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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a
derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotind (termen sinonim cu
B6HLN) cu aplicatii in biotehnologie. Procedeul, conform
inventiei, constd 1in etapele: cultivare tulpinii
Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499
(derivata de la P. nicotinovorans pAO1 ATTC 49919 si
supraexpriméand enzima NDH) intr-un bioreactor cu
aerare si agitare controlatd pe un mediu de crestere
continand ca sursa de C, L-nicotin& ca precursor pentru
B6HLN si introducerea Tn mediul de culturd a unui

inhibitor chimic pentru 6-hidroxi-nicotin-oxidaza
(BHLNO) de tip ZnSO, pentru reducerea randamentului
de transformare a 6HLN in 6- hidroxi-pseudoxi-nicotina,
rezultand acumularea derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotina
in concentratii de pana la 2,5 mM intr-un interval de
20...35 h de la cultivare.
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Procedeu de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotina

Inventia se referd la o noud metodid de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotina
(termen sinonim cu 6-hidroxi-(L)-nicotind) folosind tulpina Paenarthrobacter nicotinovorans
NCAIM P(B) 001499 si se incadreazé in domeniul biotehnologiei.

Compusul 6-hidroxi-(L)-nicotind (6HLN) este primul intermediar metabolic din calea
de degradare a nicotinei ce functioneaza in microorganismul Paenarthrobacter nicotinovorans
pAO1 ATCC 49919 (I). Datorita similaritatilor structurale cu nicotina, 6HLN are capacitatea
de a interactiona cu receptorii nicotinici pentru acetil-colind (nAChR) si le poate modula
functionarea (2, 3). 6HLN se leagd de nAChR cu o afinitate mai mare decét a nicotinei si de
asemenea, se presupune ci ar avea un timp de Injumititire sensibil superior fatd de cel al
nicotinei. Testele experimentale realizate pe animale de laborator au demonstrat ca 6HLN are
o capacitate crescutd de a sustine memoria §i de a imbunitéti raspunsul comportamental prin
reducerea stresului oxidativ la nivelul creierului (4). Administrarea de 6HLN la sobolani tratati
in prealabil cu clorizondamini in scopul simularii unui model de Alzheimer a demonstrat ca
acest compus poate reduce stirile de anxietate si depresie (5, 6).

6HLN reprezinta de asemenea un precursor important ce ar putea fi folosit pentru
sinteza de piridine mono- sau di-substituite cu activititi biologice importante, precum
insecticidul Imidacloprid, compusul anti-Parkinson SIB-1508Y sau analogi ai compusului
analgezic Epibatina (7). Suplimentar, descrierea unui sistem de control al expresiei genelor in
culturi de celule de mamifere bazat pe 6HLN (&) si cunoscutele sale efecte antimicrobiene (9,
10) indicé o potentiald crestere a cererii pentru 6HLN in special in industria farmaceutica si
chimica. O metoda simpl4, rapida si ieftind de obtinere a 6HLN este deci necesara si utila.

