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Paenarthrobacter nicotinovorans – sursă importantă de 6-hidroxi-nicotină

P. nicotinovorans Megaplasmidul pAO1

• Jones, D., Keddie, R.M.(2006): The Genus Arthrobacter. The Prokaryotes, pp.945-960.
• Brandsch Roderich (2006): Microbiology and biochemistry of nicotine degradation. Appl Microbiol Biotechnol, pp. 493-494.

• Este o actinobacterie Gram pozitivă
• Prezintă un metabolism foarte versatil
• Are abilitatea de a metaboliza nicotina



6HNic- compus valoros

Efectele tratamentului 6HNic la șobolanii supuși
testului Y-labirint

Efectele administrării 6HNic asupra activității SOD, 
GPX și MDA

• Hrițcu Lucian, Ștefan Marius, Mihășan Marius, Brandsch Roderich (2010): 6-hydroxy-L-nicotine from Arthrobacter nicotinovorans facilitate spatial 
memory formation in rats. Analele Științifice ale Universității ,,Alexandru Ioan Cuza’’, Secțiunea Genetică și Biologie Moleculară, TOM XI, 2010.

• Hrițcu Lucian, Ștefan Marius, Brandsch Roderich, Mihășan Marius (2013): 6-hydroxy-L-nicotine from Arthrobacter nicotinovorans sustain spatial 
memory formation by decreasing brain oxidative stress in rats. J Physiol Biochem, 69:25-34.



6 hidroxi-L-nicotin-oxidaza

Studii de inhibiție asupra activității enzimei 6HLNO
Scopul

Testarea 
eficienței unor

inhibitori
asupra 6HLNO

6HNic



vTulpina utilizată și condițiile de creștere: 

Metode de cercetare

Cutivată pe mediul citrat cu soluție
de minerale 5%, nicotină 0,05% și 
kanamicină 140 μg/ml

Precultura- incubator cu 
agitare, 28°C, 190 rpm, 
48 de ore 

Tulpina a fost cultivată în bioreactor timp
de 60 de ore, la 28℃, la un nivel de 
agitare de 5Hz, la un nivel de aerare de 
0,1L aer/min și ZnSO4 0,1 mM, respectiv
0,2 mM.

Bioreactor LAMBDA Minifor cu vas 
de cultură de 3L



Identificarea și cuantificarea Nic și 6HNic – cromatografie de înaltă performanță în mediul lichid (HPLC) 

Metode de cercetare

Sistem HPLC Shimadzu Prominence:
• 2 Pompe LC20AD;
• Degazificator DGU-20A5;
• Coloană Zorbax Eclipse XDB-C18,5 μm 80 Å;
• Injector SIL20AC;
• Cuptor CT20AC;
• Detector (UV-VIS) SPD M20A DAD;
• Shimadzu LC solution Software.

Faza mobilă: acid sulfuric 1 mM : metanol 99% 75 : 25
Debit: 1mL/min

20 μl probă 10 min, 30℃
Nic: λ=250 nm

6HNic: λ=290 nm

Curba de calibrare: Nic - 0.03 mM, 0.3 mM, 3 mM
6HNic - 0.03 mM, 0.3 mM, 3 mM



Curbe de calibrare

Drepte de calibrare pentru nicotină Drepte de calibrare pentru 6HNic



Dinamica consumului de nicotină

Nicotină, 0.1 mM ZnSO4

32 ore- Nic, 0.1 mM ZnSO4

23 ore – Nic, 0.2 mM 
ZnSO4

Influențează
ZnSO4 

consumul de 
nicotină?

Nicotină, 0.2 mM ZnSO4

0,13 mM – Nic, 0.2 mM ZnSO4



Dinamica acumulării 6HNic

27 ore – 6HLN, 0.1 mM ZnSO4 -2,21 mM 

24 ore – 6HLN, 0.2 mM 
ZnSO4 – 0,076 mM

6HLN, 0.1 mM ZnSO4 6HLN, 0.2 mM ZnSO4

14 ore – 6HLN, 
0.1 mM ZnSO4

20 ore – 6HLN, 
0.2 mM ZnSO4



pH-ul/concentrația de O2 vs acumularea 6HNic

14-24 ore

pH, 0.1 mM ZnSO4 pH, 0.2 mM ZnSO4 pO2, 0.1mM ZnSO4 pO2, 0.2 mM ZnSO4



1. Tulpina recombinată genetic, P. nicotinovorans pART2ndh, are capacitatea de a 
acumula o cantitate destul de importantă de 6HNic, în prezența inhibitorului ZnSO4
de concentrație 0,1 mM.

2. ZnSO4 de concentrație 0,2 mM a dus la metabolizarea rapidă a 6HNic, prin urmare

creșterea concentrației inhibitorului determină apariția unei cantității mai mici de

6HNic într-un timp scurt.

3. Monitorizarea în timp real a variației pH-ului, precum și concentrația oxigenului

dizolvat, oferă un avantaj mare referitor la identificarea momentul acumulării unei

cantității maxime de 6HNic.

Concluzii


