CHAPITRE Ili

NUTRITION CROISSANCE ET CULTURE
BACTERIENNES



Toutes les cellules y compris les bactéries

- Sont composées des mémes éléments chimiques: Protéines,
Acides Nucléiques, Minéraux, Sucres, Acides Gras,
Vitamines

- Se reproduisent et sont le résultat de la reproduction

- Nécessitent de I'énergie extérieure

- Régulent le flux des nutriments et des métabolites qui entrent
et quittent la cellule

- Sont tres finement régulées en élaborant des systemes
senseurs des signaux environnementaux
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Property PD FD IDT BPDT GT
carrier mediated - + + + +
conc. against - - + + NA
gradient

specificity - + + + ¥
energy expended . - pmf ATP PEP
solute modified . - - - +
during transport

Table 7. Distinguishing characteristics of bacterial transport systems.
PD = passive diffusion

FD = facilitated diffusion

IDT = ion-driven transport

BPDT = binding protein dependent transport

GT = group translocation




Figure 4-10 Group translocation: the phosphotransferase system (PTS) of E. coli.
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Les milieux de culture

Utilisés pour croissance et maintien des microorganismes au laboratoire.
Composition dépend de I'espéce a cultiver:

- Nutriments essentiels carbonés et azotés

- Minéraux: P, S, Mg, Fe, ....

- facteurs de croissance: AA, Purines, pyrimidines, vitamines ...

On peut distinguer:
- Milieu liquide, milieu solide ou semi liquide

- Des milieux Complexes (ou riches): Leur composition chimique précise est inconnue, mais ils
assurent la croissance d’une tres large gamme de microorganismes.

Composant de base: Peptones, Tryptones, Hydrolysats de viande, de soja, de caséine de gélatine ..
Exemple: Bouillon nutritif, GNO, Bouillon de soja, ....

- Des milieux synthétiques (minimum)
lls sont constitués de composés chimiques de nature et de quantités connues et précises.
Le dosages des différents nutriments minéraux et organiques sont connus et bien précis.



Types de milieux de culture

- Milieux enrichis: Ajout de sang pour espéeces exigeantes.

Il existe des espéeces non cultivables, et de espéeces intracellulaires
obligatoires.

- Milieux sélectifs: Favorisent sélectivement la croissance de certaines
especes.

Exemples:
- Milieu de Drigalsky contient le cristal violet, favorise les G-
- Milieu Endo-Agar ou Eosine méthylene bleu agar inhibe les G+

- Milieu SS contient des sels biliaires sélectionne Salmonella et
Shigella.

- Chapmann contient NaCl et favorise les Staphylocoques.
- Ajout d’antibiotiques

Remarque: On peut aussi sélectionner par la température.
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Chap. II : Techniques L .
de base en microbiologie Cultures en milieu liquide




MacConkey (lactose+ rouge ncutre) :utlisation acidification

+ :
Lac’ (colonies rouges) Lac (colonies incolores)

Mobilite (0.5% agar)

Fermentation du glucose
Production de déchets acides (indicateur de pH. rouge de phénol)

Production soit de CO, soit de CO, et H, (insoluble)




Chap. II : 'l_'echn_iqueg ,
de base en microbiologie Milieux selectifs differentiels

Milieu MSA

(mannitol + sels
+ rouge phénol)

Staphylococcus Sfaphylococcus
epidermidis aureus

On blood agar S. aureus produces beta hemolysis.



* ISOLEMENT DES CULTURES PURES :

Dans le milieu naturel, mélanges de plusieures espéeces. Leur étude
nécessite la réalisation de cultures pures.

Pour cela, on fait:
1) Ensemencements par stries (streak palte), ou un
2) Etalement a I'aide d’un rateau de verre (spreed plate), ou alors un

3) Ensemencement apreés dilutions dans la gélose en surfusion ou en sandwitch
entre deux géloses.

e Ces techniques peuvent étre combinées avec l'utilisation de milieux sélectifs
et différentiels pour l'obtention de souches ou de cultures pures.

* On obtient ainsi des colonies qui parfois nécessitent une ou plusieurs
opérations de séparation pour aboutir a une culture pure.



Isolement de colonies sur milieu solide
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COLONIES :

MORPHOLOGIE : elle peut avoir des aspects tres variés, on trouve
généralement les cas suivants :

Forme : Punctiforme, Circulaire, filamenteuse, Ondulée, rhizoide, Fuseau, ...
Elévation : Plate, Elevée, Convexe, DOme, Ombiliquée, ...

Bordure : Entiere, Ondulée, Lobée, Erodée, Filamenteuse ou duveteuse,
Plissée, ...

CROISSANCE DES COLONIES :

Forte croissance en bordure et faible croissance au centre de la colonie (car
au centre de celle-ci il y a diminution des nutriments, accumulation des
toxines et mauvaise circulation des gazes tels que 02 et CO2.



