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Celula gazda A. nicotinovorans Megaplasmldu.l pAOl

pAOl1
165,138 bp

M. R. Keddie, M. D. Collins, D. J. (1942). Igloi, G. L., & JBrandsch, R. (2003).

Genus Arhtrobacter. In Bergey’s Manual D Journal of Bacteriology, 185(6), 1976-86
of
Systematic Bacteriology 2nd edition. _

Capacitatea de a degrada nicotina
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* Degradarea nicotinel -metaboliti

Ex: 6-hidroxinicotina (6 HNic):
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60-hidroxi-nicotina — posibil medicament?
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Legarea 6-hidroxi-L-Nicotinei (A) si nicotinei (B) in situsul receptorilor nicotin-acetilcolinici (nAChR)
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Posibile metode de producere a 6HNic
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> Sinteza chimica

» Izolarea si utilizarea enzimei NDH

» Izolarea din mediul de cultura



MATERIALE SI METODE
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Tiallpiii utiliizate si condiigii die arestexe: Arthrobacter nicotinovorans pAO1+, pAOI1- cuilfivte
iin muestindl cinat saplimmentzt co micotima 0.05% si 0.005 % solutie de minerale pe un agitator
nattetiiv In Q890/ 19 rpm. *

Saditdle die dbsonbtie au fost inregistrate pe un spectrofotometiu Beckman Coullier DU 730
ILikke Swikane whillizingl medinyg eitrat ea etalon.

Anatize HPLE 2 Aot fealizaid pe un sistem Bischoft echipat eu 2 pompe; U detecior PAAD, §i
e Ly M@@&‘ﬁ&r 1315’ @11§ &€ éi§8§4 6 M, Marimea Baﬁaeula W),

*EBERWEIN H, GRIES FA, DECKER K. 1961.(On the decomposition of nicotine by bacterial enzymes. II. Isolation and characterization of a
nicotine-splitting soil bacterium). Hope Seylers Z Physiol Chem 323:236-248.
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Figura 1. Dinamica tulpinii Arthrobacter nicotinovorans in mediu citrat

suplimentat cu nicotina
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Figura 2. Spectrele de absorbtie ale probelor

extrase din mediul de cultura al tulpinii
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* Tulpina de Arthrobacter nicotinovorans pAO]l este capabila sa foloseasca nicotina din
mediul de cultura ca sursa de carbon si azot.*

mAU ! ! ! : ml/min
R L L ’ Figura 4. Separarea compusilor din
S - N mediul de cultura al tulpinii
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*Baitsch D, Sandu C, Brandsch R, Igloi GL. 2001. Gene cluster on pAO1 of Arthrobacter nicotinovorans involved in degradation of the plant
alkaloid nicotine: cloning, purification, and characterization of 2,6-dihydroxypyridine 3-hydroxylase. J Bacteriol 183:5262—-5267.
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3. Corelatia dintre varsta culturii si intermediarii existenti

y b

Figura 5. Dinamica concentratiilor de
<t nicotina si ai derivatilor e1 pe parcusul
cresterii

Atunci cand celulele de pAO1+ au ajuns in faza stationara, concentratia de nicotind a inceput
sa scada terminandu-se dupa 5 ore;

Odata cu scaderea concentratiei de nicotind, in mediu se acumuleaza 6Hnic atingand nivelul
maxim dupa 11 ore de dezvoltare;

De asemenea la HPLC au mai fost identificati 2 produsi metabolici: pigmentul albastru (NB)
si inca un produs necunoscut ce contine un inel aromatic.
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* Utilizarea directa a celulelor de A.nicotinovorans
pAOI+ pentru a convertl nicotina in 6HNIic este
realizabila chiar daca acest proces are loc cu un
randament scazut;

* Cel mai bun moment de recoltare a celulelor este
dupa 11 ore de crestere in mediul citrat suplimentat
cu nicotina 0.05%.
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