Zaklady biochemie biotechnologickych procest

Uvodem

Biotechnologie uplatiiuje fizenym zptisobem metabolickou ¢innost Zivych organismt
pfedevsim mikroorganismu a rostlin. Z biochemického hlediska je potfebna znalost
zpusobu, jakym organismy ziskéavaji energii pro zékladni zivotni procesy a cest, jakymi
buduji slozité biopolymery tvofici zékladni strukturni slozky bunék.

Jelikoz zisk metabolické energie je spojen s oxida¢né-redukénimi déji a dochazi pii ném
k membranovému transportu elektronti a protond, je tvodni ¢ast skript zaméfena na
zaklady bioenergetiky. Je vénovana pozornost Gibbsové energii jako néstroji

Kk posouzeni moznosti spontanniho pribéhu konkrétnich biochemickych reakci a vztahu
Gibbsovy energie k rovnovazné konstanté a elektrochemickému potencialu oxida¢né-
reduk¢nich soustav.

Je uveden prehled zakladnich katabolickych drah a cyklu, které piispivaji k zisku
energie, zpusobil syntézy ATP jako univerzdlniho pfenasece energie a vycet kofaktort
oxidoreduktas jako prostfednikl transportu redukcnich ekvivalentti. Tato skripta ovsem
Vv z4dném piipad¢ nejsou ucelenou ucebnici zdkladl obecné biochemie. K ¢etbé tohoto
studijniho materialu je tfeba pfistoupit teprve po osvojeni si zakladi biochemie,
mikrobiologie a nezbytné jsou téz zakladni znalosti organické chemie.

Dale vénuji pozornost rozdeleni organismu dle trofiky a uvadim zékladni odlisnosti
metabolismu jednotlivych skupin biotechnologicky vyuzivanych mikroorganismii.

Pro pochopeni podstaty biodegradace latek jsem zaradil zakladni obecné principy
xenobiochemie se zaméfenim na enzymaticky biodegradacni aparat. Na tuto ¢ast
navazuje kapitola vénovana biodegradaci vybranych skupin kontaminantt a jejich
zakladni charakteristika.

V ¢asti zamétené na konkrétni sanacni techniky, vénuji pozornost zejména
bioremedia¢nim metodam a nékterym vybranym fyzikalné-chemickym sanacnim
postuptiim. Do ucebniho textu jsem zahrnul i ¢ast vénovanou pfirozené monitorované
atenuaci kontaminovanych zemin a podzemnich vod ropnymi latkami a chlorovanymi
uhlovodiky.

Dale uvadim srovnéni aerobnich technik biodegradace s anaerobnimi postupy a zatrazuji
¢ast orientovanou na mechanismy a podminky tvorby bioplynu a skladkového plynu.
Dalsi stat’ obsahuje zakladni techniky imobilizace enzymn, které jsou stale vice
vyuzivany pii kontinuélnich fermentac¢nich procesech v bioreaktorech, ¢i aplikovany

Vv analytické chemii aplikacich v podobé biosenzorti a bioCipu.

Rozvoj biotechnologii je v dne$ni dobé neodmysliteln€ svazan s vysledky vyzkumu

V oblasti genového a genetického inzenyrstvi. Geneticky modifikované organismy i pies
urcita rizika a soucasné legislativni bariéry predstavuji perspektivu i1 pro biodegradaci
typicky rekalcitrantnich polutanti, které neni mozné odbouravat adaptovanou
pfirozenou mikroflorou
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1. Metabolismus jako zdroj energie a stavebniho materialu organismu

Latkova pireména, ktera predstavuje vysoce organizovany regulovany soubor
chemickych reakci probihajicich v Zivych systémech a mezi nimi
a okolnim prostiedim reprezentovany litkovymi a energetickymi pfeménami.
Zahrnuje protikladné vzajemné se doplitujici drahy, které délime na :

a) katabolické
—rozkladné, pfi kterych je energie uvolnovana ( exergonické )

b) anabolické
— syntetické, probihajici za spotieby energie ( endergonické )

Rozlisujeme nasledujici zékladni procesy spojené s latkovou a energetickou
pireménou :

1.1 Katabolismus ( disimilace )

Degradacni faze metabolismu, p¥i které jsou na energii bohaté sloZitéjsi organické
latky odbouravany na jednodussi produkty za zisku energie.

Vyznam katabolismu spociva :

v zisku chemické energie v podobé ATP
1) ve vzniku prekursorti o mensim poc¢tu uhlika pro biosyntetické reakce
2) v tvorbé redukéniho ¢inidla NADPH

Katabolismus u chemoorganotrofnich organismi probiha ve tiech fazich :

1) hydrolyza biomakromolekul na monomery,
coz piedstavuje Stépeni biomakromolekul ( polysacharidd, proteind, lipidd,
nukleovych kyselin )
na monomery ( monosacharidy, aminokyseliny, mastné kyseliny a glycerol,
pentosy a dusikaté baze )
za katalyzy enzymy z t¥idy hydrolas ( glykosidasy, proteasy, lipasy, nukleasy).
Tyto dé&je probihaji v travicim traktu vysSich organismu nebo intracelularné
ve specifickych organelach lysosomech.
Prokaryotni mikroorganismy vylucéuji prislusné hydrolasy do vnéjsiho
prostiedi a Stépeni Zivin probihd extracelularng.
Reakce Vv této fazi katabolismu probihaji bez uplatnéni kysliku ( anaerobné )
a nejsou zdrojem metabolicky vyuzitelné energie ( ATP).

2) dehydrogenace a $tépeni produktit 1.faze katabolismuna acetyl-CoA,
kdy jsou organickym latkam odnimany p¥i dehydrogenacnich reakcich
vodiky a pFenaseny na akceptory NAD*, NADP"* a FAD za vzniku NADH +
H*, NADPH + H" a FADH,. V této fazi katabolismu je syntetizovano ATP
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Vv mensi mifre substratovou fosforylaci. Energeticky piinos je z vétsi ¢asti
realizovan teprve po pienosu redukénich ekvivalenti v podobé NADH + H a
FADH; do respira¢niho fetézce v navazujici oxida¢ni fosforylaci.

3) uplné odbourani acetyl-CoA v citrdatovém cyklu,
kdy produktem odbourani acetyl-CoA v citratovém cyklu jsou 2 CO,
a osm dvojic aktivovanych vodiki ( redukénich ekvivalenti ) v podobé tii
( NADH+H") a jednoho FADH,, které jsou pienaseny do respiracniho fetézce.
Vznikajici protonovy gradient pohani syntézu ATP oxida¢ni fosforylaci. Ta se
podili az 95% na celkové produkci ATP. Elektrony z dychaciho fetézce jsou
pfenaseny systémem oxidoreduktas na termindalni akceptor - za aerobnich
podminek na O, za vzniku vody, pfi anaerobni respiraci napf. na NOg', SO, %
( nitratova resp. sulfatova respirace ).

glukosa glykogen triacylglyceroly
glukosa- hexokinasa glykngcnl glykogen- syntéza h In citlive
6-fosfatasa synthasa fosforylasa triacyl- ormonaie citliva
glycerold triacylglycerolipasa
glukosa-6-fosfat mastné kyseliny
\ . syntéza /R :
glukoneogeneze gl\{kolyza mastnych B-oxidace
pentosa- kyselin
fosfatova — —
draha
i r—» fosfoenolpyruvat - N>
pyruvitkinaga
pyruvit ——————F laktdt
pyruvit- laktat-
‘W dehydrogenasa
pyruvit-
karboxylasa
fosfoenol- ( acetyl-CoA
pyruvat- *>— ketonové latky
karboxykinasa

—— ketogenni aminokyseliny

" " C’R:TOVY
glukogenni  ————> oxalacetat e
aminokyseliny 5 CYKLUS

}

oxidacni
fosforylace

1

Obrazek 1 : Katabolické drahy intermediarniho metabolismu

1.2 Anabolismus

Asimilace - ( lat. assimilatio = ptizpusobeni, splynuti )
predstavuje biosyntetické metabolické déje, kdy z jednoduchych organickych latek
jsou organismu syntetizovany sloZitéjsi organické latky az za vzniku strukturné
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slozZitych energeticky bohatych biopolymeri.

Biosyntetické reakce jsou energeticky narocné ( endergonické ) a probihaji za spotieby
ATP.

Pro anabolické déje jsou typické redukéni hydrogenadni reakce vyuzivajici jako
donor vodikii univerzalni redukéni ¢inidlo NADPH + H,

Jednoduché organické prekursory vstupuji do biosyntéz v termodynamicky aktivované
form¢ po vazbé¢ na aktivujici latky napt. nukleosidtrifostaty.

Jsou vyuzivany pro zvySeni Gibbsovy energie vychozich latek pfi nasledujicich
biosyntézach :

a) oligo- a polysacharidia ( UTP)
b) mastnych kyselin ( HSCoA )
c) fosfolipidi (CTP)

d) proteina ( GTP)

Po probéhnuti reakce a zatazeni ptislusné stavebni jednotky do struktury biopolymeru
dochazi k odStépeni aktivujici latky.

1.3 Primarni metabolismus

Zahrnuje procesy, které zahrnuji metabolické déje zajiStujici energii

a syntézu zakladnich stavebnich sloZek organismu a prekursori biosyntetickych
procest

napt. aminokyselin, nukleotidli, monosacharidil, mastnych kyselin atd.

e Probiha s riznou intenzitou ve v§ech organismech a fada primarnich
metaboliti ( napf. ATP, aminokyseliny atd.) je univerzalnich
u taxonomicky znac¢né odliSnych druhi

e Primarni metabolity jsou syntetizovany v mnozstvi nezbytn€ nutném v zavislosti
na energetickém stavu a fyziologickych potfebach organismu.

e Syntéza primarnich metaboliti podléha citlivé regulaci na n¢kolika Grovnich.

1.4 Sekundarni metabolismus

Zahrnuje procesy navazujici na primarni metabolismus, jejichZ produkty
( sekundarni metabolity ) neslouZi organismu jako zdroj energie
a zakladniho stavebniho materialu.

Je pro néj charakteristické, ze :

e Sekundarni metabolity zahrnuji Sirokou Skalu latek
( napf. antibiotika, alkaloidy )

e Jsou produkovany pi‘edev§im niz§imi organismy ( mikroorganismy,
rostlinami ) s méné dokonalou kontrolou primarniho metabolismu

e tvorba konkrétnich sekundarnich metabolitl je omezena na izké taxonomické
skupiny.
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e sekundarni metabolity vznikaji vétSinou V nerostoucich bunéénych populacich
( ve stacionarni fazi rustu ), ¢i v populacich s omezenym ristem

¢ na sekundédrni metabolity 1ze nahliZet jako na produkty detoxikac¢nich
mechanismu za situace metabolického stresu, kdy v disledku poruchy
regulace primarniho metabolismu dochazi k hromadéni primarnich metabolita,
které se mohou stat vychozimi latkami sekundarniho metabolismu.

1.5 Rozdéleni organismii podle metabolismu

Organismy podle vyzivy ( trofiky z fec. trofé = vyziva ) se déli na :

A. Podle zdroje prijimané energie :

fototrofy svétlozivné vyuzivaji energii fotoni slune¢niho zafeni
vyuzivaji energii ziskanou oxidaci ( dehydrogenaci )
energeticky bohatych organickych nebo anorganickych
slouc€enin, které slouzi jako ziviny. Ziskanou energii
chemotrofy | latkozivné |transformuji na formy univerzalné pouzitelné pro pohon

endergonickych reakci, tedy na energii uloZenou v
makroergnich slouceninéch ¢i v elektrochemickych
gradientech iontil na bunéénych membranovych
strukturach.

B. Podle zdroje uhliku pro syntézu organickych sloucenin jako zakladnich
stavebnich prvki organismu :

Syntéza organickych sloucenin z latek anorganickych
probiha fixaci CO,

samozivné u fotosyntetizujicich organismi (sinic, zelenych fas,
autotrofy |fec. autos = |nizsich a vyssich rostlin ) oznacovanych pojmem
sam, autotrofni fototrofy. Z CO; se za ucasti slunecniho
trofein = zivit | zafeni syntetizuji slozitéjsi télu vlastni latky.
Autotrofie je znama téz u chemotrofnich organismt
(autotrofni chemotrofy )
Vyuzivaji pteménu organickych latek, které vedle toho,
heterotrofy cizozivné | ze poskytuji prekursory pro biosyntézy,
se souasn¢ uplatnuji jako zdroje energie.
mixotrofy Maji schopnost jak fixovat CO,, tak i heterotrofné
asimilovat organické latky
K syntéze stavebnich organickych latek organismus
auxotrofy |z fec. vyzaduje ptijem urcitych sloucenin napt. riznych
auxano = rustovych faktort, vitaminti, purinovych ¢i
rostu pyrimidinovych bazi. MlzZe se jednat o tzv. auxotrofni

trofein = zivit

mutanty, které ztratili schopnost tyto latky syntetizovat,
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a proto se pro n¢ stavaji ristovym faktorem.

Jako Ziviny jsou schopny vyuzivat pouze jednoduché

prototrofy organické latky
— ethanol, jednoduché organické kyseliny atd.
paratrofy vyuzivaji latkového a energetického potencialu

hostitelské bunky

syntrofismus

Je druhem symbiosy, kdy jsou rtizné druhy mikroorganismu
s odliSnym metabolismem vzajemné troficky zavislé a svou
metabolickou aktivitou se zdjemn¢ dopliuji resp.na sebe navazuyji.

predstavuje proces, kdy bakterialni buitka disponuje kontrolnim
mechanismem, kterym v ptipad¢ soucasné piitomnosti dvou zivin se

diauxie stejnou fyziologickou funkci, mize pozastavit utilizaci jedné z nich
a reprimovat syntézu enzymu potiebnych k jejimu odbourdvani.
g
% spotieba
= I | sorbitolu
5 I
3 ] ]
3 T Lan ) 3
spotreba | |
glukozy | :
indukce
enzymi
% LI ! 1
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Obrazek 2 : Diauxie
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C. Podle primarnich donorii elektronu pri oxidoredukénich déjich

organotrofy organozivné | Elektrony jsou uvolnovany pii dehydrogenaci
organickych latek
lithotrofy nerostozivné Elektrony jsou uvoliiovany oxidaci jednoduchych
(Fec. lithos = anorganickych latek
kémen) ( Hz, Hzo, st, NH3)

D. Podle terminalnich akceptori elektronii pri oxidoredukénich déjich

aerobni kyslikaté Energii ziskavaji aerobni respiraci, kdy
terminalnim akceptorem elektronti je O,

Terminalnimi akceptory elektront jsou
anorganické latky o vys$Sim oxida¢nim stupni
anaerobni bezkyslikaté |napi. NO3', SOy 2', Fe 3+, CO,

( @anaerobni respirace )

nebo méné redukované organické latky

( fermentace ),

Disponuji anoxybiotickym metabolismem
probihajicim bez atmosferického kysliku.
Kyslik na né€ piisobi inhibi¢né nebo piimo
toxicky. Toxicky ucinek je zprostiedkovan

Vv pribéhu oxidace generovanymi peroxidy

a superoxidovymi radikaly vzhledem k
nepiitomnosti katalas a peroxidas v buiikach.

synonymum
obligatné
anaerobni

a) striktné
anaerobni

Jsou schopny riist jak v pritomnosti, tak i
Vv nepiitomnosti kysliku. Rychleji se rozmnozuji
b) fakultativné za aerobnich podminek, jelikoZ je aerobni
anaerobni metabolismus energeticky vyhodné&jsi. Pfednostné
vyuzivaji kyslik, ale pti jeho nedostatku
ptrechazeji na vyuzivani NOs, Mn (IV) nebo
Fe (111).

Kyslik neni vyuZzivén pfi zisku energie, kterou
¢) mikroaerofilni | synonymum |ziskéavaji fermenta¢né, ale v men§im mnozstvi
aerotolerantni | pisobi pfiznivé pii jejich rozmnozovani napf.

Lactobacillus.
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2. Zaklady bioenergetiky

2.1 Gibbsova volna energie jako kritérium samovolnosti chemickych
déja

2.1.1 Charakteristika a standardni stav Gibbsovy energie

Gibbsova energie predstavuje ¢ast vniti'ni energie schopnou vykonavat pri
vratném ( reverzibilnim ) déji za isotermicko-isobarickych podminek maximalni
uZite€nou praci.

Je ukazatelem samovolnosti chemickych déji probihajicich pfi konstantnim tlaku a
teploté.

Volna sluéovaci energie latek predstavuje zménu volné energie pii vzniku

1 molu latky v standardnim stavu z prvka ve standardnich stavech.

Podle dohody je volna energie vSech prvki v jejich standardnim stavu pfi teploté 25°C,
tlaku 0,101 MPa v jejich nejstalejsi form¢ rovna nule.

Standardni zména volné energie pro danou reakci je rozdilem souctu Gibbsovy
energie produktl a vychozich latek a je vyjadiena rovnici :

A G° =2 AG°C ( produkty )— > A G° ( vychozi latky )

Standardni zména volné energie je definovana pii 25°C, tlaku 0,1 MPa
a jednotkovych aktivitach vychozich latek a produkta.

Standardni stav pfi biochemickych reakcich navic obsahuje podminku, ze se jedna o
vodné roztoky pii pH 7.
Pti posuzovani uskute¢nitelnosti chemickych reakci je tfeba vychazet z redlnych

podminek zahrnujicich aktualni koncentrace vSech zacastnénych latek.

2.1.2 Vztah mezi Gibbsovou energii a rovnovaZnou konstantou

Pro nasledujici chemickou rovnici :
aA+bB—>cC+dD

1ze vyjadtit zménu Gibbsovy energie v zavislosti na rovnovazné konstanté nasledujicim
vztahem :

A G=A G° +RT.In([CI[D]*/ [A][B]”= AG®" + RT.InK

V rovnovazném stavu plati AG =0 tj.
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AG°’=-RT.InK

Zména Gibbsovy energie urcuje, zda bude reakce pti daném slozeni reakéni smési, pii
daném konstantnim tlaku a teploté probihat v ur¢itém sméru samovoln¢. Pti spontdnnim
prabéhu chemickych reakci jsou preferovany takové déje, pfi nichz :

se uvolnuje pii vzniku novych vazeb nejvice tepla a tyto vazby v produktech jsou
silngjsi nez ve vychozich latkach

pfi nichz vznikaji ve srovnani s vychozimi latkami produkty méné uspotadané

Z I1.véty termodynamické vyplyva vztah :

A G°=AH°-TAS®

kde A H° = standardni zména entalpie
( mnozstvi energie vyménéné systémem ve formé reakéniho tepla ).

e Je-li AH° <0 jedna se o exotermickou reakci pii niz se reakéni teplo uvoliuje
( pti reakei vznikaji pevnéjsi vazby )

e Naopak pokud je AH° >0 jde o endotermickou reakci pfi niz se teplo
spotfebovava
( ve vychozich latkach jsou pevnéjsi vazby nez v produktech )

TAS® vyjadiuje tendenci po dosaZeni maxima nahodilosti
resp. neusporadanosti :

e Je-li TA S° > 0 je pravdépodobnost kone¢ného stavu vyssi nez pocate¢niho a
konecny stav je méné uspoiadany.
Samovolny prubéh reakce je entropicky zvyhodnén.

e Pii TAS® <0 je pravdépodobnost koneéného stavu nizsi nez pocate¢niho,
resp.konecny stav je usporadané;jsi.
Samovolny prubéh reakce je entropicky nevyhodny.
Aby byla splnéna podminka AG < 0 musi byt reakce exotermicka
a AH® > TAS® .

e Pokud je A G < 0 probihaji chemické reakce samovolné
- jsou exergonické.

e V ptipad¢, ze A G >0 chemické reakce neprobihaji samovolné
- jsou endergonické.
K tomu, aby mohly probihat, musi byt spfazeny s exergonickou reakci, z niz
odebiraji energii.

e Pri A G =0 je systém je v rovnovaze — vratna reakce

2.2 Elektrochemické oxida¢né redukéni potencialy ( redox-potencialy )

2.2.1 Petersova rovnice
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Pro nasledujici oxidacni reakei :

Sred <> Sox + ne-
redukovana forma oxidovana forma
napt. Fe? > Fe® + e

ma Petersonova rovnice tento tvar :

kde E° je standardni oxidacné-redukéni potencidl .

Je definovan jako potencial elektrody z uslechtilého kovu ponotené do roztoku

o jednotkové aktivité viech reagujicich latek SH,, S a H* vztazeny k standardni
vodikové elektrodé¢.

Z Petersovy rovnice vyplyva, ze je roven potencidlu elektrody z uslechtilého kovu
ponofené do roztoku ekvimolarni smési redukované ( Sreq ) a oxidované

( Sox ) formy latky. Pfi nizkych koncentracich 1ze aktivity redukovaného

a oxidovaného substratu nahradit koncentracemi.

Pro biochemické reakce je vyhodnéjsi definovat standardni oxida¢né-redukeni potencial
E°’ pti pH 7 (H'= 10" mol/l ) a atmosferickém tlaku 0,1 MPa.

Skute¢ny redoxpotencial soustavy je zavisly na poméru aktualnich koncentraci
oxidované a redukované formy.

R je universdlni plynovd konstanta

T je absolutni teplota

n vyjadiuje pocet vyménénych elektronii

F predstavuje Faradayovu konstantu ( cca 96 400 C.mol-1).

2.2.2 Vztah mezi standardni zménou Gibbsovy energie a rozdilem
standardnich elektrochemickych potenciali pri oxida¢né redukéni reakcei
Mnozstvi uvolnéné energie vyjadiené zmeénou Gibbsovy energie je imérné rozdilu
redoxpotencialll a poctu prenaSenych redukénich ekvivalenti.

Rozdilu 0,1 V odpovida zhruba 20 kJ .

AG =nF AE°=-R T .InK

Elektrony pfechazeji samovolné ze systémi s negativnéj$im redoxnim potencialem (
redukc¢nich Cinidel ) na systémy s vys$im redoxnim potencialem
( oxidacni ¢inidla )

2.2.3 Oxidacné-redukcni systéem

Biologicka oxidace substratu mé vzdy charakter dehydrogenace,
kdy se ze substratu odstépi 2H podle rovnice :
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SH, < S + 2H" + 2¢
redukovany subtrat oxidovany substrat

Oxidovana a redukovand forma substratu tvoti oxida¢né-redukéni soustavu

SH» /'S, kterou Ize charakterizovat hodnotou

standardniho oxidacné-redukéniho potencidlu.

Na redoxpotencialech substratové soustavy ( SH,/ S ) a akceptorové soustavy

( AH2/ A) zavisi, kterym smérem bude oxida¢né-redukéni reakce probihat.

Pti oxidaci jsou elektrony odnimany a jsou pievadény ze systému elektronegativnéjSich
na elektropozitivné;jsi.

Ma-li soustava SH,/ S nizsi redoxpotencial nez AH,/ A bude reakce probihat zleva
doprava. SH; se bude oxidovat na S a A bude redukovana na AH,.

Rovnice této oxidacné-redukéni reakce se sklada ze dvou dil¢ich déju:

1. oxidace ( dehydrogenace ) substratové soustavy SH, — S+ 2H"+2¢”

2. redukce (thydrogenace ) akceptorové soustavy A +2H" + 2" — AH,
sumarni rovnice oxidoredukéni reakce SH, + A <& AH, +S

e V biologickych systémech je nejelektropozitivnéjsi soustava H,O / O,
(+0,8V).

e Hodnoty standardnich redoxpotencialii organickych substratti bunééného
metabolismu se pohybuji v rozmezi —0,7 V az 0 V.
Proto mohou byt v§echny organické latky oxidovany kyslikem.

e V neptitomnosti kysliku pfi fermentaci se uplatiiuji redoxpotencialy
substratovych oxidoreduk¢nich soustav, mezi kterymi jsou jen malé rozdily.

e Rozdil redoxpotencialt 0,3 V staci k syntéze jedné molekuly ATP
(A G =50 kJ/mol).

e Soustavy NADP*/ NADPH a NAD"/ NADH, maji zhruba stejny standardni
redoxpotencial E°” (-0,4 V), ale maji odlisnou funkci v metabolismu.

e NAD" se ucastni hlavné katabolickych drah ( fermentace a respirace ) a
NADPH + H" reduktivnich anabolickych dé&jt..

2.2.4 Substrdtové oxidacné-redukcéni soustavy v buiice

Soustava Rovnice a poznamka

H,O <> 1/2 Oy + 2H" + 2¢° E”=+0,81V

Tato soustava ma nejvyssi standardni redoxpotencial ze vSech
H,O /0O, piirozen¢ se vyskytujicich substratovych soustav.

Zleva doprava probiha reakce pti fotosyntéze zelenych rostlin
a vV opa¢ném smeéru pii respiraci.

nasycena / HOOC- CH,-CH,-COOH « HOOC-CH=CH-COOH
nenasycena + 2H " +2¢

10
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slou¢enina sukcinat fumarat
E=0,0V

HOOC-CH(OH)-COO <> HOOC-CO-COO™ +2H" +2¢
alkohol / aldehyd laktat pyruvat
E°=-0,2V

resp. soustavy laktat / pyruvat, ethanol / acetaldehyd,

| malat/ oxalacetat E°=-0,2V
hydroxy-kyselina

/'oxokyselina | g_pydroxybutyrat / acetoacetat E® =-0,35V

Oxidace hydroxylové skupiny vicesytné karboxylové kyseliny
provazena dekarboxylaci :

isocitrit — o-ketoglutarat + 2 H" + 2¢e + CO2

E°=-0,38V
dehydrogenace
provazena HOOC-CH,-CH(OH)-COO  — CH3;-CO-COO + 2 H" +
dekarboxylaci +2e +CO,
malat pyruvat
E°=-0,33 V

oxosloucenina / karboxylova Kkyselina

aldehyd / glyceraldehyd-3-fosfat + H,O <> 3-fosfoglycerat+ 3 H" + 2 ¢’
karboxylova
kyselina E° =-0,54V

CH3-CO-COO™ + H,0 <> CH3-COO +2 H" +2¢ + CO;

a-oxokyselina / pyruvat acetat
karboxylova E°=-0,65V
kyselina + CO,

Velice nizké redoxpotencialy jsou v piipadech, kdy se
a-oxokyselina oxiduje za soucasné dekarboxylace
napft. pii oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu na acetat.

a-oxoglutarat + H,O <> sukcinat + 2 H" + 2¢ + CO,

a-oxoglutarat / E°=-0,65V

sukcinat + CO, | Tato dvojice ma nizsi redoxpotencily nez soustava molekularni
vodik / protony. .

Protony proto mohou byt vyuzivany jako akceptory elektronti za
vzniku molekularniho vodiku a energie.

Hy & 2H +2¢ E°=-041V

11
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Elektrochemické potencialy oxidoredukénich soustav
oxidovana forma redukovana forma n |[E° (V)
1/2 O, H,O 2 0,82
SO, % S0, % 2| 048
NO; - NO, - 2 0,42
cyta 3 (Fe*) cyta 3 (Fe?) 1 0,39
0, H,0, 2 0,3
ubichinon ubichinol 2 0,05
fumarat sukcinat 2 0,03
FAD FADH,( flavoprot ) 2 0
oxalacetat malat 2 -0,17
pyruvat laktat 2 -0,19
acetaldehyd ethanol 2 -0,2
S H,S 2 -0,23
lipoova kyselina dihydrolipoova kys. | 2 -0,29
NAD * NADH 2| -0,32
NADP* NADPH 2 -0,32
acetoacetat 3-hydroxybutyrat 2 -0,35
H* 1/2 H, 1 -0,42
acetat acetaldehyd 1 -0,58

Tabulka 1 : Elektrochemické potencialy oxidoredukénich soustav

2.3 Oxidoreduktasy

Enzymy z téidy oxidoreduktas nekatalyzuji pfimou interakci dvou substratovych
redoxnich systémd, ale ptenos redukcnich ekvivalentli na koenzym nebo prostetickou

skupinu enzymu.

2.3.1 Kofaktory transhydrogenas

2.3.1.1 Pyridinové ( nikotinamidové ) dinukleotidy

Kofaktory

Chemicka struktura

Pyridinové ( nikotinamidové )
dinukleotidy — NAD",

NADP*

nikotinamid — ribosa — fosfat- fosfat — -
- ribosa — adenin

2.3.1.1.1 Struktura pyridinovych transhydrogenas

12
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Pyridinovy nikotinamidovy kruh je spojen B-N glykosidickou vazbou s ribosou, jejiz
OH skupina na patém uhliku je esterifikovana kyselinou fosfore¢nou.
Tento nukleotid je spojen fosfoanhydridovou vazbou s druhym nukleotidem adenosin-5-

fosfatem za vzniku dinukleotidu.
V piipadé NADP” je v ribose adenosinu OH- skupina na druhém uhliku esterifikovéna

kyselinou fosfore¢nou.

NAD* R= -H
NADP* R= -P

Obriazek 3 : NAD" a NADP" - chemicka struktura

Nikotinamid je pro lidsky organismus esenciélni slozkou NAD", ktera musi byt
pfijimana potravou ( vitamin B 3)

o 0
T C/NH AN HC//NH
/\‘/ ? +2[H} / 2
“ » eyl \" oA
* —2[H
\N [ N/

[ ;
Rib— (P)— (P)—Ad Rib—(P) — (F) —Ad
NAD* + 2H ———= NADH + H7

Obriazek 4 : Funkce NAD™ v transhydrogenaénich reakcich

2.3.1.1.2 Funkce pyridinovych transhydrogenas

Diisledkem toho ztraci heteroatom dusiku kladny naboj a pyridinovy kruh pozbyva sviij

aromaticky charakter.
Ten je provazen zménou spektralnich vlastnosti v UV oblasti s §irokym absorpénim
maximem NADH+H" a NADPH+H" p¥i 340 nm, zatimco NAD" a NADP™ pii této

13
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vlnové délce neabsorbuje. Tato skute¢nost je Siroce vyuzivana v analytické chemii

o) Ke
il-i C/ NH A c//
- —NH
/\ﬁ/ z +2 (M} / 2
) = [ -
‘\,N/ [ N/

I |
Rib— @) — (P)—Ad Rib—(B) — (F) —Ad
NAD* + 2H ———= NADH + H7

Obriazek 5 : Funkce NAD" v transhydrogenaénich reakcich

2.3.1.1.3 Biologicky vyznam pyridinovych transhydrogenas

Rovnovéha je zavisla na pH a pti kyselém pH se posouva doleva.

