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FUENTE D E FOSFORO

El fosforo es indispensable para que los microorganismos sinteticen:

A)ACIDOS TEICOICOS presentes en la pared celular
B)ACIDOS LIPOTEICOICOS asociados con membrana
C)FOSFOLIPIDOS de membrana interna y externa
D )PLASMALOGENOS

JNUCLEOTIDOS (ATP, GTP, CTP, UTP, etc)
)AZUCARES-NUCLEOTIDOS 1ndlspensables como precursores du-

rante la sintesis de capsulas, lipopolisacarido, peptido
glicana.

G)VITAMINAS: Pirofosfato de tiamina, fosfato de piridoxal,
gue ‘unCJOﬁancomo cofactores de ciertas enzimas.

H)NADP', NAD', FAD', Flavinas.

E
F

En los medios de cultivo sinteticos, el fésforo es adicionado en forma de -

sales inorganicas de potasio o de sodio como KH_PO y KEHPO , estas dos sa-
les funcionan ademas como reguladoras del pH exferno.

En los medios de cultivo complejos, como los que contienen extracto de leva

dura ; el fosfato proviene de la hidrélisis de los acidos nucleicos de la -
levadura.

El fosfowa como FOSFATO en un estado de oxidacioén de +5,

no requiere de re-
duccién para su

incorporacion en los compuestos organicos.

El fosfato es eser

ial par las reacciones de fosoforilacién del ADP ya sea-
a través de fosfori

lacién a nivel de sustrato, fosforilacién oxidativa o ——
fotofosforilaciodn.

En glicolisis ocurre. una reaccién donde el fosfato es incoroporado en el —-

gliceraldehido-3-fosfato parz formar el acido 1,3 difosfoglicérico, como se
muestra enseguida:

i Gliceraldehqu-3- HC—OH
! fosfato deshldrogg I

Sa.

Z0-

CH_-0-
2

0

Otra reaccién de incorporacién de fosfato es catalizada por la fosfocetolasa:

w}g%?ﬂ K FOSFOCETOLASA | EH ﬁzij;
¥ FD-;;:OH Campuesto Tiolico, T‘PP Oi;_m 3 i}L E—C‘H

Acetlk—fosfato u;Lceraldehldo
xilulosa—>5 -f sfato 3~fosfato
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FUENTES D E NITROGENS®

~La utilizacidén tanto de nitrégeno orgénico como ivorgénico da como resultaQO
la sintesis de glutamato y glutamina, intermediarlos.meta?élicos qg:,d?strl—
buyen su nitrégeno en la sintesis de aminoédcidoes, a@1noazucares, ;;t::inagé:
purinas y pirimidinas, compuestqs que a su vez Partlci an en la 2 1? il
macromoléculas como acidos nucleicos, heteropollsaeéri&os, proteinas, pi-
dos.

-E1 nitrégeno (N,) es el elemento mas abundantg en la atmesafera terrestri,srg
presenta el 80% de los gases que la forman; sin em?argo, las plantas y 1o .
animales son incapaces de utilizarlo como fuente nitrégeno, solament:Igngagos
microorganismos pueden hacerlo, a ellos se les designa FIJADORES DE : tad’:
NO. Dichos organismos reducen al N, (estado dg oxidacién = 0) a Nu' ei -
de oxidacidén = -3), que es la forma como el_nltrégeno gse encuentra en los
compuestos orgéanicos.

-Los Microorganismos fijadores de nitrégeno son:

a)En asociacién simbiética:

Rhizobium - Leguminosas
Franckia - No Leguminosas

b)De vida libre, aerobias.

Azotobacter vinelandii
Bei jerinckia

Derxia

Achromobacter
Methanobacillus
Pseudomonas azotoggnesis

I.-BACTERTASC<

c)De vida libre, anaerobias facultativas:
Citrobacter freundii
Klebsiella pneumeniae
Enterobacter aerggenes
Bacillus pplymyxa,B.macerans, B. circulans
Enterobacter cloacae
Escherichia intermedia

D)De vida libre, anaerobias obligadas:

Chromatium vinosum

Clostridium pasteurianum Desulphatomacolum
Chloropseudomonas i1l
Desulphovibrio desulfuricans Rhodospirillum I

Azospirillum ﬁl&_

II-CIANOBACTERIAS: Anabaena cylindrica , Anabaenopsis circularis, Nostoc muscorum

Tolypothrix (Todas son de vida libre)
Spirulina
Anahaena flos-aquae




-La fijacidén de nitrégeno es un proceso ENDERGONICO , requiere de energia, en
Azotobacter se gastan 4 -5 ATP por cada N fijado, en Klebsiella pneumoniae
29 ATP y en Clostridium pasteurianum 20 A%P. La energia requerida para di—-
cho proceso proviene de la fotosintesis o de 1la respiracién.La energia se -
utiliza para producir HT ¥ un reductor adecuado.