6HLN a fost pani in prezent obtinut prin sinteza chimicéd ce are la baza reactia de
diazotare a 6-aminonicotinei urmatd de o reactie de hidrolizd (17). O metoda bazati pe
conversia microbiologica a nicotinei din deseuri provenite din industrie in 6HLN utilizind
tulpina Arthrobacter oxidans a2 face obiectul brevetului cu numarul US3230226A (10). O alta
metodd bazatd pe aceleasi principii ale biocatalizei a fost recent descrisa si se bazeazi pe
tulpina Agrobacterium tumefaciens S33. Aceastd tulpind a fost modificatd genetic prin
inactivarea unei gene ce codificd enzima responsabild de transformarea 6HLN in 6-hidroxi-N-
metil-miosmind, impiedicandu-se astfel metabolizarea completi a 6HLN. In acest fel,
compusul 6HLN se acumuleazi in mediul de cultura de unde poate fi recuﬁcrﬁ f,LZj” N
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Metodele de obtinere a compusilor chimici utili ce au la bazi procesele de bioconversie
prezintd o serie intreagd de avantaje legate de pretul de cost, sustenabilitate, disponibilitate,
diminuarea poludrii mediului Inconjurétor, etc. Cu toate acestea, in cazul producerii de
intermediari metabolici folosind microorganisme apar frecvent dificultiti tehnice deoarece
produsii de interes sunt metabolizati pe diferite ci metabolice ceea ce face foarte dificild
acumularea §i izolarea compusului de interes. O situatie asemindtoare se inregistreazi si in
cazul producerii de 6HLN pornind de la nicotind. Metabolizarea acestui alcaloid se poate realiza
la bacterii pe calea pirolidinicd ce debuteazi cu hidroxilarea nicotinei in pozitia 6° de cétre
enzima nicotin-dehidrogenaza cu formarea de 6HLN — produsul de interes (13). in etapa
imediat urmaétoare inelul pirolidinic este dehidrogenat in pozitia 2-3 de citre enzima 6-hidroxi-
nicotin-oxidaza. Legatura dubla suplimentara din pozitia 2-3 destabilizeaza inelul pirolidinic si
acesta suferd o reactie de hidrolizd spontand. Compusul 6-hidroxi-pseudoxi-nicotind format
este convertit mai departe de o suitd de oxidoreductaze ce diferd de la o specie la alta in
intermediari ai ciclului Krebs si 4,4¢,5,5¢-tetrahidroxi-3,3‘-diazadifenoquinona-~(2,2‘). Acest
ultim compus este cunoscut sub numele de albastru de nicotind datoritd culorii specifice,
acumularea s-a in mediul de culturd fiind utilizatd ca indicator specific pentru semnalizarea
prezentei si activirii cdii de catabolizare a nicotinei prin calea pirolidinica.

Deoarece metabolizarea nicotinei prin calea pirolidinici nu se opreste la 6HLN,
problema tehnici legatd de obtinerea compusului de interes prin bioconversie folosind celule
bacteriene constd in identificarea unei modalititi de reducere sau stopare a transformarii
acestuia in 6-hidroxi-pseudoxi-nicotina. Tindnd cont de observatia cd 6HLN se acumuleazi in
mediul de culturd al speciei Arthrobacter oxidans (14), Squires si Haynes (/0) propun in
brevetul US3230226A monitorizarea acumularii compusului la 290 nm si stoparea reactiei de
biotransformare prin racirea rapida a culturii si acidifierea mediului pdna la pH 2 cu HCIL. Yu
et al. propun o abordare diferita pentru a rezolva aceasta problema. Utilizind ingineria genetica,
acestia modifica o tulpind de Agrobacterium tumefaciens S33 ce degradeazi nicotina folosind
calea pirolidinica si inactiveazi gena ce codificd producerea enzimei 6-hidroxi-nicotin-oxidazi
(2.

In acest context, solutia tehnicii propusi de prezenta inventie, constd in utilizarea
microorganismului Paenarthrobacter nicotinovorans pAO1 ATCC 49919 si o strategie pentru
imbunétitirea randamentului de obtinere a 6HLN ce se bazeazd pe cresterea nivelului de

expresie a enzimei nicotin-dehidrogenaza alaturi de reducerea ratei de conversie a acestuia in
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6-hidroxi-pseudoxi-nicotind prin utilizarea unor inhibitori chimici ai 6-hidroxi-L-nicotin-
oxidazei.

Paenarthrobacter nicotinovorans pAOl ATCC 49919 este unul dintre primele
microorganisme izolate si studiate care au capacitatea de a degrada nicotina. S-a demonstrat ca
intreaga cale de degradare a nicotinei este codificata de megaplasmidul pAO1 ce a fost complet
secventiat in 2003 (GenBank ID AJ507836.1) (15). Suplimentar, pentru aceasti tulpind au fost
creati vectori plasmidiali de expresie specifici ce permit controlul strict al expresiei genelor
continute (/6). Ca in cazul celorlalte tulpini ce utilizeazd calea pirolidinicd, si in
Paenarthrobacter nicotinovorans pAOl1 ATCC 49919 degradarea nicotinei debuteazi cu
hidroxilarea nicotinei in pozitia 6’ de cétre enzima nicotin-dehidrogenaza (NDH, EC 1.5.99.4)
cu formarea de 6HLN. Etapa imediat urmitoare este catalizatd de cétre 2 enzime diferite cu
specificitate absolutd de substrat: 6-hidroxi-(S)-nicotin-oxidaza (6-hidroxi-(L)-nicotin-oxidaza,
6HLNO, EC 1.5.3.5) daca substratul initial al c#ii este L-nicotind si 6-hidroxi-(R)-nicotin-
oxidaza (6-hidroxi-(D)-nicotin oxidazi; 6HDNO, EC 1.5.3.6) daca substratul initial al ciii este
D-nicotina.

