Fruktan iz Brachybacterium sp. CH-KOV3 - izolovanje,
preciS¢avanje i delimicna karakterizacija

Fructan from Brachybacterium sp. CH-KOV3 - isolation,
purification and partial characterization
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Mikrobne polisaharide karakterise velika strukturna raznolikost Sto omogucava veliki broj potencijalnih primena. Ekonomski znacaj ovih polisaharida se ogleda
u cinjenici da su neki od ovih polimera danas Siroko zastupljeni biotehnoloski proizvodi sa primenom u razli¢itim oblastima: industriji hrane, kozmetici,
poljoprivredi, farmaciji i medicini.

Poslednjih godina usled specificnih reoloskih i hemijskih osobina i ¢injenice da je netoksican, velika paznja je posvecena bakterijskom egzopolisaharidu fruktanu
(levanu). Navedena svojstva omogucavaju potencijalnu Siroku primenu u razli¢itim oblastima. Levan moZe biti upotrebljen kao stabilizator, emulgator, nosilac
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Tabela 1. EOMA polisaharida dobijenog iz Brachybacterium paraconglomeratum CH-KOV3

Slika 1. Struktura osnovnog niza levana

Eksperiment
Egzopolisaharid, produkt Brachybacterium sp. CH-KOV3, izolovan je iz
sedimenta kanala otpadnih voda juzne industrijske zone Panceva sa == ; H
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
polisaharid izolovan iz fermentacione te¢nosti taloZenjem sa dve
zapremine etanola. Nakon toga je dijalizovan naspram cesmenske, a
zatim destilovane vode, 5 dana i liofilizovan. Ovaj postupak je
ponovljen veci broj puta pri ¢emu je dobijen Cist levan.
Mikrobioloski dobijen polisaharid je okarakterisan slede¢im hemijskim
metodama:
1. Hidroliza (sa TFA) i tankoslojna hromatografija.
2. Elementarna organska mikroanaliza (EOMA) - analiziran sadrzaj
ugljenika, vodonika, azota i sumpora na automatskom analizatoru Vario
EL Ill 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 (*H) i 50,3
MHz (13C).

Slika 3. 'H NMR spektar pregiséenog
egzopolisaharida produkovanog od stane
Brachybacterium paraconglomeratum CH-

KOV3

Slika 2. FTIR spektar sirovog egzopolisaharida
produkovanog od stane Brachybacterium
paraconglomeratum CH-KOV3

Zakljucak
Zakljuceno 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 6-(2,6)-
glikozidnim vezama. Bocne grupe su fruktozni ostaci povezani za glavni lanac
verovatno preko 8-(2,1)-glikozidnih veza. Rezultati ukazuju da ispitivani polisaharid
pripada polisaharidima levanskog tipa.
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Rezultati
Planarna hromatografija hidrolizovanog sirovog polisaharida pokazala
je prisustvo dve komponente, fruktoze i glukoze, a hidrolizom
precis¢enog polimera detektovana je jedna komponenta - D-Fruktoza,
Sto ukazuje da je u pitanju fruktan.
Elementarna organska analiza sirovog levana ukazala je na prisustvo, a
precis¢enog na odsustvo proteina i odnos C : H koji odgovara tipicnom
polisaharidu.
FTIR spektar je dao potvrdnu sliku o polisaharidnoj strukturi, a u prilog
tome govori podatak da je sadrzao karakteristicnu Siroku traku u
oblasti 3000-3500 cm™ koja potie od valentnih vibracija OH grupa
koje ucestvuju u formiranju jakih inter- i intramolekulskih veza, kao i
traku u anomernom regionu (950-700 cm™) na 925,2 cm? koja je
specifi¢na za B-konfiguraciju glikozidnih veza.
I NMR spektar je ukazao na tipicni polisaharid.
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