Dehydrogenace substratu spojené s dekarboxylaci mohou probihat pouze tehdy,
kdyz je redoxpotencial koenzymové soustavy

NAD" / NADH vysoky ( oxidovana forma prevazuje nad redukovanou )

a naopak substratové soustavy SH, / SH nizky

( redukovana forma ptevazuje nad oxidovanou ).

laktat + NAD® <> pyruvat + NADH + H’ AG=0

U soustav oxosloucenina / karboxylova sloucenina je redoxpotencial velmi nizky.
Pti reakci se uvolnuje velké mnozstvi energie, ktera kdyby nebyla vyuzita,
odchdzela by ve formé tepla. Energie je vyuZita pro pohon substratové fosforylace
vedouci k syntéze makroergického substratu.

glyceraldehyd-3-P + P + NAD" — 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H”
Produkovany makroergicky acylfosfat ( 3-fosfoglyceroylfosfat )

je schopen pii hydrolyze uvolnit az 50 kJ.mol ™ .

NAD" je koenzymem vétiny dehydrogenas citratového cyklu, glykolyzy,
zcasti B-oxidace mastnych kyselin, dehydrogenas aminokyselin atd.
NADP" slouzi v redukované formé NADPH + H* jako donor vodiki pfi
reduk¢nich hydrogenacnich reakcich biosyntetickych drah

14
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napf. pti syntéze mastnych kyselin, cholesterolu atd.

S NAD "

Cwm——=-0 NADH

15000

10000

3000

absorpcéni koeficient

! A

1
260 300 340 380
vinova délka

Obrizek 6 : Spektralni vlastnosti NAD" a NADH + H”

2.3.1.2 Flavinové nukleotidy ( FMN )a dinukleotidy ( FAD )

2.3.1.2.1 Struktura flavinovych nukleotidit a dinukleotidii

6,7-dimethylisoalloxazin — ribitol riboflavin ( vitamin B 2)

6,7-dimethylisoalloxazin — ribitol—fosfat flavinmononukleotid ( FMN )

6,7-dimethylisoalloxazin — ribitol—fosfat—fosfat-ribosa-adenin
flavinadenindinukleotid ( FAD )

2.3.1.2.2 Funkce flavinovych oxidoreduktas

Flavinové nukleotidy a dinukleotidy jsou prostetickou skupinou oxidoreduktas,

to znamena, Ze jsou kovalentni vazbou pevné spojeny s proteinovou ¢asti enzymu
(apoenzymem).

Oxidoredukéni dé€j pii transhydrogenaénich reakei probiha v isoalloxazinové ¢asti
stuktury FMN, FAD. Piijetim dvou vodikt za vzniku FMNH; resp. FADHj se rusi
konjugovany systém dvojnych vazeb a redukované formy ztraci charakteristické Zluté
zabarveni.

15
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o = o

HJC\/\ \/’" HJC\/\/ H
7 (N\ S NH < N N

| [ .
H c/vk“/;ﬁ""/&o H‘c"/)\/\"f/\"/&‘o

3 | 3 | H
CH, CH,
|- NH, I NH,
H—C—OH | H—C—OH |
| NZ N—N | N/\“—N
H—C—OH ! oo H—C—OHR
] kN/'\ ,Ll | KN/‘\NJ
H—C—OR g +2[H] H—C—OH
R | | —_— |
HyC—0-®-F-0—CH, l o Hzc_o—®_®—o—CH:/°»\
H H H H
H H H H
| | | |
OH OH OH OH

flavinadenindinukleotid (oxidovanid a redukovani forma)

Obrazek 7 : FAD- Chemicka struktura

2.3.1.2.3 Biologicky vyznam flavinovych transhydrogenas s prostetickou

skupinou FAD nebo FMN

e Jsou akceptory vodiku piedevsim pro soustavy nasycend / nenasycena
sloucenina

e V citratovém cyklu pfi pfeméné sukcinatu na fumarat je FAD prostetickou
skupinou sukcinatdehydrogenasy

e Pii B-oxidaci participuje FAD pii dehydrogenaci acyl-CoA na enoyl-CoA
v reakci katalyzované acyl-CoA dehydrogenasou

¢ V multienzymovém pyruvatdehydrogenasovém komplexu se uplatiiuje pti
reoxidaci lipoamidu v reakci katalyzované dihydrolipoyldehydrogenasou.

e Jsou pevné vazany v mitochondridlni membrané

e Redoxni potencial redoxnich reakci pii jejichz katalyze se uplatiiuji se blizi nule.

¢ Rozpustné flavinové dehydrogenasy s nizkym redoxpotencidlem mohou
zprostfedkovavat redukci NAD" nebo NADP”

( napt. ferredoxin-NADPH —oxidoreduktasa redukuje NADP* v chloroplastech

pii redoxpotencialu —0,4 V')
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2.3.1.3 Kyselina lipoova

Uplatiiuje se pii oxidacni karboxylaci a-oxokyselin.

HyC

CH, CHa2 CH:
SN SN SN
?H CHy €

S5

kyselina lipoovd

o]
s

C~
VERN
H. OH

I:\r:J
oH
"
i
H;L—%{I\S
H N

o}
Ao
HS—CeA HyC—-C~SCoA

Obrazek 8 : Kyselina lipoova - chemicka struktura

2.3.1.4 Benzochinony s isoprenoidnim postrannim ietézcem

( koe

nzym Q)

Ubichinon a plastochinon slouzi jako mobilni pienasece elektronti a H atomti mezi
oxidoreduktasami respira¢niho fetézce ( ubichinon)
a mezi oxidoredukatasami v thylakoidni membrané chloroplastt pii svétlé fazi
fotosyntézy ( plastochinon).
Je pro né spole¢na struktura 1,4-benzochinonu s postrannim isoprenoidnim fetézcem,
ktery je urcujici pro lipofilni charakter téchto latek a umoziiuje jim volné migrovat

V hydrofobnim prosttedi fosfolipidové dvojvrstvy vnitini mitochondridlni membrany
resp. thylakoidni membrany chloroplastu. Lisi se povahou substituentli na chinonovém

jadie a délkou polyisoprenového zbytku.

:

OH
+H+€
_H-e
10"

H+e
N
“-H-e

OH
OH

ubichinon

Q

Hy _‘
)
v T
| s |
HC 610 HoC 9

plastochinon

Obrazek 9 : Ubichinon a plastochinon - chemicka struktura

2.3.2 Koenzymy transelektronas

Do této skupiny patii proteiny :

s nehemovym Zelezem vazanym na S ( FeS- proteiny tzv. ferredoxiny )
obsahujici cyklické tetrapyroly s koordina¢né vazanym Fe ( hem)
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Funkce transelektronas

Projev transelektronas spociva ve sttidavém ukladani a uvoliovani elektronii
z 3 d orbitalil Zeleza jako tranzitniho kovu spojeném se zménou jeho oxida¢niho ¢isla.

Fe?" & Fe+e

2.3.2.1 Proteiny s nehemovym Fe

Fe je na proteiny vazano prostiednictvim atomi siry bez pfitomnosti porfyrinového
skeletu ( FeS-proteiny ).

Jsou soucasti respiracniho fetézce a fotosyntetického aparatu.

Uplatiiuji se také pii fixaci atmosferického dusiku a oxidu uhli¢itého bakteriemi.

Cys peptidovy retézec Cys

\ \/S
/ T e g

peptidovy Fetézec Cys

Cy

Obrazek 10 : FeS - proteiny

2.3.2.2 Proteiny s hemovym Fe

Hem obsahuje cyklickou rovinnou porfyrinovou strukturu tvofenou ¢tyfmi pyrollovymi
jadry spojenymi methinovymi mustky. K volnym elektronovym partim na dusiku
pyrollovych jader je koordinacné vazan kation Zeleza.

eV hemoglobinu a myoglobinu je Zelezo ve formé Fe %" a miiZe reverzibilng vézat O,
eV cytochromech se vyskytuje prevazné ve formé Fe **

e Je soucasti aktivniho centra nékterych oxidoreduktas - peroxidas, katalas.
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A

CH,

aly ; “cu,

& (\ A%

- o
= \C‘—E‘H*EH

H: €
6\\ N S \ .; 7//5
( N N—C
R /D " e \(A o
M,C—¢ 2 —LnHs
\ Y/( //
N \,/ \s
‘on, *on,
: al
CH, CH,
|- - |
) COO
hem

Obrazek 11 : Hem - chemicka struktura

2.4 Makroergické substraty

Takto jsou oznacCovany slouceniny s vysokym obsahem chemické energie, kterou
uvolnuji pfi exergonickém hydrolytickém enzymaticky katalyzovaném Stépeni.
Uvolnéna energie je vyuzita pro endergonické déje probihajici v organismu

( syntézu biomakromolekul, aktivni tranport iontil, pohyb atd.).
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Do této skupiny patii :

R—CH= (If—-COO -

enolfosfaty fosfoenolpyruvat
QP03
O
I
fosfoamidy R—C—S—R! argininfosfat, kreatinfostat
i
acylfosfaty 33 napft. 1,3-bisfosfoglycerat
R—C—O0OPO;
NH;
thioestery R—NH—C—NH—PO%" acetylkoenzym-A
NH,
NES-N
>
o o k\N N
O:%-O*I?’-O~CH2 ’
polyfosfaty o o napi. ATP a ADP
PAPS o ou
0= I:D- o
.
I |
fosfosulfaty R—O“fl’ ‘O—I!’_O"'P = fosfoadenosylfosfosulfat

-0 ~0 -0
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2.5 ATP jako univerzalni prenaSec¢ energie

2.5.1 Princip funkce univerzdlnich pienasSecii energie

PienaSece chemické energie jsou schopny transportovat energii z procest uvoliujicich
energii ( katabolické d&je ) do procest energii spotiebovavajicich

( biosyntézy, mechanicka prace, aktivni transport iontt proti koncentraénimu gradientu).
Jako ptfenaSece energie v bufice jsou vyuzivany makroergické

organické fosfore¢né estery event. thioestery.

2.5.2 Hydrolyza ATP jako zdroj metabolicky vyuZitelné energie

K uvolnéni energie dochazi pfi jejich hydrolyze provazené odstépenim
fosfatu.Energeticky zisk pii této reakci vyplyva :

e 7 poklesu elektrostatické odpudivosti ( repulze ) negativnich naboju fosfatovych
skupin po odstépeni anorganického fosfatu. ATP je silnou kyselinou odstépujici
Ctyfi protony z fosfatovych skupin. Trifosfat je tedy zcela disociovan.

Ctyfi negativni naboje na sebe piisobi zna¢nou elektrostatickou odpudivou silou.

e 7 nizké vnitini energie hydrolyzou odstépeného anorganického fosfatu
v disledku stabilizace struktury delokalizaci elektront ( rezonanci ).

e Pii odstépeni se zvySuje pocet moznych rezonancnich stavil a energie systému je
proto nizsi.

2.5.3 ATP jako jednotka metabolické energie

Zména A G° pti hydrolyze ATP na ADP cca 33 kJ/mol je vyuzivana jako jednotka
metabolické energie pro posouzeni mnozstvi energie uvolnéné pfti katabolickych dé&jich
eventuelné spotiebované pii d¢jich anabolickych.

Hodnota A G° hydrolyzy ATP zavisi na teplot¢, pH, koncentraci Mg2+. Mnozstvi
energie, které se uvolni hydrolyzou ATP na ADP se v buiice v redlnych podminkach

( napt. koncentraci ATP a fosfatu okolo 0,01 mol/l a ADP 0,001 mol/l ) 1i8i od
standardni zmény volné energie A G°” = -33 kJ/mol a je vy3i cca 50 kJ/mol.

Pti stépeni ATP na AMP a pyrofosfat se miize uvolnit dokonce 70 kJ/mol.

ATP + H,O — ADP + P
A G=A G%+RT.In ((ADP].[P]/ [ATP])

A G =-33 kJ/mol + (-17 kJ/mol)=-50 kJ/mol
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e Mnozstvi uvolnéné energie bude tim vétsi, ¢im vyssi bude koncentrace ATP
vzhledem k ADP.

e Tento pomér je odlisny v riznych buiikach a méni se pii zménach fyziologického
stavu buiiky.

e ATP ma obrovsky metabolicky obrat.Syntetizované ATP je ihned vyuzivéano.

e ATP je allosterickym inhibitorem enzymu katabolickych drah zvlasté glykolyzy
a citratového cyklu.
ADP a AMP jsou naopak aktivatory katabolickych drah.

fosfoesterova
vazba NH,

fosfoanhydridoveée
vazby

' adenosin
: L —
i v
AMP
S~ !
o
ADP
—
——
ATP

Obrazek 12 : ATP - chemicka struktura

2.5.4 Vyuziti energie ATP

Energie ATP se vyuziva napf. pro :
e aktivaci molekul pfi vstupu do metabolickych drah
e osmotickou praci - transport latek pies membrany proti koncentraénimu gradientu

¢ mechanickou praci napt. svalovou kontrakci
e syntézu biomakromolekul

2.5.5 Energeticky naboj

Energeticky naboj ( Energy charge ) je vyjadfen pomérem souctu makroergnich vazeb
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Vv soustave k celkové koncentraci adeninovych nukleotidi :

energeticky naboj = ( [ATP] + 0,5 [ADP]) / ([ATP] + [ADP] + [AMP] )

e Pokud je v bunce z nukleotidi pouze ATP nabyva energeticky naboj hodnoty 1.
e V piipadé, Ze je pfitomno pouze AMP je jeho hodnota 0.

e Koeficient 0,5 u ADP ukazuje, Ze jeho $tépeni na AMP vede ve srovnani s ATP
k polovi¢nimu zisku energie.

e Pokles koncentrace ATP stimuluje katabolické déje a jeho vzestup naopak déje
anabolické

2.5.6 Zpisoby tvorby ATP

ATP vznika :
a) substratovou fosforylaci

b) fosforylacemi spiraZenymi s tokem elektronii a protonu

2.5.6.1 Substratova fosforylace

Substratova fosforylace je jedinym mechanismem syntézy ATP v buiikach
s fermenta¢nim typem metabolismu .V daném pfipad¢ je energie uvoliiovana :

M-P  + ADP - M + ATP
hydrolyzou . . ,
e v napf. fosfoenolpyruvat ruvat
makroenergetickych ’ kreatinlf)gsfét Igcatin
fosfatu

1,3-bisfosfoglycerat  3-fosfoglycerat

M-SCoA + ADP+P—> M + ATP
napf. acetyl-CoA acetat

sukcinyl-CoA + GDP +Pi — sukcinat + GTP;
hydrolyzou thioesteri

Syntéza GTP je z energetického hlediska ekvivalentni
syntéze ATP, jelikoz GTP muize byt na ATP pfevedeno
bez naroktli na energii.

GTP + ADP « ATP + GDP
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2.5.6.2 Fosforylace sprazené s tokem elektronii a protont

Hybnou silou syntézy ATP je pFenos elektronii v multienzymovém komplexu
oxidoreduktas ze soustav s negativnéjSim redoxnim potencialem na soustavy
s kladné;jsim redoxnim potencidlem provazeny tvorbou protonového gradientu.

oxidacni
fosforylace

Zdrojem elektronti a protont jsou dehydrogenacni reakce
provazejici katabolické dé&je pii odbourdvani organickych latek
( chemoorganotrofy )

nebo z oxidace anorganickych latek ( chemolithotrofy )

fotofosforylace

Elektrony pochézeji z molekul chlorofylu excitovanych
absorbovanymi fotony slune¢niho zareni.

e Proton-motivni sila vznika jako diisledek vzniku gradientu elektrochemickych
potencialll protonli na obou stranach biomembran v mitochondriich, thylakoidech
a na bunéénych membranach nefermentujicich mikroorganisma.

e Energeticky dotuje endergonickou syntézu ATP probihajici za pomoci
membranovych ATPas ( membranova fosforylace ).

e ATP slouzi buiikkam jako universalni pfenaSe¢ energie z exergonickych déju do
vSech procest, které energii spotfebovavaji.

24




Zaklady biochemie biotechnologickych procest

3. Prehled vybranych metabolickych drah

3.1 Glykolyza

princip

katabolicky rozklad glukosy odehravajici se v cytoplasmé.
Zahrnuje deset enzymaticky katalyzovanych reakci.

vychozi latka

glukosa

koneény produkt 2 molekuly pyruvatu
lokalizace cytosol
vyznam a) uvolnéna energie je transformovana do ATP.

b) jsou produkovany tiiuhlikaté stavebni molekuly
( triosafosfaty )

reakcni priibéh glykolyzy

1. aktivace glukosy
dvojnasobnou
fosforylaci
za spotieby
dvou ATP

1) a-D-glukopyranosa je fosforylovana ATP na glukosa-6-P za
katalyzy hexokinasou.
Pro reakci je nutna piitomnost Mg ** kationtd.
Fluoridové anionty tento enzym inhibuji.

2) glukosa-6-P isomeruje za katalyzy glukosa-6-P-isomerasou
na fruktoso-6-fosfat

3) fruktosa-6-P je fosforylovan ATP za katalyzy
fosfofruktokinasou na fruktoso-1,6-difosfat.

2. Stepeni

4) fruktosa-1,6-difosfat je aldolasou Sté€pen
( obracena aldolova kondenzace )

fosforylované na glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyaceton-3-fosfat
htE).(OS)/fnaf(’jtVa 5) rovnovaha mezi pfevladajicim dihydroxyacetonfosfatem
riosatostaty (96 % ) a glyceraldehyd-3-P je udrzovana za katalyzy
triosafosfatisomerasou
6) glyceraldehyd-3-P je dehydrogenovan
na 3-fosfoglycerovou kyselinu
za katalyzy glyceraldehyd-3-P-dehydrogenasou.
Akceptorem vodikti je NAD" za tvorby NADH + H”.
3. oxidace , o . ; .
triosafosfatil 7) 3-fosfoglycerova kyselina je esterifikovana kyselinou

a syntéza dvou ATP

fosfore¢nou na 1,3-difosfoglycerovou kyselinu

8) 1,3-difosfoglycerova kyselina odevzda fosfat ADP za
vzniku ATP ( substratova fosforylace )
a katalyzy fosfoglyceratkinasou.
Produktem je 3-fosfoglycerova kyselina.

9) 3-fosfoglycerova kyselina isomeruje za katalyzy
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fosfoglyceromutasou na 2-fosfoglycerovou kyselinu.

10)

enolasou na 2-fosfoenolpyruvat

2- fosfoglycerova kyselina dehydratuje za katalyzy

11)

z ADP ATP a pritom piechazi na pyruvat.
Reakci katalyzuje pyruvatkinasa.

Fosfoenolpyruvat substatovou fosforylaci produkuje

zisk energie

2 ATP + 2 NADH + H*

za anaerobnich podminek probiha fermentace reoxidaci NADH
regenerace NAD" |na laktat za katalyzy laktatdehydrogenasou ( LDH )

nebo pii preméné na ethanol ( kvasinky )

Za aerobnich podminek je NAD" regenerovano oxidaéni
fosforylaci

Z hlediska kinetiky glykolyzy je urcujici aktivita
fosfofruktokinasy ( PFK)).

regulace glykolyzy ) e e,
e AMP a ADP jsou allosterickymi aktivatory PFK ,
coz se uplatituje pii vyssSich energetickych narocich
organismu
e ATP a citrat pisobi inhibi¢né.
CrH ,
H 4O . o
CH' " ¥ giukdza H(f,OH glyceraldehyd-3-fostat
¢ 2-
H OH ) CH20P03
ATP glyceraldehyd-3-fosfat- ®
hexokindza 'APP ® dehydrogendza NAD
c.»;;:\ocg’ NADH,
H O glukéza-6-fosfat g-opog'
OH OH HéOH 1,3-bifosfoglycerat
oy 2 . H ] u“ szopog-
fosforiexézaizomeraza
¥ 3-fosfoglyceratkinaza ADP
CHpOP03 CHOH ATP
i iCE l fruitdze-5-fosfat €00~
OH .
’ = 3-fosf g
Z H: B o fosfoglyceromutaza 6H20p03 DR CaR
fosfofruktckinaza ATP 00~
EADP’(@ 2 0P02" 2-fosf 4
CHZOPO:;_ (I}J'zDPOB HZO S 2-fosfoglycerat
{ enolaza
OHA fruktéza-1,6-bifosfat F—“ Hy0
H OH EOO' 2
OHy H ~0-P03 fosfoenolpyruvat
aidoiaza H t,
- i e ADP
EHZO"OS -~ C=0 pyruvatkinaza ATP
&= e ~ HCOH
;{H/.;H triozaizomeraza  CHy 3 ) 00"
dihydroxyacetonfostét glyceraldehyd-3-fosfat (=0 pyruvat
CH
3

Obrazek 13 : Glykolyza
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3.2 Glukoneogenese

- biosyntéza ( novotvorba ) glukosy z nesacharidickych
princip prekursort.

glukoneogenese | Vétsina reakei glykolyzy probiha v obou smérech ( zvratné ) aZ na

tf1 kinasové reakce, které jsou ireverzibilni

( reakce katalyzované hexokinasou, fosfofruktokinasou

a pyruvatkinasou ).

Zpétna reakce musi probihat za katalyzy odliSnym enzymem

nebo oklikou ( vznik fosfoenolpyruvatu pies oxalacetat ).

kone¢ny produkt glukosa

vychozi latky | pyruvat, laktat, glycerol, glukogenni aminokyseliny, v§echny
meziprodukty citratového cyklu
( po cyklické pfeméné na oxalacetat )

reakéni priibéh glukoneogenese : enzymy

pyruvatkarboxylasa s biotinem jako
1) karboxylace pyruvatu na oxalacetat prostetickou skupinou ve funkci
akceptoru CO, (' spotieba 1 ATP)

2) pireména oxalacetatu na fosfoenolpyruvatkarboxykinasa
fosfoenolpyruvat ( spotieba 1 GTP)

fruktosa-1,6-bisfosfatasa
3) hydrolyza fruktosa-1,6-difosfatu - ve sméru glykolyzy katalyzuje enzym
fosfofruktokinasa

4) hydrolyza glukosa-6-fosfatu na glukosa-6- fosfat-fosfatasa

glukosu a fosfat - V opa¢ném sméru glykolyzy katalyzuje

hexokinasa
ATP + HCO,  ADP +P,+ H,0 5 e (@ B, POZ
?’ /O N ._/4 O\\ ” //O \ /A (o) (“)

CH;—C—C/ ——————= > C—CH~C—C[ ———=» [

5 0 pyruv atkarboxylasa 0 Yo PEPCK H,C=C—C—0

pyruvat oxalacetat fosfoenolpyruvat (PEP)

Obrazek 14 : Syntéza fosfoenolpyruvatu z pyruvatu



Aerobni respirace

3.3 Pentosovy cyklus ( hexosamonofosfatovy zkrat )

princip aerobni katabolicky d¢&j
vychozi latka glukosa
kone¢ny pentosafosfaty a NADPH
produkt
lokalizace cytosol

cyklu a respiracniho fetézce.

e piimé oxidace hexos na CO; a H,0 bez zahrnuti citratového

glukosa-6-P + 12 NADP" + 7 H,0 — 6 CO, + 12 NADH + H" +

HPO,*
e vznik pentos potfebnych pro tvorbu nukleotidl a nukleovych
kyselin
bilo,lgleﬂl{y e zdroj redukovaného koenzymu NADPH, ktery se vyuziva
y jako reduk¢ni ¢inidlo pfi hydrogenacnich reakcich
Vv biosyntetickych procesech
e poskytuje intermediaty pro biosyntézy
e zisk energie
glukosa-6-P + 2 NADP" — ribulosa-5-fosfat + 2 NADPH + H" +
CO;
reak¢ni pritbéh pentosového cyklu
1) fosforylace glukosy na glukosa-6-fosfat za katalyzy
hexokinasou
A) 2) oxidace na 6-fosfoglukono-6-lakton za katalyzy
Cy e glukosa-6-P-dehydrogenasou.
oxidativni > . -
dekarboxylace Akcept+0rem H pii dehydrogenzicnl reakci je
hexosy NADP" a vznika NADPH +H

na pentosu 3) hydrolyza laktonu na 6-fosfoglukonat za katalytického

ucinku laktonasy.

redukce NADP* na NADPH + H*

4) oxidac¢ni dekarboxylace na ribosa-5-fosfat za soucasné

B) pfeména skeletu | 5) epimeraci na xyluloso-5-fosfat

pentosy

- ribosa-5-fosfat .
ostatu ribuloso-5-fosfat

6) isomeraci aldosy ( ribosa-5-fosfatu ) na ketosu

C) regenerace D¢je se za ucinku specifickych transferas pfendsejicich
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glukosy dvouuhlikaté fragmenty ( transketolas ) a tiiuhlikaté fragmenty
z nevyuzitych | (transaldolas)
pentosafosfati
e NADPH + H" mtize predat vodiky NAD"
za vzniku NADH + H".
V.lektenergrle e Maximalni zisk energie pfti tiplné oxidaci gukosy na CO;
PT1pentiosovem |0 36 ATP ( 12 x 3 ATP)
cyklu
e Vytézek energie po odecteni spotieby 1 ATP pro vstupni
fosforylaci je 35 ATP.
Podil energie ziskané pentosovym cyklem je napt. Candida
utilis 30%, zatimco u Saccharomyces cerevisiae ¢ini pouze 1%.
e ovlivnénim aktivity glukosa-6-fosfatdehydrogenasy zménou
hladiny NADP*
regulace

pentosového cyklu

e specifita enzymd je odlisna pro NADPH ( vyuZiti
Vv biosyntézach ) a NADH ( v katabolickych déjich ).
UmozZiuje to nezavislou regulaci biosyntetickych
a katabolickych dé&ji.

+ : NADP!H+
NADP!H+H
CH,OH
CH,0PO} i ADp* CH, opo H—C—OH . ‘NADP* =H,
HO—C — c—0
H 0. 7 7
e H—C—OH H—C—OH
HO 1 H— (I: OH H—C—OH
H OH ¢ t}‘{ ‘ CH,0PO% CH,OPO}
kosa-6-fosfit s oglunn ;
L o(sésmos S-lakton 6-fosfo- ribulosa-5-fosfat
glukondt (Ru5P)
H
6
= [ .
HO —C —H H
o) H H—¢—OH C—OH
Nt H—C —OH CH.OPO
H—C —OH + H—C —OH ribosa-5-fosfat
2 R5P)
H,0PO? CH,0POY RSP)
glyceraldehyd-3- sedoheptulosa-7- H,OH
fosfat (GAP) fosfat (S7P) 5 5 |
rs — -
HO— H
H— OH
7,
xylulosa-5-fosfit
A (Xu5P)
H:0H H,OH
S o -0
HO—C —H ( HO—C —H o0 u
Nl
H—( —OH H—G— Ol — N~ ey
H—C—OH + H—C—OH HECZ0on + H—C—0OH
H,0PO? CH,0PO} CH,0PO? H,0PO?
fruktosa-6-fosfat erythrosa-4- fruktosa-6-fosfat glyceraldehyd-3
(F6P) fosfat (E4P) (F6P) -fosfat (GAP)

Obrazek 15 : Pentosovy cyklus
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3.4 Ketodeoxyglukonatova ( Entnerova-Doudoroffova ) metabolicka
draha

princip Od glykolyzy se lisi v tvorbé 2-0x0-3-deoxy-6-fosfoglukonatu a jeho
Stépeni na glyceraldehyd-3-P a pyruvat

vychozi latka glukosa
koneény pyruvat
produkt

Vyskytuje se zvlasté u G~ bakterii. Zahrnuje jak
- striktné aerobni rody Pseudomonas, Xanthomonas, Azotobacter,
organismy | Rhizobium, Agrobactereim, tak i
- fakultativné anaerobni — Zymonomonas
( pfeména pyruvatu na ethanol )

zisk energie | polovi¢ni energeticky vytézek v porovnani s glykolysou

reakéni priibéh ketodeoxyglukonatové metabolické drahy

za katalyzy hexokinasou,

1) fosforylace glukosy coz je stejna vstupni reakce jako
na glukoso-6-fosfat u glykolyzy a pentosového cyklu .
Akceptorem vodikii je NADP” za tvorby
2) glukosa-6-fosfat je NADPH + H*
dehydrogenovan na Tato reakce se rovnéz uplatiuje
6—fosfoglukonovou kyselinu V pentosovém cyklu.

3) z 6-fosfoglukonatu je
eliminovana voda za vzniku Reakci katalyzuje specificka dehydratasa
2-0X0-3-deoxy-6-fosfoglukonatu

4) stépeni za katalyzy aldolasou na glyceraldehyd-3-P
2-0X0-3-deoxy-6-fosfoglukonatu a pyruvat

5) preména glyceraldehyd-3-P analogicky glykolyze
na pyruvat za vzniku 2 ATP a NADH+H"

Na tuto katabolickou drahu dale navazuje :

navazujici drahy - 6) pifeména pyruvatu na acetyl-CoA

7) citratovy cyklus

8) NADPH a NADH vstupuji do
dychaciho Fetézce za vzniku 6 ATP.
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ATP
ADP

glukosa—6 - fostat

NADP ~ + H20
l<

f;‘OOH
CHOH:
cHioh  6-fosfoglukonova
(::p-{'(jH kyselina
CHOH
C H2—0P03H2
/ \) COOH (9
C H
HZO (,:80 Elio CHyCO-SCOA ——— citrdtovy cyklus

2-keto-3-deoxy- -b-2.