Figure 15.1  Bacterial Colony Characteristics on Agar Media as Seen with the Naked Eye. The characterstics of bactenal
colonies are described using the following terms.

Punctiform ~ Circular ~ Filamentous ~ Ireqular ~ Rhizoid Spindle
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Chap. II : Techniques . — .
s bl ,,.;c,.,bif,'bg;e Isolement de colonies sur milieu solide

Bacillus subtilis

Staphylococcus aureus
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Dénombrement direct

bactéries

Mesure de la turbidité
- Absorbance, (A) ou Densité Optique DO.

Source de
Tumiére e Spectrophotométre

600-650 nm




Exemple d'une courbe de croissance
(Log nombre de cellules en fonction du temps)

: phase de latence,

: phase de croissance exponentielle,
: phase de ralentissement,

: phase stationnaire,

: phase de déclin.
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SCHEMAS DES SYSTEMES DE CULTURE EN CONTINU
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Débit milieu neuf F
Nutriment So l

|

Volume V F (Milieu utilisé + bactéries)
Bactéries X(t)

Nutriment S(t)

dx/dt = rate produced — rate out

dS/dt = rate in — rate out — rate consumed



Let ¢(S) be the growth rate of the organism with units of 1/time
and is an increasing function of nutrient. Let v be the yield
constant which is the mass of the organism produced per unit
mass of nutrient, i.e.,

mass of organism produced
B mass of nutrient used

-~
\

!

Then the system of differential equations becomes:

dx Fax

—_ — 15‘ xr — —
= g(S)a =

dS FbSg FS 1
— — _ S)YT .



— 3 - Principe de la culture continue

3.1 Modele a un compartiment : Le chemostat

F
D=—-dt
V éq. 1),

Alimentation

Milieu de culture
ou: -leflux F est le volume de milieu qui s'écoule
dans et hors du réacteur de culture pendant
I'intervalle de temps dt,
-V est le volume du réacteur.

Dans le réacteur de culture est placé une culture
d'organismes unicellulaires dont le taux de croissance
p est constant pour une concentration donnée en
élément limitant. Le changement de biomasse B en
fonction du temps est donné parla relation :
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REAL A A ! B
Commercial applications of

metabolic analysis

« Why do we need to improve bacterial growth? Shouldn’t we try and Kill
all those nasty bacteria? Think again. ..

« Optimising E. coli growth is a commercial challenge.

» Recombinant E. coli bacteria (through the addition of plasmids containing an
inserted gene) are grown in tanks and used for industrial production of:

— insulin for diabetics

— hepatitis B surface antigen (HBsAg) to vaccinate against the hepatitis B
Virus

— factor VIII for males suffering from haemophilia A
— erythropoietin (EPQ) for treating anaemia (and doping athletes...)
— human growth hormone (HGH)

- ranulocyte-macroPhage colony-stimulating factor (GM-CSF) for stimulating
the bone marrow after a bone marrow transplant

— granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) for stimulating neutrophil
production e.g., after chemotherapy

— tissue plasminogen activator (TPA) for dissolving blood clots
— and many others...






CONDITIONS PHYSICO-CHIMIQUES DE LA
CROISSANCE

A- Effet de I'oxygene

1 - Les bactéries aérobies strictes ne se développent qu'en présence de l'oxygene. Respiration.
L'oxygene moléculaire, accépteur final d'électrons, est réduit en eau
Exemples: (Pseudomonas, Acinetobacter, Neisseria).

2 - Les bactéries micro-aérophiles se développent mieux ou exclusivement lorsque la pression
partielle d'oxygene est inférieure a celle de l'oxygéne dans l'air
Exemples: (Campylobacter, Mycobacteriaceae).

3 - Les bactéries aéro-anaérobies facultatives se développent avec ou sans air. C'est le cas de la
majorité des bactéries de pathologie médicale : les entérobactéries Exemples: (Escherichia,
Salmonella), les streptocoques, les staphylocoques. Fermenteurs.

4 - Les bactéries anaérobies strictes ne se développent qu'en absence totale ou presque d'oxygéene.
(culture sous atmosphere réductrice).

Exemples: bactéries intestinales (Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium) et bactéries des flores
normales de l'organisme.

La production de radicaux superoxydes que les bactéries anaérobies
ne peuvent pas éliminer > Toxicité de I'oxygene.



Chez les anérobies stricts les ions superoxyde et hydroxyle qui sont des
oxydants tres forts ne peuvent pas étre détruits (absence de superoxyde
dismutase) et/ou par I'absence d'une activité enzymatique catalase et
peroxydases.

NADH;
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diamutnge \_pem;gud:z:e / 1 H;0
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La superoxyde dismutase (SOD), est une métalloprotéine avec une activité
enzymatique: la catalyse de la dismutation du superoxyde en oxygéne et peroxyde
d'hydrogene. Pour cette raison, cette enzyme est une partie importante du systeme
de défense contre les radicaux libres.