Solutia pentru problema tehnicé indicati anterior se bazeazi pe:

1. cresterea randamentului catalitic cu care nicotina este transformati in 6HLN prin

supraexprimarea enzimei NDH

si

2. reducerea randamentului de transformare a 6HLN 1n 6-hidroxi-pseudoxi-nicotind prin

introducerea in mediul de culturd a unui inhibitor pentru 6-hidroxi-nicotin-oxidaza.

Propriu-zis, metoda de obtinere a 6HLN este caracterizatd prin cultivarea tulpinii
Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499 (tulpind derivatd de la P.
nicotinovorans pAO1 ATCC 49919 si supraexprimand enzima NDH) intr-un biofermentator
cu aerare §i agitare controlati pe un mediu de crestere ce contine citrat ca sursid de C, L-nicotind
ca precursor pentru 6HLN si ZnSOs ca inhibitor chimic al 6HLNO.

Avantajele inventiei In raport cu celelalte doud solutii tehnice se referd la viteza de
acumulare a 6HLN si la stabilitatea genetica a tulpinii utilizate. Astfel, metoda ce face obiectul
patentului US3230226A presupune timpi de conversie ce variazi intre 43-72 ore, in timp ce
prin metoda curenti se produce cantitatea maximé de 6HLN 1n 20-25 ore. De asemenea, prin

utilizarea vectorului pART2 in care NDH este exprimati intrinsec se pot scurta suplimentar

timpii necesari de la addugarea nicotinei pana la obtinerea 6HLN (nu se adaugi L-nicotina la
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Utilizarea inhibitorului ZnSO4 pentru reducerea activititii catalitice a 6HLNO are avantajul
nealterarii mecanismelor genetice de reglaj a activitifii tuturor genelor implicate in degradarea
nicotinei, inclusiv cele implicate in transportul nicotinei §i in apérarea celulelor de efectele
toxice ale acestui alcaloid. Metoda descrisa are avantajul ci prin modificarea nivelului de
ZnSO0q, se poate controla ce cantitate de precursor este utilizat pentru cresterea biomasei si ce

cantitate este convertiti in 6HLN.

Mod de realizare

Pentru obfinerea tulpinii de Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499,
secventa de ADN de pe pAO1 dintre pozifiile 92895 si 96683 codificind cele 3 gene ndhl,
ndhS si ndhM ale NDH a fost amplificatd folosind perechea de primeri cu secventa
5'AGTGAAGGATTGATCAACCTGCTATC'3 si
5'CTCCCTGTCTCTAGAGCCGCGATC'3. Fragmentul astfel obfinut a fost clonat in vectorul
de expresie pART?2 intre situs-urile de clivare ale enzimelor BamHI/Xbal, pastrandu-se cadrul
de lecturd si punand ndhL sub controlul promotorului secventei operatoare a genei hdnO.
Vectorul modificat pART2ndhLSM a fost apoi transferat prin electroporare in tulpina
Paenarthrobacter nicotinovorans pAO1 ATCC 49919.

Tulpina obtinuta ce supraexprimd NDH intrinsec se cultivd pe mediu citrat solid (16 g/L
agar, 2 g/L citrat de sodiu; 2 g/L. (NH;),SO,; 5 g/L Na,HPOy,; 3,06 g/L. KH,PO,; 0,5 g/L extract
de drojdie) suplimentat cu 140 pg/ml kanamicing, 0,05% L-nicotini si 0.5% solutie de minerale
(0,75 g/L CaCly; 4,58 g/L. H3BO;3; 3,5 g/L ZnSOy; 0,22 g/L Na;MoOy; 0,22 g/I. FeSOy; 0,24
g/L MnSOQy; 0,1 g/LL CuSOy; 0,1 g/L CoSOy; 2 g/l KH,PO4; 20 g/ MgSOy; 7,5 g/L EDTA).
Tulpina se incubeazd timp de 48h la 28°C pentru dezvoltarea de colonii izolate. Una dintre
colonii se foloseste pentru inocularea a 10 ml mediu citrat preparat ca mai sus (exceptind
agarul) si suplimentat cu 140 pg/ml kanamicind, 0,05% L-nicotina si 0,5% solutie de minerale.
Cultura inocul astfel infiintata se incubeaza la 28°C pe un agitator orbital termostat la 190 rpm
pentru 48 h.