Lo 1 hoome]

/}

6= . CHOH_} . COOH
slzsézﬁluakmom éHO;"\ CHO glykolyza éo CHy- CO-SCoA
5H2-0F'o3 CHOH 3
CHy0POH  NAD®  [NADH+H'] NaD"
240 [2ATP]
Entner—Doudoroffovcl metabolickd cesta ®

Obrazek 16 : Ketodeoxyglukonatova draha ( Enter — Doudoroffova )

3.5 Katabolismus aminokyselin

aminokyseliny

katabolismus

ketogenni
aminokyseliny
(leucinalysin’)

Jsou pfeménovany na acetyl-CoA , ktery miize byt dale
vyuzivan jako prekursor k syntéze ketolatek

( kyseliny acetoctové, B-hydroxymaselné a acetonu)

a mastnych kyselin.

Z acetyl-CoA nemohou byt syntetizovany sacharidy.

glukogenni
aminokyseliny

e Jsou preménovany na néktery z prekurorti glukosy
( pyruvat, oxalacetat, 2-oxoglutarat, sukcinyl-CoA,
fumarat ).
e P&t aminokyselin je soucasné glukogennich
a ketogennich
( fenylalanin, tyrosin, leucin, lysin, tryptofan )
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glukéza
* alanin
treonin
‘ glycin
. serin
pyruvat —= cystein
acetyl-KoA==— acetoacetyl-KoA = fenylalanin
tyrozin
leucin
lyzin
e tryptofan
asparagova kys. i~«1--- oxalacetat o
asparagin izocitrat
arginin
malat histidin
o—oxoglutarat—==— glutamova kys. |=# glutamin
Slanin ] prolin
I:Pg;?'iamn = fumarat izoleucin
T sukcinyl-KoA=t———| - nin
valin

sukcinat

Obrazek 17 : Glukogenni a ketogenni aminokyseliny
3.6 VyuZziti pyruvatu
Pyruvat se uplatiiuje pii :

e oxida¢ni dekarboxylaci na acetyl-CoA a CO,

o dekarboxylaci se vznikem acetaldehydu a CO,

e Kkarboxylaci za tvorby oxalacetatu, ktery je klicovym meziproduktem
biosyntézy glukosy tzv. glukoneogeneze

¢ redukci na laktat ( mlé¢na fermentace )

e kondenzaci s acetaldehydem na acetoin
3.7 Oxidacni dekarboxylace pyruvatu

3.7.1 Princip oxidacni dekarboxylace pyruvitu

princip | Oxidace pyruvatu v pyruvatdehydrogenasovém multienzymovém
komplexu na acetyl-CoA za soucasné dekarboxylace.

sumarni
rovnice

CH3COCOOH + HSCoA + NAD"— CH3CO-SCoA + CO,+ NADH
+H*

pyruvat koenzym-A acetylkoenzym A
AG°= - 34 kJ/mol
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3.7.2 Multienzymovy pyruvdtdehydrogenasovy komplex

1) pyruvatdehydrogenasa

Katalyzuje dekarboxylaci acetyl-CoA
a pfenos hydroxyethylu na kofaktor
thiamindifosfat ( TDP ) za vzniku
o-hydroxyethyl-TDP

2)dihydrolipoyltransacetylasa

Katalyzuje pfenos dvouhlikatého fragmentu

z a-hydroxyethyl-TDP na kofaktor lipoamid

za vzniku acetyldihydrolipoamidu

a predani acetylu HS-Co0A za vzniku kone¢ného
produktu acetyl-CoA.

3)dihydrolipoyldehydrogenasa

e Umoznuje regeneraci oxidované formy
lipoamidu, aby byla schopna znovu
fungovat jako nosi¢ pro pfenos acetylu.

e Dihydrolipoamid odevzdava pfitom dva
vodiky prostetické skupiné tohoto enzymu
FAD za vzniku FADHj, ktery je pfeda NAD"
za tvorby NADH+H".

4) pyruvatdehydrogenasa-kinasa

Inhibuje katalytickou aktivitu
pyruvatdehydrogenasy fosforylaci serinovych
hydroxylovych skupin v jejim aktivnim centru.
Zdrojem fosfétu je hydrolyza ATP na ADP.

5) pyruvatdehydrogenasa-
fosfatasa

Hydrolytické odstépenim fosfatu umoznuje
pfechod neaktivni fosforylované
pyruvatdehydrogenasy do aktivniho stavu.
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3.7.3 Kofaktory oxidacéni dekarboxylace pyruvatu

Multienzymovy komplex vyzaduje pro svou funkci 5 kofaktort:

TDP ( derivat vitaminu B1)

e lipoamid
kofaktory e HS-CoA
e FAD
e NAD'
lokalizace vnitini mitochondridlni membrana

regulace

Klicovy vyznam v regulaci ma ovlivnéni katalytické aktivity
pyruvatdehydrogenasy :

pomoci fosforylace ( inhibuje ) za t¢asti enzymu
pyruvatdehydrogenasakinasy

defosforylace (aktivuje ) za Gc¢asti enzymu
pyruvatdehydrogenasafosfatasy

inhibici produkty — NADH + H" a acetyl-CoA
dostupnosti vychozi latky — pyruvatu

energetickou potiebou organismu — inhibice pfi vyssi koncentraci
ATP

vyznam

regulace vstupu acetylskupin z katabolismu sacharidt
do citratového cyklu

analogickym mechanismem probiha oxida¢ni dekarboxylace
2-oxoglutaratu na sukcinyl-CoA, ktera je soucasti citratového cyklu.

CO,

CHy;—C—C

o
pyruvat

hydroxyethyl-TDP

FAD NAD*
SH
SH 5
dihydrolipoyl- T
dehydrogenasa NADH + H
FAD
S

OH T
| P
CH,—C—TDP s}
R
|
]

lipoamid

HS
at- 2 dihydrolipoyl-
gg,;fﬁo genasa transacetylasa  HS

S I
CH;—C—3 CH;—C—S— CoA
HS acetyl-CoA

R CoA

acetyldihydrolipoamid

Obrazek 18 : Oxidac¢ni dekarboxylace pyruvatu
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3.8 f-oxidace mastnych kyselin

princip
-oxidace
mastnych kyselin

katabolicky déj odbouravani mastnych kyselin na acetyl-CoA.
Mastné kyseliny vstupuji do B-oxidace v aktivované formé

vV podobé acyl-CoA.

Ten podléhé v nékolika cyklech vzdy dvéma dehydrogenacénim
reakcim s vloZenou hydrataci nasledovanym odS$tépenim
acetyl-CoA za tvorby acyl-CoA a acyl-CoA s Fetézcem o dva

uhliky krat§im.
kone¢ny produkt
B-oxidace: acetyl-CoA
lokalizace matrix mitochondrii

reak¢ni priibéh B-oxidace mastnych kyselin

1) aktivace mastné

tvorbou thioesteru acyl-CoA reakci s HS-CoA
katalyzované acyl-CoA synthetasou ( thiokinasou ).

kyseliny Reakce je endergonicka a probiha za spotieby jednoho ATP
2) dehydrogenace za katalyzy acyl-CoA dehydrogenasou.
acyl-CoA Akceptorem vodikii je FAD s pfechodem na redukovanou

na enoyl-CoA

formu FADH,

3) adice vody
(hydratace )
enoyl-CoA na
B-hydroxyacyl-CoA

za katalyzy enoyl-CoA hydratasou

4) dehydrogenace
B-hydroxyacyl-CoA
na B-oxoacyl-CoA

za katalyzy B-hydroxyacyl-dehydrogenasou.
Akceptorem vodikii je NAD" za tvorby NADH+H".

5) thioklastické
Stépeni
p-oxoacyl-CoA reakci
s HS-CoA na acetyl-
CoA a acyl-CoA

o dva uhliky kratsi.

Acyl-CoA znovu podléha vyse uvedenému sledu reakei, az je
rozstépen na acetyl-CoA .

vyznam

zisk energie

energeticka bilance
P oxidace
mastnych kyselin

Zisk energie pri uplném odbourani mastné kyseliny
o n uhlicich :
B-oxidace mastné kyseliny :
dehydrogenace acyl-CoA na enoyl-CoA: 1 FMNH;
2 ATP
B -hydroxyacyl-CA na -oxoacyl-CoA :
3 ATP
zkréceni fetézce MK 02 C :
5 ATP
pocet opakovani u mastné kyselinyon C :

1 NADH+H"

11
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n2-1
zisk ATP z dehydrogenacnich reakci f-oxidace :
5.(n/2-1) ATP
aktivace mastné kyseliny na acyl-CoA
-1 ATP
celkovy zisk ATP pii B-oxidaci MK

5.(n/2-1)-1 ATP
odbourani acetyl-CoA v citratovém cyklu s navazujicim

respira¢nim retézcem a oxidacni fosforylaci :
12. (n/2-1)ATP
zisk x ATP pfi Gplném katabolismu MK:

X ATP =5.[(n/2) -1] + 12.(n/2) - 1

ATP AVP +(P)~(P) o FAD

0
]
R—CH~CH,~C~OH (R~CH2-CH2-&-S~K A FADH,
HS—KoA
la'
/ o9
/ R~—J§=(})—C—S—-KOA
| H
i
H
G
R-C—S—KoA OH .
R—CH—-CH,-C—S—KoA
9
CH.—C—-S-KoA o o
i 1] NAD*
l HS_KoOA R-&CH,-C-S—KoA
NADH + H*

Krebs{v cylkdus

Obrazek 19 : B-oxidace mastnych kyselin
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3.9 Citratovy cyklus
( Krebsiv cyklus, cyklus trikarboxylovych kyselin )

e cyklicka sekvence osmi enzymaticky katalyzovanych reakci

e amfibolicka draha ( katabolicka i anabolicka )

princip e enzymy citratového cyklu jsou u aerobnich organismi
citratového konstitutivni ( stale ptitomné )
ki . . . .
cyKiu e U fakultativn¢ anaerobnich mikroorganismu jsou to
indukovatelné enzymy podléhajici za ptitomnosti vzduchu
hexosové represi.
sumarni CH3CO-SCoA + GDP + P + 2 H,O — 2 CO; + HSCoA + GTP
rovnice + 8 [H]
e acetyl-CoA
e 3NAD"
e FAD
vychozi latky e GDP
e Pi
L] Hzo
o 2 COz
e HS-CoA
kone¢né e 3 NADH+H"
produkty « FADH,
o GTP
Jednou otoc¢kou Krebsova cyklu je dvouuhlikaty acetat oxidovan na
2 CO;.
Enzymovymi dehydrogenacemi vznika osm (4 pary) aktivovanych
vodikt :
redukéni e 3est aktivovanych vodiki ve formé 3 ( NADH + H")
ekvivalenty
e dva aktivované vodiky v podobé¢ FADH;
Tyto redukéni ekvivalenty jsou pfendseny do respiracniho fetézce,
kde kone¢nym akceptorem vodiku je O, za vzniku H,O.
e matrix mitochondrii u eukaryotnich organismt
lokalizace

e cytoplazmatickd membréana u prokaryotnich organismt
napf. bakterii

13
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e poskytuje prekursory pro biosyntézu aminokyselin,
dusikatych bazi nukleovych kyselin, vitamin®i, mastnych
kyselin atd.

ci tg;::;g;m e predstavuje konecnou fazi katabolismu sacharidi, lipidia
cyklu a proteinu

e vede k zisku energie
(12 ATP na odbourani jednoho acetyl-CoA )

e je zdrojem oxokyselin pro syntézu aminokyselin
( 2-oxoglutarat, oxalacetat

reakéni priibéh citratového cyklu enzym

1) syntéza citratu kondenzaci acetyl-CoA citratsynthasa
S oxalacetatem

2) izomerace citratu na isocitrat akonitasa

3) oxidac¢ni dekarboxylace isocitratu isocitratdehydrogenasa
na 2-oxoglutarovou kyselinu

4) oxida¢ni dekarboxylace 2-oxoglutarové 2-oxoglutaratdehydrogenasa
kyseliny na sukcinyl-CoA

5) deacylace na sukcinat spojena se sukcinyl-CoA-synthetasa
substratovou fosforylaci za tvorby GTP

6) dehydrogenace sukcinatu na fumarat sukcinatdehydrogenasa

7) adice vody na dvojnou vazbu fumaratu fumarasa

za vzniku L-malatu

8) dehydrogenace L-malatu na oxalacetat malatdehydrogenasa

regulace
citratového cyklu

zménou aktivity regulac¢nich enzymi
( citratsynthasy, isocitratdehydrogenasy
a 2-oxoglutaratdehydrogenasy )

dostupnosti substratu ( zejména oxalacetatu )

zpétnovazebnou inhibici meziprodukty citratového
cyklu napt. sukcinyl-CoA

ubytek oxalacetatu
je dopliovan
- anaplerotické reakce

karboxylaci pyruvatu na oxalacetat
(viz glukoneogenese)

rozStépenim isocitratu na sukcinat a glyoxylat,
ktery se slucuje s acetyl-CoA na malat
( viz glyoxylatovy cyklus )

14
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0
(pyruvat) cH;—c'—coo-
K CoASH + NAD™"
pyruvatdehydrogenasa
Piigs COy + NADH
4 o
Il +
acetyl-CoA) CH3—C—S—CoA
i 0 HO
+ o,
+ H c=0 > CoAsH *?00
NAD'
NAL CH, 5 CH,
Y2tcoo- | e 1 HO— <‘:— felelon
*COO * citratsynthasa |
HO— (|:7 H oxalacetat (|3H2
8. e
(IIHz malatdehydrogenasa *CoOo 1540
/24 — citrat
w . e
" akonitasa
H,0 4 (le 5
V2tao0- fumarasa ﬁ— L
|
i i
i =
i COO
2t | cis-akKonitat
COO H,0
fumarat 2
= " akonitasa
R0 CITRATOVY
s'sukcinétdehydrogenasa CYKLUS tcoo—
|
FAD CH,
Y2tco0~
| H—C— COO™
CH, |
| HO—=C—H
CH, = *CO0™
I/Q*COO‘ * sukcinyl-CoA-synthetasa J o
3. isocitrat- isocitrat
sukeinat CoASH dehydrogenasa
' =, NAD"
tcoo~ <'300
] 4. 2-oxoglutarat-
(&
- ?Hz dehydrogenasa CH,
"CO, H— C— COO™ NADH
GDP =P ?HZ *(1100‘3 S I S
i -isocitrat- ==
(=0 CoASH CH, dehydrogenasa =0
S— CoA | #*CO0~
Co. CH,
sukeinyl-CoA | oxalsukcinat
C=0
NADH i | 6
Ldis NAD = COO™ 0,
2-oxoglutarat

Obrazek 20 : Citratovy cyklus
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3.10 Glyoxylatovy cyklus

Jeho pribeéh je zEasti shodny s Krebsovym cyklem.

princip Na rozdil od citratového cyklu nema katabolicky charakter, nybrz
glyoxylatového |jedna se o anaplerotickou drahu syntetizujici potifebné 4C-
cyklu dikarboxylové kyseliny ( kyselinu jantarovou ).

2 CH3CO-SCoA + 2H,0 + NAD*— HOOC-CH,-CH,-COOH + 2CoASH
+ NADH+H"
acetyl-koenzym A kyselina jantarova

reakéni priibéh glyoxylatového cyklu

1) kondenzace acetyl-CoA
S oxalacetatem na citrat je shodné s Krebsovym cyklem
a jeho isomerace na isocitrat

2) isocitrat je Stépen na glyoxylat za katalyzy isocitratlyasou.

a sukcinat Sukcinat je zaclenén do citrdtového cyklu
3) glyoxylat kondenzuje s acetyl-CoA

na L-malat za katalyzy malatsynthasou.

(-adice methylu na karbonylovou

skupinu )
4) L-malat se dale preménuje reakci

citratového cyklu oxalacetat je vyuzivan

— dehydrogenaci na oxalacetat pii glukoneogenesi

¢ dopliovani C4-dikarboxylovych kyselin
( sukcinatu ) nutnych pro tvorbu sacharidi z tukt a
biosyntézu slozitéjsich uhlikatych latek
u organismu, které vyuzivaji jako zdroje uhliku
vyznam glyoxylatového organické slouceniny s 2 C
cyklu napt. kyselinu octovou, nebo jsou pro né zivinami
mastné kyseliny, pfipadné alkany

e nedochazi k ztraté uhliku organickych latek
pfeménou na COg, jako je tomu pii dvou
dekarboxylacnich reakci citratového cyklu.

e Vv cytoplazmé prokarytnich organismt

lokalizace

e U rostlin a eukaryotnich mikroorganismi
Vv specifickych organelach — glyoxysomech
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Glyoxylatovy cyklus probiha intenzivné zejména :

I~ oy .
. e v semenech kliCicich rostlin
organismy
r o -
e U plisni rodu Rhizopus, Mucor
’ . - o
e u acetotrofnich mikroorganismu atd.
GLYOXYSOM CYTOSOL MITOCHONDRIE
NHE NHy
| g
00C—CH— CH,—COQ0~ «———————— ~00C— CH—CH,—COO
as 4 aspartat
aspartat o D GE0n ol
glutarat 1 glutarat aspartataminotransferasa
glutamat e o sicsontamat
O O
i - I
00C— C— CH,—COO 00C—C— CH,— COO
oxalacetat o oxalacetat
AR TR ihaLE I NADH + H*
citratsynthasa | __ CH,; —C— SCoA ;
7 malitdehydrogenasa
2 acetyl-CoA
- NAD*
("( YO OH
e ] I ?
~00C—CH,— —CH,;—COO ~00C—CH— CHy,— COO
OH malat
. citrat
akonitasa 3 7| fumarasa
- H H
tl()() 00C— C=C —COO
= H
= ¥ Bl : 00
OOC—CH, H (l H == fumarat
o
. isocitrat FADH,
isocitrat 7 sukcinatdehydrogenasa
lyasa 4
- FAD
~00C—CH,— CH,—COO 00C—CH,— CH,—COO
sukcinat sukcinat
o +
Il
H—C—COO
glyoxylat o
: I
malat- " CH;— C— SCoA
synthasa 5 acetyl-CoA
CoA
OH

|
0OOC—CH —CH,— COO-

malat
— lv NAD +7 NADH + H* (")
00C (I‘l I—CH,— COO 9 T00C—C —CH;— COO™ — i GI UKD IET
malat malatdehydrogenasa oxalacctat

Obrazek 21 : Glyoxylatovy cyklus
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3.11 Faze uplného aerobniho katabolismu glukosy

1) glykolyza zisk 2 ATP a2 NADH + H” piedstavuje
celkem 8 ATP
2) oxidaéni zisk z odbourani jedné
dekarboxylace glukosy ( dvou pyruvati )
pyruvatu 2 NADH + H* reprezentuje 6 ATP

na acetyl-CoA

3) odbourani
acetyl-CoA
vV Krebsové cyklu
na COza H,O

s pfedanim elektront na
NAD" a FAD za vzniku

3 (NADH + H") a FADH,

Odbourani dvou acetyl-CoA
z katabolismu glukosy
reprezentuje

2Xx12 =24 ATP

4) predani vodiki
prostiednictvim
FADH; a NADH + H*
dychacimu Fetézci

predstavuje postupny
ptechod elektronii
oxidoreduktasami
respiracniho fetézce az na
kone¢ny ( terminalni )
akceptor kyslik a jeho
redukci za vzniku vody.
Ptenos redukénich
ekvivalentl respiracnim
fetézcem je svazan se
syntézou ATP.

Energeticky zisk pfi uplném
aerobnim katabolismu
glukosy
¢ini celkem 38 ATP

3.12 Dychaci fetézec a oxida¢ni fosforylace

Lokalizace : Dychaci fetézec i oxidacni fosforylace jsou u :

e eukaryotnich organismi umistény vV mitochondriich

e Dbakterii v cytoplasmatické membrané.

3.12.1 Aerobni respirace ( dychaci ietézec )

3.12.1.1 Princip respiracniho fetézce

Redukéni ekvivalenty v podobé vodikovych atomi odejmutych dehydrogenasami pii
oxidaci organickych substrati prochazeji postupné kaskadou oxidoreduktas
respiracniho Fetézce, které jsou pevné zakotveny
( imobilizovany ) na vnitini mitochondrialni membrang, a jsou nakonec pieneseny na
kyslik ( terminalni akceptor elektrond ), ktery redukuji na vodu.
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K samovolnému pienosu elektronti systémem oxidoreduktas dochazi stupinovité
pirechodem ze soustav se zapornéjsim redoxpotencialem na soustavy s kladnéjSim
potencialem.

Pienos elektronii transelektronasami dychaciho Fetézce
( cytochromy, Fe-S proteiny, Cu proteiny ) vyuziva stiidavé uvoliiovani
a vazbu elektronii na d-orbitaly tranzitnich kovi Fe**/Fe?" resp. Cu®*/Cu* .

V respira¢nim fetézci jsou oxidovany redukované kofaktory NADH, FMNHo,
FADHS,, nikoli NADPH. Ten nejprve musi piedat vodiky NAD"

NADPH + NAD" <> NADP* + NADH

Jednotlivé pienasece elektront jsou v dychacim Fetézci sefazeny podle stoupajiciho
redoxpotencialu tj. od systému NAD* / NADH+H" s E°=-0,32V

pies cytochromoxidasu ( komplex 1IV)  sE°=+0,29 V

az na terminalni akceptor kyslik O, / H,O s E°=+0,81V.

E (V)

_B’ S

4 atooy H /7 N\
substrati NaD
| + elektrony

-9,2

8,6—  {geg -
+0,2 |- ¢ AEU -> ATP
—/Cyt a
+0,4
AE, -> ATP
+8,6]— 0

e " 120

Obrazek 22 : Elektrochemické potencialy oxidoreduktas respira¢niho retézce
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3.12.1.2 Multienzymovy komplex oxidoreduktas respira¢niho retézce

Komplex I : NADH : ubichinon — oxidoreduktasa
( prostetické skupiny FMN, Fe-S proteiny )

NADH + H" + CoQ — NAD" + CoQH,

NADH + H" se reoxiduje na NAD" a odevzda :
e dva elektrony ( pfechazeji na ubichinon )

e dva protony, které piechazeji ptes vnitini mitochondrialni membranu
do periplazmatického prostoru mitochondrie, ktery okyseluji.

Komplex Il : SH; : ubichinon — oxidoreduktasa
( prostetické skupiny FAD, Fe-S proteiny )

HOOC-CH,-CH,-COOH + CoQ - HOOC-CH=CH-COOH + CoQH,
sukcinat fumarat

Enzym je lokalizovan na vniti'ni strané mitochondrialni membrany

a predstavuje bo¢ni vstup do dychaciho Fetézce. Vazbou na FAD jsou pfijimany
vodiky z redukovanych substrata SH; ( napf. sukcinatu ),

které jsou timto oxidovany na S ( napf. fumarat ).

Z FADHj; jsou vodikové atomy pfedavany koenzymu Q, ktery se redukuje na CoQHo.

Komplex 111 : QH; : cytochrom ¢ — oxidoreduktasa
( prostetické skupiny cytochromy b, c¢;, Fe-S proteiny )

Cytochrom c slouzi jako mobilni pienaSe¢ elektronti z komplexu 11l
na komplex IV

CoQH, + 2 cytc (Fe ¥P— CoQ+2cytc (Fe?) +2H"

Komplex IV : cytochrom ¢ : O, — oxidoreduktasa ( cytochromoxidasa ) -
( prostetické skupiny cytochromy a, as, Cu-proteiny )

4deytc(Fe*)+0,+4HY > 4cytc (Fe )+ 2H,0

Enzym zajist'uje ptenos elektroni z redukovanych cytochromii ¢ na kyslik jako
termindlni akceptor.

Terminalni reakce se vzdu$nym kyslikem vede k vzniku H,O a H,0..
Peroxid vodiku je pro buiiku toxicky a je proto ihned rozkladan nitrobunéénymi
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antioxida¢nimi enzymy katalasou na H,O a O,
nebo peroxidasou na H,O a organicky peroxid.

3.12.1.3 Organismy s aerobnim respira¢nim retézcem

e 7ivociSné bunky
e fotosyntetizujici rostlinné bunky ve tmé
e nefotosyntetizujici burky rostlin ( napi. buniky kofenového systému )

e acrobni mikroorganismy napt.kvasinky a plisn¢.

[ gl r X

vnitfni membrana

matrix 2e 2 H"

mitachondrie oH | &
:

2H2e AH + @ B S T
P, + ADP

Obrazek 23 : Oxidoreduktasy respiracniho ietézce a ATP synthetasa
3.12.2 Chemiosmoticka teorie syntézy ATP

3.12.2.1 Princip chemiosmotické teorie syntézy ATP

Béhem transportu elektronit dychacim fetézcem jsou protony translokovany ven pies
vnitini mitochondrialni membranu. To vede ke vzniku protonového gradientu a

vzniku elektrochemického potencialu. Protonmotivni sila je vyuZivana
mitochondrialni ATPasou k produkci ATP.

Pienos elektronii systémem oxidoreduktas dychaciho fetézce vyvola konformaéni

zmény, jejichz disledkem je uvolnéni H' ionti a jejich piechod pies vniti‘ni

mitochondrialni membranu do prostoru mezi ni a vnéj$i mitochondridlni membranou

( periplazmatického prostoru ).

Tento prenos je provazen poklesem pH v tomto prostoru az o 1,4. Dusledkem
vytvoreni gradientu koncentrace protont vznika rozdil elektrochemickych potencialii
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a vytvaii se tzv. protonmeotivni sila,
ktera pohani syntézu ATP.

Protonmotivni sila mize byt kromé syntézy ATP vyuzita téz k pohybu bi¢ikd nebo
k aktivnimu pFenosu Zivin pies membranu.

Syntézu ATP katalytuje mitochondriilni ATPasa ( H'-ATP-synthasa ). Tento enzym
katalyzuje podle podminek bud’ syntézu nebo odbouravani ATP na ADP.

Enzym je oligomerni povahy a sklada se ze dvou hlavnich ¢asti:

a) cast F1 — tzv. rozpustna ATPasa ve tvaru hlavice , ktera vycniva z vnitini
mitochondridni membrany do matrix mitochondrie. Sklada se z péti druhti
podjednotek ( A-E ).Uskuteciiuje vlastni katalytickou reakci.

b) ¢ast Fo — vytvari hydrofobni kanalek, kterym mohou byt protony
translokovany po koncentraénim spadu z periplazmatického prostoru zpét do
matrix mitochondrie.

c¢) Casti F1 aFo jsou propojeny tzv. spojovaci bilkovinou.

Difuze protont ¢asti Fo vede ke zméné konformace komplexu katalytické ¢asti F1 ,
coz umozni syntézu ATP z ADP a anorganického fosfatu.
Vzniklé ATP je uboliieno z aktivniho centra enzymu.

3.12.2.2 SpiaZeni respiracniho ietézce a oxidacni fosforylace

Respiracni retézec je obligatné spirazen s fosforylaci ADP na ATP,
jejiz intenzita je urcovana energetickymi poZzadavky organismu

3.12.2.3 Srovndni oxidacni fosforylace se substratovou fosforylaci
¢ nevznika Zadny makroergni meziprodukt

e energie se nejprve hromadi v potencialovém rozdilu a v rozdilu pH
na membrané a teprve pak vyuziva k syntéze ATP z ADP a fosfatu.

e dochazi pfitom k Gplné oxidaci organického substratu

3.12.2.4 Energeticka bilance reoxidace NADH + H' V respiracnim Fetézci

Energie uvolnéna p¥i dehydrogenaci NADH + H' v dychacim Fetézci s navazujici
oxidacni fosforylaci vede k zisku 3 ATP :

1. exergonicka reakce :

NADH + H* +1/2 0, - NAD" + H,0 A G°=-219 kJ/mol
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2. endergonicka reakce:

3ADP+3P -3 ATP +3H,0 A G° =3 x 30,5 kd/mol = 91,5 kimol
NADH +H"+3ADP+3 P+ %0, > NAD" +4H,0 +3 ATP

a) Pfi prechodu vodiki z jedné molekuly NADH + H* k CoQ se uvolni energie
odpovidajici jednomu ATP.

b) Druhé ATP vznika pii pfechodu od CoQ k cyt c.

c) Tvorba tietiho ATP odpovida kone¢né reakci protoni a elektronu
se vzduSnym Kyslikem za soucinnosti cytochromil a , as.

Oxidaci FADH; vzniknou pouze 2 ATP.

Vétsina oxidovanych substratlh ma vyssi ( negativnéjsi ) redoxpotencial nez
NAD" / NADH a uvolnéna energie je vyuzita k syntéze ATP.

3.12.3. Aerobni chemolithotrofni bakterie

3.12.3.1 Metabolismus aerobnich chemolithotrofii

donory elektronii oxidace anorganickych latek v niz§im oxida¢nim stupni
( NHs;, H,S, Fe atd.)
akceptory Vodik je predavan na systém s vysSim elektrochemickym
elektront potencidlem NAD" za vzniku NADH,, coz vyzaduje energii ve
formé ATP.

redukéni ¢inidlo | Vznikly NADHj; je vyuzivan k redukci CO; v Calvinové cyklu
na organickou uhlikatou latku napt. glukosu

zdroj uhliku autotrofni fixace CO; a redukce v Calvinové cyklu

vztah ke kysliku chemolithotrofni bakterie jsou striktné aerobni

Respiracni fetézec je u prokaryotnich organismi
lokalizace lokalizovéan V cytoplazmatické membrané.

Chemoautotrofie, kterd neprobihd ve spojeni s fotosyntézou je
organismy znama pouze u bakterii.
Byla objevena zasluhou Vinogradského v roce 1890 .

obligatni U obligatnich chemolithotrofii jsou enzymy Calvinova cyklu
chemolithotrofy |tvofeny konstitutivné i v pfitomnosti organickych latek.

