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Mikrobne polisaharide karakteriše velika strukturna raznolikost što 
omogućava veliki broj potencijalnih primena. Ekonomski značaj ovih po-
lisaharida se ogleda u činjenici da su neki od ovih polimera danas širo-
ko zastupljeni biotehnološki proizvodi sa primenom u različitim oblasti-
ma: industriji hrane, kozmetici, poljoprivredi, farmaciji i medicini [1]. 
Poslednjih godina usled specifičnih reoloških i hemijskih osobina i činjenice da 
je netoksičan, velika pažnja je posvećena bakterijskom egzopolisaharidu fruk-
tanu (levanu). Navedena svojstva omogućavaju potencijalnu široku primenu u 
različitim oblastima. Levan može biti upotrebljen kao stabilizator, emulgator, nos-
ilac ukusa i mirisa, prebiotik, antiokidans i antitumorski agens, enkapsulator...

Cilj ovog rada je bio proučavanje strukturnih karakteristika egzopolisahari-
da čiji je producent Brachybacterium sp. CH-KOV3. Mikroorganizam je izolo-
van iz sedimenta kanala otpadnih voda južne industrijske zone Pančeva sa loka-
liteta mesta ulivanja obradjenih voda HIP Petrohemije [2]. Analizom 16SrRNK 
gena upotrebom prajmera 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) i 1492R 
(5’-CGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) i sekvenciranjem identifikovan je 
kao Brachybacterium paraconglomeratum. Mikrobiološki dobijen polisaharid je 
okarakterisan hemijskim metodama, tankoslojnom hromatografijom, elementar-
nom analizom, FTIR i NMR spektroskopijom.

Na osnovu dobijenih rezultata, predložena je glavna strukturna karakteristika 
ovog polimera. Zaključeno je da je polisaharid koga proizvodi Brachybacterium 
paraconglomeratum CH-KOV3 homopolimerni polisaharid fruktan, sa osnov-
nim nizom koji se sastoji od D-fruktofuranoznih jedinica, povezanih medjusobno 
β-(2,6)-glikozidnim vezama. Bočne grupe su fruktozni ostaci povezani za glav-
ni lanac verovatno preko β-(2,1)-glikozidnih veza (Slika 1). Rezultati ukazuju da 
ispitivani polisaharid pripada polisaharidima levanskog tipa.
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Slika 1. Hemijska struktura glavnog lanca fruktana (levana)

Dobijanje fruktana Brachybacterium paraconglomeratum CH-KOV3 je opti-
mizovano gajenjem na različitim temperaturama (28, 37 i 45°C), pri različitim 
uslovima aeracije (0, 100 i 200 rpm) i koncentracije saharoze (40, 100, 140 g/L). 
Eksperiment je dizajniran i praćen upotrebom softwera Design-Expert 8.0.0.
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Mikrobne polisaharide karakteriše velika strukturna raznolikost što omogućava veliki broj potencijalnih primena. Ekonomski značaj ovih polisaharida se ogleda
u činjenici da su neki od ovih polimera danas široko zastupljeni biotehnološki proizvodi sa primenom u različitim oblastima: industriji hrane, kozmetici,
poljoprivredi, farmaciji i medicini.

Poslednjih godina usled specifičnih reoloških i hemijskih osobina i činjenice da je netoksičan, velika pažnja je posvećena bakterijskom egzopolisaharidu fruktanu
(levanu). Navedena svojstva omogućavaju potencijalnu široku primenu u različitim oblastima. Levan može biti upotrebljen kao stabilizator, emulgator, nosilac
ukusa i mirisa prebiotik antioksidans i antitumorski agens [1]ukusa i mirisa, prebiotik, antioksidans i antitumorski agens...[1].

