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Arthrobacter nicotinovorans şi pAO1

Celula gazdă A. nicotinovorans Megaplasmidul pAO1

M. R. Keddie, M. D. Collins, D. J. (1942). Igloi,   G.   L.,   &  Brandsch,   R.  (2003).
Journal of Bacteriology, 185(6), 1976–86Genus Arhtrobacter. In Bergey’s Manual 

of
Systematic Bacteriology 2nd edition.

Capacitatea de a degrada nicotina



Motiva ie!ț

• Degradarea nicotinei metaboliţi 

Ex: 6-hidroxinicotina (6HNic):
Produsă în urma acţiunii enzimei trimere NDH;

Efecte asupra SNC similare, dar mai puternice decât
ale nicotinei.

•      M. Mihăşan et al., In-silico identification of 6-hydroxy-L-nicotine as a novel neuroprotective drug, Rom.
Biotechnol. Lett., Vol. 18, No. 3, Pag. 8333-8340;

• Hritcu et al. 2013, 6-hydroxy-L-nicotine from Arthrobacter nicotinovorans sustain spatial memory formation 
by decreasing brain oxidative stress in rats, J Physiol Biochem (2013) 69:25–34



6-hidroxi-nicotina – posibil medicament?

`

Legarea 6-hidroxi-L-Nicotinei (A) i nicotinei (B) în situsul receptorilor nicotin-acetilcolinici (nAChR)ș



Posibile metode de producere a 6HNic 

 Sinteza chimică

 Izolarea i utilizarea enzimei NDHș

 Izolarea din mediul de cultură



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, marimea particulei 3µm). 

 

MATERIALE I METODEȘ

*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.



1.Curba de cre tere a tulpinii ș Arthrobacter nicotinovorans în mediu cu nicotină 

Figura 1. Dinamica tulpinii Arthrobacter nicotinovorans în mediu citrat 
suplimentat cu nicotină
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REZULTATE I DISCU II Ș Ț



 Figura 3. Cromatograme tipice pentru nicotina 
 i 6HNic în care s-a folosit ca fază mobilă ș
amestecul 1mM : metanol 75:25 

 

2. Dinamica intermediarilor metabolici elibera i în mediul de culturăț

Figura 2. Spectrele de absorb ie ale probelor ț
extrase din mediul de cultură al tulpinii          
             A. nicotinovorans pAO1+  



• Tulpina de Arthrobacter nicotinovorans pAO1 este capabilă să folosească nicotina din 
mediul de cultură ca sursă de carbon i azot.*ș

*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.

Figura 4. Separarea compu ilor din ș
mediul de cultură al tulpinii 
Arthrobacter nicotinovorans  pAO1



Figura 5. Dinamica concentra iilor de ț
nicotină i ai deriva ilor ei pe parcusul ș ț
cre teriiș

Mediu 6HNIC Compus 3 Compus 4 BP Nicotină
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Concentra ii (Aria "peak"-ului la HPLC)ț

• Atunci când celulele de pAO1+ au ajuns în faza sta ionară, concentra ia de nicotină a început ț ț
să scadă terminându-se după 5 ore;

• Odată cu scăderea concentra iei de nicotină, în mediu se acumulează 6Hnic atingând nivelul ț
maxim după 11 ore de dezvoltare;

• De asemenea la HPLC au mai fost identifica i 2 produ i metabolici: pigmentul albastru (NB) ț ș
i încă un produs necunoscut ce con ine un inel aromatic.ș ț   

3. Corela ia dintre vârsta culturii i intermediarii existen i ț ș ț



CONCLUZII

• Cel mai bun moment de recoltare a celulelor este 
după 11 ore de cre tere în mediul citrat suplimentat ș
cu nicotină 0.05%.

• Utilizarea directă a celulelor de A.nicotinovorans 
pAO1+ pentru a converti nicotina în 6HNic este 
realizabilă chiar dacă acest proces are loc cu un 
randament scăzut;
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