U fakultativnich chemolithotrofi je pfitomnosti organickych latek
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fakultativni davana ptednost chemoorganotrofii a enzymy Calvinova cyklu
chemolithotrofy |jsou inhibovany.
Chemolithotrofnich bakterii je druhové pomérné maly pocet.

m_eta-
bolismus

syntéeza
makro-
molekul

monomery

NADH, === elekirotransportni system |
" (J’ ] y,

RH, 120, H,0

Obrazek 24 : Metabolismus aerobnich chemolithotrofia

3.12.3.2 Nitrifikace

proces, Vv kterém jsou redukované formy anorganického a
organického dusiku pfeménovany na dusitany a dusi¢nany.
princip nitrifikace Probiha ve dvou stupnich

Reakce

2NH; +30; —» 2NO; + 2H" +2H,0

1) amoniakalni dusik A G =-277 kJ/mol

se oxiduje na dusitany |Jedna se o vicestupfiovy priib&h, ktery probiha pies nékolik
meziproduktt - hydroxylamin NH,OH , dihydroxyamoniak
NH(OH), , nitroxyl ( NOH )

Nitrosomonas , Nitrosococus , Nitrosospira , Nitrosocystis,
bakterie Nitrosomonas ( je obligatnim chemolithotrofem ).

U vétSiny nitritacnich bakterii je béZna za anoxickych
podminek denitrifikace nitritovou respiraci spojenou s
nitritova respirace |tvorbou oxidd dusiku zejména N,O. Patii ke sklenikovym
plyniim a mohou poSkozovat ozonosféru.

U nitratacnich bakterii nebyla produkce oxidi dusiku
pozorovana.

2) dusitany
jsou oxidovany 2NO, +0,— 2NOj3 A G =-71kJ/mol
na dusi¢nany
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organismy

nitratacni bakterie ¢eled’ Nitrobacteraceae
( rody Nitrobacter, Nitrospira, Nitrocystis )

vyznam nitrifika¢nich
bakterii

Z prostiedi odstranuji toxicky amoniak vznikajici pfi
rozkladu bilkovin uhynulych organismt

prevadéji amoniakalni dusik na nitraty,

které jsou dobie asimilovatelné rostlinami.

jsou zapojeni v biogeochemickém cyklu dusiku. Vyssi pocet
nitrifika¢nich bakterii indikuje pokrocilou fazi rozkladnych
procest organického znecisténi,

V nichz zaina prevladat mineralizace.

donory elektroni

oxidace dusitani na dusi¢nany

akceptory elektroni

kyslik - jsou striktn¢ aerobni, ale jsou schopny piezit
1 n€kolik hodin v anoxickych podminkach

Zdroj uhliku

pouze CO; redukovany v Calvinové cyklu
— jsou typickymi autotrofy

zisk energie

Jsou chemolithotrofnimi organismy, ale rod Nitrobacter je
schopen ziskavat energii t€z oxidaci organickych slouc¢enin
— heterotrofni nitrifikaci.

U vétSiny nitrita¢nich a nitrata¢nich bakterii byl prokazan
mixotrofni rist.

riastova rychlost

Jsou to pomalu rostouci organismy s riistovou rychlosti o fad
niz8i nez u organotrofnich organismil zastoupenych

v aktivovaném kalu.

Nitratacni bakterie maji niz§i mérnou ristovou rychlost ve
srovnani S nitritaénimi.

1) autotrofni
nitrifikace

Ve srovnani s heterotrofni nitrifikaci je energeticky mén¢
vyhodn4, jelikoz probiha energeticky narocna redukce CO;

v Calvinové cyklu.

Pfeména amoniaku na dusi¢nany Ize vyjadfit sumarni rovnici

NH; + 20, - NO; + H" + H,O

Jedna se o exergonickou reakci spojenou s pfenosem osmi
elektronil . Pfi tomto d&ji vznikaji kyseliny, které snizuji
pufra¢ni kapacitu vody . Pii vysokém obsahu dusiku

v podobé NH," je tfeba provést neutralizaci Ca(OH),.
Jinak by mohlo dojit k hromadéni dusitant

koncentrace rozpusténého kysliku
— pfi nizkych koncentracich pod 2 mg/l miize dochazet
k hromadéni dusitanti v roztoku

pH - optimalni je slabé¢ alkalické pH- Nitrosomonas ( 7,9 —
8,2), Nitrobacter (7,2-7,6).

Pti poklesu pH do kyselé oblasti dochazi k inhibici oxidace
amoniaku nitritacnimi bakteriemi.

Pii siln€ alkalickém pH dochazi k hromadéni dusitant.
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faktory ovliviiujici
nitrifikaci

teplota - optimalni teplota je 28 — 32 °C. Nitrata¢ni bakterie
jsou citlivéjsi na zménu teploty nez organotrofni bakterie
aktivovaného kalu.

Pti niz8ich teplotach dochazi k hromadéni dusitani.

stari

zatizeni aktivovaného kalu

slozeni odpadnich vod

pritomnost inhibujicich latek

- tézkych kovi, kyanida, kyanatanti, HNO,, organickych
latek obsahujicich S a N

( merkaptobenzothiazolu, thiomocoviny, allylthiomoc¢oviny )

svétlo pusobi inhibi¢né zejména na nitrataci, coZ vede
k hromadéni dusitand.

Miize k tomu dochéazet v mélkych Cistych vodach resp.
v eufotické vrstvé, kam pronikd svétlo dostatecné pro
produkci fytoplanktonu a rostlin.

2) heterotrofni
nitrifikace

e Pii heterotrofni nitrifikaci vznikaji pfedevSim dusitany
( napf. bakterie rodt Pseudomonas, Alcaligenes,
Arthrobacter, ale téz aktinomycety a mikromycety )
e v mensi mife dusi¢nany ( bakterie a zejména
mikromycety napi.Aspergillus flavus).
Produkce dusi¢nanti a dusitanti je malé a dochazi
k ni vétsSinou po skonceni exponencialni faze ristu.
Neékteré produkty heterotrofni nitrifikace mayji
stimula¢ni nebo naopak toxické ¢i mutagenni Ui€inky.

zdroje energiea C

organické latky

organismy

probihd u mnoha skupin organismi

Zdroje dusiku

organické ¢i anorganické dusikaté latky

podminky
pro heterotrofni
nitrifikaci

Probihd vylu¢né€ v anaerobnich podminkach

( napt. v sedimentech produkuje dusiénany vyhradné
Arthrobacter ). Heterotrofni nitrifikace mize ptevladnout
nad autotrofni napft. pii alkalickém ¢i naopak v silngji
kyselém pH, vysokém obsahu organického uhliku a dusiku.
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3.12.3.3 Sirné (thionové ) bakterie

reakce H,S+20, - H,SO, A G =-502 kJ/mol
S+H,O0+150, > H,SO, A G =-502 kJ/mol
bezbarvé sirné bakterie oznacované jako sulfurikacni
bakterie. Patii k nim zastupci rod Thiobacillus, Sulfolobus,
organismy Thiomicrospira. Typickym reprezentantem je rod

Thiobacillus - ty¢inkové G', nesporulujici bakterie o velikosti
(0,5x 1-1,5um), pohyblivé ¢i nepohyblivé v zavislosti na
stafi bunék. Sira je ukladana vné bunék.

zdroj energie

oxidace anorganickych sloucenin siry ( HzS, S, S;03, 8032')
na kyselinu sirovou. Nékteré druhy
napt. Thiobacillus ferrooxidans mohou ziskavat energii
alternativné oxidaci sirnych slouc¢enin
('sulfidu, thiosulfatd, tetrathionatu a elementarni siry )
nebo Fe ** na Fe **:

Fe?’* » Fe*+e  -167 k¥/mol

zdroj uhliku

CO,

akceptory elektront

kyslik — vétsina thionovych bakterii je striktné aerobnich
Vyjimkou je Thiobacillus denitrificans, ktery dokaze vedle
aerobni respirace vyuzivat téz anaerobni respiraci dusi¢nany
a dusitany

5 5,03 > + 25 H,0 — 10 SO, + 10 H' + 40 [H]

8 NOz + 8 H" + 40 [H] - 4 N, + 24 H,0

V ptitomnosti organickych latek je fakultativn€ anaerobni a
pievazné organotrofni.
V anaerobnich podminkach miize dojit ke spojeni oxidace
sirnych sloucenin s respiracni redukci Fe 3
( Thiobacillus ferroxidans , Thiobacillus thiooxidans )

donory elektronu

Vétsina druhi je striktné chemolithotrofnich,napf.
Thiobacillus ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans

faktory ovliviiujici
rozklad

teplotni optimum je 25-30 °C v zavislosti na druhu
mikroorganismu

pH optimum - je u n¢kterych druhti v alkalické oblasti pH
75-85

(napt. Thiobacillus thioparus a Thiobacillus neapolitanus),
v kysel¢ oblasti pH 2,5 — 5,8 u druhti Thiobacillus
thiooxidans a T. ferrooxidans
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vyskyt

e v pramenech ¢i kyselych diilnich vodach bohatych na
sulfidy kov1i a sulfan.

bakterialni koroze

e Vlivem tvorby kyseliny sirové zplisobuji tzv. bakterialni
korozi napt. betonovych konstrukci v COV, ¢&i ve stokach

vyuziti thionovych
bakterii

e Oxidaci sulfanu, siry, thiosiranu, tetrathionanu na sirné
slouceniny s vy$§im oxida¢nim ¢islem
(‘sirany, H,SO4) se podileji na kolob&hu siry

e ziskavani kovli z chudych rud biologickym louzenim
( biometalurgie)

vlaknité sirné bakterie

e rody Thiobacterium, Thiothrix, Beggioatoa

vlastnosti

e Nejsou barevné a vyzaduji pro rast CO; .
Beggiatoa miize metabolisovat i organotrofng.

metabolismus

Oxiduji S ¥ na S a tu ukladaji jako rezervni latku uvnitf
bunék.

HS+0,50;, - S+ H0 A G° =-172 kJ/mol

Po vycerpani sulfidi z prostfedi oxiduji intracelularni siru.
Po zoxidovani vsech zasob siry hynou.

S+050;+H;0 5> HySO, A G° =-494 ki/mol

vyskyt
thionovych bakterii

e Vv prostiedi s pfisunem H,S i O, napf.
na povrchu anaerobniho sedimentu

e tvofi vlaknité povlaky na dné stojatych vod

¢ vodni mikroflora ve sladkych vodach i v mofi za
pritomnosti HpS .

e v biocenozach COV hlavné v ptipadé€ jejich pietizeni
nebo pii nedostatecném provzdusiiovani.

3.12.3.4 Zelezité bakterie

donory elektront

oxidace Fe ** na Fe **

Rozpustné Fe ** je oxidovéano na Fe **, které se jako
nerozpustna rezava srazenina Fe(OH)3; usazuje v bunéénych
pochvach nebo je vylucovan do prostiedi.
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akceptor elektroni

kyslik - striktn¢ aerobni chemolithotrofy
Fe®* + 0250, +150, — Fe* + 0,5H,0
A G =-167 kJ/mol

4FeCO3+6H,0+0,—> 4 Fe(OH)3 +4 CO,
A G = -238kJ/mol

Za ptitomnosti H,S probihaji oxidoreduk¢ni pfemény
Fe v zavislosti na redoxpotencidlu dané lokality.

Fe,O3+3H,S > 2FeS+3H,0+S

Zdroj uhliku

autotrofni fixace CO..

podminky

acidofilni , psychrofilni ¢i mesofilni mikroorganismy.

U obligéatnich chemolithotrofii jsou enzymy Calvinova cyklu
tvofeny konstitutivné i v pfitomnosti organickych latek
(napt. Gallionella).

Fakultativni chemolithotrofy davaji v pfitomnosti organické
latky pfednost chemoheterotrofii (napi. Lepthotrix ).

vyskyt

Hojny vyskyt téchto organismt je v mineralnich a dilnich
vodach v podzemnich vodach bohatych na zelezo, sulfidy
kovu a H,S

organismy

Thibacillus ferrooxidans, zastupci rodt Siderocapsa,
Siderocystis, Sideromonas.

Vlaknita zelezita G bakterie Lepthotrix ochracea hromadi
hydratovany hydroxid Zelezity v slizovém obalu a zptsobuje
rezavé zbarveni vod bohatych na zelezo. Mize zpiisobovat
nezadouci ucpavani vodovodnich potrubi Fe(OH)s.

Stopkata bakterie Gallionella ferruginea ma dlouhou
slizovitou vétvenou stopku, pomoci niz pfiseda na podklady.
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3.12.3.5 Manganové bakterie

MnCO; + H,O —» Mn(OH)z + CO»
A G° =-216 kJ/mol

Mmanganové
bakterie
2 MnO + O, + 2 H,0 —» 2 MnO(OH),

A G° =-162 kJ/mol

Buné&&né pochvy inkrustované slou¢eninami Mn ** maji

tmavohnédé az cernohnédé zabarveni.

Tzv. manganové bakterie se vyskytuji ve stojatych vodach

vyskyt pii vyssim rozkladu fytomasy.

Zelezité bakterie

Nekteré zelezité ( obvykle organotrofni ) bakterie mohou oxidovat
vedle Fe # t¢ slougeniny manganu - Mn .

Vzhledem k tomu, Ze oxidace slou¢enin manganu je

z energetického hlediska méné efektivni, musi byt koncentrace soli
manganu V prostiedi vyssi nez soli zeleza.

3.12.3.6 Oxidace H,

3.12.3.6.1 Aerobni oxidace

reakce 2H,+ O > 2H0 A G° =-234 ki/mol
Striktné chemolitotrofni autotrofni vodikové bakterie nejsou
organismy znamy. Schopnost oxidovat molekularni vodik

ma celd fada aerobnich fakultativné chemoorganotrofnich
bakterii, které jako zdroj uhliku vyuzivaji organické latky a
nejsou vybaveny Calvinovym cyklem ( rody Pseudomonas,
Alcaligenes, Paracoccus, Nocardia ).

3.12.3.6.2 Anaerobni oxidace

Kone¢nym akceptorem elektront jsou nitraty,

akceptory elektronu | které jsou redukovany az na plynny dusik

napt. Paracoccus denitrificans
H, mtze byt oxidovan sulfatem za vzniku H,S
( Desulfovibrio )

organismy

Methanové bakterie mohou oxidovat plynny vodik CO,, ktery
je ptitom zredukovan na CHy
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3.12.3.7 Oxidace CO

reakce CO+H,0 —» CO, +2H" +2¢
karbonmonooxidové chemoorganotrofni bakterie oxiduji CO
organismy napi.Pseudomonas carboxidovorans
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3.12.4 Aerobni chemoorganotrofy

Zdroje uhliku

organické slouceniny

zdroje energie

organické slouceniny.
Pti nadbytku organického substratu dochazi pouze k ¢astecné
oxidaci a jsou produkovany zejména organické kyseliny

syntéza ATP

oxidac¢ni fosforylaci spfazenou s aerobni respiraci
a zCasti téz substratovou fosforylaci

organismy striktné
aerobni

plisné :

e cukaryotni ( niz8i houby )

e striktn¢ aerobni heterotrofni organotrofy

e osmotrofni

e acidotolerantni ( rostou v Sirokém rozmezi pH )
e teplotni optimum 20-28°C , hynou nad 70°C

e 7iji paraziticky nebo paraziticky na odumielém
organickém materialu

e hlavnim zdrojem je ptida

e vytvareji vlaknité mycélium

e jako energetickou rezervu obsahuji kapic¢ky tuku
a polyfosfaty ( volutin)

e bunécna sténa obsahuje mannany, chitin, celulosu,
latky podobné ligninu a vosky

bakterie - vétsina bakterii napt. octové bakterie
( Acetobacter ) vcetné né€kterych hnilobnych bakterii

zivocichové

organismy fakultativné
anaerobni

ve tmeé

kvasinky:

e cukaryotni

e jednobunécné nizsi houby

e fakultativné anaerobni chemoorganotrofni heterotrofy

e hlavni bunécnou energetickou rezervu predstavuje
glykogen a volutin ( polymetafosfat )

e optimalni teplota 25-28°C
maximalni 40°C a minimalni 5°C.

e Za anaerobnich podminek odbouravaji fermentacné
monosacharidy a disacharidy

e Zapfistupu vzduchu je preferovana aerobni respirace
( Pasteurtv efekt )

e n¢které kvasinky maji proteolytickou aktivitu
(.extracelularni proteasy a peptidasy )

rostliny 32
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(CHOH),

meta-

bolismus monomery syntéza
CO; malych ~ makro-
AIT P
NADH, elektrotransportni systém

120, H,0

Obrazek 25 : Metabolismus aerobnich chemoorganotrofu
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3.12.5 Anaerobni respirace

princip

Respirace je sptazena se syntézou ATP na membranové irovni.

energeticky zisk
anaerobni respirace

Ve srovnani s aerobni respiraci je daleko nizsi. Kyslik ma totiz
ze vSech akceptoru elektronti nejvyssi elektrochemicky
potencidl a proto zména volné energie pii oxidaci kyslikem je
nejvyssi.

Kyslikovy
inhibié¢ni efekt

Pritomnost kysliku plisobi inhibici aktivity anaerobnich
terminalnich reduktas a reprimuje jejich syntézu, coz vede
K zastaveni anaerobni respirace

terminalni akceptory
elektronii

slouceniny ve vyssim oxida¢nim stupni - NO3', SO4 Z Fe " atd.

V

N S—

0.g e——12 0y/H,0 = - = == -

la—— cyt FeM/cyt FeX*- - 4. wmm _(148)
02+ 4
fotesyntéza
0 e sukcinat/fumarat - . f - oo - (1.64)
fermentace
-0.2+ (propionova)
0 l...._NAD‘“/CNADH—H-{“) Xov LY (56)

svétlem aktivované
reakce

aerobni respirace
(220)

anaerobni respirace

(v zavorkach hodnoty AG* v kJ . mo}!)

Obrazek 26 : Srovnani fermentace, aerobni a anaerobni respirace a fotosyntézy

3.12.5.1 Nitratova respirace

3.12.5.1.1 Autotrofni chemolithotrofni denitrifikace

A) Vieobecnd charakteristika a ovliviiujici faktory

| Denitrifikace je souborem procesii pfi nichZ jsou dusi¢nany




Anaerobni respirace

princip denitrifikace

a dusitany redukovany na plynné oxidy dusiku a postupné¢ az na
molekulovy dusik.
Tyto pfemény jsou provazeny uvolnénim energie.

NOg—) NOz—)NO—) N20—> N,

redukce
dusiénanu
na dusitany

NOs; + H, —» NO, + H,0O

A G =-163 kJ/mol
NOs + NADH +H" —» NO; + NAD"

A G° = -143kJ/mol
V ptipadé kysliku jako terminalniho akceptoru se uvoliuje
220 kJ/mol .

redukce dusitanu
na dusik

2NO, + 2H"+3H, —» N, +4H,0
A G° =-795 kJ/mol

zdroj energie

oxidace anorganickych latek

terminalni akceptory nitraty
elektronii
donory elektroni Hz, NADH,, S, sulfidy, organické latky
a vodiki napt. sukcinat, laktat, formiat, glycerolfosfat atd.

zdroje uhliku

oxid uhli¢ity — chemolithotrofni organismy. Cast energie
potiebna na redukci CO; je dodavana ve formé NADPH,, které
vzniké za spotfeby ATP pfi reverznim elektronovém transportu

energeticky zisk je cca 2/3 ve srovnani s aerobni respiraci
— vznikaji 2 ATP
autotrofni denitrifika¢ni bakterie ( rody Thiobacillus,
Desulfobacter, Desulfovibrio, Paraccoccus ).
denitrifikac¢ni Thiobacillus denitrificans oxiduje redukované slouceniny siry
organismy jako S, S Z 5,037, S406%, SO5% za soucasné redukce dusi¢nanii

na plynny N,

vyznam denitrifikace

e ztraty dusiku z aplikovanych primyslovych hnojiv a jeho
ptechod do atmosféry

e odstraiiovani dusiku z odpadnich a pitnych vod

e Ucastni se V biogeochemickém cyklu dusiku

negativni ucinky
denitrifikace

e V prub¢hu denitrifikace se uvolituje N»O, ktery po
proniknuti do stratosféry zpiisobuje rozklad ozonu

e MiiZe mit podil na globalnim oteplovani

e Vysoké hladiny dusi¢nanti po pfeméné na dusitany
Vv organismu mohou vést k sniZenému transportu kysliku
V krvi ( methemoglobinémii ) a tvorbé karcinogennich
nitrosamind

vliv kysliku

pritomnost kysliku potlacuje anaerobni respiraci

kyslik soutézi s oxidovanymi formami dusiku o elektrony
inhibuje transport dusi¢nant do buriky

redoxni stav ubichinonu omezuje transport dusi¢nanil na
misto redukce

blokuje transkripci béhem syntézy reduktas

e inaktivuje nitritreduktasu
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vliv pH

Denitrifikace probiha v §ir§im rozsahu pH 5,8 — 9,2

s optimem v neutralni nebo slabé alkalické oblasti 7,0 — 8,0.
Hodnota pH ma vliv na kone¢né produkty denitrifikace.

Pti pH nad 7,3 se tvoii pfevazné plynny molekularni dusik.
Pti nizkém pH jsou denitrifikacni reduktasy

( hlavng N,O-reduktasa ) inhibovany,

celkova rychlost denitrifikace klesa a zvySuje se podil N,O
v produktu.

vliv teploty

Denitrifikacni bakterie jsou aktivni v Sirokém rozsahu teplot.
Po dostatecné dob¢ adaptace probiha denitrifikace v rozmezi
5-80°C s optimem pii teplotach 30-40°C.

Pti zvySovani teploty na 60-75°C narusta rychlost denitrifikace.
Nad touto hranici ovSem aktivita rychle klesa.

vliv inhibitoru

patii k nim napf. tézké kovy
Nejveétsim inhibitorem denitrifikace je molekularni kyslik

napft. pti zaplaveni ptidy vodou, u nezkypiené ptidy, v stojatych

vliv vlhkosti pady vodach ptevladaji anaerobni podminky podporujici
denitrifikaci.
technologie Jedna se o casto aplikovany proces probihajici v naplinovych

denitrifikace

kolonach, v kolonach s fludizovanou naplni,
¢i in Situ vV horninovém prostiedi .

B) Denitrifikacéni enzymy

nitratreduktasa

MiuiZe byt vdzana na cytoplazmatickou membranu, ale mize
byt i v periplazmovém prostoru.
V aktivnim centru enzymu je obsazen molybden.

nitritreduktasa

Je lokalizovana v periplazmovém prostoru a reakénim
produktem je NO.Je syntetizovana pouze v piipadé
pfitomnosti nitratl jako induktoru.

NO-reduktasa

je membranoveé vazany enzym.

N»>O reduktasa

U vétSiny mikroorganismil je lokalizovand v periplazmovém
prostoru. V struktufe tohoto enzymu jsou dvé centra obsahujici
med’ pro piijem elektronit z vhodnych donord.

NADH \ FAD

“/C

Napt FAD

H

3+ 5+ ;
X 2 Fe Y 2 Mo ; NO~
3
NOp
2 Felt 2 Mo®t

Obrazek 27 : Nitratreduktasa
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periplazmovy membréana cytoplazma
prostor
F =i~ NADH,, formiat
p
2H* -ﬂ-—u(
cyib
\ Fo |—f=m~ laktat, glyceroffosfat
Q i
2H* -.w-(
cyt b
\Qse—
NO3 Tl
Fe/S; Mo .
> nitratreduktaza 2H
NO; + HO (——L

Obrazek 28 : Mechanismus funkce nitratreduktasy

C) Anaerobni nitrdtova respirace
Nitratova respirace probiha za neptitomnosti kysliku.

55,0:2+25H,0 — 10S0,%+ 10H"+40[H]
8NOs +8H"+40[H]—> 4N, + 24H,0

8 NOs +55,052 +H,0 > 4N, +10S0, 2 + 2 H*

3.12.5.1.2 Heterotrofni denitrifikace

princip redukce dusi¢nanti a dusitani pies N,O az na No.
zdroj uhliku | organické latky napf. methanol, ethanol, kyselina octova, glukosa atd.
donory plynny vodik ( oxidace na vodu ), elementarni sira, H,S, thiosirany
elektronii
srovnani e rychlejsi prib&h
s autotrofni e vyssi produkce biomasy.
denitrifikaci e ndakladnéjsi vlivem drazsiho organického substratu
organismy | organotrofni bakterie ( rody Micrococcus, Pseudomonas,
Chromobacterium, Denitrobacillus )
CoH106+4 NO3 > 6 CO,+6 H,O + Ny
G’ bakterie Paraccoccus denitrificans ma elektronovy transportni




Zaklady biochemie biotechnologickych procest

reakce
heterotrofni
denitrifikace

systém podobny mitochondriim a je schopna ziskavat energii oxidaci
organickych latek kyslikem, nitraty nebo dusitany

5CHOH+6 NO3; —» 5CO,+7H,0 +6 OH +3 N,
3CHOH+6 NO, - 3CO,+3H,0O +60H +3 N,
5 CH3CH,COOH + 12 NO3 —» 8 HCO3 + 2 CO32' + 6 N, +11H,0

Vzhledem k vzniku OH" iontti mtize pii nizké pufra¢ni kapacité rychle
vzrust pH, coZ vede k inhibici celého procesu.

Paracoccus denitrificans je sice chemoheterotrof, ale dokaze zit
i chemoautotrofné ( chemolithotrofng ), kdy CO, vyuziva jako
zdroj uhliku a energii ziskava oxidaci plynného vodiku .

3.12.5.1.3 Asimilativni redukce NO3 na amoniak

princip

Dusi¢nany jsou redukovany az na amoniak, ktery je nasledné
vyuzivan pro biosyntetické procesy. Probiha stupnovité pies
nekolik meziprodukti :

NO3 — NO; — NO — (NOH), hyponitrit — NH,OH —

asimilativni redukce |NH;

nitratd na amo

niak
Dusi¢nany jsou induktorem a vznikajici amoniak represorem
kli¢ového enzymu nitratreduktasy.

Ptitomost kysliku syntézu tohoto enzymu nereprimuje.

organismy

Schopnost vyuzivat nitraty jako zdroj dusiku je typicka pro :
e rostliny
e nckteré tzv. amonizacni bakterie
( Escherichia, Micrococcus, Bacillus, Clostridium )
¢ niZz8i houby ( Candida, Rhodotorula, Neurospora,
Aspergillus, Penicillium)

3.12.5.2 Sulfat

ova respirace ( desulfurikace )

princip

sulfatové respirace

Oxidované anorganické slouceniny siry jsou v prib¢hu anaerobni
respirace redukovany na elementarni siru a H,S.

SO/~ + H +4H, > HS +4H,0 AG® =-152 kJ/mol

Sirany, sifi¢itany, thiosirany, tetrathionany,elementarni sira - jSou

terminalni akceptory | redukovany na sulfan a sulfidy.

elektronu

Jsou schopny alternativné redukovat i CO, na methan
a tak mohou pteZzivat i v prostiedi, kde dochazi k vyCerpéani
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siranl resp. elementarni siry.

vyhody redukce
sirant

Redukce siranti je termodynamicky vyhodnéjsi nez redukce CO; .
Enzymaticka aktivace siranu probihd za spotieby energie pomoci
ATP za vzniku adenosinfosfosulfatu. Za pfitomnosti dusi¢nant

Vv prostfedi mohou prednostné vyuzivat kyslik z NO3

donory vodiki
a elektronu

jednoduché organické slouceniny
- laktat, pyruvat, methanol, ethanol, glycerol, aceton, formiat,
niz§i mastné kyseliny, ale téZ plynny vodik

produkty

Organické latky jsou oxidovany na acetat ( Desulfovibrio,
Desulfomonas ) nebo na CO, ( Desulfomaculum).

Sulfat redukujici bakterie ( SRB ) mohou konkurovat
methanogennim bakteriim o substraty slouzici jako donory
elektront ( vodik, octan )

zdroje energie

oxidace organickych sloucenin.

energeticky zisk

je srovnatelny s anaerobni respiraci dusi¢nanii na dusitany.

akceptory elektronii

sirany, sifiitany nebo thiosirany

organismy

sulfat redukujici ( desulfurikac¢ni ) bakterie (SRB) :
nesporulujici rod Desulfovibrio — G™, ty¢inky 0,5-1 x 1-5 um,
pohyblivé ( napt.druh Desulfovibiro desulfuricans )
sporulujici Desulfomaculum

Zdroje uhliku

vyhradné¢ organické latky, napt. kyselina mlécna,

4C dikarboxylové kyseliny — jantarova, fumarova.

Jsou oxidovany pres pyruvat a acetyl-CoA

na kyselinu octovou jako kone¢ny produkt, jelikoz chybi enzymy
citratového cyklu.

