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Arthrobacter nicotinovorans i pAO1ș



6HNic – un posibil medicament?

Pozi ia de legare a 6HNic (a) i a nicotinei (b) a a cum ț ș ș
este prezentat prin experimente de ata are ș in silico. 

Reprezentarea schematică a unui receptor 
nAChR arătând (a) încorporarea în membrană, 
spa iul sinaptic, citosolul i (b) situsurile de ț ș
legare a acetilcolinei.



6HNic – un posibil medicament?

 Sinteza chimică;

 Izolarea i utilizarea enzimei NDH;ș

 Izolarea din mediul de cultură;

Posibile metode de producere a 6HNic:



Materiale i metodeș

Tulpini utilizate i condi ii de cre tere: ș ț ș
Arthrobacter nicotinovorans pAO1+, pAO1- 
cultivate în mediul citrat suplimentat cu nicotină 
0.05% i 0.005 % solu ie de minerale pe un agitator ș ț
rotativ la C/190 rpm.*

 

Spectrele de absorb ie: ț au fost înregistrate pe un 
spectrofotometru Beckman Coulter DU 730 Life 
Science utilizând mediu citrat ca etalon

Analiza HPLC a fost realizată pe un sistem 
Bischoff echipat cu 2 pompe, un detector DAAD, 
si o coloana Nucleodur  RP C18 ec (150x4.6 mm, 
cu dimensiunea particulei de 3µm). 

*Eberwein, H., Gries, F. A., Decker, K. (1961): [On the decomposition of nicotine by bacterial enzymes. II. Isolation and 
characterization of a nicotine-splitting soil bacterium]. Hoppe-Seyler’s Zeitschrift für physiologische Chemie, 323, 236–
248. 



Rezultate i discu iiș ț

1. Stabilirea condi iilor optime pentru separarea 6HNic de nicotinăț

Coloană cromatografică  Fază mobilă Raport Debit/temperatură Detec ieț Referin ăț

Kromasil KR100-5C18, 
150mm×4.6mm; dimensiunea 

particulei este de  5µm
Metanol:1 mM H2SO4 15:85 0,5 ml/ min / 30oC 210 nm (Wang et al., 2005)

Kromasil KR100-5C18, 
150mm×4.6mm; marimea 

particulei 5µm
Metanol:1 mM H2SO4 25:75 0,5 ml/ min / 30oC 207 nm (Tang et al., 2008)

Kromasil KR100-5C18, 
150mm×4.6mm; dimensiunea 

particulei este de 5µm
Apă distilată:Metanol 75:25 0,5 ml/ min / 30oC 210 nm (Tang et al., 2009)

Grace Alltima C18,
 4.6×250 mm; dimensiunea 

particulei este de 5µm
Metanol:Apă distilată 10:90 0,5 ml/ min / 30oC

263 nm; 
232 nm; 
307 nm

(Ma et al., 2014)

Eclipse XDB-C18, 
250×64.6 mm; dimensiunea 

particulei este de  5µm
Metanol:1 mM H2SO4 5:95 0,5 ml/ min / 30oC - (Liu et al., 2014)



Dependen a timpilor de reten ie fa ă de ț ț ț
concentra ia de metanolț

Cromatograme tipice pentru separarea 
nicotinei i a 6HNic folosind ca fază mobilă ș
un amestec de acid sulfuric 1mM i metanol ș
în raport de 75:25

Cea mai eficientă separare => acid sulfuric 1mM i metanol în raport de 75:25ș



Acumularea pigmentului albastru în 
dependen ă de timpț

Curba de cre tere a tulpinilor de ș A. 
nicotinovorans pAO1+ i pAO1- pe ș
mediu cu nicotină 

2. Dezvoltarea microorganismului Arthrobacter nicotinovorans pe medii cu nicotină



Rezultate i discu iiș ț

3. Separarea cromatografică a mediului de cultură din Arthrobacter nicotinovorans

Separarea cromatografică a 
compu ilor din mediul de cultură a ș
tulpinei Arthrobacter nicotinovorans  
pAO1

 Prezen a în cromatograme a primului intermediar metabolic indică faptul că faza ț
mobilă folosită este cea care asigură separarea cromatografică a 6HNic din mediul de 
cultură. 



Concluzii

• S-a reu it stabilirea unui protocol de separare a intermediarilor ș
metabolici ai nicotinei ce apar în mediul de cultură a 
microorganismului Arthrobacter nicotinovorans pAO1+ 

• Faza mobilă optimă pentru separarea nicotinei de 6HNic este 
compusă din acid sulfuric 1mM i metanol în raport de 75:25. ș

• Utilizarea directă a celulelor de Arthrobacter nicotinovorans 
pAO1+ cu scopul de a transforma nicotina într-un compus cu 
poten ial biotehnologic precum 6HNic este realizabilă. ț
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