Figure 18.1 The Appearance of Various Agar Deep Cultures. Each dot represents an individual bactenal colony within the agar or
on 1ts surface. The surface, which 15 directly exposed to atmospheric oxygen, wall be aerobic. The oxygen content of the medium decreases
with depth until the medium becomes anaerobic toward the bottom of the tube.
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Figure 18.2 Preparation of an Anaerobic Wright’s Tube. Pyrogallol 15 a reducing agent that 1s activated by NaOH to remove
oxygen from the tube and create anaerobic conditions.
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B- Effet de la pression osmotique

Les bactéries sont assez tolérantes aux variations des concentrations ioniques.
Certaines espéces sont osmotolérantes (Staphylocoques, Vibrio cholerae).

C- Effet de l'eau libre (activité de I'eau)

La disponibilité de I'eau présente dans I'atmospheére ou dans une substance
intervient dans la croissance bactérienne. L'activité de I'eau (Aw) est
inversement proportionnelle a la pression osmotique d’une solution ou d'un
composeé. Elle dépend de la présence plus ou moins importante de solutés
(sels, sucres ou autres) dissouts dans I'eau.

Aw =P solution/ P ... (P = pression de vapeur)



Tableau [11.6 - Valeurs d’Aw pour queiques solutions de
NaCl et de saccharose.




Aliments aw Micro-organismes pouvant s'y deve- Lieu de stockage et
lopper a temperature ambiante temperature

Viande fraiche 096  [Bactéries Réfrigérateur +4°C

Poisson 099 |Bactéries Réfrigérateur +4°C

Fruits et legumes | 0,98 0,95 |Bactéries Réfrigérateur +4°C

Confiture 0754008 |Moisissures Température ambiante ou
réfrigerateur

Fruits secs 06  |Aucun micro-organisme Température ambiante dans
un endroit sec

Cereales 07 Moisissures Température ambiante

Biscuits secs 0,99  |Aucun micro-organisme Température ambiante, dans
un endroit sec

Café soluble 02  |Aucun micro-organisme Température ambiante dans

un endroit sec




D- Effet de la température

Etfet de la temperature

1966: découverte par le Pr. Brock de bactéries vivant dans des sources

d’eaux chaudes (=100°C) du parc national Yellowstone (USA)

On trouve aussi des bactéries poussant a tres basse tre : eaux glacees de
I’ Antartique... ou dans nos frigos!!!
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Figure 2. Courbes de croissance des microorganismes psychrophiles, mésophiles et thermophiles
selon la température
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Tableau [114 - Classification des micro-organismes en fonction de leur température optimale de croissance.

Thermophiles extrémes »50°C >T0°C >8§0°C
Thermotrophes >5°C 35-50°C >30°C
Thermophiles 225 °C >45°C »50°C
Mésophiles 510°C 30:37°C 4043°C
Psychrotrophes -3°C 0:25°C N
Psychrophiles -15°C 5-10°C 0°C




E- Effet du pH

Effet dwu pH

PH des environnements naturels varient de (.5 pour les sols les plus acides

(volcans) a 10,5 pour les lacs les plus alecalins (lac de soude au IKényva)

acidophiles

3 neutrophiles basophiles
i ™
i / Y
3 \
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K
&
: . . . . . ) . . -
[ -t
P H i P H max

PpH optimiuim

P miliceu de culture doit se rapprocher du pH optimuom de la bactérie etudice
st tarmpron s pour Stre maintenu {aceurmulation déchets)y

[La plupart des milicux pour diagnostic de pathogénes humains est vers pBEH 7

Acidophiles

forctaadrarci fles

Fhichoaciffvs (dissolution des mermbranes et lyvse des cellules a pH neutirae )

MNIE extraction de minerais

Acorchéeobacieries (Sudfraofafes T hermopfasma)y sont acidophiles obligatoires
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F- Effets du rayonnement:

Rayons UV, Rayons Gamma (Action sur les structures des cellules,
action sur I’ADN).

Utilisation en stérilisation
Interaction avec les pigments protecteurs des structures cellulaires,
ADN notamment.



CHAPITRE IV

METABOLISME BACTERIEN
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METABOLISME

ADF + P,

Agroblc resplration Chemical work

drEeroblc I'EIEFIrE'ﬂl:II'I
Farmentation = = E“TETTTHHM
Photoeynthesis eeraEnicalwo

ATP

Figure 5.5 The Cell’s Energy Cycle. ATP is formed from encrgy
made available dunng aercbic respiration. anacrobic respiration,
fermeniaton, and photosynthesis, [Es breakdown © A LD and phosphate
(P.) makes chemical, transport, and mechanmcal work possible.
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ATP
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Adenosine monophosphate (AMP)
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Adenosine triphosphate (ATP)