SRB nemaji Clavintv cyklus pro autotrofni asimilaci CO»,
Potiebuji tedy nutné organické latky jako zdroje uhliku

Zdroje dusiku

Nitratovy dusik na rozdil od kysliku nemohou vyuzit.
Vyuzivaji pouze dusik amoniakélni nebo organicky.

elektrony
transportujici systém

primdrni dehydrogenasy
prenasece elektront ( cytochrom c3 a ferredoxin )
terminalni reduktasy ( APS-reduktasa, desulfoviridin)

fyziologické
vlastnosti
siran redukujicich
bakterii (SRB)

e Jsou striktné anaerobni .

e Vyzaduji absenci kysliku a nizky redoxpotencial
0 az-100 mV

e Chemoorganotrofni

e pH optimum 6,5 az 7,3

e optimalni teploty — mesofilni druhy ( 30 - 37 °C)

- termofilni druhy ( 50 — 70 °C)
e probihd u nich anaerobni respirace
e SRB nejsou pro ¢lovéka patogenni




Zaklady biochemie biotechnologickych procest

vyskyt SRB

e Vanaerobnich prostiedich s dostate¢nym pfisunem
organickych latek

e ve vlhkych neprovzdusnovanych padach zejména v oblasti
rhizosféry

e Vv sedimentech stojatych vod

e Vv termalnich a netermalnich sirnych pramenech

e Vv banskych vodach ze sulfidovych lozisek

v nevulaknickych loziscich siry

ve vodach ¢erpanych z lozisek ropy a zemniho plynu

v nddrzich na naftu, benzin, mazaci a topné oleje

Vv oceanech a motich ve velkych hloubkach az 3000 m

v bahné vyhnivacich nadrzi

Vv stokéach a kanalech

Vv primyslovych odpadnich vodach

ve sttevech hmyzu a ¢lovéka

vyznam SRB

ucast v biogeochemickém cyklu siry

tvorbou H,S umoziuji existenci fototrofnich bakterii

Vv anaerobnich podminkdach a sirnych bakterii v aerobnich
podminkach.

e odstranovani tézkych kovti z primyslovych odpadnich vod
jejich extraceluldrni precipitaci

e hydrometalurgie
e odstranovani siranti ( desulfatace ) z odpadnich vod
vyuZiti SRB e vyroba siry a kyseliny sirové z odpadnich vod
e odstranovani siry ( desulfurizace ) z nafty, benzinti a uhli
Za anaerobnich podminek hromadi velké mnozstvi H,S, coz vede
rizika SRB k mikrobialni korozi a Skodam napf. na plynovych potrubich

3.12.5.3 Respirace tetrathionatu

S0+ Hy > 25,04 + 2H'

reakce A G =-84,5 kJ/mol
respirace S406° + NADH + H" — 2 S,05 + NAD" + 2 H*
tetrathionatu A G’ =-66,3 kiJ/mol
rody Salmonella, Citrobacter, Proteus , Serratia , Aeromonas
( nikoli Escherichia coli ).
organismy Nékteré druhy mohou vedle anaerobni respirace realizovat

aerobni i anaerobni respiraci a fermentaci (napt. Proteus mirabilis ).

energeticky zisk

Je zhruba polovicni ve srovnani s nitratovou respiraci.
Nékteré bakterie jsou schopny provadét vice typl respirace.

oxidoreduktasy

Systém oxidoreduktas ma vice vstupii a vystupti, Urcité ¢asti
elektrontransportniho systému jsou spole¢né pro rizné druhy
respirace, jiné jsou specifické.

V praxi je vyuzivan vzdy pouze jeden z akceptori elektroni
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akceptory
elektront

Vv zavislosti na hodnoté jeho elektrochemického potencialu. Pritom
je preferovana respirace, kterd poskytuje nejvétsi zménu standardni
volné energie.

Ostatni drahy jsou blokovany na trovni inhibice aktivity
oXidoreduktas a represe jejich syntézy de novo.

3.12.5.4 Respirace fumaratu

respirace

HOOC-CH=CH-COOH + H, - HOOC-CH;-CH,-COOH

A G = -86kJ/mol
reakce HOOC-CH=CH-COOH + NADH + H" - HOOC-CH,-CH,-COOH
+ NAD"
A G =-67 kJ/mol

fumaratu

Fumarat je v této reakci redukovan na sukcinat a ten je vylu¢ovan
do prostiedi.

energeticky |srovnatelny s respiraci tetrathionatu za vzniku 1 ATP.

zisk

organismy |fada G bakterii napt. Escherichia coli, Citrobacter, Shigella, Proteus atd.

3.12.5.5 Respirace CO,

reakce
respirace CO,

CO, + 4H, » CH4+2H,0 A G =-131 kJ/mol

methan
produkt Tvorba methanu navazuje na rozklad organickych latek bakteriemi
fermentaci v anaerobnim prosttedi, ktera vede k nahromadéni
organickych kyselin zeyména formiatu a acetatu.
donory plynny vodik, ale také jednoduché organické latky
elektronii jako formiat, alkoholy ¢i mastné kyseliny.
organismy | methanogenni bakterie, které patii mezi tzv. archaebakterie.
Jsou to mikroorganismy striktn¢ anaerobni.
vyskyt odpadni vody, skladky odpadt, baziny, jezerni sedimenty, zazivaci

trakt pfezvykavcu atd.

3.12.5.6 Respirace H”

reakce

2H" + 2¢ &5 2H,

hydrogenasa Terminalni reduktasou je hydrogenasa.

3.12.5.7 Anaerobni respirace Fe*'

reakce

| 2Fe* + Hy, — 2H" +2Fe”
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e organické latky ( glukosa, formiat, laktat )
donory elektroni napi. Escherichia coli

e plynny vodik ( Pseudomonas )

e sira ( Thiobacillus)

za anaerobnich podminek mnohé chemoorganotrofni bakterie
organismy véetné Escherichia coli , Pseudomonas , Thiobacillus
thiooxidans.

3.12.5.8 Anaerobni respirace Mn **

reakce | Mn* +H; > Mn* +2H"

3.12.5.9 Anaerobni respirace kyslikatych sloucenin Se, Bi, Te

pieména TeO, — Te

G" bakterie - Corynebacterium napt. druh Corynebacterium
glutamicum produkujici kyselinu glutamovou a lysin.
mikroorganismy Uplatiiuje se téZ pii biodegradaci ropnych latek.

SeO42' — Se0; seleniCitany — Se

napt. Enterobacter cloaceae
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3.13 Fotosyntéza

z fec .fos = svétlo

3.13.1 Zadkladni charakteristika fotosyntézy

princip Jde 0 endergonicky redukéni proces, pii kterém jsou Syntetizovany
fotosyntézy |V tzv. Calvinové cyklu ( temné fazi fotosyntézy ) organické latky
fixaci atmosferického CO; .
H,0 + CO; + slunecni energie — /CH;O/+ O3
sumarni L.
monosova jednotka
reakce
fotosynté .
yntezy 6 CO;, + 6 HyA + sluneéni energie — CgH1206 + 6 A
H2A je obecnym donorem H a elektronil
Energie v podob&é ATP a poti‘ebné redukovadlo NADPH + H" jsou
produkovany za pomoci fotonii slune¢ni energie.
energie Ta je zachycovana fotoreceptory obsahujicimi chlorofyl
a pomocnymi pigmenty ( karotenoidy a fykobiliny ) za ucasti vody,
kterd podléhd fotooxidaci provazené uvolnénim O,.
organismy |sinice, asy, v§echny niZsi a vyssi rostliny,
jakoz i fotosyntetizujici bakterie ( obsahujici bakteriochlorofyl )
Pted existenci fotosyntetizujicich organismu existovali pravdépodobné
pivod na Zemi chemoorganotrofni organismy schopné anaerobn¢ fermentovat

abiogeneticky vznikajici organické latky.
Ptiblizné pted 3 mld let vznikli prvni organismy se schopnosti
fotosyntézy..

3.13.2 Svétla faze fotosyntézy

3.13.2.1 Princip svétlé faze fotosyntézy

donor elektronu voda

akceptor elektronii CO,

biologicky vyznam

e preména energie slune¢niho zareni na energii
chemickou ( ro¢né 10™ kJ)

e vyroba organickych latek z CO; jako Zivin pro
chemoorganotrofni organismy

e rocnd se fotosyntézou fixaci 20.10*t CO, vyprodukuje
14"t organické hmoty,

produkce kysliku je roéné cca 15.10™ t

zdroj energie e ATP
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redukéni ¢inidlo

NADPH + H*

latkova a energeticka
bilance fotosyntézy

Redukce 1 CO, na monosovou jednotku / CH,0 / vyZzaduje
:3 molekuly ATP a 2 molekuly NADPH + H*

Pro jejich tvorbu je nezbytna absorpce 8 fotontu
slunecniho zareni.

Je pritom fotooxidovana jedna molekula vody
za uvolnéni jedné molekuly O».

lokalizace

Fotosynteticky aparat je lokalizovan :

u eukaryotnich organismii v chloroplastech.
Fotosyntetizujici jednotky tzv. kvantosomy se vyskytuji
Vv thylakoidni membrané chloroplasti. Ta obsahuje jak
pfenasece elektronil

( cytochromy, plastokyanin a ferredoxin ),

tak i pfenasece protonu ( plastochinon, FAD, NADP ).

u prokaryoti ve vnitinich vybézcich cytoplasmatické
membrany ( mesosomech ).

struktura
a vlastnosti
chlorofylu

zelené fotosyntetické pigmenty porfyrinové struktury

s koordina¢né vazanymi ionty Mg

a pripojenym linearnim 20 C isoprenoidnim alkoholem
fytolem.

Ten umoziuje ukotveni chlorofylu v membrané

Existuje nékolik typi chlorofylu liSicich se substituenty

na porfyrinovém skeletu a svymi absorpénimi maximy
( chlorofyl a, chlorofyl b, bakteriochlorofyl ).

Pro absorpéni spektra chlorofylu jsou typické dva vyrazné
absorp¢ni pasy v zlutozelené oblasti spektra 415 — 440 nm
a v cervené oblasti spektra 640-700 nm.

Pro fotosyntézu je vyuzitelna pouze absorpce svételného
zareni 640-700nm, jelikoz pti ni dochazi k excitaci elektront do
prvniho singletového stavu s vyssi dobou Zivota.

plastokyanin

Jecna se o protein s obsahem Cu, jehoZ redoxni charakter je
podminén prechodem Cu® na Cu ?* a naopak.

Cu*+e - Cu’

ferredoxin

Je nehemovy protein obsahujici v jedné molekule dva atomy

zeleza.

Redoxni charakter ferredoxinu je dan schopnosti Fe** prechazet na
Fe** a zp&tnd.

Fe¥+e > Fe®
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3.13.2.2 Fotochemicka excitace elektronit chlorofylu

e Energie svételného kvanta slunecniho zateni je
absorbovana chlorofylem a vede k excitaci jeho elektronu.
Uskuteciiuje se ve fotosystémech obsahujicich chlorofyl a
doplnkové ( akcesorické ) pigmenty
— karoteny a fykobiliny.

e Po dopadu svételného kvanta ( fotonu ) na chlorofyl P 680
fotosystému Il je excitovan ¢i piimo z n¢ho vyrazen
elektron, ktery pfechazi na primarni akceptor elektronti .

V reak¢nim centru chlorofylu je nahrazen elektronem

fotochemicka excitace . v ,
pochézejicim z rozStépené vody procesem fotolyzy.

elektronii chlorofylu

e Elektrony vyrazené z fotosystému P 680 putuji Fradou
prenasecu s rostoucimi pozitivnimi hodnotami
redoxniho potencialu plastochinonem, cytochromem b,
cytochromem f a plastokyaninem aZ na reakéni centrum
chlorofylu P 700 ve fotosystému 1.

e Uvolnéna energie se zachyti v jedné az dvou
molekulich ATP vzniklych slou¢enim ADP s fosfatem.

3.13.2.3 Fotooxidace vody

fotooxidace vody H,O — Oy + (2H" +2¢7)

Elektrony z rozkladu vody nahrazuji excitované elektrony
princip Z fotosystému P 680.

fotooxidace vody Protony z fotolyzy vody mohou byt pouZity pro redukci

NADP* na NADPH + H*

3.13.2.4 Fotoredukce spojend s necyklickym tokem elektronii

NADP" + 2H" +2e- - NADPH +H"

fotoredukce spojena

S necyklickym tokem
elektront

-syntéza NADPH+H"

Jakmile se elektrony dostanou do chlorofylu P 700, znovu
se excituji absorbci svételné energie,

jsou pieneseny na FeS-protein

a dale pres ferredoxin na NADP’, ktery je redukovan

za Gifasti protoni z fotolyzy vody na NADPH + H".
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Obrazek 31 : Svétla faze fotosyntézy

3.13.2.5 Fotofosforylace

fotofosforylace

Syntéza ATP z ADP a anorganického fosfatu je pohanéna
protonovym gradientem a zavisla na svétle.
ADP +P —» ATP

3.13.2.5.1 Excitované elektrony 7 chlorofylu fotosystémii
- cyklicka fotosforylace




Fotosyntéza

princip
cyklické fotofosforylace

e [Excitované elektrony jsou transportovany systémem
oxidoreduktas a vraci se na chlorofyl fotosystému..

e Tok elektront vede k vzniku protonového gradientu na
membrang.

e Protony se vraceji membranovou ATPasou, coz pohani
syntézu ATP z ADP a fosfatu.

proces

Na cyklickém toku elektront ( cyklické fotofosforylaci ) se
podili pouze fotosystém I (PS 1)

PQ— cytf - PC —- PSI — Fd
cytb

;];ektronyjsou pfenééefly z Fes-proteinu ( ferredoxinu ) na

cytochrom b s pozitivnéj$im redox potencidlem
v porovnani s FeS proteinem.
Uvolnénd energie se piitom ulozi do 1 ATP.

produkt

Cyklicka fotofosforylace poskytuje buiice ATP bez redukce
NADP" a uvoliiovéni kysliku fotolyzou vody.

vyznam

Vyrobené ATP slouzi jako zdroj energie pro reakce
Vv Calvinové cyklu

regulace
fotosyntézy

Chloroplast na rozdil od membrany mitochondrii neni
propustny pro ATP, ktery tak nemuze voln¢ prechazet

do cytosolu.

Bunky provadégji tento d¢j za nedostatku svétla, nebo kdyz je
pritomné svétlo jen urcitych vinovych délek.

Necyklicka fotofosforylace miiZe ptejit na cyklickou v piipadé
dostate¢ného mnozstvi NADPH + H+ a vyssi potieby ATP.
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Obrazek 32 : Cyklicka fotofosforylace

3.13.2.5.2 Excitované elektrony z chlorofylu fotosystémii
- necyklicka fotosforylace

princip
necyklické
fotofosforylace

Elektrony excitované za ucasti slunecniho zateni z chlorofylu
piechazeji ze soustavy s pozitivnéj$im redoxpotencialem 0,4 V
(PS 1) k soustavé s negativnéjsim potencialem 0 V ( PS | )a
dale sérii pfenasecti az na NADP”,

V duisledku necyklického toku elektronti je NADP*
redukovano na NADPH; s uvolnénim energie,

kterou chloroplast vyuzije k syntéze ATP z ADP.

reakéni schéma

Ugastni se fotosystémy I a II

H,O — PS Il - PQ — cyt f — PC — PS 1 — Fd — NADP
— NADPH + H'

produkty ATP a NADPH + H*
NADPHj; slouZi u sinic, fas a rostlin jako redukéni €inidlo pfi
vyznam biosyntetickych procesech, zejména pti redukci CO; na

hexosu v temné fazi fotosyntézy ( Calvinové cyklu )




Fotosyntéza
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Obrazek 33 : Necyklicka fotofosforylace
3.13.3 Typy fotosyntézy

RozliSujeme fotosyntézu :
e Dbakterialni ( anoxygenni )
e sinicového a rostlinného typu ( oxygenni )

e bakteriorhodopsinovou
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3.13.3.1 Oxygenni fotosyntéza

Oxygenni fotosyntéza probiha u rostlin, sinic a Fas.

organismy Je slozitéjsi a vyvojove navazuje na bakterialni fotosyntézu.

Zakladem jsou dva Vv sérii zapojené fotosystémy, které na
fotosynteticky aparat |sebe funkéné navazuji. Funguji jako elektronové pumpy
prevad¢jici elektrony na soustavy

S negativnéjSim elektrochemickym potencidlem.

Pasobi jako silné redukéni €inidlo schopné redukovat
fotosysttm I (PS 1) |NADP".

Excitaci elektronu v chlorofylu fotosystému I dochézi

Kk poklesu redoxpotencialu z+0,4 Vna-0,4V.

Je silnym oxida¢nim ¢inidlem schopnym oxidovat H,O na
fotosystém II ( PS 11 ) | plynny kyslik.

Pti excitaci elektronu v fotosystému II dochazi k poklesu
redoxpotencidlu z0,8 VnaOV.

donory elektronu voda

produkty fotosyntézy kyslik ( oxygenni fotosyntéza )

3.13.3.1.1 Chloroplast

Fotosyntéza u rostlin v¢etn¢ fas probiha v specifické bunééné organele - chloroplastu.
Predpoklada se, Ze se vyvinul z prokaryotnich fotosyntetickych organisma, které
vstoupily do symbiotického souZiti s nefotosyntetizujici eukaryotni buiikou.

Je obklopen propustnou vnéj$i membranou a témét nepropustnou vnitini. Ta je od
vnéjsi oddélena tenkym mezimembranovym prostorem. Prostor vymezeny vnitini
membranou obsahuje tzv. stroma, tj.koncentrovany roztok enzymi, v némz je obsazen
proteosynteticky aparat ( DNA, RNA a ribosomy ).

Na nich se syntetizuji nékteré molekuly chloroplastu.

Podobé se matrix mitochondrii.

Ve stromatu je ulozena soustava membran tzv. thylakoidy ( thylakos = vacek ). Beéhem
vyvoje chloroplastu vznikaji thylakoidy jako vchlipeniny vnitini membrany. Silné
pfipominaji mitochondrialni kristy.

Vacky se shlukuji vytvareji tzv granum. Chloroplast obsahuje 10 -100 gran.

Thylakoidni membrana je sloZena z neobvyklych lipidi :
e pouze z 10% fosfolipida
o 80% monogalaktosyldiacylglyceroltl a digalaktosyldiacylglyceroli
e 10% sulfolipida ( sulfochinosyldiacylglyceroli )

Acylové retézce téchto lipidit maji mnoho nenasycenych vazeb, které dodavaji
thylakoidni membrané tekutou povahu.
Probihaji v ni reakce, které jsou zavislé na pfitomnosti svétla.




Fotosyntéza

Reakce nezavislé na svétle probihaji ve stromatu chloroplasti jako cyklicky sled
enzymovych reakci ( Calvintv cyklus ).

thylakoid
stroma
chloroplast | vnéj$i membrana

-
__vnitini membrana

2H"
+ 2NADP® ADP + P; ATP stroma

cytochrom Psi- Fd
o) bg-f komplex 2NADPH 4

komplex  SH* CFy iy

> y
:23-.-'~

H*-translokujici dutina
3H* ATP-synthasa thylakoidu

Obrazek 34 : Svétla faze fotosyntézy a syntéza ATP v thylakoidni membrané
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3.13.3.2 Anoxygenni fotosyntéza

princip
anoxygenni
fotosyntézy

Reak¢ni centrum u purpurovych fotosyntetizujicich bakterii se
sklada ze ti bilkovinnych podjednotek :

K pohlceni energie dochazi v bakteriochlorofylu
fotosystému P 870.

Elektron vyraZeny z P 870 je pfenasen na feofytin,
strukturou ptfipominajici molekulu chlorofylu, v némz jsou
ovSem ionty Mg 2 nahrazeny dvéma protony.

Elektron dale piechazi pies menachinon ( Qa)

a ubichinon - koenzym Q ( CoQ ), ktery se dal$im
jednoelektronovym pienosem redukuje

a piijme z cytosolu dva protony, za vzniku CoQH,.

zdroje elektroni

redoxni soustavy o nizkém elektrochemickém
potencialu ( nikoli voda jako pfi oxygenni fotosyntéze )

anorganické redukované latky
( plynny Hp, H,S, thiosirany a thiosifi¢itany ).

diku ) :
a vodri Sulfan se ptitom redukuje na elementarni siru.
e jednoduché organické latky
(isopropanol, kyselina jantarova,kyselina mlé¢na)
akceptory vodikiit  [¢ NAD" ( namisto NADP" u oxygenni fotosyntézy )
podminky e striktné anaerobni.
probéhu anoxygenni i . i B i o~
fotosyntézy e Kiyslik ozastavuje fotosyntézu represi syntézy klicovych
enzymu.
o fototrofni bakterie obsahujici bakteriochlorofyl
. e Ne vsechny fotosyntetizujici bakterie jsou autotrofni —
organismy . ) . . .
napf. purpurové bezsirné bakterie jsou heterotrofni.
e N¢které druhy maji schopnost téZ fixace vzdusného
dusiku.
vyskyt e Fotosyntetizujici bakterie se vyskytuji napt. v sirnych

pramenech nebo u dna jezer a rybnikd.

fotosynteticky aparat

Anoxygenni bakteridlni fotosyntéza je jednodussi
a vyvojové predchazi oxygenni fotosyntézu.

Vyuziva pouze jeden fotosystém.
V tomto fotosystému probihd jak cyklicka fotofosforylace,
tak i redukce NAD"

Donorem vodiku a elektront k redukci CO; neni fotolyza
vody, ale redukované slouceniny siry ( pfevazné sulfan ).

11




Fotosyntéza

e Fotolyza vody nenastava proto, Ze oxidovany
bakteriochlorofyl ma pozitivnéjsi redoxni potencial nez
voda. Nemuize proto slouZit jako akceptor elektront
z vody.

e Pii tomto typu fotosyntézy tedy neni produkovan kyslik.

3.13.3.2.1 Cyklicka fotofosforylace

¢ Elektrony, které CoQ prijal se vrati na P 870 Fadou prenasecii tvoienych
cytochromy.

e Tento cyklicky pfenos elektronii zptisobuje soucasné transfer protoni
Z cytoplazmy do vnéjsiho prostiredi. Vznika protonovy gradient, ktery

pohani syntézu ATP.
06
P870*
o4l 4 “BCnl a

BPheoa  H™ (piijem protond z cytoplasmy)

02 Qa/
0
Erqvy o 2 " Qpua
" leytochrom b i
. — H
e Fe-S proteiny
02>

- cytochrom ¢,

+0.4 —

PRI

+0.6

Obrazek 35 : Anoxygenni fotosyntéza - cyklicky tok elektronii

3.13.3.2.2 Necyklicky tok elektronii

Soucasné musi bakterie redukovat NADP" elektrony, které pochézeji ze slabého
reduk¢niho ¢inidla v prostiedi napt.z H2S nebo z organické slouceniny typu sukcinatu.

Redukované slouceniny prenaseji elektrony pfimo nebo nepiimo
na NADP™:

e pfimy pfenos elektronil napt.z plynného vodiku Hy, ktery mé negativné;si
redoxpotencial ( E°=-0,42V ) nez NADP* (E°=-0,32V)

e nepiimy pienos elektronii pohanény energii ATP nebo elektrochemickym
potencialovym gradientem protont ( tzv. reverzni tok elektronti )

12
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u redukovanych slouéenin s pozitivnéji hodnotou redoxpotencialu nez NADP”
napi. H,S 0 E°=-0,22 V, eventuelné

u organickych sloucenin jako napt.sukcinatu, které nemohou své elektrony
prenést piimo na NADP".

3.13.3.3 Bakteriorhodopsinova fotosyntéza

vyznam e Specificky typ fotosyntézy, ktery se uplatiiuje
bakteriorhodopsinové u extrémné halofilnich archaebakterii
fotosyntézy ( napt. rodu Halobacterium ).

Vyzaduji k svému zivotu minimalné
15% koncentraci NaCl. Ziji napt. v Mrtvém mofi.

e V cytoplazmatické membrané maji obsazen specificky
membranovy chromoprotein purpurové barvy
bakteriorhodopsin, ktery funguje jako fotony slune¢niho
zéfeni pohanéna protonova pumpa, vytvaiejici protonovy

fotosynteticky aparat gradient, ktery pfi navratu protonti kandlkem membranové

ATPasy je sptazen se syntézou ATP.

e Bakteriorhodopsin ma ve své struktufe jako chromofor
obsazen karotenoid retinal.

e Kyslik syntézu bakteriorhodopsinu inhibuje.

3.13.4 Temnad faze fotosyntézy ( Calvinitv cyklus )
- tzv. reduktivni pentosovy cyklus

princip temné faze | Biosyntéza organickych latek ( monosacharidt ) fixaci CO;
fotosyntézy s vyuzitim redukéniho ¢inidla NADPH + H" a ATP,
které jsou produkovany svétlou fazi fotosyntézy

rovnice Sumarni rovnice Calvinova cyklu :
Calvinova cyklu |6 CO, +18 ATP +12 NADPH; +12 H,0 — CgH12,06 + 18 P +
18 ADP + 12 NADP"

pribéh Calvinova | Cyklus zahrnuje patnéct reakci katalyzovanych dvanacti enzymy.
cyklu Probihé ve stromatu chloroplastii

Akceptorem CO; je ribulosa-1,5-bisfosfat. Reakce probiha za
fixace CO, katalyzy enzymem ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasou.

Vznikly produkt je nestabilni a samovolné se §té€pi na dvé molekuly
3- fosfoglycerové kyseliny.

redukce na meziprodukty glykolyzy ( glyceraldehyd-3-fosfat
3-fosfoglyceratu |a dihydroxy- acetonsfosfat ) a syntéza hexos cestou glukoneogenese
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Fotosyntéza

regenerace ribulosa-1,5-bisfosfatu

akceptoru CO;

ribulosa-1,5-bisfosfat 6 Cl1 | 3-fosfoglycerat
6 C5 12C3
fixace CO-
regenerace akecentor 12 NADPH + H'
6 ADP+P redukcni faze
glyceraldehyd-3-fosfat 12 NADP*

6 ATP N 10 C3 «—12C3

glukosa-6-fosfat
1Ce

Obrazek 36 : Latkova bilance jednotlivych fazi Calvinova cyklu
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Obrazek 37 : Calviniv cyklus - reakéni schéma
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Fotosyntéza

3.13.4.1 Fixace CO,

princip fixace CO;

e proces premény CO; na organické uhlikaté slouceniny

e COg;se tak stava stavebnim prvkem pro syntézu

vvvvvv

autotrofni
fixace CO,

K autotrofni fixaci CO; je tieba energie :

e svételné ( fototrofni organismy )
- zelené rostliny, fasy, sinice, fototrofni bakterie

e chemickych reakei ( chemosyntéza )
— procesy zprostfedkované bakteriemi

o nitrifika¢ni bakterie
- oxidace sloucenin dusiku ( nitrifikace )

o sirné ( thionové ) bakterie
— oxidace siry a jejich sloucenin ( sulfurikace )

o acetogenni bakterie — oxidace vodiku

o methanogenni bakterie — oxidace vodiku

heterotrofni
fixace CO,

Vede k dopliiovani intermediati Krebsova cyklu,
které se odCerpaly pro biosyntézy tzv. anaplerotické reakce.

3.13.4.2 Alternativni zpusoby fixace CO; u rostlin

e C3- rostliny — akceptorem CO; je ribulosa-1,5-bisfosfat a produktem je 3C
sloucenina ( 3-fosfoglycerat ). Patii mezi né vétSina rostlin mirného pasu.

e C4-rostliny — akceptorem CO; je fosfoenolpyruvat za vzniku
4C slouceniny ( oxalacetatu ). Oxalacetat je nasledné redukovan na malat,
ktery mtze byt transportovan do jinych bunégk, kde je dekarboxylovan.
Mezi C4 rostliny patii tropické rostliny, v nasich podminkach kukufice.

e CAM ( Crassulacean Acid Metabolism ) v noci fixuji CO; jako
C4-rostliny a malat uchovavaji ve vakuolach. Ve dne, kdy je dostatek svétla
atedy i ATP a NADPH + H* uskute¢iiuji Calviniiv cyklus.
Tyto rostliny Crasulacea ( tu¢nolisté ) jsou adaptovany na horké a suché podnebi.

3.13.5 Regulace fotosyntézy

e urovni fosforyla¢niho potencialu
— spotieba ATP zvysuje rychlost fotofosforylace
e regulaci cyklické a necyklické fotofosforylace,
tak aby pomér NADPH+H" : ATP byl 2 : 3
¢ hladinou ferredoxinu
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e pritomnosti CO,

Pii nedostatku CO, vazne odbér vodikti z NADPH + H" a s tim i reoxidace na NADP"
jako akceptor vodikt. Pfenos elektront z ferredoxinu v tomto piipadé probiha smérem

k cytochromtim.

3.13.6 Fototrofni organismy

metabolismus

syntéza
1 makro-
molekul

fototrofnich NADH}f“/L elektrotransportni systém |
organismi \_ 3 =L J. y,
R g RH, §
Obrazek 38 : Metabolismus fototrofnich organismu
organismy tiida Anoxyphotobacteria
Patii mezi n¢ :
., e zelené sirné bakterie - v cytoplazmé se nalézaji vacky
Sirne s fotosyntetickymi pigmenty tzv. chlorosomy
fotosyntetické Y ymipig y v
bakterie e purpurové sirné bakterie
- obsahuji ¢ervené barvivo bakteriopurpurin.
Obe¢ skupiny obsahuji fotopigment tzv. bakteriochlorofyl.
Mnohé jsou schopny fixovat atmosfericky dusik.
e vsirnych pramenech
vyskyt

v mélkych stojatych a pobieznich vodach
(oddélené zatoky, laguny, Gsti fek) s dostatkem svétla
a piisunem organickych latek

Zelené sirné

e celed Chlorobiaceae, z fec. chloros = zeleny

e rody Chlorobium, Chloropseudomonas

bakterie e Maji sklon k ektosymbidze a vytvareji mikrobialni
konsorcia, kdy v centru je chemoorganotrofni pohybliva
purpurova bakterie obklopena zelenymi sirnymi bakteriemi.
vlastnosti Jsou to nepohyblivé, obligatné fototrofni a striktné anaerobni
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Fotosyntéza

mikroorganismy.

fotosynteticky Je tvofen systémem vesikul zvanych chlorosomy,
aparat které jsou ulozeny bezprostiedné pod cytoplasmatickou
membranou.
vyskyt v sladkych i slanych vodach

zdroje uhliku

e hlavnim zdrojem je CO,

e jako dopliikovy zdroj mohou byt asimilovany jednoduché
organické latky napt.acetat, butyrat
( mixotrofie )

metabolismus

e Zelené sirné bakterie jsou striktné fotolithotrofni
a autotrofni.

donory vodiku

e slouceniny siry

oxidace sulfanu

Maji schopnost oxidovat sulfan a jiné slouceniny siry na
volnou siru, ktera se akumuluje v okolnim prostedi ve formé
granuli .