Intr-un vas de fermentatie de 3 L se introduc 2 L de mediu citrat preparat ca anterior si
suplimentat cu 70 (140) pg/ml kanamicind, 0,05% L-nicotind, 2 ml ulei vegetal steril, 0,5%
solutie de minerale (/7) si dupa caz, ZnSO4 pand la ImM. Cultura se initiazi prin inocularea
mediului cu 1 ml din inoculul avand varsta de 48h si se incubeazi la temperatura de 28°C si
nivel de agitatie de 5Hz folosind fermentatorul Lambda Minifor. Nivelul de aerare

la 0,1-0,2 L aer/min si se preleveazi probe la fiecare ord. Nivelul de nicotinid/Q

Prof. dr\T4 ¢
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6HLN se monitorizeaza prin HPLC folosind o coloand C18 si un detector UV-VIS la A=250 -

nm pentru nicotind si respectiv A=290 nm pentru 6HLN. Acumularea maximé de nicotini se

poate observa in intervalul 18-40 ore de la inoculare.

Exemplul 1. Producerea de 6HLN folosind Paenarthrobacter nicotinovorans pAO1
ATCC 49919

Se infiinteazd o preculturd pe 10 ml de mediu citrat suplimentat cu kanamicinad 70,
0,05% nicotind si 5% solutie de minerale prin inocularea cu o colonie de Paenarthrobacter
nicotinovorans pAO1 wt avand varsta de 48h. Precultura se incubeaza pe un agitator orbital la
190 rpm timp de 48h la 28°C pentru atingerea fazei stationare de crestere. Cultura principali se
infiinteaza prin inocularea cu 2 ml de preculturd a 2 L de mediu citrat suplimentat cu 2 ml ulei
vegetal steril, kanamicina 70 mg/ml, 0.05% nicotind, 5% si solutie de minerale (/7) preincalzit
la 28°C si saturat in O,. Imediat dupd inoculare se porneste procesul de fermentatie la
temperatura de 28°C prin alimentarea vasului cu aer (0,1 sau 0,2 /min), monitorizarea pH-ului
si cantitafii de O, dizolvat. La intervale de 60 min se preleveaza probe de 1 ml de mediu pentru
monitorizarea densititii celulare si a productiei de pigment albastru de nicotind folosind un
spectrofotometru, respectiv a nivelurile de nicotind si 6HNLN folosind cromatografia HPLC in
fazi inversata.

Un exemplu tipic al dinamicii acumulirii 6HNic in mediul de cultura este prezentat in
figura 1. Dupa cum se poate observa, nivelul de aerare utilizat nu influenfeaza semnificativ
nivelul de acumulare a 6HLN, in ambele cazuri compusul de interes atingdnd niveluri de aprox.
1.5 mM. O aerare mai intensi duce la intirzieri in cresterea culturii, cu obtinerea unei perioade
de lag mai mare si corespunzitor o aparitie intarziatd a 6HLN si a pigmentului albastru. Se
observa o corelatie foarte bund intre nivelul de O3 dizolvat, pH-ul mediului de reactie si punctul
de maxim al nivelului 6HNLN: atingerea nivelului maxim de acumulare a 6HLN este simultana
cu o inflexiune in curba de variatie a pH-ului si un peak usor de remarcat in curba de variatie a
02 dizolvat. Aceasti sincronizare usureaza foarte mult aplicarea acestei tehnologii de producere
a 6HLN la nivel industrial, nefiind astfel necesard monitorizarea ‘off-line’ prin HPLC a
acumularii produsului de interes deoarece punctul maxim de acumulare este identificabil ,on-

line’, direct din panoul de comanda al biofermentatorului.