(a) — Bond that releases energy when broken




METABOLISME: TRANSPORTEURS D’ELECTRONS ET DE PROTONS
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clectrons and a hydrogen from a redouced subsirate (5Ha). These are

camied on the nicotinamide ring. (e} Model of MATDDT when bound 1o
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Guanosine Di et Tri Phosphate

Le coenzyme GDP/GTP (GTP 523 daltons) = Nucléotide
ayant une structure tres voisine de celle de ’ADP/ATP



METABOLISME: TRANSPORTEURS D’ELECTRONS ET DE PROTONS
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METABOLISME: TRANSPORTEURS D’ELECTRONS ET DE PROTONS

B o

I
T O NH,
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)

Figure 5.9 The Structure and Function of NALL (a) The stactore
of WA and NATDE MADP differs from MALD in having an extra
phosphate an one of its ribose sugar units. (hy NAT can acoept
clectrons and a hydrogen from a redoced suhsirate (SHS) . These are
carried on the nicotinamide rng. (o) Model of MATT when Boond 1o
the eneyine lactae dehydrogenase,



METABOLISME: TRANSPORTEURS D’ELECTRONS ET DE PROTONS

Dérivé de la Riboflavine qui
est la vitamine B 2

Figure 8.1 The Structure and Fanction of FA DL
The vitamin riboflavin is composed of the
imoalloxazine ring and it= attached ribose sugar. FMM is
riboflavin phosphate. The portion of the ring directly
involved in oxidation-reduction reactions is in color.
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Figure 5.11  The Structure and Fanction of Coeneymse O} or
Ubiiguinome. The length of the =side chain varies among organisms

froam n 6 won 10.
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Figure .12  The Structare of Heme. Heme is composed of a
porphyrin ring and an attached iron atom. It is the nonprobein
component of many cytochromes, The iron atom alternatively acoepls
and meleases an electron.
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Figure 8.11 The Structure and Function of FAD. The
vitamin riboflavin is composed of the isoalloxazine ring and its
attached ribose sugar. FMN is riboflavin phosphate. The portion of
the ring directly involved in oxidation-reduction reactions is in color.



METABOLISME: TRANSPORTEURS D’ELECTRONS ET DE PROTONS
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O

Figure 8.12 The Structure and Function of Coenzyme Q or
Ubiquinone. The length of the side chain varies among
organisms fromn = 6 ton = 10.
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Figure 8.13 The Structure of Heme. Heme is composed of a
porphyrin ring and an attached iron atom. It is the nonprotein
component of many cytochromes. The iron atom alternatively
accepts and releases an electron.



METABOLISME
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Figure 5.8 Energy Flow in Metalbrolism. Examples of the
relationship Between eleciron flow and encerzsy in metaboli=im.
Dxyeen and MADP  scrve as electron acceplors for BA ITDH and

walter, respoectively.
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Figure 815 Engyme Function. The fommation of the enzyme-
substrate complex and its comversion o products is shown,



Enzyme Classification

Typeof Enzyme  Reaction Catalyzed by Enzyme Example of Reaction
Oxidoreductase Oxidation-reduction reactions Lactate dehydrogenase:
Pyruvate + NADH + H==lactate + NAD"
Transferase Reactions involving the transfer of groups Aspartate carbamoyltransferase; Aspartate + carbamoylphosphate =
between molecules carbamoylaspartate + phosphate
Hydrolase Hydrolysis of molecules Glucose-6-phosphatase; Glucose-6-phosphate + H;0 — glucose + P,
Lyase Removal of groups to form double bondsor ~ Fumarate hydratase; 1-malate = fumarate + H,0
addition of groups to double bonds
Xy
N/ ||
C=C+X-y=-C-C-
/N ||
[somerase Reactions involving isomerizations Alanine racemase; L-alanine == D-alanine
Ligase Joining of two molecules using ATP energy Glutamine synthetase: Glutamate + NH; + ATP — glutamine +

(or that of other nucleoside triphosphates)

ADP +P,




Reaction without enzyme

Reaction with enzyme

Free energy

C+D

Progress of the reaction

Figure 8.15 Enzymes Lower the Energy of Activation.

This figure traces the course of a chemical reaction in which A and
B are converted to C and D.The transition-state complex is
represented by AB*, and the activation energy required to reach it,
by E,.The red line represents the course of the reaction in the
presence of an enzyme. Note that the activation energy is much
lower in the enzyme-catalyzed reaction.



AG=AH-T. AS

A G Variation de I’énergie libre de réaction (qté d’énergie pour
réaction a T et P cstes)

A H variation de I'enthalpie
T  Degrés Kelvin

AS Vvariation de I'entropie (énergie non exploitée perte)



AG=AH-T. AS

A G Variation de I’énergie libre de réaction (qté d’énergie pour réaction a T et P cstes)

A H Vvariation de I’enthalpie
T  Degrés Kelvin

AS Variation de I’entropie (énergie non exploitée perte)

A G* =-2,303 RT. Log K,
A G* = - nF AF',

AG®” = —nFAE;

In which s 15 the number of electrons transferred and F 15 the
Faraday constant (23,062 cal/mole-volt or Y6494 Iimale-voll).
For every (0.1 volt change in AE ;. there 15 a corresponding 4.6
kcal change in AG™ when a two-electron transfer lakes place.