CO; + 2 HyS + slunecni svétlo — /CH,O/+2 S + H,O
organické latky

purpurové sirné

e (eled Chromatiaceae z fec. chroma = barva

e rody Chromatium, Thiocystis rod Chromatium

bakterie
e G bakterie ty¢inkovitého, ledvinovitého az ovalného tvaru
s polarné umisténymi biciky.
fotosynteticky Je lokalizovan v zahybech cytoplasmatické membrany a
aparat obsahuje bakteriochlorofyl a aromatické karotenoidy.

donory vodiku

¢ slouceniny siry

e Piirastu se oxidaci sulfanu tvofi uvnitf bunék zrnka
elementarni siry. Tu mohou i zpétn¢ redukovat
a vyuzivat ji tak jako akceptor elektroni ve tmé pro
fermentativni metabolismus.

zdroje uhliku

e Autotrofni asimilace CO» u nich neni striktni

e jsou schopny téz fotoheterotrofie, kdy zdrojem uhliku jsou
namisto CO; organické latky.

e Jsou tedy mixotrofnimi organismy tzn.soucasné
fotolithotrofni i fotoorganotrofni

zdroje energie

anoxygenni fotosyntéza za anaerobnich podminek
v pritomnosti H,S - jako fotopigmenty slouzi
bakteriochlorofyl a karotenoidy

18




Zaklady biochemie biotechnologickych procest

donory elektroni |Sulfan je oxidovan na elementarni siru, ktera je ukladana ve
form¢ granul uvnitt bakteridlnich bunék

¢ cyklickou fotofosforylaci pohanénou fotony slune¢niho
zareni.

e ATP se mlze tvofit i ve tmé pii pfemén¢ intracelularnich
zasob glykogenu na B-polyhydroxybutyrat:

syntéza ATP o Glykogen je rozloZzen glykogenolyzou

a navazujici glykolyzou na pyruvat.

o pyruvat oxidaéni dekarboxylaci prechazi
na CO; a acetyl-CoA.

o acetyl-CoA kondenzuje s dalsi molekulou acetyl-
CoA na acetoacetyl-CoA

o acetoacetyl-CoA je redukovan na
B-hydroxybutyryl-CoA

e Celed Rhodospirillaceae

PUrpurove nesirne | - rody Rhodospirillum, Rhodopseudomonas,

bakterie X :
Rhodomicrobium
e Tyto bakterie jsou povazovany za piredchtudce
mitochondrii.
e jsou fotoheterotrofni
trofika y v . , Y
e ve tmé za pritomnosti kysliku prechazeji
na chemoorganotrofni zpisob Zivota.
zdroje uhliku e organické latky napi.kyselina maselna
syntéza ATP e cyklickou fotofosforylaci transformaci energie fotonti

sluneéniho zafeni

e thiosulfat nebo sulfan.

e druhy vyuzivajici sulfan produkuji oxidované slou¢eniny

donory vodiku , , .
siry ( sirany, tetrathionany )

e Pokud produkuji elementarni siru, pak vzdy extracelularné.

donory elektronu e H,S, organické latky nebo H; ( nikoli voda )

e Nejsou schopny oxidovat elementarni siru.

e Mohou rtst fotoorganotrofné a vyuzivat jednoduché
zdroje uhliku organické slouceniny jako donory elektronu a zdroje uhliku
( fotosynteticka asimilace ).
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Fotosyntéza

Za aerobnich podminek v pfitomnosti kysliku Ziji
chemoorganotrofné s prednostni asimilaci organickych

kyselin.

Mnohé kmeny mohou zit i fotolithotrofné se sulfanem,
sulfidy , thiosirany.

vztah ke kysliku

Jsou mikroaerofilni

Pro bakterialni fotosyntézu jsou nezbytné anaerobni
podminky.
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3.14 Fermentace

3.14.1 Obecnda charakteristika fermentaci

e probihaji za anaerobnich podminek
e tvorba ATP se uskute¢nuje vyhradné substratovou

fosforylaci
e Organicka redukovana latka je v prib&hu katabolismu
princip rozstépena na dve latky v ekvimolarnim poméru:
fermentace o jedna funguje jako donor vodiku pfi dehydrogenaci

(je oxidovana )
o druha jako akceptor vodiku ( je redukovana )
e Neni potiebny vné&jsi ( exogenni ) akceptor vodikl
a elektronli
e NADH + H" je pfenosem vodikii na organickou latku
reoxidovano na NAD"

e Bakterie, které maji genetickou vybavu pro syntézu enzymt
katalyzujicich fermentace jsou oznacovany jako

fermentujici f .
organismy ermentujici. o o o
e Schopnost fermentovat organické substraty je typicka pro
kvasinky.
fermentovatelné y . e , C )
. napft. glukosa jsou rozlozitelné na dva substraty, z nichz jeden je
substraty ) A
donorem a druhy akceptorem elektrond.
napft. nasycen¢ alifatické a aromatické uhlovodiky, steroidy,
nefermentovatelné karotenO}dy, terpf:ny’ a poafyrlny mghou byt rrozlrdadany pouze
substréty Vv aerobnim prostiedi za ptitomnosti molekularniho kysliku a za
katalyzy oxygenasami.
V anaerobnich podminkéch jsou velmi stalé.
o alkoholy
produkty k((—:;thanol, |sct)propantol., n-butanol, 1,3-butandiol )
fermentace o ketony (‘aceton, acetoin )

o organické kyseliny
( mlé¢na, octova, propionova, maselna, jantarova atd.)
o plynné produkty ( CO,, H; vznikaji rozkladem formiatu )
Fermentace poskytuji komplexni smés produkti, jejiz slozeni
zavisi na podminkach kultivace ( teploté, pH atd ).

3.14.2 Typy fermentaci

Dle hlavniho produktu jsou rozliSovany rtizné typy fermentace :




Fermentace

glukosa 2H 2H
GLYKOLYZA +CO, oxalacetat é{a malat | g\ sukcinat
2H Ny 2H H.0
J ’ ¢ e
laktat | ———— acetaldehyd ———"> ethanol propionat
Laktatova - - .
fermentace HS-CoA Ethanolova fermentace Propionovi
/ a-acetolaktat -CO; ; fermentacs
V ———">{ acetoin
formiat Acetyl-CoA Ethanol ﬂlf‘ 2H
Smifena Kyselinotvorna Acetyl-CoA [
oy | M ey acetit 2,3-butandiol
v Butandiolovia fermentace
H;, CO, Acetoacetyl-CoA
¥ 4H
CoASH
-CO; \Vi
aceton <——— butyryl-CoA butyrat

= CoASH
2H ’Nu JW 4H  Maiselna fermentace

isopropanol butanol

Butanol- isopropanolova
fermentace

Obrazek 39 : Typy fermentaci - schéma

3.14.2.1 Ethanolova fermentace

1) vznik pyruvatu glykolyzou

princip
ethanolové

2) dekarboxylace pyruvatu na acetaldehyd
za katalyzy pyruvatdekarboxylasou

fermentace

3) redukce acetaldehydu na ethanol katalyzovana
alkoholdehydrogenasou -metalloenzym obsahujici Zn**

donory vodiku

NADH + H" ( reoxidace na NAD")

produkt ethanol a CO,
fermentujici kvasinky ( Sacharomyces cerevisiae )
organismy a bakterie ( Zymomonas mobilis )
e vyroba alkoholickych népoji ( piva, vina, lihu )
vyuZiti e vyroba ethanolu pro lékai'ské vyuziti
ethanolové e vyroba ethanolu jako biopaliva pro provoz motorovych
fermentace vozidel.

Ve srovnani s benzinem ma pouziti ethanol fadu vyhod :

O vy$si oktanové ¢islo

0 nizsi obsah CO, uhlovodikii, NOx ve vyfukovych plynech
Na druhou stranu jsou emitovany aldehydy — zejména
acetaldehyd.

O predstavuje obnovitelny zdroj energie
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0 Az 2/3 svétové fermentacni produkce ethanolu se vyuziva
jako palivo.
0 co, NADH NAD*
I /O 0 OH
o Pyruvatdekarboxylasa \ alkoholdehydrogenasa 'L
pyruvat acetaldehyd ethanol
Obrazek 40 : Ethanolova fermentace

3.14.2.2 Laktatova fermentace

3.14.2.2.1 Po

dstata laktdtové fermentace

Pyruvat vznikly glykolyzou je redukovan na laktat za katalyzy

princip laktatdehydrogenasou
laktatové
fermentace CeH1206 — 2 CH3-CH(OH)-COOH A G =-197 kJ/mol
kyselina mlécna
organismy mlécné bakterie rodu Lactobacillus a Streptococus
Podle kone¢nych produktil je rozliSovana laktatova fermentace :
koneéné - ,
produkty e homofermentativni ( laktat)

e heterofermentativni ( laktat a ethanol )

3.14.2.2.2 Homofermentativni laktdatova fermentace

reakce |CgH1206 +2 P +2 ADP — 2 CH3-CH(OH)-COOH + 2 ATP
A G =-136 kJ/mol
glukosa kyselina mlé¢na
produkty pouze kyselina mlé¢na
e vyroba kyseliny mlé¢né
( vytézek se zvySuje postupnou neutralizaci vznikajiciho laktatu napft.
vyuziti hydroxidem véapenatym )
laktatové .
fe?’m:n(':;g ol® vyroba kysanych mléénych produktl ( jogurtii )
e konzervaéni ¢inidlo u kysanych vyrobki ze zeleniny ( okurky, salat )
e silazovani plodin vyuzivanych jako krmiva v Zivo¢isné vyrobé
e probihd in vivo napft. ve svalové tkani




Fermentace

O (@]
H H Il
Oy O o Oy O
C
\C|3/ C\NH2 laktatdehydrogenasa \? X7 NH,
(|::o + ikl Ho—c—H |l +,
N N
CH | CHj |
3 R R
ruvat R
py! NADH L-laktat NAD'

Obrazek 41 : Laktatova fermentace

3.14.2.2.3 Heterofermentativni laktdtova fermentace

Heterofermentativni mlééné bakterie neobsahuji aldolasu,

princip glykolyticky enzym S$tépici hexosa-1,6-bisfosfat na dva
triosafosfaty.
Katabolismus glukosy probiha tzv. fosfoketolasovou drahou
rovnice CeH1206 + ADP + P— CH3-CH(OH)-COOH + CH3-CH,-OH
+CO, + ATP
glukosa kyselina mlé¢na ethanol

reakéni pribéh

1) oxidativni dekarboxylace glukosa-6-P
na ribulosa-5-fosfat jako v pentosovém cyklu

2) epimerace ribulosa-5-fosfatu na xylulosa-5-fosfat analogicky
pentosovému cyklu

3) stépeni xylulosa-5-fosfatu ¢inkem fosfoketolasy za ti¢asti

fosfoketolasové c 1 , .
metabolické drihy anorganického fosfatu na 3-fosfoglyceraldehyd a acetylfosfat
4) 3-fosfoglyceraldehyd je glykolytickymi enzymy metabolisovan
na pyruvat
5) Pyruvat je hydrogenovan na laktat
6) Acetyl-P je redukovan na acetaldehyd
7) Acetaldehyd je hydrogenovan na ethanol.
produkty ekvimolarni mnozstvi kyseliny mlééné, ethanolu a CO;
organismy napfi. bakterie Leuconostoc mesenteroides a nékteré druhy rodu

Lactobacillus
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zlukéza
Lo
‘l\ ADP
gluk6za-6

Nt
' NADK ¢4*

kys. h@glukonova

HAD”
€t WADH + H*

CHe 08
?Hf OH é'.“ﬁ N
u—c{:u cpimesdza ' no;c—u
H—:‘:.—OH HC~0-®)
Ht-0-® xyluldza-5{P)
:ibu!;i/ﬂ—j@ fosfokcll()!:fxu

g!;.'ccr;a!:_lt‘.yd/-}@!\?:clyl@

| ap
Ka0* ~ ADP
2ADP Hokody |~
2ATR=|HADHK' ATP
. . acclyl-koA
Kys. pyrohroznové SRchn
o NADH < K*

NABH +H*
HSko?
FNAD‘ oA Mot

ACETALDEHYD

cuz—?x—cow NADH $ H®
OH NAD*
KYS. MLECNA
ETANOL

Obrazek 42 : Fosfoketolasova metabolicka draha

3.14.2.3 SmiSenad kyselinotvorna fermentace

princip
a reakéni
sled

Pyruvat reakci s koenzymem A poskytuje formiat a acetyl-CoA

V kyselém prostiedi je formiat rozkladan na CO; a H; ptisobenim
multienzymového komplexu hydrogenlyasy. Ten se skladda z :
e rozpustné formiatdehydrogenasy
e membranové vazané hydrogenasy
e specifického cytochromu V roli prenasece elektronti .
2H +2e > H,

Acetyl-CoA je hydrogenovan pies acetaldehyd na ethanol.
Donorem vodikil je NADH + H". Je tim umoZnéna jeho reoxidace
na NAD" jako akceptor vodiki

Acetyl-CoA reakei s HPO,* poskytuje acetyl-fosfat
za uvolnéni HSCoA.

Hydrolyzou acetyl-fosfatu je produkovan acetat

a uvolnéna energie je vyuzivana k substratové fosforylaci ADP na ATP

organismy

enterobakterie napt. Escherichia coli, rod Bacillus

produkty

Vznika pestra Skala produkt liSici se podle producenta :

kyselina mlé¢na , ethanol, kyselina mraven¢i, kyselina octova, kyselina




Fermentace

produkty

jantarova, glycerol, acetoin, CO,, H,, 2,3-butandiol.

pti alkalickém pH se hromadi formiat,

v kyselém prostiedi je rozkladan na smés CO, a H; piisobenim
hydrogenlyasy.

Vyuziti

napt. k identifikaci enterobakterii.

3.14.2.4 Butandiolova fermentace

kondenzace dvou molekul pyruvatu s dekarboxylaci
(odstepenim CO;) za vzniku a-acetolaktatu

princip . .
areakéni | Karboxylace a -acetolaktatu na acetoin.
sled acetoin p¥ijima vodiky od NADH + H" a pfeménuje se
na 2,3-butandiol.
organismy | bakterie rodu Bacillus a Enterobacter
produkt 2,3-butandiol

3.14.2.5 Propionova fermentace

princip 1. Glukosa je preménena glykolyzou na pyruvat
a reakéni
sled 2. Pyruvat je karboxylovan sloucenim s CO; na oxalacetat
?;:%g:}[gzg 3. Oxalacetat je pomoci NADH + H' redukovan na siil kyseliny
jable¢né ( malat )
4. Malat je odstepenim vody pifeménén na fumarat
5. Fumarat je redukovan FADH; na sil kyseliny jantarové
( sukcinat )
6. Sukcinat je za ucasti ATP a koenzymu A pfeménen
na sukcinyl-CoA
7. Sukcinyl-CoA je konvertovan na methylmalonyl-CoA.
8. Methylmalonyl-CoA je dekarboxylovan za vzniku
propionyl-CoA.
9. Propionyl-CoA je rozstépen na propionat a koenzym-A.
reakce 1,5 CgH1206 — 2 CH3-CH,-COOH + 1 CH3-COOH + 1 CO,
glukosa kyselina propionova kyselina octova
energie zisk 4 ATP na 1,5 molekul glukosy
organismy bakterie rodu Propionibacterium
produkty |hlavnim produktem je kyselina propionova.
Déle vznika kyselina octova a kyselina jantarova
vyroba propionatu vapenatého pouzivaného jako protiplisiovy
vyuZiti prostiedek v potravindiském primyslu.
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kyseliny |Je aplikovan téz jako ptisada do papiri a dalsich obalovych materialt.
propionové
glukdza ®ADP ATP
| acetyl= AL kys. octovd
Eh4i1—drz’»ha (g/{] Mok ——— ]

© COOH
g

kys. pyrohroznova ,c-q
|

kys. oxaloctové

1l
HOOC
ADP

FAD

2 kys. fosfocnolpyrohroznové acclyl-koA

|, app.
ATP

H=C-H
COOH CO0H
NADH¢H
F"“" CHy— CH
COOH €0~ SkoA gn,
HO—C=H metylmalonyl-koA HeCmH
T :
kys. jablcEnd R A~
Coo propionyl-koA
Moo
COOH COOH
1 1
" " H—C-H
kys. fumarova c.
CH H~=C-H

FADH; <\
\X'?P cook
H-C-H N\

<0
HSkoA
%'\

NAD® NADHek'

i
CO~ Skoh
t sukcinyl-koA

‘®

CHy~ CHy C0oH

——HS koA

H- e-u
COOH
kys. jantarova

kys. propionovi

Obrazek 43 : Propionova fermentace

3.14.2.6 Maselnd fermentace

1. Kondenzaci dvou molekul acetyl-CoA vznika acetoacetyl-CoA
2. Acetoacetyl-CoA je pisobenim
princip B-hydroxybutyryl-CoA-dehydrogenasy s NADH+H"
a reakéni jako kofaktorem redukovan na p-hydroxybutyryl-CoA.
sled 3. B-hydroxybutyryl-CoA je u¢inkem krotonasy dehydratovan
maselné na krotonyl-CoA
fermentace |4. Krotonyl-CoA je redukovan butyryl-CoA-dehydrogenasou
na butyryl-CoA
5. Butyryl-CoA reaguje s acetatem na acetyl-CoA a butyrat
6. Acetyl-CoA vstupuje do citratového cyklu
organismy |striktné anaerobni sporulujici bakterie
rodu Clostridium, Butyrvibrio, Fusobacterium
produkty |Kkyselina maselna, octova, CO,, H,
Vyuziti Estery kyseliny méselné se uplatiiuji pii vyrob¢ vonavek




Fermentace
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- {E,H“_OG |2 ,’__‘_‘/‘,}(cuz—loﬁ
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I b T
&5 COO0H l 2KSkoA—
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Lty GO~ Skoh
:‘-EHSROA—J
1
3CH—COCHLCO~ Skoh —t——CHy CO—CHCOOH
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N 6[H— - 03
< \
%0t~ CH-CH, 00~ koA
04 CHg- C0~CH,
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: *’i 2}
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Obrazek 44 : Maselna fermentace

3.14.2.7 Butanol — acetonovd fermentace

tvorba butanolu:
1. Probiha stejn¢ jako maselna fermentace do vzniku butyryl-CoA
2. Butyryl-CoA je nejprve redukovan na butyraldehyd.

princip 3. Butyraldehyd je dale redukovan na n-butanol.
butanol- tvorba acetonu :
acetonové |1. Acetoacetyl-CoA odevzdava HSCoA a pirechazi na kyselinu
fermentace acetoctovou
2. Kyselina acetoctova dekarboxyluje na aceton.
VyuZiti produkce organickych rozpoustédel ( prevlada chemicka syntéza )
striktné anaerobni rod Clostridium — druhy :
Clostridium butylicum ( produkce butanolu )
organismy | Clostridium butyricum ( produkce kyseliny maselné )

Clostridium acetobutylicum ( je produkovan hlavn¢ aceton )

3.14.2.8 Glycerolova fermentace

princip

Dihydroxyaceton-fosfat jako meziprodukt glykolyzy je
redukovan pomoci NADH + H™ na glycerol-3-fosfat.
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a reakcni sled | e glycerol-3-fosfat hydrolyzuje na glycerol a anorganicky fosfat

produkt glycerol

organismy rod Bacillus , kvasinky rodu Sacharomyces

4. Biotické procesy v biogeochemickych cyklech prvki

4.1 Procesy v globalnich biogeochemickych cyklech

Podil mikroorganismt na cyklickych pfeménéch prvka v ptirodé zahrnuje tyto procesy :

mineralizace — pfeména organické formy prvku na anorganickou

imobilizace — pfeména anorganické formy prvku do organického
komplexu ¢i asimilace prvku burikami a jeho
inkorporace do bunéénych struktur

volatilizace — ptechod te€kavé latky z kapalné do plynného skupenstvi

fixace — piechod latky z plynného skupenstvi do skupenstvi kapalného ¢i
tuhého

solubilizace — pfeména nerozpustnych sloucenin v rozpustné

precipitace ( sraZzeni )— pfeména rozpustnych slou¢enin na nerozpustné
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4.2 Globalni biogeochemické cykly
4.2.1 Kolobéh uhliku

e syntéza organickych sloucenin fixaci CO; fototrofnimi autotrofy
princip ( cyanobakterie, fasy, vyssi rostliny ) a chemotrofnimi autotrofy.
kolobéhu

uhliku e CO;je tak vc¢leniovan do bunék ve formé sacharidu, lipida

a proteinil. Biomasa zelenych rostlin a fytoplankton
se stavaji potravou bylozravci.

e Fotosyntéza uskutec¢iovand za aerobnich podminek napf.
cyanobakteriemi a za anaerobnich podminek purpurovymi
a zelenymi sirnymi €i bezsirnymi bakteriemi.

e humifikace organickych zbytkii - vznik humusu a fosilnich paliv

e mineralizace organickych litek za vzniku CO- a vody
Z 90% je zajistovana mikroorganismy a pouze z 10% respiraci
vys$sich organismi a pfirozenymi geochemickymi procesy.

e aerobni biodegradace metabolickou ¢innosti mikroorganismu

procesy :
(‘aerobni chemolithotrofy a chemoorganotrofy )

e aerobni respirace vysSich heterotrofnich organismu

e anaerobni fermentativni degradace organickych latek
heterotrofnimi organismy na organické kyseliny, CO», H>
s navazujici produkci methanu pisobenim methanogennich
archaebakterii (Metanococcus, Methanobacterium,
Methanosarcina, Methylosinus atd. )

e spalovaci procesy

e Provadgji rozklad celulosy rostlinné hmoty za
- anaerobnich ( napt. rod Clostridium )
- aerobnich podminek ( houby a celulolytické mikroorganismy
napt. rody Cellulomonas, Cellulovibrio, Cytophaga,
rozklad Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium, myxobakterie atd. )
celulosy Ve vétsim mnozstvi jsou obsazeny v sedimentech a padé.

a ligninu . . ‘y
g e Rozklad a vyuziti celulosy probiha t¢z v mikroflére bachoru

prezvykavci.

e Dievokazné houby ¢eledi Basidiomycetes a Micromyceses jsou
schopny jsou schopny saprofyticky nebo paraziticky degradovat
lignin .

V mensi mife se na rozkladu ligninu podileji téz n€které ptidni
pakterie ( rody Agrobacterium, Flavobacterium, Achromobacter )

kolobéh C e Ve svrchnich vrstvach a vtekoucich vodach prevladaji acrobni
ve vodé procesy, zatimco ve spodnich vrstvach a sedimentech dominuji




Biogeochemicky cyklus fosforu

anaerobni fermentace za vzniku organickych kyselin a plynnych
produktd ( methanu, CO,, Hy)

e Ve stojatych vodach se mohou hromadit toxické produkty
anaerobniho rozkladu .

e Uhlik vazany v organické hmot¢ je vracen ve formé¢ CO, do

ovzdusi.
ekologicky e Roc¢né projde timto geochemickym cyklem cca 9 mld tun uhliku.
vyznam e Rovnovaha je naruSovana antropogenni ¢innosti

(' spalovani fosilnich paliv, rozsahlé odlesiiovani atd. )

e Pomér mezi oxidovanou formou uhliku ( CO, , HCO3, CO3?)
a redukovanou formou ( organicky véazany uhlik ) ovliviiuje redoxni
potencial prostiedi.

e Oxidované formy C jsou mobilnéjsi nez formy redukované.

e Biogeochemicky cyklus uhliku je tizce svazan s kolobéhem siry.

e Za aerobnich podminek je kone¢nym produktem rozkladu CO;
produkty a voda.

e Za anaerobnich podminek jsou tvoreny organické kyseliny
a plynné produkty zejména CHg.

Organicky vazany C
( CHzo)n

AEROBNI RESPIRACE

ASIMILACE CO;,

aerobnimi chemolithotrofy
Methvlotrofv

AEROBNE
ANAEROBNE
Methanogenese
FIXACE CO, i
v Calvinové cyklu ¥ . % ANAEROBNI RESPIRACE
Organicky vazany C FERMENTACE

( CH;O)n

Obrazek 45 : Biotické procesy vV kolobéhu uhliku
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4.2.2 Kolobéh dusiku

NO;" nitritace
nitratace
N asimilace
organ. fixace N»
deaminace “— AEROBNi
NoOs” |\ T NH," |
ANAEROBN{
organ. N
fixace N»
nitratamonifikace

denitrifikace

NOy N,
L’ NzO /
NO

Obrazek 46 : Biotické procesy vV kolobéhu dusiku

4.2.2.1 Kolobéh dusiku — biotické procesy

Dusik patii mezi makrobiogenni prvky. V Zivych organismech se vyskytuje zaclenén
do aminokyselin, proteint, nukleovych kyselin a dal§ich organickych sloucenin.

vvvvvv

organismu patii :

1) Fixace dusiku — molekularni dusik je v silné endergonickém procesu redukovan
na amoniak a amonné ionty

2) Asimilace amoniaku — amoniak resp. amonné ionty jsou pifeménovany na organické
dusikaté latky ( napf. aminokyseliny, aminy ) a ty jsou
inkorporovéany do biomasy

3) Nitrifikace — amoniak resp. amonné ionty jsou oxidovany na dusitany ( nitritace )
nebo az na dusi¢nany ( nitratace )

4) Denitrifikace — dusi¢nany jsou redukovany na plynné formy dusiku — hlavné
molekularni dusik nebo v mensi mife na oxidy dusiku ( N2O a NO )

5) Amonifikace — rozklad organickych slouc¢enin dusiku zejména proteinii na amoniak
a amonn¢ ionty pusobenim saprofytickych bakterii a plisni
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6 ) Asimila¢ni nitratova redukce — transformace dusi¢nant v rostlinném ¢i zivo¢isném
organismu na organické slouceniny dusiku

7) Nitratamonifikace — redukce dusi¢nanid az na amoniak resp. amonné ionty

4.2.2.2 Fixace atmosferického dusiku

princip

e Dusik tvoii 79% zemské atmosféry. .
e Podstatou fixace atmosferického dusiku je redukce N, na NHs.
e Probihd za striktné anaerobnich podminek.
Kyslik silné inhibuje fixaci dusiku a vyvolava exergonickou
oxidaci donort elektronti

enzymaticky
aparat

nitrogenasa - oligomerni metaloprotein slozeny ze dvou
podjednotek :

e FeS proteinu - obsahujiciho nehemové Zelezo vazané
kovalentni vazbou na sirné¢ aminokyseliny proteinu. Tento
protein s navazanym ADP prijima elektrony z fotosyntézy
hostitelské rostliny a redukuje se. Donorem vodiku a
elektront je redukovany ferredoxin nebo flavodoxin o niz§im
elektrochemickém potencialu (-0,42 V) nez je NADPH,
(-0,32 V), které slouzi jako redukéni ¢inidlo pro redukci
ferredoxinu.Tato redukce vyzaduje energii ve formé ATP.
Energeticky bohaté elektrony jsou piedavany dalsi podjednotce.

e MoFe-proteinu - obsahujiciho vedle zeleza téz vazany
molybden. Na tuto podjednotku se vaze molekularni dusik
a uskuteciiuje se jeho redukce.

energeticka
potieba fixace

endergonicky déj vyzadujici vice nez 15 ATP na redukci
jedné molekuly N,

Zpusoby fixace
atmosferického
dusiku

abioticka forma fixace N,
e elektrickymi vyboji pfi bourkach
e vulkanickou ¢innosti
e spalovanim fosilnich paliv

nesymbioticka fixace bakteriemi volné Zijicimi v pudé - velky
pocet rodii bakterii a sinic, které mohou byt :

- striktné anaerobni ( Clostridium, Chromatium, Chlorobium)
- fakultativné anaerobni ( Klebsiella )

- aerobni ( Bacillus, Azotobacter z franc. azote = dusik )

symbioticka fixace vzdusného N, — uskutecnuyji ji striktné
anaerobni symbioticky Zijici bakterie rodu Rhizobium a
Bradyrhizobium tzv. hlizkové bakterie.

Jsou to tyCinkovité bakterie zijici uvniti hlizek ( noduli )

na kofenech bobovitych ( vikvovitych ) rostlin ¢eledi Fabaceae.

Mezi rostlinou a hlizkovymi bakteriemi je symbioticky vztah.
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NH3

Rostliny poskytuji bakteriim Ziviny a vyuZzivaji N, pfeménény na

Zahrnuje ty¢inkovité, chemoorganotrofni, obligatné aerobni

rod Azotobacter nesporulujici G~ bakterie pohybujici s peritrichalnimi biciky.

Ziji volné v neutralnich aZ slabé alkalickych padach.
Pod pH 6 se prakticky nevyskytuji.

ucast v biogeochemickém cyklu dusiku - biologicka fixace,

vyznam biologické | zprostiedkovana bakteriemi a sinicemi se podili 90% na mnoZstvi

fixace dusiku, ktery je vazan z atmosféry do pidy.

atmosferického N; | Fixace dusiku symbioticky Zijicimi hlizkovymi bakteriemi rodu

- + —
oH "+ 20~ 9H '+ 2e 2H + 2¢
H H
¥ \ / NH
— N —N=N—H N—N 2 3

N=N H / \
H H

diimin hydrazin

Rhizobium probiha ve srovnani s volné v pidé Zijicimi bakteriemi
vazajicimi dusik daleko ucinnéji a intenzivnéji ( az 300 kg N>
na | ha za rok oproti 1 kg/ha/rok u volné Zijicich vazacu )

Obrazek 47 : Fixace atmosferického dusiku
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L

Fe-—protein—ADP MoFe—protein

e~ redukovany ferredoxin

Fe—protein—e -ADP o N,y
ADP ATP
Fe—protein—-e —ATP MoFe—protein—-N,

nebo flavodoxin

J

Fe—protein—e™—ATP-MoFe—protein~N,

L

Fe~protein—ADP-MoFe-protein-e™N, +(P)

Fe-protein—~ADP—MoFe—protein + 2NH,

Obrazek 48 : Funkce nitrogenasy pfri fixaci atmosferického dusiku

4.2.2.3 Asimilace amoniaku

Amoniak a amonné ionty se pfeménuji na organické dusikaté slou¢eniny hlavné
v rostlinnych organismech a stavaji se souc¢asti biomasy.