-La NITROGENASA es la enzima que cataliza la reduccidén del N, en NH; y estéa
formada de dos componentes incapaces de fijar nitrégeno por separado, y por
un factor que contiene molibldeno, fierro y azufre,.

a) EL COMPONENTE I 6 PROTEINA FE-Mo : pesa 200,000 daltones y estd formada
(NITROGENASA) por QOS tipos de polipép?idos gue se
asoclan en forma de tetramero. Este-
oligémero contiene dos polipeptidos-
de cada tipo, 1 6 2 Atomos de Molib-
deno y de 20-30 &tomos de fierro -
(18-34); ademas de 16 SH por molécu-
la. Se representa como:

i

Es inhibida irreversiblemente por el 02

b)EL COMPONENTE II 6 PROTEINA Fe : Pesa 50,000 daltones y estad formada -
- P
por dos subunidades identicas con 1
(NITROGENASA REDUCTASA) a 4 4tomos de Fierro-no Hemo. E1 PM
varia entre 55,000 - 65,000.

Este componente es reducido por ---
FERREDOXINAS, FLAVODOXINAS o NADPHZ:
en el estado reducido se le une una-
molécula de Mg-ATP, esta unidn resul
ta en un cambio conformacional que -
permite que este componente interac-
ciqpe con el Componente I transfi-—-
riendole sus electrones, durante es-
te proceso se hidroliza el ATP. EIl
componente I reducido, transfiere -
sus electrones al N, convirtienhdolo-
en NH. . En gengfai la conversién -
de N, en dos moleculas de NHé1 gasta-
de 12 a 15 ATP

-En C. pasteurianum, B. polymyxa, €l donador de electrones a la ferredoxina

es. el, PIRUVATO, FORMATO, NADPH_; en tanto que en Klebsiella pneumoniae, el
donador es el PIRUVATO, FORMATO y MALATO (J. Bacteriol. 1980. 141(2):470-475)

-El sistema de la nitrogenasa aparentemente esti controlado por un sistema de -
RETROALIMENTACION por AMONIO. Concentraciones 2-3mM de amonioc reprimen completa
mente la sintesis de nitrogenasa, el Nitrate solo reprime parcialmente. Lo ante
rior ha sido observado en cianobacterias.
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Fig.l.Diferentes componentes ¥y mecanismo de accién de la nitrogenasa. PI:Componente I,
contiene molibdeno(Mo) y tiene afinidad por una molécula de nitrégeno atmosféri-

co (N=N), P-II: Componente II al cual se le une ATP y magnesio (Mg+ ). F:Donador
de electrones, representados como (=)

-E1l sistema de la nitrogenasa es poco especifica, y puede reducir muchos sustratos
ademéds del nitrégeno, sobretodo aquellos que contengan triples enlaces. P. ejem:

a)Acetileno HC = CH

b)Isocianuro HC = N

c)Oxido Nitroso N

d)Azida: NaN3

e) Metil-isocianuro

~Todos los compuestos anteriores son téxicos por su afinidad por iones metidlicos
de transicién.

-Una forma de representar el sistema de la NITROGENASA es:

Ferredoxina 0),4 D

reducida
SROTEINA 11 PROTEINA I
Mo/Fe

Ferredoxina *///
F X

oxidada

nATP nADP+i




Asgergillus

y COMO en este-
, de-—
. Esta transformacién ocurre

N03 4

a) NO_ % NADPH+H® _—___________ > NO, + ‘NADP'
BNt sNABPH . e 2N a-NH4+ + Napp*t

La Nitrato reductasa dependiente de NADPH de Neurospora crassa es in
ducida por nitrato o NO, , pero es reprimida por el NH4 . Es una sulfomg

libdeno flavoprotefna qﬁe contiene citocromo b557, SU peso molecular es-—
de 230,000 daltones.

nio en Escherichia coli es efectuada por
un complejo multienzimdtico unido a membrana llamado NITRATO REDUCTASA, -
la cual est3 constituida por la formiato deshidrogenasa, 2 formas de
citocromo b y 1a nitrato reductasa.

En procariotes Y algunos eucariotes sencillos como Neurospora,

Asper
gillus, Saccharomyces ¥ Candida

» la fuente de nitrégeno puede ser el ——
NH + ya que poseen la enzima llamada GLUTAMATO DESHIDROGENASA BIOSINTE-
TICA responsable de la asimilacién del amonio. Esta enzima trabaja a —-
altas concentraciones de amonio y es inefectiva cuando este se encuentra
a bajas concentraciones, y en tal caso se usa otra ruta. La Km de la —
glutamato deshidrogenasa por el amonio es relativamente alta, y la Km de

la Glutamina Sintetasa es relativamente baja, en ello reside la difereg
cia de actividad.