Exemplul 2. Producerea de 6HLN folosind tulpina Paenarthrobacter
nicotinovorans NCAIM P(B) 001499
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Se infiinfeaza o preculturd in 10 ml de mediu citrat suplimentat cu kanamicinid 70 %
mg/ml, 0,05% nicotind si 5% solutie de minerale prin inocularea cu o colonie de
Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499 de pe o placd avand varsta de 48h.
Precultura se incubeazi pe un agitator orbital la 190 rpm timp de 48h la 28°C pentru atingerea
fazei stationare de crestere. Cultura principald se infiinteazi prin inocularea cu 2 ml de
preculturd a 2 L. de mediu citrat suplimentat cu 2 ml ulei vegetal steril, kanamicina 140
microg/ml, 0,05% nicotind, 5% si solufie de minerale (/7) preincilzit la 28°C si saturat in O,.
Imediat dupid inoculare se porneste procesul de fermentatie la temperatura de 28°C prin
alimentarea vasului cu aer (0,1 sau 0,2 /min), monitorizarea pH-ului i cantititii de Oz dizolvat.
La intervale de 60 min se preleveazi probe de 1 ml de mediu pentru monitorizarea densitatii
celulare si a productiei de pigment albastru folosind un spectrofotometru si a nivelurilor de
nicotind i 6HLN folosind cromatografia HPLC in faza inversata.

Un exemplu tipic al dinamicii acumularii 6HLN in mediul de culturd al tulpinii
Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499 este prezentat in figura 2. Nivelul de
aerare influenteaza semnificativ dinamica acumularii compusului de interes 6HLN in acest caz.
La un debit de 0,2 L aer/min, cantitatea maxima de 6HLN acumulati este similard cu cea din
tulpina wt de aprox. 1,5 mM. La un debit de 0,1 L aer / min, compusul de interes se acumuleazi
intr-o concentratie de pand la 2,5 mM. 6HLN se acumuleaza insd mai tirziu, corelat cu o
intarziere in cregtere si cu o diminuarea ratei de metabolizare a nicotinei. Aceeasi legatura
strictd intre nivelul de O, dizolvat, pH-ul mediului de reactie si punctul de maxim al nivelului

6HLN indicate la exemplul 1 se poate observa si in cazul acestei tulpini.

Exemplul 3. Producerea de O6HLN folosind tulpina Paenarthrobacter
nicotinovorans NCAIM P(B) 001499 si inhibitori chimici ai 6HLNO
Se procedeazi identic ca in exemplul 2 pentru pregitirea preculturii, insd cultura
principald se infiinfeaza prin inocularea cu 2 ml de preculturd a 2 L de mediu citrat preincilzit
1a 28°C si saturat in O, suplimentat cu 2 ml ulei vegetal steril, kanamicina 140 microg/ml, 0,05%
nicotind, 5% solutie de minerale (/7) si inhibitori chimici ai 6HLNO precum HgCl, sau ZnSO4
in concentratii de pana la 0,2 mM. Imediat dupé inoculare se porneste procesul de fermentatie
~ la temperatura de 28°C prin alimentarea vasului cu aer (0,1 L aer/min), monitorizarea pH-ului
| .si cantitdtii de Oz dizolvat. La intervale de 60 min se preleveaza probe de 1 ml de mediu pentru

monitorizarea densitétii celulare §i a productiei de pigment albastru folosmd un
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spectrofotometru si a nivelurilor de nicotini si 6HLN folosind cromatografia HPLC in fazi
inversata.

Un exemplu tipic al dinamicii acumuldrii 6HLN in mediul de culturd al tulpinii
Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499 in prezenta unor concentratii variabile
(0.1 — 0.2 mM) de ZnSO4 este prezentat in figura 3. Prezenta compusului ZnSQ4 influenteaza
semnificativ dinamica acumulérii compusului de interes 6HLN. Astfel, desi nu se ating nivele
semnificativ mai mari ale 6HLN comparativ cu cresterea tulpinii pe mediu lipsit de inhibitor
(Figura 2), perioada de timp in care compusul se acumuleazi in mediu la concentratii mai mari
de 0,5 mM este semnificativ marita. In lipsa inhibitorului ZnSO4, compusul 6HLN se
acumuleazi dupi 20 ore post-inoculare si nu mai este detectabil dupa 35 ore post-inoculare. in
prezenta ZnSQO4 intr-o concentratie de 0.1 mM, 6HLN incepe sd se acumuleze in mediul de
cultura ceva mai devreme, insi este decelabil in mediul de culturi si la 55 ore post-inoculare.
Aceeasi legatura strictd intre nivelul de Oz dizolvat, pH-ul mediului de reactie si punctul de
maxim al nivelului 6HLN indicate in exemplele 1 si 2 se poate observa si in cazul cultivirii pe
medii ce contin 0.1 mM ZnSO4. Mai mult decét atét, nivelele crescute de 6HLN pe un interval
mai lung de timp par si fie corelate cu revenirea mult mai inceatd a cantititii de Oz dizolvat
disponibil. Cresterea concentratiei de inhibitor pana la 0.2 mM are un efect negativ asupra