4.2.2.4 Nitrifikace

princip spociva v oxidaci NH3 nebo NH;" na NO, nebo NOs'.
faze e nitritace (z NHj; pfes n€kolik meziprodukti na NO;" )
nitrifikace |e nitratace (z NO, na NO3')
Nitrifikaci vyuzivaji ptislusné mikroorganismy jako zdroj energie.
e chemolithotrofni nitrifika¢ni mikroorganismy
( eled’ Nitrobacteracea a Methylomonodacea )
nitrifika¢ni O nitritaéni bakterie
organismy ( rody Nistrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus atd. )
O nitrata¢ni bakterie
( rody Nitrobacter, Nitrospira )
e chemoorganotrofni nitrifika¢ni mikroorganismy
- vyuzivaji organické i anorganické dusikaté latky a produkuji
prevazné dusitany ( rody Pseudomonas, Alcaligenes,
Arthrobacter, aktinomycety, mikromycety )
podminky | Je to aerobni proces probihajici hlavné v provzdusnénych ptidach s
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optimem pfi neutrdlnim pH.

vyznam
nitrifikace

¢ Rostliny asimiluji dusik pfevazné ve form¢ dusi¢nanovych ionti
a pouze v omezené miie ve form¢ amonnych iontd

e Nitrita¢ni bakterie obohacuji pidu o Ziviny
a snizuji spotfebu umélych dusikatych hnojiv.

4.2.2.4.1 Nitritace

princip oxidace NH3 na dusitany
reakce NH;" + 3/2 0, > NO, + H,0 + 2 H* A G° =-290 kJ/mol
organismy nitritaéni bakterie

( rod Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrosolobus, Nitrosospira )

4.2.2.4.2 Nitratace

princip oxidace dusitani na dusi¢nany
nitratace
reakce NO, +1/2 O, — NO3 A G° =-82 kJ/mol
organismy nitrata¢ni bakterie ( rod Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrospira )
vyznam Dusi¢nany mohou byt z pudy vyplaveny do podzemnich vod

nebo denitrifikovany na Np

4.2.2.5 Asimilacni redukce nitrati

e Spociva v transformaci NO3™ na organické dusikaté slouceniny

princip V Zivém organismu.
asimilacni e Dusi¢nanovy anion je nejprve redukovan na NHj

redukce a ten miZe byt pouzit k syntéze organickych latek.

nitrati e Redukce dusi¢nanti je katalyzovana asimilativni nitratreduktasou
organismy | napt. bakterie rodu Bacillus, Bacterium, Pseudomonas

vyznam | Zelené rostliny a mikroorganismy asimiluji dusik ve formé

dusi¢nanovych anionti nebo amonnych ionti.

4.2.2.6 Amonifikace

princip

Jedna se o rozklad organickych sloucenin dusiku na amoniak a amonné
ionty.

Exkrementy zivoc¢ichli napt. mocovina jsou mikrobialné rozkladany

na amoniak a COs.
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e Je uskuteciiovana ptidnimi bakteriemi a plisnémi
proteolytické amonifika¢ni bakterie ( napf. rody Bacillus,

organismy | Pseudomonas, Micrococcus, Clostridium ) vylu¢uji do prostiedi
extracelularni proteasy rozkladajici biloviny na aminokyseliny, které
jsou déale deaminovany az na plynny amoniak
e Slouzi k indikaci zneciSténi prostfedi dusikatymi organickymi
vyznam latkami ( napt. fekaliemi )

e Amoniak je bud’  asimilovan rostlinami a inkorporovan do biomasy,
nebo podléha nitrifikaci. MiiZe také unikat do atmosféry.

4.2.2.7 Denitrifikace

princip
denitrifikace

e redukce NOj3 na plynné formy dusiku zejména N, nebo N,O.
e Hlavnim produktem denitrifikace je Ny, ale mohou vznikat t¢z
v malém mnozstvi i oxidy dusiku ( NO a N,O ).
o Denitrifikace je striktné anaerobni proces.
Kyslik inhibuje syntézu nitratreduktasy.
e Probihd ve dvou stupnich :
0 redukce nitrati na nitrity
0 denitrifikace nitrit na N, nebo oxidy dusiku ( NO, N,O )

Probihd hlavné v piidé€ a ve vodach diky metabolické ¢innosti bakterii

organismy | rodt Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Flavobacterium, Thiobacillus.
e Mad negativni vliv na trodnost pudy.
vyznam e Probihd zejména v nedostatecné provzdusnénych zamokienych

denitrifikace

pudach.
e Utinkem denitrifikaénich procesi se ztraci z pudy cca 35%
zZ celkového mnozstvi aplikovanych dusi¢nanovych hnojiv.
e Je vyuzivana pfi odstrainovani dusiku z odpadnich a pitnych vod

4.2.2.8 Nitratamonifikace

princip

\ redukce dusi¢nani az na NHs;




Zaklady biochemie biotechnologickych procest

4.2.3 Kolobéh siry

Ve we .
zZivocichové

o - i Dusulfurace
Asimilativni Organicky vazana pFi mineralizaci
redukce sira (-SH, -S-S-) ( hniti)
sulfati /_”

ANAEROBNE
__________ 2- > e
SO4 "I H,S
Disimilacni redukce sirani AEROBNE

( sulfitova respirace )

Oxidace aerobnimi chemolithotrofy
( thionovymi bakteriemi )

Obrazek 49 : Biotické procesy v kolobéhu siry
V kolobéhu siry se uplatnuji tyto procesy na nichz se podileji zivé organismy :

1) Mineralizace organicky vazané siry piedevs§im jako sou¢ast proteinti
proteolytickymi mikroorganismy ( napft. aktinomycety, plisn¢ ) na sirany za
aerobnich podminek a sulfan v anaerobnim prosttedi.

2) Sulfurikace redukovanych forem siry ( sulfidd, sulfanu, elementarni siry ) na sulfaty
ucinkem :
0 chemolithotrofnich thionovych bakterii
( rody Thiobacillus, Sulfolobus, Thiomocrospira )
0 vlaknitych heterotrofnich bezbarvych sirnych bakterii
( rody Beggiatoa, Thiobacterium, Thiothrix )
o fototrofnich sirnych bakterii ( Anoxyphotobacteria )
- fotolihotrofnich ( zdrojem H a elektronti jsou H,S, H,, zdroejem uhliku CO; )
e purpurovych sirnych bakterii ¢eledi Chromatiaceae
e zelenych sirnych bakterii ¢eledi Chlorobiaceae
- fotoorganotrofnich ( zdrojem C, H a elektront jsou organické latky )
e purpurovych nesirnych bakterii ¢eledi Rhodospirillaceae

3) Desulfurikace sirani na sulfidy a sulfan uskutec¢niovana heterotrofnimi anaerobnimi
bakteriemi rodt Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfomaculum

4.2.3.1 Mineralizace ( rozklad ) organickych sloucenin siry

Biopolymery zejména proteiny jsou Stépeny na monomery ( aminokyseliny ),
které jsou nasledné mineralizovany na anorganické latky :

¢ V aerobnim prostredi na sirany
¢ V anaerobnim prostredi na sulfidy a H,S
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Proteolyzu uskutecniuji napt.hnilobné bakterie. Mikrobialni rozklad probihé za
anaerobnich podminek a je provéazen tvorbou sulfanu a nékdy téz merkaptant.

cey

Tento rozklad uskuteciiuji saprofyticky Zzijici bakterie
rodt Proteus, Serratia, Pseudomonas, Bacillus, Clostridium, Mycobacterium

4.2.3.2 Imobilizace jednoduchych sloucenin siry a jejich inkorporace do
bunék

4.2.3.2.1 Oxidace anorganickych latek
(sulfidi, thiosirant, polythionati, elementarni siry ) :

A) Chemicka oxidace sulfanu ionty téZkych kovu :
2Fe® +H,S »2Fe® + 8% +2H"
B) Biologickd oxidace sulfanu :

Oxidace sulfanu miize byt realizovana pomoci fotolithotrofnich bakterii rodu
Chromatium nebo Chlorobium

2H,S +CO, — 2S°% + C + 2H,0

lonty Fe 2 mohou byt oxidované bakteriemi Thiobacillus ferroxidans,
&imz dochazi k regeneraci Fe ** iontil .

4Fe® + 4H" +0, —» 4Fe® +2H,0

4.2.3.2.2 Disimilativni redukce siranii aZ na sulfidy
( biologicka desulfurikace )

SO,* +8e-+8H"— S* +4H,0 + 240 kJ/mol
e Probih4 za striktn¢ anaerobnich podminek

4.2.3.2.3 Asimilativni redukce sirani na sulfidy

Od anaerobni respirace sirani tj. disimilativni redukce sirant je tieba odliSovat
asimilativni redukci siranti probihajici u vétSiny bakterii, hub a rostlin.

Sirany tak slouzi jako zdroj siry pro syntézu biomolekul.

Rostliny a mikroorganismy pfijimaji siranové anionty, a ty jsou po vstupu do buiiky
intracelularné redukovany na sulfidy. Teprve sira ve formé sulfidi mize byt
zabudovana do organickych sloucenin.Tento proces byl detailné studovan u kvasinek
a zelené tasy Chlorella.

vvvvv
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ve formé esencidlni aminokyseliny methioninu.
a ) Autotrofni redukce siranii
Zdroje energie : plynny vodik
4H, +S0,% — S* +4H,0 AG=-152,4kl/mol
b ) Heterotrofni redukce siranii
Tento proces je Castéjsi nez autotrofni redukce sirani.

Zdroje energie : jednoduché organické latky ( laktat, fumarat, pyruvat, nékteré
alkoholy )

Podle konecného produktu oxidace :
A) Nekompletni heterotrofni oxidace organického substrdtu

2 CH3CHOHCOO + SO, % — 2 CH3COO + 2 HCO3 + H,S
A G =-159,9 kJ/mol

Konecény produkt : acetat

Organismy : napt. Desulfovibrio desulfuricans, Desulfomonas pigra,
Desulfomaculum ruminis

Fermentace ethanolu nebo laktatu SRB bez pritomnosti sirani :

2 CH;CHOHCOO + H,0 — 2 CH3COO- + HCO3 + H" + CH,
A G =-143,6 kJ/mol

Konecny produkt : acetat a plynny vodik.

B) Uplnd heterotrofni oxidace organického substratu

4 CH3COCOONa + 5 MgSOs — 5 MgCO3 + 2 Na,CO3 + 5 H,S +5 CO, + H,O
Konecny produkt : CO, a H,0

Organismy : Desulfobacter pastgatei, Desulfococcus niacini, Desulfosarcina varieta
Pti anaerobni respiraci sirand je produkovano velké mnozstvi plynného sulfanu, ktery
ve vodném prostiedi snadno reaguje s kationty tézkych kovii

za vzniku malo rozpustnych sulfid

Me 2 + H,S — MeS + 2H"
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kde Me ?* je kationt kovu napf. Fe 2*, Cu **,Cd ** atd.
Sulfan je ve vodném prostiedi v rovnovaze s anionty HS a S
HS + 2H,0 <>  HS +H30" + H,O < S?% +2H0°

Pii klesajicim pH, tedy rostouci koncentraci H3O" iontil je zp&tnovazebné potladena
disociace H,S a klesa tak koncentrace S % iontl.

V silné€ kyselém roztoku se proto srazeji pouze ty sulfidy kovii, které maji nizky soucin
rozpustnosti ( Ag.S, HgS, PbS, CdS, As,Ss, ShySz a SnS).

V zasaditém prostiedi precipituji sulfidy kovl s vy$$im soucinem rozpustnosti

(MnS, FeS, CoS, NiS, ZnS).

Vznikaji ¢erné srazeniny FeS s charakteristickym zapachem po sulfanu.

C ) Nepiima redukce kovii s mikrobidlné produkovanym H,S

Vznikajici sulfan ma silné redukéni u¢inky a mize redukovat kationty kovi s vys$sim
oxida¢nim c¢islem napt. As (V) nebo Cr (VI) .

As® +H,S > As® +50 +2H+
2Cr% +3H,S— 2Cr® +33% +6H"

Vzhledem k redukénim ucinkim sulfanu, vznikaji v n¢kterych ptipadech sulfidy
s SN v Lx s 2+ 1z v

S niz§im oxidacnim ¢islem napft. pii srazeni Cu “° vznikd smés CuS, CupS a S,

pii srazeni As > smés As,Ss, AS;Sza S.

D) Piima redukce kovit mikrobidlné produkovanym H,S

Jsou ji schopny realizovat n€které druhy SRB pomoci svych enzymi
( cytochromu c3 a cytochromu ¢7) .

Fyzikalni viastnosti sulfanu :
- bezbarvy plyn, t&éz$i nez vzduch, lehko kondenzuje na bezbarvou kapalinu.

Toxicita sulfanu :
e je prudce jedovaty
drazdi o¢i a dychaci tstroji
vyvolava psychické poruchy
Do organismu vniké hlavné plicemi, méné pokoZzkou.
Rychle se vaZe na cytochromoxidasu a zabraiiuje bunéénému dychani.

Chemické vlastnosti sulfanu :

Sulfan, sulfidy ( S %) a hydrogensulfidy ( HS™) jsou :
e Vv aerobnich podminkach oxidovany vzdusnym kyslikem chemicky nebo Gi¢inkem
mikroorganismi na sirany
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e Vv anaerobnicm prostiedi jsou stabilni a jejich ptitomnost je ditkazem probihajicich
redukénich procesit
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4.2.4 Kolobéh fosforu

Fosfor je dulezitym makrobiogennim prvkem.
Je vyznamnou soucastizivé hmoty v podobé¢ :

- fosfolipidi bunéénych membran
- nukleotidii
- nukleovych kyselin atd.

Makroergické fosfatové slouCeniny se vyznamné podileji na energetickych
metabolickych pochodech.

Podili se na reprodukénich procesech — je soucasti nukleovych kyselin

Na rozdil od dusi¢nani a siranii neni p¥i imobilizaci fosfor redukovan

a vstupuje do organickych slou¢enin bez zmény mocenstvi.

Do pfirody se dostava rozkladem zbytki organismii nebo ve formé mineralnich
hnojiv.

Oxidaéné-redukéni rekce se v kolobéhu fosforu neuplatiuji tak vyznamnou mérou
jsko v cyklech uhliku, dusiku a siry.

Fosfor nemd vyznamnéjsi plynné slouceniny, proto neni tak vyznamny jeho
transport v atmosféte..

Slouc¢eniny fosforu nepodléhaji tak intenzivnim mikrobidlnim transformacim ve
srovnani se sloc¢eninami uhliku, siry ¢i dusiku.

Uc¢inkem mikroorganismi dochazi procestim, kdy se :

méni rozpustnost anorganickych slou¢enin fosforu :

O solubilizaci uvolnuji utilizovatelnou kyselinu forforeénou z nerozpustnych
fosfati

O precipituji rozpustné formy anorganického fosforu za vzniku nerozpustnych
fosfore¢nanii

mineralizuji organické latky za soucasného uvoliiovani fosfatt

inkorporuji ( imobilizuji ) anorganické fosfatové anionty do bunécénych slozek

redukuji ¢i oxiduji anorganické slouceniny fosforu

Fosfobakterie :

A) bakterie mineralizujici slouceniny fosforu

Rozkladaji organické slouceniny fosforu s hydrolytickym odstépovanim
kyseliny fosfore¢né za i¢asti fosfatas. Uvolnény fosfor je v povrchovych
vodach vyznamnym prvkem pro rozvoj fytoplanktonu a patii

k nejobavangj$im eutrofiza¢nim faktortim.

Patii k nim bakterie rodt Bacillus, Pseudomonas

a n¢které nizsi houby ( Aspergillus, Candida )

B) bakterie mobilizujici slouceniny fosforu

Rozkladaji organické slou¢eniny a napoméhaji pti rozpousténi tézko

rozpustnych fosfatl.

Produkei CO; se tvoti ve vodé HCOg', které atakuji fosfaty a rozpousti je.

Uvolnéné PO, ¥ ionty jsou vyuzivany mikroorganismy nebo se hromadi v prostiedi.
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Fosfaty jsou produkovany pievazné anaerobné za piitomnosti lehce oxidovatelnych
latek. Acinetobacter je schopen v anaerobnich podminkach pfijimat organické
slou€eniny ( pfednostné produkty fermentace — octan, mravencan ) a vyuZzivat energii ze
zasobniho polyfosfatu ( volutinu ), ktery $tépi. Do prostiedi se tak uvoliuji
fosforecnany. V ptfitomnosti kysliku jsou akumulované organické substraty oxidovany,
fosfaty z prostiedi jsou pfitom spotfebovavany a zadsoba polyfosfatu v buiice se
obnovuje. Pro akumulaci fosforu v bakterialni biomase je dtlezité stfidani oxickych

a anoxickych podminek Tento proces probihé spiSe v mikrobidlnich konsorciich .
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5. Zaklady xenobiochemie

5.1 Xenobiotika

Jsou to cizorodé latky strukturné znacné heterogenni vétSinou lipofilniho charakteru.
Snadno tedy pronikaji fosfolipidovou dvojvrstvou cytoplazmatické membrany do
buriky.

Eobiotika jsou naopak latky télu vlastni, endogenni substraty, Casto ve vnitinim
prostfedi ionizované.

5.2 Derivatizace xenobiotik ( 1. faze detoxikace )

Zavedenim funk¢ni skupiny nebo jejim odkrytim vznikaji polarnéjsi produkty.
Uplatnuji se pfitom reakce oxidaéni, redukéni a hydrolytické.

5.3 Konjugace derivatizovanych xenobiotik ( 2.faze detoxikace )

V derivatizacni fazi vznikajici reaktivni elektrofilni a nukleofilni metabolity konjuguji
s endogennimi konjuga¢nimi ¢inidly ( kyselinou glukuronovou, aktivnim sulfatem,
aktivnim methioninem, aminokyselinami ).

Nejcastéjsi je tvorba glukuronidi a sulfati. Konjugacni enzymy katalyzuji
glukuronovou a sulfatovou konjugaci, tvorbu merkapturovych kyselin, metylaci,
acetylaci, peptidovou konjugaci atd.

Konjugat je zpravidla latka velmi polarni, disociovana, neni resorbovana

a je vyluovana z organismu.

5.4 Enzymy uplatiujici se pri derivatizaci xenobiotik
5.4.1 Hydrolytické enzymy

mikrosomalni epoxidhydrolasa -

— katalyzuje pfeménu vysoce reaktivnich toxickych epoxidia na dihydrodioly.
Epoxidy jsou vysoce reaktivni a schopné atakovat nukleofilni skupiny proteinti
a nukleovych kyselin.

5.4.2 Oxidaéni enzymy

5.4.2.1 Oxygenasy ( hydroxylasy )

Oxygenasy ( hydroxylasy ) : ¢ monooxygenasy
¢ dioxygenasy

Akceptor elektronii =  molekularni kyslik
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Kofaktory : piechodné kovy ( hemové i nehemové Fe )
nebo flaviny ( FMN, FAD ) jsou potiebné k aktivaci kysliku
tj. k pfekonani spinového zakazu reakce mezi molekularnim
kyslikem v tripletovém stavu s dvéma neparovymi elektrony
a substratem v singletovém stavu se sparovanymi elektrony.

5.4.2.1.1 Monooxygenasy

Princip: Katalyzuji inkorporaci jednoho atomu kysliku do molekuly
hydrofobniho substratu.
Druhy atom kysliku je pfitom redukovan na vodu.
Maji Sirokou substratovou specifitu.

Prosteticka skupina : nejCastéji Fe ( hemové i nehemové ) nebo Cu.

A) Flavinové monooxygenasy ( FMO )

— katalyzuji zavedeni jedné hydroxylové skupiny do aromatického jadra.
Jejich prostetickou skupinou je FAD. Dalsim koenzymem je NADPH.

¢ Vétsina flavoproteinovych monooxygenas inkorporuje OH do polohy
ortho napi. fenolhydroxylasy u kvasinek Trichospora cutaneum,
Candida tropicalis.

¢ Jsou znamy i enzymy hydroxylujici para- polohu
napi.p-hydroxybenzoathydroxylasy v kvasince Trichosporon Cutaneum .
Maji vysokou afinitu k organickym slou¢enindm obsahujicim dusik, siru
a fosfor.

¢ Existuje mnoho isoforem FMO lisicich se primarni strukturou, spektralnimi
vlastnostmi 1 substratovou specifitou.

Vyskyt : ¢V ZivociSnych organismech, kde jsou lokalizovany v membranach
EPR. Zivo¢isné flavinové monooxygenasy preferenéné hydroxyluji
terciarni a sekunddrni aminy.

¢V rostlinach ziejmé dosud nebyly nalezeny.

Mechanismus katalyzované reakce :

1) FAD je redukovan NADPH na FADH,.

2) reaguje s kyslikem na hydroperoxid FAD-OOH.
Aktivuji biatomickou molekulu kysliku vazbou na isoalloxazinovy kruh
flavinového koenzymu za tvorby hydroperoxyflavinu.

3) FAD-OOH reaguje se substratem S za vzniku oxygenovaného produktu
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S-OH. FAD-OOH se pritom méni na FAD-OH.
4) FAD-OH se regeneruje na FAD za vzniku vody

S S-OH
1.
FAD-OOH FAD-OH
(NADP™) (NADP")
% 4° 2 H,0
FADH |, 2
(NADP*)
4 FAD
+
3 (NADP™)
H"+ NADPH AD&/

Obrazek 50 : Flavinové monooxygenasy — reak¢éni schéma
B) Oxygenasy se smiSenou funkci

Chemickd povaha : Jsou sloZeny z vice komponent :

a) cytochromu P 450

Cytochrom P 450 ( CYP ) funguje jako terminalni oxidasa ( hydroxylasa ).
Prostetickad skupina : Fe protoporfyrin IX.

RH+ 2H"+2¢ — ROH + H,0

Jedna se o pigment o relativni molekulové hmotnosti okolo 50 000 povahy
hemoproteinu b, ktery ma v redukovaném stavu absorpéni maximum 450 nm.

Je velice nestaly a pii jeho inaktivaci dochazi k posunu absorpéniho maxima na 480
nm.

Lokalizace cyt P-450 :

Cytochromy P 450 jsou v eukaryotickych buiikach vazany v membrané
hladkého endoplazmatického retikula nebo mitochondrii, zatimco vétSina
bakterialnich cytochromii je rozpustna v cytosolu.

Geneticky polymorfismus cyt P-450 :

Cytochrom P 450 je geneticky zna¢né polymorfni.

V genetické vybave zivocichl existuje fada gend, které koduji mnoho subtypii
cytochromu P 450 liSici se v primarni struktufe, fyzikalné-chemickych

vlastnostech a substratové specifité.

Cytochromy P 450 se vyskytuji v mnoha riiznych isoformach, které jsou fazeny do
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genetickych rodin a podrodin podle stupné¢ homologie jejich primarni struktury.
Bylo popsano na 500 isoenzymu P 450, které jsou zafazovany do 74
genetickych rodin. Z toho ¢trnact rodin zahrnuje savéi cytochromy..

Vyskyt cytochromiit P 450 :

Cytochromy P 450 byly identifikovany v mnoha organismech od
prokaryotnich po vétSinu eukaryotnich jako kvasinek, hub, rostlin a hmyzu.
VétSina byla nalezena v Zivodi§nych organismech.

Vyznam cyt P-450 pro biotransformaci xenobiotik :

Substratova specifita CYP P 450 podilejicich se na biotransformaci xenobiotik
je velmi Siroka. Hydroxyluji celou fadu organickych polutanti :
e alifatické uhlovodiky ( napi. Candida maltosa )
e polycyklické aromatické uhlovodiky ( napi. Pseudomonas putida )
e aromatické nitroslouceniny
Aromatické nitroslouceniny jsou detoxikovany hydroxylaci CYP na
hydroxyderivaty, které bud tvoii konjugaty vazbou na hydroxy- skupinu
nebo jsou dale preménovany dioxygenasami.
e aromatické a alifatické aminy
e aromaticka azobarviva
Hydroxylace aromatickych aminoazobarviv muze vést u zivocicht ke
zvySeni jejich toxicity. N-hydroxylace aminoskupin vede k tvorbé
nitroniového nebo karbeniového iontu, které jako silné elektrofily
modifikuji makromolekuly, coz vede k iniciaci nadorovych
procesi. Tvorbu téchto metabolitti potencuje konjugace
N-hydroxylovanych metabolith s aktivnim sulfatem.
e fenoly ( napt. Candida tropicalis hydroxyluje fenol na pyrokatechol )
e ruzna léfiva

Existuji ale 1 cytochromy P 450 hydroxylujici jen maly pocet substrati.
Patii k nim enzymy metabolisujici endogenni slou¢eniny v eukaryotnich buiikach
napf. steroidni hormony .

b) NADPH-cytochrom P-450 reduktasy

Jedna se o flavoproteinovy enzym, ktery slouzi jako akceptor elektroni z NADPH
a ty postupné predava cytochromu P 450 v prvni a druhé jednoelektronové
redukci.

Prijaté elektrony z NADPH jsou nejprve pienaseny na FAD,

odtud na FMN a nasledné na komplex substrat Cyt P 450 ( Fe **).

Centralni kation Fe *" je pfitom redukovan na Fe **.

Prostetické skupiny : FAD a FMN.

Lokalizace : Enzym je lokalizovan v membrané EPR a orientovan k cytoplazmé.
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c) fosfolipidové frakce ( zejména fosfatidylcholinu ), ktera pomaha udrzovat
nativni konformaci .

C) Mikrosomalni monooxygenasy zavislé na cytochromu P 450

Maji komplexni povahu skladajici se z nékolika slozek .

Mechanismus reakci katalyzovanych mikrosomdalnimi monooxygenasami :
RH+ O, + NADPH +H"* — ROH + H,0 + NADP*

1) Substrat RH se vaze na oxidovanou formu cytochromu P-450

na komplex RH-P- 450 ( Fe *").

2) Komplex RH-P-450 ( Fe * ) je redukovan na RH-P-450 ( Fe %)
Vazbou substratu je umoznéna jednoelektronova redukce cytochromu P450
interakci s NADPH : CYP reduktasou, hemové Fe se redukuje na Fe II
( ferro formu ). 3) Komplex RH-P-450 ( Fe ?*) poskytuje v p¥itomnosti kysliku
ternarni produkt RH-Fe % ( O,).
Zdrojem kysliku mohou byt 1 peroxidy a organické hydroperoxidy.
Kyslik se v komplexu vyskytuje v podob¢ superoxidového radikalu.

4) Komplex EH-Fe #* (O3 ) je redukovan daliim elektronem na peroxidovy
anion prostrednictvim NADPH : CYP reduktasy
nebo NADPH : cytochrom b5 reduktasy.

5) V této aktivované forme cytochromu P 450 dochazi k §tépeni vazby O-O.

6) Jeden z kyslikovych atomii je redukovan a prijme dva protony za vzniku
vody

7) Druhy kyslikovy atom ziistane vazan na Fe hemu a vznika ferrioxenovy
komplex schopny vytrhnout H atom z molekuly substratu za vzniku radikéalu
substratu a hydroxylového radikalu, ktery je stale vazan na Fe hemu.

8) Dochazi k rekombinaci radikalii za vzniku hydroxyderivatu substratu ROH

9) ROH je z enzymu uvolnén a cytochrom P-450 je regenerovan
V oxidovaném stavu.
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RH
P-450(Fe*"
ROH
NADPH-—> RH-P-450(Fe™)
H 0,
P-450(Fe”")
Obriazek 51 : Monooxygenasy s cytochromem P 450 — schéma
ROH RH
FeS+
(ROH)(Fe®*
(RH)Fe**
(R')(Fe-OH)*"
( .
2H 2e
‘ 24
H,O L RH(Fe-0)** (R)Fe
O RHFe*(0,7) (RH)F82+(02)
2H
‘Y‘(RH Fe¥*(0,7)

Obrazek 52 : Monooxygenasy s cytochromem P 450 — podrobnéjsi schéma
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D) Mitochondridalni monooxygenasy zavislé na cytochromu P 450
e NADPH dehydrogenasa ( ferredoxinreduktasa )
Ptenasi elektron na cytochrom P 450 prosttednictvim ferredoxinu .

Lokalizace : Jsou lokalizovany v mitochondrialni membrané nadledvinek,varlat,
placenty, ledvin a jater.

Vyznam : Uplatituji se predeviim v metabolismu steroltl. Uastni se metabolismu
cholesterolu, biosyntézy steroidnich hormonti, zlu¢ovych kyselin, vitaminu D

E) Multikomponentni monooxygenasy
— skladaji se z vétsiho poctu péti az Sesti proteinovych podjednotek .

e Fenolhydroxylasa
je slozena az z péti polypeptidickych fetézcti u Pseudomonas sp. preménuje fenol na
katechol.

e Toluen-4-monooxygenasa
katalyzuje zavedeni OH skupiny do para- polohy toluenu.

Strukturou se podobaji methanmonooxygenase.
e Methanmonooxygenasa ( MMO )

Princip funkce MMO :
MMO primarné katalyzuje oxidaci methanu na methanol.
Diky nizké substratové specifit€ ma téz schopnost oxidovat nejriiznéjsi xenobiotika.