La Glutamato Deshidrogenasa Biosintética (E.C.1.4.1.4), cataliza la ami-

naciénreductiva del alfa-ceto -
glutarato mediante 1a siguiente
reaccion:

00 Otros

L ”/’/,/;’ Aminoacidos
H —C_NH,_
[en) 5 + : )
Noolee ¢ [NHA] (CH,), \
exceso
' 4 L-GLutamina

Coo™ 00

alfa—cetoglutarato L-glutamato

En 1970, Meers Y colaboradores demostraron
térna para la asimilacién del amonio, rticipan dos enzimas—
Glutamina Sintetasa (GS) y la Glutamato Sintetasa (GOGAT). La G

Sintetasa trabaja a bajas concentaciones de amonio.

la existencia de una ru

utami-
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Esta ruta alterna ocurre en levaduras como Schizosaccharomyceg versg-
tilis y en bacterias entre ellas Aerobacter aerogengs, Escherlch}a coli,
Caulobacter crescentus, Pseudomonas, Spirillum, Bacillus megaterlum, -
Rhodopseudomonas capsulata, ya que carecen de la glutamato deshidrogensa.
Las reacciones catalizadas por la Glutamina Sintetasa (GS) ¥y la Glutamato
Sintetasa (GOGAT) son las siguientes:

rI) Sintesis de Proteinas

i 3 Transaminaciones
(CIHE)?
Lo g

L-Glutamato

o-ceto—glutarato

L-Glutaminza

GS: L-Glutamato-amonio Ligasa que requiere de ATP (E.C. 6.3.1.2.)
GOGAT: L-Glutamina-2-cetoglutarato-aminotransferasa (EC. 2.6.11.53)

En los microorganismos existen por lo tanto dos enzimas capaces de asi—
o8 ; GDH- ¥ Ne 2 £ tr: ia
milar el amonio, la GDH-NADP ¥y la GS—GOGAT . La operacién de una u otra vi
m 1 Dy iy : 3 e o
de asimilacién depende de la concentracion de amonio presente en el me -
151 ria GS5-G | i o esti de no se-
En Saccharomyces cerevisiae la via GS-GOGAT ha sido poco estudiada y
3 e - s = e Neur crass ———
le ha asignado un papel fisiolégico, sin embargo, en Jeeiospora‘grgsaatA' 5
Hummlet y Mora han demostrado que mutantes carentes de GDH-NADPH sintetiza
glutamato por la via GS-GOGAT.

Originalmente la enzima GOGAT fue descrita en procariotes, y en algunos
de estos microorganismos la enzima proporciona el Gnico mecanismo para la -—-
sintesis de glutamato.




FUENTE D E AZUFRE

-E1 azufre es requerido por los microorganismos, para la sintesis de:
4

a)AMINOACIDOS: Homocisteina
Metionina
Cisteina

b)VITAMINAS : Tiamina
Biotina

C)PEPTIDOS : Glutation

d) ENZIMAS : Nitrogenasa, étc.
e) Coenzima A
-TIPOS DE FUENTES DE AZUFRE: Generalmente son inorganicas, entre ellas:

a) 8° : El azufre elemental puede ser utilizado ademads de fuente de energia,
como fuente de azufre para bacterias fotosintéticas 6 no fotosintéti
cas.

Los tiosulfatos pueden servir como Gnica fuente de azufre para muchos
microorganismos, pero para ser incorporados en los compuestos, deben
ser reducidos a sulfuro (S™) mediante escisién a sulfito y posterior-
reduccion:

T

Es utilizado como fuente de azufre por Desulfovibrio vulgaricus, pa-
ra su incorporacidn en compuestos organicos, debe ser reducido a S~ :

Es la forma preferida como se adquiere del medio de cultivo, el azu-
fre en el sulfato se encuentra en un estado de oxidacién de (+6),por
lo que para incorporarlo en sus compuestos organicos, el microorga——
nismo necesita reducirlo a un estado de oxidacion de (-2,como S;} me
diante un mecanismo que se llama " REDUCCION ASIMILATORIA DEL SULFA-
TO". Este mecanismo de asimilacidén se ha encontrado en algunas bac
terias, y hongos; y consiste en las siguientes etapas:
I.-ACTIVACION DEL SULFATO por una reaccidén de adenilacién, el SO + ATP, se
forma un nucleétido, el Adenilil-Sulfato 6 Adenosin-5-fosfosulfato. Esta
reaccion es catalizada por la ATP-Sulfurilasa.