Catabolism Anabolism
Energy-yieldingmetabolism Biosynthetic metabolism

Energy sources Biopolymers (for example, proteins)

.

Biosynthetic intermediates

ATP (for example, amino acids)

Heal

ADP Intracellular precursor pool

A

1

Metabolic products External nutrients




A central pathway: glycolysis

Glycogen,
' tarch,
¢ GIyCOIyS|S (from the Greek glykys T
meaning “sweet” and lysis meaning splitting) | _—
* Glucose is the major fuel for most organism > oxidation via Glucose
it's rich in potential energy: its complete pentose phosphate waiarhe
oxidation to CO2 and water has a standard pathway ey
free-energy change of -2840 kJ/mol s =S

Glucose is stored in big polymers like starch or glycogen

When energy demand increases, it can be released quickly and used to
produce ATP either aerobically (using oxigen) or anaerobically

(fermentation)

Glucose is also a versatile molecule for building the basic carbon skeleton
of other molecules like fatty acids, amino acids etc.



glucose
C ATP

ADP
glucose-6-phosphate

-

fructose -6-phosphate

C ATP
ADP

fructose-1.6-diphosphate

glvceraldehvde-3-phosphate < — » glvceraldehvde-3-phosphate
\,\\13\1::: +¥, \:\\l;\lll:D R
1 .3-dip‘l'losphoglyccric acid 1 .3-dip¥10sphoglyceric acid
o =
3-phosphoglvceric acid 3-phosphoglvceric acid
2 -phosl')'hogl_\'ceric acid 2 -phosﬁhoglyceric acid
t —11,0 —11,0
phosph‘ocnolpyruvic acid phosph‘;)enolpyruvic acid
= =
pyru{;ic acid pyru‘\;ic acid

The Embden Meyerhof pathway for glucose dissimilation. The overall reaction is the oxidation of
glucose to 2 pyruvic acid. The two branches of the pathway after the cleavage are identical, drawn
in this manner for comparison with other bacterial pathways of glycolysis.



Glycolyse

2NAD eep 2ZNADH

1 Glucose ‘ 2 Pyruvate
C6 C3

2ADP =——p 2ATP



VOIES METABOLIQUES ESSENTIELLES ET SITES DE CONTROLE
LA VOIE DES PENTOSES PHOSPHATE

Glucose NADE* I MADPFH+H*
¥ W,

Glucose 6-phosphate G-phosphogluconclactone
¥ Glucose é&-phosphate

Fructose G-phosphate deshydrogénase
* d q NADP*
MADPH + H*
Glycolyse

Ribose S-phosphate

Biosynthése des
nucléotides



Oxidative Stage of Pentose Phosphate Pathway_
Glucose-6-phosphate

NADP"
Glucose-6-phosphate
dehydrogenase
NADPH

-Phosphogluconolactone

20
D Gluconolactonase

6- Phosphogluconate

NADP’
6-phosphogluconate
NADPH dehydrogenase

Ribulos e-5-phos phate

s il e AAAC A4 VAL LS

Non-Oxidative Stage of Pentose Phosphate Pathway

copyright 1886 M W.King
Ribulose-5-phosphate

Ribulose.5phosphate Ribulose-5.phosphate
3-epimerase isomerase

Xylulose—S—phosphate Ribose-5-phosphate

Transketolase

;

Sedoheptulose-7-phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate

Transaldolase

ErytLrose
4-Phc|>sphate

Transketolase

J
Glyceraldehyde Fructose Fructose
3-phosphate 6-phosphate 6-phosphate



Oxidative Stage of Pentose Phosphate Pathway—

Glucose-6-phosphate

NADP'
Glucose-6-phosphate

dehydrogenase

y

NADPH
¥

6-Phosphogluconolactone

H.O
Gluconolactonase

H#

\

6-Phosphogluconate
NADP’

6-phosphogluconate
NADPH dehydrogenase

CO. q
Ribulose-5-phosphate

copyright 1996 M W . King
: |
Non-oxidative reactions



Non-Oxidative Stage of Pentose Phosphate Pathway

g copyright 1896 M W King
Ribulose-5-phosphate

Ribulose.5-phosphate

g Ribulose-5.phosphate
J-epimerase

Xylulose-5-phosphate Ribose-5-phosphate

Transketolase

Y ¥
Sedoheptulose-7-phosphate Glyceraldehyde-3-phosphate

Transaldolase

ErytLrose
4-Phosphate

Transketolase

¥
Glyceraldehyde Fructose Fructose

3-phosphate 6phosphate 6-phosphate



glucose

ATF
ADFP

glucose-6-phosphate

MALD
MADH,

G-phosphogluconic acid
—HO

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid

pyruvic acid = + glyceraldehyde-3-phosphate

TADP [Embden-Meverhol
ZATP pathway)

acetaldehyde +CD, ﬂﬂﬂ.