V bunkéach exprimuje ve dvou forméch :

a) vazané na membranu - pMMO
( particulate methane-monooxygenase )
VSechny methanotrofy exprimuji partikularni MMO.
Pri koncentracich médi od 0,1 mg/l se vytvari pouze Cu obsahujici pMMO.

b) rozpusténé ( solubilni ) - SMMO
( soluble methane-monooxygenase )
Sklada se ze tfi komponent, které jsou lokalizovany v cytoplasmée bunék.
Methylosinus trichosporium a Methylococcus capsulatus exprimuji solubilni
formu za podminek limitovaného mnozstvi médi.
Solubilni forma sSMMO ma §irsi substratovou specifitu nez partikularni.
Pouze rozpustna sSMMO je schopna katalyzovat oxidaci chlorovanych
uhlovodikt napt. TCE a dechlorovat je. TCE je transformovan oxidaci
na odpovidajici epoxid, ktery je uvoliiovan z bun¢k.
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Ve vodném prostiedi se pak sté€pi na CO, formiat, glyoxylat a dichloracetat.
Produkty Stépeni jsou dale metabolisovany methanotrofy za podpory
heterotrofnich mikroorganismi.

V mikrobidlnim konsorciu je pak TCE zcela mineralizovan na CO,

Zdroj uhliku a energie :

Vsechny oxygenasy vyzaduji pti biotransformaci kosubstratu malé mnozstvi ristového
substratu k regeneraci reduk¢nich ekvivalentt.

V ptipadé MMO je ristovym substratem methan. Vysoké koncentrace methanu vedou
ke kompetitivni inhibici oxidativni biotransformace kometabolitu

Organismy :

SmiSena kultura methanotrofnich bakterii ma schopnost kompletné dechlorovat
chlorované uhlovodiky napf. trichlorethen.

Vyznam MMO :

MMO ma nizsi specifitu a katalyzuje pfeménu Siroké Skaly substrati,
které nejsou vyuzivany jako rtistovy substrat pro methanotrofy :

e alkany, alkeny, cyklické a aromatické uhlovodiky

e ortho- chlorované mono- a dichlorbifenyly

e linearni alkylbenzensulfonaty

Methane Methanol Formaldehyde Formate
Monooxygenase Dehydrogenase Dehydrogenase Dehydrogenase
CH, W CHOH TT HCHO TT HCOOH TT CO,
NADH O, H0 NAD'  PQQ PQQH, NAD* NADH  NAD' NADH

electron transport ~ assimilation

Methane Methane
Monooxygenase Monooxygenase
TCE m TCE Epoxide CO W COz
NADH O, H0 NAD" NADH 0, HQO NAD*

Obrazek 53 : Reakce katalyzované methanmonooxygenasou ( MMO )

5.4.2.1.2 Dioxygenasy

Princip funkce dioxygenas :
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Dioxygenasy inkorporuji oba atomy Kysliku do molekuly substratu
ve formé OH- skupin.

Jsou to metaloenzymy obsahuji Fe ( hemové i nehemové), Cu, Mn.
Podle zplisobu jakym transformuji organické substraty lze rozlisit :

A ) Dioxygenasy zavddéjici do organické molekuly dva kysliky
bez naruseni jeji zakladni struktury napi. za zachovani aromatickych jader.

Skladaji se z nékolika komponent :

a) hydroxylasové slozky oligomerni povahy tvofené z jednoho nebo
dvou typt podjednotek.

Kofaktory : redoxni 2Fe-2S centra
- akceptory elektronti Z komponenty transportujici elektrony )
a dalsi ionty nehemového Fe na néz se vaze kyslik .

b) jedné ¢i vice komponent zprostiedkovavajicich transport
elektronti.

Dioxygenasy se uplatiiujici pii biodegradaci xenobiotik :

e protokatechat-3,4-dioxygenasa ( PCD )
¢ benzendioxygenasa

e toluendioxygenasa

e naftalendioxygenasa

¢ dioxygenasa kyseliny benzoové.

B) Dioxygenasy stépici aromatické kruhy

Inkorporaci dvou atomi kysliku jsou zavedeny do aromatického jadra xenobiotika
dvé hydroxylové skupiny, které jsou vii¢i sobé v poloze ortho.

Timto mechanismem je iniciovana v mikroorganismech vétSina metabolickych cest
vedoucich k degradaci aromatickych sloucenin.
Nasleduje intradiolové nebo extradiolové stépenim aromatického kruhu.
Extradiolové $tépeni bylo zjiSténo pii Stépeni protokatechatu katalyzovaném
protokatechat 4,5-dioxygenasou.

V ptipad¢ dioxygenas Kyseliny gentisové a homogentisové,

v nichz je hydroxyl v para-poloze, dochazi k rozstépeni kruhu

mezi karboxylovym nebo acetylovym substituentem a sousedni

hydroxylovou skupinou

Prosteticka skupina -
U dioxygenasas katalyzujicich intradiolové §tépeni aromatického kruhu je

prostetickou skupinou nehemové Zelezo, které neni vazano v molekule
pres atom siry.
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Katechol 2,3-dioxygenasa
Syntéza tohoto enzymu je kodovana genem v katabolickém plazmidu
Pseudomonas putida.

Princip funkce enzymu :

1) Nejprve se navaze do aktivniho centra enzymu katechol.

2) Po navazani molekularniho Kkysliku vznika ternarni komplex.

3) Aromaticky kruh substratu je $tépen za vzniku semialdehydu kyseliny
2-hydroxymukonové.

Substrdatova specifita -
Je velmi.Siroka - enzym oxiduje fadu alkyl- a chlorderivatt katecholu.

K dalsim biodegradujicicm dioxygenasam tohoto typu patii :

e dioxygenasa 1,2-dihydroxynaftalenu

e dioxygenasa 2,3-dihydroxybifenylu

e chlorokatechol-1,2-dioxygenasa

e protokatechat- 3,4-dioxygenasa.

e katechol-1,2-dioxygenasa
-podili se na na biodegradaci fenolu intradiolovym Stépenim
hydroxylovaného produktu fenolu ( katecholu ).
Enzym je pfitomen napi.v kvasinkach Candida tropicalis
a Trichosporon cutaneum

5.4.2.2 Peroxidasy

A) Princip funkce peroxidas :

Redukuji peroxid vodiku nebo peroxidy za soucasné oxidace dalsi slouceniny,
at’ uz endogenni nebo xenobiotika.

Vsechny peroxidasy maji spole¢nou vlastnost spocivajici v jejich schopnosti
detoxikovat H,0Os,.

Sirokou substratovou specifitou se blii cytochromu P-450.

B) Aplikace peroxidas :

Uplatiiuji se pti biotransformaci fenolii, aromatickych amini, azobarviv

a redukénich metabolitii nitroaromatu ¢i azobarviv a aromatickych aminu.
Tyto enzymy lze vyuzit napt. k dekontaminaci pid kontaminovanych fenoly
a aromatickymi aminy. Produkty se ochotn¢ vaZou na humus.

C) Vyskyt peroxidas:

Vyskytuji se Vv rostlinach, v houbach ( plisnich ), méné€ v tkanich zivocicha

10
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a mikrobialnich bunkach.
D) Chemicka povaha peroxidas :

Jsou to hemoglykoproteiny o relativni molekulova hmotnosti 42 000 — 158 000
obsahujici az 30% sacharid .
Jsou znaéné polymorfni s velkym poctem isoenzymu
Jejich prostetickou skupinou je ferriprotoporfyrin 1X.
Zelezo je v oxidaénim stupni III a pentakoordinované.
U nékterych peroxidas porfyrinovy skelet chybi a maji v aktivnim centru
ionty Mn 2*, nebo V °* .

E) Podle charakteru aktivniho centra enzymu tak rozliSujeme :

e hemové peroxidasy — jsou nejpocetnéjsi skupinou peroxidas
e vanadové peroxidasy
e ostatni peroxidasy

5.4.2.2.1 Hemové peroxidasy

Vyskyt :

- V rostlinach, nizsich houbach, mén¢ v tkanich zivoc¢ichid a v mikrobialnich bunkach.
Vyznam hemovych peroxidas :

Maji Sirokou substratovou specifitu podobné jako monooxygenasové systémy
obsahujici cyt P 450.

Substraty mohou byt organické i anorganické latky napf.:

o fenoly

e polychlorované fenoly

e aromatické aminy

e azobarviva,

e PAU jako benzo(a)pyren, pyren, anthracen, benz(a)anthracen.

¢ Slouceniny jsou oxidovany na volné radikaly a chinony.
¢ Mohou tedy byt vyuZivany p¥i detoxikaci Fady xenobiotik.

vvvvvv

produkty. Napfi. 2-naftylamin miZe byt peroxidasami aktivovan na metabolity
inicujici nadorové procesy.
¢ Jsou schopny katalyzovat velké mnoZstvi riznych typu reakei :
¢ peroxidasové redoxni reakce vedouci k dehydrogenaci
¢ halogenace a dehalogenace, oxidace halogenidu
¢ oxidacni kondenzace aromatickych aminii

11
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e oxidacni polykondenzace fenolu a jeho derivati
e degradaci ligninu
e dekarboxylac¢ni reakce
e oxidacni Stépeni azoskupiny za vzniku diazoniového iontu
e disproporcionace H,0;
¢ oxygenace a hydroxylace.

¢ V buikach rostlin a plisni hraji vyznamnou roli v procesech lignifikace
bunééné stény. Jsou do ni vazdny monomery, které se prostfednictvim
peroxidasy fetézi a situji.

¢ Jiné peroxidasy maji naopak schopnost lignin depolymerovat
(ligninperoxidasa, manganperoxidasa ) .Tyto enzymy jsou vylu¢ovany
dievokaznymi houbami napt. Phanerochaete chrysosporium.

5.4.2.3 Katalasy-peroxidasy

Funkce katalas-peroxidas :

Jsou fazeny do skupiny katalas, ale jejich katalasovou aktivitu pirevySuje aktivita
peroxidasova.

Jsou schopny katalyzovat jednoelektronové oxidace Fady xenobiotik, piedevsim
fenolickych latek.

H,0, + 2 HA —» 2 H,0O +2 A*
Vyskyt :

- v prokaryotnich organismech napt. bakteriich Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Rhodobacter capsulans ,
tak i eukaryotnich napt. v plisni Penicilium simplicissimus .

Chemickad povaha : homodimery ( Mr 150 000-200 000 )
Prostetickad skupina : hem
Princip katalyzy :

Oxidace substratu AH, na A za katalyzy peroxidasami je zprostfedkovana dvéma
jednoelektronovymi pienosy.

1) Nejprve vznika vazbou H,0O, nebo peroxidu ROOH v aktivnim centru enzymu
velice reaktivni zna¢né nestabilni aktivovany komplex

enzym-substrat s kratkou dobou zivota fadoveé v sekundach az minutach.

2) Jednoelektronovou oxidaci substratu vznikaji radikaly, které jsou rychle
uvolnény z vazebného mista peroxidasy do roztoku, kde reaguji nejcastéji

za vzniku polymernich a oxida¢nich produkti.

2 AH. > AH-AH 2AH. > AA+H; 2AH.—> A+ AH;

12
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Vyznam Kkatalas — peroxidas :

Fenoly, aromatické aminy azobarviva jsou oxidovany na volné radikaly

nebo na chinony a chinoniminy.

Tyto reaktivni oxida¢ni produkty poskytuji produkty nerozpustné ve vodé, které
mohou byt snadno odstraiiovany. Pevné se sorbuji na humus.

Oxidac¢ni reakce mohou ovSem nejenom vést k detoxikaci xenobiotika,

vvvvvv

Sudan I, benzidin, 2-naftylamin mohou byt peroxidasami aktivovany na metabolity
iniciujici v Zivo¢isnych organismech nadorové procesy.

5.4.3 Redukéni enzymy

5.4.3.1 Charakteristika reduktas

Redukéni reakce se podileji na biotransformaci xenobiotik V mensi mifFe neZ oxida¢ni
reakce.

Vyuzivaji se napr. pfi redukei nitroaromatu a azobarviv za katalyzy
cytoplasmatickymi enzymy charakteru flavoproteinii :

e Xxanthinoxidasou

e DT-diaforasou

e NADPH : chinon oxidoreduktasou

¢ aldehydoxidasou atd.

Lokalizace reduktas :
Jsou obsazeny v membranach endoplazmatického retikula v nerozpustné forme nebo
Vv cytosolu v rozpustné formé.
Jsou pfitomné téz v bakteriich sttevni flory.
Jako koenzymy vyuzivaji NADPH a NADH.
a ) redukce nitrosloucenin
R-NO; — R-NO — R-NHOH — R-NH;
b) redukce azosloucenin
R-N=N-R; —» R-NH-NH-R; - R-NH; + R3-NH;
¢) redukéni dehalogenace
CCly — CHCl; +Cl
5.4.3.2 NAD(P)H : chinonoxido-reduktasa ( DT-diaforasa )

Princip :
-katalyza dvouelektronové redukce chinonti a chinoidnich slouc¢enin na hydrochinony

13
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bez tvorby radikalovych meziprodukti.
Muze redukovat téz napfi.nitroslouceniny a azobarviva.

Donory elektronii : NADH + H® a NADPH + H*

Chemicka povaha enzymu :
e homodimer s FAD jako prostetickou skupinou
e induktivni enzym ( induktorem mohou byt nap¥. PAU )

Vyznam DT-diaforasy :

Chréni organismy pred toxickymi U€¢inky fady xenobiotik napf. chinoidnich slou€enin,
které¢ vznikaji biotransformaci benzenu ¢i benzo(a)pyrenu.
Mohou se kovalentné vazat na DNA, RNA, proteiny a Gcastnit se jednoelektronovych
reakei za vzniku reaktivnich kyslikovych radikald vedoucich k oxida¢nimu stresu.

5.4.3.3 Xanthinoxidasa

Princip :

- katalyzuje oxida¢ni hydroxylaci fady aromatickych heterocyklickych slou¢enin a
aldehydi.

Z endogennich slou¢enin jsou hlavnimi substraty xanthin, hypoxanthin

a NADH .

Chemicka povaha :
e flavoprotein obsahujici v aktivnim centru Mo a Fe.
e homodimer o Mr 130 000

Vyznam xanthinoxidasy :
e i¢ast na odbouravani purinovych bazi ( adeninu a guaninu ) v organismu .
Z purinovych nukleotida se nejprve odstépuje fosfat a ribosa
a uvolnény guanin je deaminovan na xanthin.
Jeho hydroxylaci na C8 za katalyzy xanthinoxidasou vznika jako
kone¢ny produkt kyselina mocova.
¢ redukce polycyklickych aromatickych nitrosloucenin na aminoderivaty
( mono-a dinitro-pyreny, nitrofenoly, nitrotolueny )

Vyskyt :
Je to cytoplasmaticky enzym exprimovany v mnoha tkanich obratlovcii, nejvice
V jatrech.

5.4.3.4 NADPH : cytochrom P 450 ( CYP ) oxidoreduktasa

Princip :

- katalyzuje pienos elektroni z NADPH na cytochrom P450 - je slozkou
monooxygenas. Slouzi jako déli¢ elektronového paru.

1) FAD prijima elektrony resp. H atomy od NADPH za vzniku FADHo.
2) FADH; piedava H atomy FMN za vzniku FMNH

14
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3) FMNH; zprostiedkovava jednoelektronovou redukci cytochromu P 450.

Donor redukénich ekvivalentnn : NADPH

Prosteticka skupina : FMN a FAD

Lokalizace : vazany v membranach EPR.

Vyznam : redukce nitroaromatii na aminoderivaty
Organismy : zastupci pseudomonad, aktinomycet, streptomycet atd.
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Seznam zkratek a symbolit

AMP
ADP
ADH
ATP
cAMP
CTP
cytc
cyt f
CoQ
cov
DNA
Eo
EPR
EPS

ES

F

FAD
Fd
FMN
FMO
InK

A Go
Glc-6-P
GTP

A Ho
[H]
HSCoA
LDH
MMO
M-P
M-SCoA
n.
NAD"
NADPH
PAU
PCD
PSI
PFK
PQ

PS 700

Qa
R

RNA
A S°
Sox
Sred

adenosinmonofosfat
adenosindifosfat
alkoholdehydrogenasa
adenosintrifosfat
cyklicky adenosinmonofosfat
citidintrifosfat
cytochrom ¢
cytochrom f
koenzym Q
¢istirna odpadnich vod
deoxyribonukleova kyselina
standardni oxida¢né¢ reduk¢ni potencial
endoplasmatické retikulum
exopolysacharidy
komplex enzym-substrat
Faradayova konstanta
flavinadenindinukleotid
ferredoxin
flavinmononukleotid
flavinové monooxygenasy
pfirozeny logaritmus rovnovazné konstanty
zména standardni Gibbsovy energie
glukosa-6-fosfat
guanosintrifostat
standardni zména entalpie
aktivovany vodik ( redukéni ekvivalent )
koenzym A
laktatdehydrogenasa
methanmonooxygenasa
makroergicky organofosfat
makroergicky thioester
pocet vyménénych elektronti
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamiadenindinukleotidfosfat
polycyklické aromatické uhlovodiky
protokatechat-3,4-dioxygenasa
fotosystém I
fosfofruktokinasa
plastochinon
fotosystém 700
menachinon
universalni plynova konstanta
ribonukleova kyselina
standardni zména entropie
Substrat v oxidované form¢
substrat v redukované formeé
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SCP single cell protein

SRB sulfatredukujici bakterie

T absolutni termodynamicka teplota
TDP thiamindifosfat

TCE trichlorethylen

TNT trinitrotoluen

UTP uridintrifosfat

VOC volatile organic compounds
SVOC semivolatile organic compounds
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1,3-bisfosfoglycerat, 23, 28, 32

1,3-butandiol, 96

1,3-difosfoglycerova kyselina, 33

2- fosfoglycerova kyselina, 34

2,3-butandiol, 101

2-oxoglutaratdehydrogenasa, 47

3-fosfoglyceraldehyd, 99

3-fosfoglycerova kyselina, 33, 34

acetoacetyl-CoA, 95, 102

Acetobacter, 65

acetogenni bakterie, 92

acetoin, 41, 96, 101

acetyl-CoA, 8, 9, 32, 38, 40, 41, 43, 44,
46, 47, 49, 51, 72, 95, 100, 102

Acetyl-CoA, 100, 102

acetylfosfat, 99

acetylkoenzym A, 41

acetylkoenzym-A, 28

acyl-CoA, 25, 44

ADRP, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 41, 55, 56,
79, 81, 82, 83, 89, 99, 101, 106

Aerobacter, 114

Aerobni chemoorganotrofy, 64

Aerobni respirace, 51

akceptory elektronu, 14, 19, 57, 58,
60, 64, 72, 73, 123

akonitasa, 47

aktinomycety, 59

Alcaligenes, 59, 63, 110

amfibolicka draha, 46

Amonifikace, 109

amonizac¢ni bakterie, 71

AMP, 29, 30, 31, 34

Anaerobni oxidace, 63

anaerobni respirace, 14, 66, 67, 73,
111

Anaerobni respirace, 66, 74, 75

anaplerotické reakce, 47, 92

Anoxygenni fotosyntéza, 5, 88, 140

Anoxyphotobacteria, 93

Arthrobacter, 59, 60

Asimilace, 6, 11, 108

Asimilacni redukce nitrati, 109

Aspergillus, 59, 71, 114

ATP, 8,9, 11, 18, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 37, 38, 41, 43, 44, 47,51, 54,
55, 56, 57, 65, 66, 68, 72, 74, 76, 77,
79, 81, 82, 83, 88, 89, 92, 95, 96, 99,
101, 106, 107

autotrofni, 92

Autotrofni, 67, 94, 111

autotrofy, 12, 58, 105

auxotrofy, 13

Azotobacter, 38, 107

Bacillus, 71, 101, 104, 107, 110, 114

bakterialni koroze, 61

bakteriochlorofyl, 76, 77, 87, 93, 94

bakteriorhodopsin, 89

Beggioatoa, 61

biogeochemicke cykly, 105

Biotické procesy, 104, 105, 106, 110

Butandiolova fermentace, 101

butyryl-CoA, 102, 103

Butyryl-CoA, 102, 103

Calvinav cyklus, 86, 89, 91, 92

Candida, 37, 71, 114, 116, 118, 124

Cellulomonas, 105

celulolytické organismy, 105

citratovy cyklus, 38

Citratovy cyklus, 46

citratsynthasa, 47

Citrobacter, 73, 74

Clostridium, 71, 102, 103, 107, 110

Corynebacterium, 75

CTP, 11, 130

cyklicka fotosforylace, 5, 81

Cytochrom c, 53

cytochrom c — oxidoreduktasa, 53

Cytochrom P 450, 117

cytochromoxidasa, 53

cytosol, 33, 36

defosforylace, 43

denitrifikace, 58, 67, 68, 69, 70, 109

Denitrifikace, 67, 68, 109

Derivatizace xenobiotik, 115

Desulfobacter, 68, 112
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Desulfomaculum, 72, 112

Desulfomonas, 72, 112

Desulfovibrio, 64, 68, 72, 112

desulfurikace, 5, 6, 71, 111

diauxie, 13

dihydrolipoyldehydrogenasa, 41

dihydrolipoyltransacetylasa, 41

Dihydroxyaceton-fosfat, 104

dioxygenasa, 123, 124

Dioxygenasy, 7, 122, 123

donory elektronii, 56, 58, 60, 61, 68,
70, 72, 74, 75, 85, 95

dychaci Fetézec, 4, 51

Dychaci retezec, 51

endergonicka reakce, 56

Energeticky naboj, 31

enoyl-CoA, 25, 44

Enterobacter, 75, 101

enterobakterie, 101

Eobiotika, 115

epimerace, 99

EPR, 116, 119, 129

Escherichia, 71, 73, 74, 75, 101, 126

Escherichia coli, 73, 74, 75, 101, 126

ethanol, 13, 19, 34, 38, 70, 72, 96, 98,
99, 100, 101

Ethanolova fermentace, 98

exergonicka reakce, 56

FAD, 3, 8, 23, 24, 25, 41, 43, 44, 46,
51, 53, 77, 116, 118, 128, 129, 130,
140

FADH,, 9, 24, 41, 44, 46, 51, 52, 53,
56, 101, 116, 129

fakultativné anaerobni, 14, 38, 60, 65,
107

fakultativni, 57

feofytin, 87

fermentace, 14, 18, 34, 41, 67, 96, 97,
98, 99, 101, 102, 103, 114

Fermentace, 96, 112

ferredoxin, 25, 72, 77, 80, 106

ferredoxiny, 26

Fe-S proteiny, 52, 53

FeS-proteiny, 26

fixace CO,, 57, 62, 90, 92

Flavinové monooxygenasy, 116, 117

flavoprotein, 128

FMN, 23, 24, 53, 116, 118, 129

FMNH_, 24, 44,52, 129

formiat, 68, 72, 74, 75, 100, 101, 122

fosfoenolpyruvat, 28, 32, 34, 35, 92

fosfoenolpyruvatkarboxykinasa, 35

Fosfoketolasova metabolicka draha, 100

fosforylace, 4, 23, 33, 36, 38, 43

Fosforylace, 32

fotofosforylace, 32, 81, 82, 83, 87, 88,
92

Fotofosforylace, 81

fotoheterotrofie, 94

Fotooxidace vody, 80

fotosynteticky aparat, 85, 87, 89, 94

fotosyntéza, 85, 87, 89, 94

Fotosyntéza, 76, 85

fotosystém I, 82, 85

fotosystém II, 85

fototrofy, 12

fruktosa-1,6-bisfosfatasa, 35

fruktosa-1,6-difosfat, 33

fruktosa-6-P, 33

fumarasa, 47

fumarat, 18, 25, 40, 47, 53, 101, 111

Fumarat, 74, 101

fykobiliny, 76, 79

Gallionella, 62

Gibbsova energie, 15

glukogenni aminokyseliny, 35, 40

glukoneogenese, 35, 47, 90

Glukoneogenese, 35

glukosa, 33, 35, 36, 37, 38, 70, 75, 96,
99, 101

glukoso-6-fosfat, 38

glyceraldehyd-3-fosfat, 19, 33, 90

glyceraldehyd-3-P, 23, 33, 38

glycerol, 8, 35, 72, 101, 104

Glycerolova fermentace, 104

glykolyza, 51

Glykolyza, 33, 34

glyoxylatovy cyklus, 47

Glyoxylatovy cyklus, 49, 50

granum, 85

GTP, 11, 32, 35, 46, 47

hem, 26, 126

Hem, 27, 140

hemoglykoproteiny, 125
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hemové peroxidasy, 125

Hemové peroxidasy, 125

Heterofermentativni laktdtova
fermentace, 99

heterotrofni, 92

Heterotrofni, 60, 70, 111

heterotrofni nitrifikaci, 59

heterotrofy, 12, 65

Homofermentativni laktdtova
fermentace, 98

HSCoA, 11, 41, 46, 100, 103, 130

HS-CoA, 41

HS-CoA, 43

HS-CoA, 44

HS-CoA, 44

HS-CoA, 46

hydrolasy, 8

Hydrolytické enzymy, 115

chemotrofy, 12

Chlorella, 111

Chlorobium, 93, 107, 111

chlorofyl a, 77, 79

chlorofyl b, 77

Chloroplast, 82, 85

chlorosomy, 93, 94

Chromatium, 94, 107, 111

imobilizace, 104

isocitrat, 19, 47, 49

Isocitratdehydrogenasa, 47

iIsomerace, 49

karboxylace, 35, 101

karoteny, 79

katabolické d¢je, 29, 31

Katabolismus, 8, 40, 99

Ketodeoxyglukonatova draha, 39, 140

ketogenni aminokyseliny, 40

koenzym Q, 25, 87

kofaktory, 43, 52

Kofaktory, 21, 43, 116, 123

Kolobéh dusiku, 106

Kolobéh uhliku, 105

kondenzace, 33, 49, 101, 126

Krebsutv cyklus, 46

krotonyl-CoA, 102

kyselina jantarova, 49, 87, 101, 102

Kyselina lipoova, 25

Lactobacillus, 14, 98, 100

laktat, 19, 23, 34, 35, 41, 68, 72, 75,
98, 99, 111

Laktatova fermentace, 98, 99

Lepthotrix, 62

Leuconostoc, 100

lignin, 126

ligninperoxidasa, 126

lipoamid, 41, 43

lithotrofy, 14

L-malat, 49

Makroergické substraty, 27

makroergicky acylfosfat, 23

Malat, 101

malatdehydrogenasa, 47

Manganové bakterie, 63

manganperoxidasa, 126

Maselna fermentace, 102, 103

membranova fosforylace, 32

menachinon, 87, 130

metabolismus, 11, 14, 61, 93, 94

Metabolismus: metabolicky, 8, 56, 57,
66, 93

metaloenzymy, 123

metaloprotein, 106

methanogenni bakterie, 74, 92

methanol, 70, 72, 121

Methylmalonyl-CoA, 101

Micrococcus, 70, 71

mikroaerofilni, 14, 96

mikrosomalni epoxidhydrolasa, 115

mineralizace, 58, 104, 105

mitochondrialni ATPasa, 55

mixotrofie, 94

mixotrofy, 12

mlééné bakterie, 98, 99

MMO, 121, 122

Monooxygenasy, 116, 120

Mycobacterium, 110

N,O reduktasa, 69

NAD", 8, 18, 21, 22, 23, 25, 33, 34, 37,
41, 43, 44, 46, 49, 51, 52, 53, 56, 57,
67,73, 74, 87, 96, 98, 100

NADH + H", 9, 23, 33, 34, 36, 37, 43,
46, 51, 53, 56, 67, 73, 74, 96, 98,
100, 101, 104, 128

NADH+H", 9, 22, 38, 41, 44, 46, 49,
52,102
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NADP™, 8, 18, 21, 22, 23, 25, 36, 37,
38, 52, 80, 82, 83, 85, 87, 89, 93, 119

NADPH + H", 9, 11, 18, 23, 36, 37, 38,
76, 77, 80, 82, 83, 89, 92, 93, 119,
128

NADPH dehydrogenasa, 121

n-butanol, 96, 103

necyklicka fotosforylace, 5, 83

nitratace, 108, 109

Nitratace, 109

nitrataéni bakterie, 58, 109

Nitrata¢ni bakterie, 58, 59

Nitratamonifikace, 110

nitrdtovd respirace, 70

Nitratova respirace, 67, 70

nitratreduktasa, 69

nitrifikace, 57, 58, 59, 60, 92, 108

Nitrifikace, 57, 108

nitrifika¢ni bakterie, 92

nitritace, 108

Nitritace, 108

nitritaéni bakterie, 109

nitritova respirace, 58

nitritreduktasa, 69

Nitrobacter, 58, 59, 109

Nitrobacteraceae, 58

nitrogenasa, 106

Nitrosococcus, 109

Nitrosomonas, 58, 59, 109

Nocardia, 63

NO-reduktasa, 69

obligatni chemolithotrofy, 57

organotrofy, 14, 65

oxalacetat, 19, 35, 40, 47, 49, 101

oxida¢ni, 51

oxida¢ni fosforylace, 32, 51, 55

Oxidoreduktasy, 21, 54

Oxygenasy, 115, 117

Paracoccus, 63, 64, 71

Paracoccus denitrificans, 64, 71

paratrofy, 13

PAU, 125, 128, 130

Penicillium, 71

Pentosovy cyklus, 36, 37

peroxidasy, 7, 124, 125, 126, 132

Petersova rovnice, 16

Phanerochaete chrysosporium, 126

plastochinon, 25, 26, 77

plastokyanin, 77

polyfostaty, 65

Priméarni metabolismus, 11

Propionibacterium, 102

Propionyl-CoA, 101

Prosteticka skupina, 116, 117, 123,
126, 129

Proteus, 73, 74, 110

Protonmotivni sila, 55

prototrofy, 13

Pseudomonas, 38, 59, 63, 64, 70, 75,
110, 114, 118, 121, 124
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