IT.-Luego el APS se fosforila nuevamente y se forma el Fosfo-Adenosin-Fosfo--
sulfato, una segunda molecula de ATP fosforila el carbono 3' del APS for-
mandose el compuesto denominado 3'PAPS.

REDUCCION ASIMILATORIA DE SULFATOS

1.-ACTIVACION NH,

0
g il
+ HO-P-0-P-OH
OH OH
PIROFOSFATO
SULFATO Q 0 0O 2

bk
i

ADENILIL-SULFATO (APS)

[T.-FOSFORILACION APS-CINASA

ATPy——

FOSFO-ADENOSIN-5'-FOSFOSULFATO (3'PAPS)

NADPH,
ITT.-REDUCCICN [EL PAPS A SULFITO

NADP*

HESO:3

(SULFTTO
3 NADPH, ==
SULFTTO REDUCTASA

[V.—REDUCCTON DEL SULFTTO A SULFURD (FAD' )

3 NADP* ~—

v
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ITI.-REDUCCION DEL 3'PAPS A SULFITO Y 3'PAP. Esta reaccidn
es catalizada por la enzima PAPS-REDUCTASA.

IV.-REDUCCION DEL SULFITO A SULFURO. Esta reduccidn es ca
talizada por la enzima SULFITO REDUCTASA la cual re——

quiere de NADPH2 como coenzima y de FAD" para su ma--
yor actividad.

-E1 Sulfuro formado, es incorporado en compuestos organlcos para la formacidn
de aminoacidos conforme lo siguiente:

I.-En levaduras y hongos, la reaccién final es la condensacidén de serina y
sulfuro para formar cisteina:

CH_,-OH 2%
l 2 CISTEINA SINTETASA sz =
Fosfato de piridoxal
GHENH: - st e e o E e e s
st i : 5 r j (IJH NH, + H20
COOH ATP ADP + Pi COOH
SERINA CISTEINA
O-succinil-Homoserina
CISTATIONINA
HOMOCISTEINA
Cobalamina tetrahidrofolato
METIONINA

IT.-En las bacterias de la familia Enterobacteriaceae,la reaccidén incluye la
acetilacidén de la serina, y la reduccién de la O-acetil-serina con sulfu

ro. Esta reaceidn fue descubierta por Kredich y Tomkins en 1966 en Salmo
nella typhimurium y en E. coli: 0
" ACETTL-SERTNA

CH_,-OH SERINA TRANSACETILASA 2= i -SH
0 i s :1°ﬂﬂ) Sardingitendly SULFHIDRASA &5 ﬁ
CH =NH, s=emotpse ol o on” o : G - M, + G C -OH
1 - O T ' 2 ' 3
COOH = " COOH ]&ﬁ CO0H

CH_-C-SCoA CoA-5
SERINA '3 M O-ACETIL-SERINA CISTEINA

I11.- Otro mecanismo alternativo, involucra al piruvato como acepr del sulfuro:

CH (H_~SH

e CISTATIONINA-8- LI e

cZ0" P NAT soppsce= IRRIONINRS SLRACA . | S & Ho
2 osfato de piridoxal f 3 2

COOH COOH

u-
-
a
'
o
T
e
=
=
=
i
-
o
E
-
e

Macronutriente

FUNCIONES

T
Fe

+
Na

Activador de Hexocinasas, DNA polimerasas, RNA-
polimerasas. Estabiliza ribosomas, membranas Yy
acidos nucldicos. Constituyente de las molééul-
las de clorofila.

Indispensable para dar la integridad a los ribo
somas. Activador de la Piruvato Cinasa.

Escencial en la moléculas de citocromos y de la
ferredoxina. Su concentracién influencia la for
macién de toxina difté rica. Es constituyente -
de la catalasa y de la peroxidasa.

Activador de ATPasas membranales y de la Oxalo-
acetato decarboxilasa de Enterobacter aerogenes

Confiere estabilidad al calor € las esporas bac
terianas. Da estabilidad a la pared celular.

Micronutriente

F UNCTIONESS

Zn

. ot
va

Ni

Constituyente de la tirosinasa y Citocro
mo oxidasa.

Constituyente de la cobalamina

Activador de la alcohol deshidrogenasas y de la
Carboxipeptidasa.

Indispensable para el crecimiento de Aspergillus
niger. Activador de las ATPasas deNeurospora --
crassa .y Saccharomyces cerevisiae.

Indispensable para la sintesis de CO_, Deshidroge
=T & e s
nasas en las bacterias acetogénicas como Clostri

dium thermoaceticum, C. formicoaceticum, C. ace-
ticum, Acetobacterium woodii, asi como tambieh -
para el crecimiento de bacterias metanogénicas y

 md

para la sintesis del factor F
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