MADH,
NAD pyTuvic acid
ethanol

acetaldehyde+ COD,

NADH,
KA

esihanol

The Entner-Doudoroff Pathway of Fermentation



2 pyruvic acid
2CO. 2NADH,

2acetyl-S-CoA

2oxalacetic . » 2 citric acid
acid -ﬁ
o~
2N.~\D}»l,(-\ CoA
2 malic acid 2 isocitric acid
T TCA X 2
2CO. 2NADH,
2fumaric acid 2 a-ketoglutaric acid
-~
2 F:\ml,r\ CoA ZCO-,.'—/J'\" 2 NADH,
2succinic acid < 2 succinyl-S-CoA

2ATP 2ADP

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

Glucose + 6 02 ---------- >6CO2+6H20 + 38 ATP
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The tricarboxylic acid (TCA) or Kreb's cycle
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The main pathways of biosynthesis in procaryotic cells

Glucose-

|

Other sugars ——— Glucoses6-P —= Ribose-P ——= Tetrose-P

¥ ! |
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Proteins
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0 0
I |

NH C C
Carbamoyl | o7 Aspartate 07N\
phosphate 1=C CH, carbamoyltransferase NH CH,
synthetase | + | > | | +P
L-Glutamine + HCO  + 2ATP ——> 0 CH ® 0O _C  CH |
| PN L 07 NNY 000"
0—P=p HN coo™ [ H
r!r |
I
Carbamoyl Aspartate I Carbamoylaspartate
phosphate !

:

arp --" i l
]
: :

CTP -—— -— Uridine monophosphate (UMP)

0 .

Figure 8.23 ACTase Regulation. The aspartate carbamoyltransferase reaction and its role in the regulation of pyrimidine
biosynthesis. The end product CTP inhibits its activity (—) while ATP activates the enzyme (+). Carbamoyl phosphate synthetase is also
inhibited by pathway end products such as UMP.



ALL ORGANISMS

Organic compounds CO, Organic compounds CO,

I Green nonsulfur
0, . iron- bacteria,
v Organic Inorganic ca':bonmgem'm Dllfpbll;ml 'g 'm'“ >
Al animals, compound oampd oxdizing bacteria
most fungi, i -
protozoa, P (plants, algas, bacteria (green
bacteria Fermentative: transport chain: cyanobacteria) and pt:(pl)e

for example



(a) Lactobacillus glucose ———> fructose diphosphate
2ATP ZADP
2 ADP 2 phosphoglyceric acid «————2 triose phosphate

2NADH, 2NAD

2ZATP 2 pyruvic acid ———— 2 lactic acid

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

ZATP 2 ADP
2 ADP 2 phosphoglyceric acid «———2 triose phosphate
2NADIH, ZNAD

2ATP 2 pyruvic acid —Tv 2 acetaldehyde —————> 2 alcohol
2CO,



Blocoses
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glucose-6-phosphale
A DY
AT,

- phogluconic acid
[ e
MADH,

0oy, - « penlos=e phosphate
+P,

glyvceraldehyde-3-phosphate acelyl phosphate

™AL ey DR,
et - = f__ =2 Th
1,3-diphosphoglyceric acid acetaldehyde
MATHE L~ T2 MTNH,
ATP [~ AT
F-phosphoglyceric acid elhanol
—, 0
phosphoenaol pyruvic acid
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pyruvic acid
¥ AT HL,
AT

lactic acid

The heterolactic (phosphoketolase) pathway of fermentation



Fermentations in bacteria that proceed through the Embden-

Meyerhof pathway
sugars
£ s laiaser fliis l Kiatwsrells Sscrliliis
+2H +pyravic acd ) :
D- or L-lactic acid —=—— pyruvicaad — = ca-acetolactic acid
i —CO,
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ST S T o e
ADP -
CO, ¥
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21 ESViS 7775
+4H
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CO. H, ~CoA-SH
-2H
- —~CoA-S11 /
Y H, O aceticacid +acetyl-S-CoA
succinic acid  CoA-SH
—CO, acetoacetvl-S-CoA
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propionic acid
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l +2H ~CoA-SH / \ +4H
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Figure 20.1 OQOutline of Major Fermentation Pathways. Microorganisms produce varnious waste products when they ferment glucose.
The by-products released (shaded boxes) are often charactenstic of the microorganisms and can be used as 1dentification tools.

