos

PRINCIPAL METODO DE FIXACAO DO CO2 CICLO DE CALVIN - BENSON




PRINCIPAL METODO DE FIXACAO DO CO2 CICLO DE CALVIN - BENSON
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BIOSSINTESE DE PEPTIDEOGLICANO DA PAREDE CELULAR

Etapas da Biossintese

1°) Conversao de glicose em uma unidade estrutural ativada — N-acetilglicosamina-UDP
(NAG-UDP)

2°) Producédo de uma outra unidade estrutural ativada — acido N-acetilmuramico-UDP (NAM-
UDP)

3°) Formacéao da cadeia pentapeptidica — Adicdo de AA ao NAM-UDP

4°) Introducao do lipideo carreador

59) Adicdo de NAG-UDP ao NAM-pentapeptideo-lipideo carreador — formacao de uma
unidade constitutiva completa do peptideoglicano

6°) Transporte da unidade ativada através da membrana citoplasmatica para ser integrada
a estrutura da parede celular

7°) Alongamento da cadeia de peptideoglicano

8°) Formacao de ligac¢fes cruzadas rigidas para manter a forma da célula bacteriana -
Transpeptidase

Biossintese do peptoglicano
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Mecanismos de transpeptidacao

Enzimas (PBP)-
Peptidil e glicosiltransferases;
Endopeptidases, D-ala carboxipeptidases.
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Figura 4. Bioquimica e genética da reducéo
desassimilatéria do Sulfato.
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VIAS METABOLICAS DA REDUCAO DE SULFATOS