nivelelor de acumulare a 6HLN, dar cultura atinge nivele marite de densitate celulara.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotind (6-hidroxi-(L)-nicotind)
caracterizatd prin aceea ca se utilizeaza un microorganism (Paenarthrobacter nicotinovorans
pAO1 ATCC 49919) cultivat pe un mediu ce contine o sursd de carbon. o sursid de nicotina
solubila si inhibitori chimici ai enzimei 6HLNO. capabil sa degradeze nicotina folosind calea
piridinica sau o altd cale similara in care sunt implicate enzimele nicotin-dehidrogenaza (EC

1.5.99.4) si 6-hidroxi-(S)-nicotin-oxidaza (6-hidroxi-(L)-nicotin-oxidaza. 6HLNO. EC 1.5.3.5),

2. Procedeu de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotind (6-hidroxi-(L)-nicotina)
caracterizatii prin aceea ca microorganismul Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B)
001499 este modificat genetic prin clonarea in vectori de expresie a genelor enzimei nicotin-
dehidrogenaza (EC 1.5.99.4) provenind de la Paenarthrobacter nicotinovorans pAO1 ATCC
49919,

3. Procedeu de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotind (6-hidroxi-(L)-nicotind) conform
revendicarii 1 si 2 caracterizata prin aceea ca utilizeaza un bioreactor pentru cultivare, la un
nivel de aerare cuprins intre 0.1 s1 0,2 L. aer/min, un nivel agitatie de 5Hz, temperatura 28°C,
cu acumularea derivatului 6-hidroxi-(S)-nicotina in concentratii de pana la 2.5 mM intru-un

interval de 20-35 ore de cultivare.

4. Procedeu de obtinere a derivatului 6-hidroxi-(.S)-nicotina (6-hidroxi-(L)-nicotind) conform
revendicdrii dependente 3 caracterizatid prin aceea ca inhibitorul chimic al enzimei 6HLNO

este ZnSO4 in concentratii cuprinse intre 0 — I mM.
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Figura 1. Influenta nivelului de aerare (L. aer/min) asupra vitezei de acumulare a 6HLN, vitezei de

metabolizare a nicotinei (viteza de acumulare a pigmentului albastru si concentratia de nicotind din

mediu), pH-ului mediului de crestere, nivelului de O2 dizolvat disponibil, vitezei de crestere (densitate

celulard), in cursul dezvoltarii culturilor de Paenarthrobacter nicotinovorans pAO1 ATCC 49919 .
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Figura 2. Influenta nivelului de aerare (L aer/min) asupra vitezei de acumulare a 6HLN, vitezei de

metabolizare a nicotinei (viteza de acumulare a pigmentului albastru $i concentratia de nicotind din

mediu), pH-ului mediului de crestere, nivelului de O2 dizolvat disponibil, vitezei de crestere (densitate

celulard), n cursul dezvoltérii culturilor de Paenarthrobacter nicotinovorans NCAIM P(B) 001499.
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Figura 3. Influenta ZnSO4, un inhibitor al 6HLNO asupra vitezei de crestere (densitate celulara), pH-
ului mediului de crestere, nivelului de O2 dizolvat disponibil, vitezei de acumulare a 6HLN si asupra

vitezel de metabolizare a nicotinei in cursul dezvoltirii culturilor de Paenarthrobacter nicotinovorans

NCAIM P(B) 001499 la un nivel de aerare de 0.1 L aer/min.
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