Sugars

Glycolysis

® co, @

Lacue| NADH 4 NADH | Ethanol
o -« Pyruvate Acetaldehyde —= +
ac

CO

: co,

@ Ve CoASH @

Oxaloacetate o-acetolactate

NADH /j\

M‘rl t Acetyl-CoA

alate

/ ADP @ ’L Acetoin

HO

o NADH
®

Acetoacetyl-CoA

| 2,3,-butanediol
Y NADH
Succinate ‘4 \\

/ Butyryl-CoA
NADH l NADHl
Y
Fmpl:ruc | Isopropancl | | Butanol | | Butyric acid |
aci

1. Lactic acid fermentation. Lactic acid bacteria (Streptococcus, Lactobacillus).

2. Alcoholic fermentation. Zymomonas, Saccharomyces.

3. Propionic acid fermentation. Propionic acid bacteria (Propionibacterium).

4. 2,3,-butanediol fermentation. Enterobacter, Serratia, Bacillus.

5. Mixed acid fermentation. Enteric bacteria (Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Proteus).
6. Butyric acid fermentation. Clostridium.



AEROBIC RESPIRATION

glycolysis +
TCA cycle
GLUCOSE @& 6 CO2
NAD
\NADH 2
atpase ELECTRON

ATP~)— PMF —~a)p——— | TRANSPORT SYSTEM
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Figure 9.3 The Three Stages of
Aerobic Respiration. A general
diagram of aerobic respiration in a
chemoorganoheterotroph showing the
three stages in this process and the
central position of the tricarboxylic acid
cycle. Although there are many different
proteins, polysaccharides, and lipids, they
are degraded through the activity of a few
common metabolic pathways. The dashed
lines show the flow of electrons, carried by
NADH and FADH,, to the electron
transport chain.

Proteins Polysaccharides
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Amino acids Monosaccharides
‘ ATP
Stage 2 NADH
NH,
Pyruvate
J‘ NADH
Acetyl-CoA
Oxaloacetate Citrate
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‘ ATP
NADH f
Isocitrate FADH
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| f
co, |/
u-Ketoglutarate ‘
CoQ
Succinyl-CoA co. l
Electron Cytochromes
transport
chain
0.'-

Y ATP




Chemoorganotrophic Fueling Processes

Respiration

Electron transport chain O, Aerobic
respiration
S - ox phos
rganic energy PME —+ ATP
and
electron source
C Electron transport chain E;Df , Anaerobic
NO,, CO,, respiration
atoms co fumarate,
2
etc.
SLP Biosynthesis
ADP ATP
Fermentation
ADP ATP
Biosynthesis
Lstp S P
Organic energy C atoms =
and Fermentation
electron source products
(e.g., ethanol, Ho,
e lactic acid)
Endogenous /
electron
acceptors

(e.g., pyruvate)



Electron acceptors for respiration and methanogenesis in procaryotes

Electron Reduced end | Name of process Organism
acceptor product
02 H20 Aerobic respiration Escherichia,
Streptomyces

NO3 NO2, NH3 or | Denitrification Bacillus,

N2 Pseudomonas
S04 S or H2S Sulfate reduction Desulfovibrio
Fumarate |succinate Anaerobic respiration using | Escherichia

an organic e- acceptor

CO2 CH4 Methanogenesis Methanococcus




MNifrosomonas

MNifrobacier

Thiobaallius

Ho 5

Lithotrophic oxidations

MH5+ O+ 2HT = NH30H +H30
N, { (NOH)
- 2e-
MO, +H2 0 {— = NOj;
- 2e-
I--Sl:| I-S[:]3 "'S[:]Il

- 2e- Slpis



PHYSIOLOGICAL GROUPS OF LITHOTROPHS

PHYSIOLOGICAL ENERGY OXIDIZED END ORGANISM
GROUP SOURCE PRODUCT

Hydrogen bacteria H2 H20 Alcaligenes,
Pseudomonas

Methanogens H2 , CO2 H20 Methanobacterium

Carboxydobacteria CO CO2 Rhodospirillum,
Azotobacter

Nitrifying bacteria* NH3 NO2 Nitrosomonas

Nitrifying bacteria* NO2 NO3 Nitrobacter

Sulfur oxidizers H2S or S S04 Thiobacillus,
Sulfolobus

Iron bacteria Fe ++ Fe+++ Gallionella,

Thiobacillus

* The overall process of nitrification, conversion of NH3 to NO3,
requires a consortium of microorganisms




Distribution of Bacteria in a Lake
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Tableau 113 - Types d'interactions entre deux micro-organismes A et B,

Prédation - - | Bdétruit A pour se développer

Parasitisme + - | Bsedéveloppe au détriment de A sans le détruire
Compétition - - | ActBs'inhibent par limitation de substrats
Amensalisme - 0| Bouitd A, sans étre influencé d’aucune maniére
Neutralisme 0 (0| AectBévoluent indépendamment

Syntrophie ou commensalisme | + 0| Bestbénéfique A, sans étre influencé

Synergie ou protocoopération . + | Act B profitent I'un & I"autre, sans obligation
Symbiose ou mutualisme + + | AetB ont besoin obligatoirement I'un de |"autre




METABOLISME PHOTOTROPHIQUE:

e Acquisition de I'énergie a partir de la lumiere et son utilisation pour fixer le
CO2 et production de O2 photosynthese vraie comme chez les plantes, les
algues et cyanobactéries.