MIKROANALIZA (%)

SIROV LEVAN PREČIŠĆEN LEVAN

C H N S C H N S

29,2 5,1 2,2 / 39,9 6,4 / /

Tabela 1. EOMA polisaharida dobijenog iz  Brachybacterium paraconglomeratum CH‐KOV3
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Slika 1. Struktura osnovnog niza levana

Eksperiment
Egzopolisaharid, produkt Brachybacterium sp. CH‐KOV3, izolovan je iz
sedimenta kanala otpadnih voda južne industrijske zone Pančeva sa
lokaliteta mesta ulivanja obradjenih voda HIP Petrohemije[2]. Analizom
16SrRNK gena i sekvenciranjem identifikovan je kao Brachybacterium
paraconglomeratum. Mikroorganizam je gajen na saharoznoj podlozi, 7
dana na 28 °C Biomasa je uklonjena centrifugiranjem a sirov

Zaključak

Slika 2. FTIR spektar sirovog egzopolisaharida 
produkovanog od stane Brachybacterium 

paraconglomeratum  CH‐KOV3

Slika 3. 1H NMR spektar prečišćenog 
egzopolisaharida produkovanog od stane
Brachybacterium paraconglomeratum CH‐

KOV3

dana, na 28 C. Biomasa je uklonjena centrifugiranjem, a sirov
polisaharid izolovan iz fermentacione tečnosti taloženjem sa dve
zapremine etanola. Nakon toga je dijalizovan naspram česmenske, a
zatim destilovane vode, 5 dana i liofilizovan. Ovaj postupak je
ponovljen veći broj puta pri čemu je dobijen čist levan.
Mikrobiološki dobijen polisaharid je okarakterisan sledećim hemijskim
metodama:
1. Hidroliza (sa TFA) i tankoslojna hromatografija.
2. Elementarna organska mikroanaliza (EOMA) ‐ analiziran sadržaj
ugljenika, vodonika, azota i sumpora na automatskom analizatoru Vario Zaključak

Zaključeno je da je polisaharid koga proizvodi Brachybacterium
paraconglomeratum CH‐KOV3 homopolimerni polisaharid fruktan, sa osnovnim
nizom koji se sastoji od D‐fruktofuranoznih jedinica, povezanih medjusobno β‐(2,6)‐
glikozidnim vezama. Bočne grupe su fruktozni ostaci povezani za glavni lanac
verovatno preko β‐(2,1)‐glikozidnih veza. Rezultati ukazuju da ispitivani polisaharid
pripada polisaharidima levanskog tipa.

g j , , p
EL III CHNS/O Elementar analyze firme Elementar.
3. Infracrvena spektroskopija (IR) FTIR spektar uzorka ‐ snimljen na
aparatu Nicolet 6700 FT u tehnici snimanja ATR (infrared attenuated
total reflectance).
4. Nuklearna magnetna rezonanca (NMR) ‐ protonski NMR spektar
snimljen na instrumentu Varian Gemini 2000, na 200 MHz (1H) i 50,3
MHz (13C).

f
Rezultati

Planarna hromatografija hidrolizovanog sirovog polisaharida pokazala
je prisustvo dve komponente, fruktoze i glukoze, a hidrolizom
prečišćenog polimera detektovana je jedna komponenta ‐ D‐Fruktoza,
što ukazuje da je u pitanju fruktan.
Elementarna organska analiza sirovog levana ukazala je na prisustvo, a
prečišćenog na odsustvo proteina i odnos C : H koji odgovara tipičnom
polisaharidu.

k j d d lik li h id j k i il
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FTIR spektar je dao potvrdnu sliku o polisaharidnoj strukturi, a u prilog
tome govori podatak da je sadržao karakterističnu široku traku u
oblasti 3000‐3500 cm‐1 koja potiče od valentnih vibracija OH grupa
koje učestvuju u formiranju jakih inter‐ i intramolekulskih veza, kao i
traku u anomernom regionu (950‐700 cm‐1) na 925,2 cm‐1 koja je
specifična za β‐konfiguraciju glikozidnih veza.
I NMR spektar je ukazao na tipični polisaharid.
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