* Qu utilisation de cette énergie pour les besoins énergétiques de bactéries
sans fixation de CO2 sans production de carbohydrates se novo.

Comparaison du photosysteme | (photophosphorylation cyclique) a la
respiration aérobie
AEROBIC RESPIRATION

glycolysis +

TCA cycle x —
GLUCOSE @& 6 CO2 I l
S quinone
NAD -
\NA:HZ —p pmf ———p ATP
i ELECTRON cytochrome
ATP~)— PMF ~a)——— | TRANSPORT SYSTEM a
|
' chlorophyll*
02 H,0 (RC)
Aerobic respiration Photosystem I: cyclical electron flow

coupled to photophosphorylation



co2 — » CH20

NADPH2 -
/.IéeS—»vf» e~ )_5—-} e~
NADP

4

| quinone

R

£ 3

—» pmf—p ATP
4 ~H2A
cytochrome
8-

|

chlorophyll"'
(RC)

.,

Coupling the light and dark reactions of photosynthesis



Differences between plant and bacterial photosynthesis

PLANT PHOTOSYNTHESISIS

BACTERIAL
PHOTOSYNTHESIS

ORGANISMS

Plants, Algae,
Cyanobacteria

purple and green bacteria

Type of chlorophyll

chlorophyll a absorbs at
650-750nm

bacteriochlorophyli
absorbs at 800-1000nm

Photosystem | (cyclic present present
photophosphorylation

Photosystem | | (noncyclic | present absent
photophosphorylation

Produces O2 yes no
Photosynthetic electron H,O H2S, other sulfur

donor

compounds or certain
organic compounds




proteins =—— amino acids

0,
. lipids
pyruvic acid
ribulose (2) phospho- Embrancs
bis phosphate glyceric acid
- 2 ATP
(Z) NADPH=2
g CALDIN
ATP CYCLE
pentose phosphate (2) triose phosphate
nucleic acids
hexose phﬂsphate = cell walls
DMASREMA
pnlysamhandes = capsules

The Calvin cycle and its relationship to the
synthesis of cell materials



The CODH or acetyl CoA pathway of CO, fixation in the methanogens

CO,

2H
Carbon monoxide dehydrogenase/acetyl-CoA synthase i

The bifunctional enzyme carbon monoxide

dehydrogenase (CODH)/acetyl-CoA synthase is a key enzyme
involved in the Wood-Ljungdahl pathway of carbon fixation
that operates in anaerobic bacteria.

As such, it is a major player in the global carbon cycle.

The CODH component of the enzyme catalyzes the reversible
reduction of CO, to CO, which is then channeled to the ACS
active site where it reacts with CoA and a methyl group
provided by the corrinoid iron—sulfur protein (CFeSP) to form
acetyl-CoA

HCOOH

MP—CH,
“B,;"
“B,;"—CH, 2H

[codh]—(ﬂ‘—CH3
O

CoAi

acetyl-CoA + codh



FDH,

acetyl-S-CoA \* 3> pyruvic acid

S

CO. CoA

FDH,

\,

succinyl-S-CoA TT a-keloglutaric acid

CO. CoA

The two ferredoxin (FD)-mediated reactions used for CO, uptake in the green
bacteria are a reversal of the oxidation of keto acids mediated by NAD and CoA



The main pathways of biosynthesis in procaryotic cells

cell wall
(murein)

T capsules ATP, NAD, CoASH
biofilms DNA. RNA
storage Ribosomes
glucose
olysaccharides nucleotides
membrane poly histidine
| 1
lipids hexose pentose tetrose
_— S ———
T phosphate phosphate phosphate
alycerol l
rhosphate triose phosphate
l shikimic acid
phosphoglyceric acid
cysteine

\ A chorismic acid
DNA serine ~ phosphoenolpyruvic acid / \ tyrosine

FBIA \ l l tryptophan phenylalanine

purines
\

cytochromes chlorophyll

’\ ‘\ acetyl-CoA T) fatty acids i archaeal
_—~—" membrane

polyisoprenoid compounds

h hyri
emes «<— porphyrin /V \

__——— oxalacetic acid quinones

citric acid
succinic acid /

a-ketoglutaric acid

- pyruvic acid —— alanine

glycine ~— valine bacterial
- CO. leucine — membrane

lipids

isoleucine

lysine

aspartic
threonin‘et// acid 1
asparagine methionine glutamic acid — glutamine
pyrimidines \l
J proline arginine
DNA

RBNA



