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MOLEKULARNE BIOTEHNOLOGIJE

UVOD

Mikroorganizmi su bili kori{}eni u razli~itim proizvodnim pro-
cesima u najstarijim civilizacijama, odnosno jo{ od perioda kada ~o-
vek nije ni znao za wihovo postojawe, niti je razumevao wihovu priro-
du. Tek po~etkom dvadesetog veka, prvi put se pojavio termin biotehno-
logija. Danas se biotehnologija naj~e{}e defini{e kao proces koji ko-
risti `ive organizme ili wihove delove za dobijawe ili modifikaci-
ju odre|enih proizvoda, kao i za razli~ite vidove usluga (na primer,
kori{}ewe mikroorganizama za pre~i{}avawe otpadnih voda ili za raz-
gradwu gradskog |ubriva).

Drugu polovinu 20-og veka i sam po~etak 21-og veka su obele`ile mo-
lekularna biologija i molekularna genetika kao nauke. Zahvaquju}i tim
saznawima (Tabela 1) omogu}en je razvoj razvoj tehnologije rekombinant-
ne DNK (geneti~kog in`ewerstva), koja poseduje neslu}ene potencijale.

Tabela 1. – Nau~ni rezultati koji su omogu}ili razvoj geneti~kog in`ewerstva
i primena u molekularnoj biotehnologiji

1953 – Watson i Crick daju model molekula dezoksiribonukleinske kiseli-
ne (DNK) koji je osnova geneti~ke infirmacije, odnosno gena.

1962 – pokazano postojawe restrikcionih enzima (“molekulskih makaza”) koji
veoma precizno mogu da seku molekul DNK bez obzira na wegovo poreklo.

1972-1973 – razvijene tehnike klonirawa gena, kloniran prvi gen.
1975-1977 – razvijena metoda za efikasno ~itawe geneti~ke informacije (sekven-

cirawe DNK).
1978 – konstruisana bakterija Esherichia coli koja proizvodi qudski insulin.
1980 – patentiran prvi konstruisani organizam pomo}u geneti~kog

in`ewerstva (bakterija koja razla`e naftu).
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1981-1982 – dobijen prvi transgeni mi{ i transgena vinska mu{ica (Drosophilla).
1983 – uspe{no ura|ena geneti~ka transformacija biqaka pomo}u Ti plazmida.
1985 – razvijen sistem lan~ane reakcije polimeraze (PCR).
1995 – sekvenciran kompletan genom bakterije Haemophilus.
1999 – sekvenciran kompletan genom izaziva~a malarije (plazmodium).
2000 – sekvenciran genom bakterije Enterococus u toku jednog dana.
2001 – sekvenciran genom ~oveka.

Upravo je razvoj geneti~kog in`ewerstva u posledwih tridesetak
godina omogu}io unapre|ewe biotehnologije, koja se sada naziva mole-
kularna biotehnologija. S obzirom na mogu}nosti, molekularna bio-
tehnologija daje osnovu da se u postoje}im procesima ostvari zna~ajno
ve}a proizvodwa. Pored toga, pru`a mogu}nosti otvarawe nove indu-
strijske ere u smislu konstrukcije procesa koji }e omogu}iti dobijawe
proizvoda koji se na drugi na~in nisu mogli dobijati u zadovoqavaju}oj
koli~ini ili koji su dobijani na veoma skupe na~ine. Umesto da se samo
izoluju odre|eni proizvodi koje neki organizam ve} sinteti{e, {to
nudi klasi~na biotehnologija, sada je mogu}e od mikroorganizama, biq-
nih ili ̀ ivotiwskih }elija napraviti “biolo{ke fabrike” koje }e pro-
izvoditi veliku koli~inu ekonomski vrednih jediwewa. U prilog ova-
kvoj tvrdwi govori mogu}nost klonirawa gena za biosintezu nekog in-
teresantnog proizvoda i wihovo prebacivawe u drugi organizam, odno-
sno konstruisati transgene organizme – geneti~ki modifikovane orga-
nizme (GMO). Stoga se danas u svetu pod molekularnom biotehnologi-
jom podrazumevaju tehnolo{ki procesi zasnovani na kori{}ewu GMO.

Molekularna biotehnologija bazirana na mikroorganizmima

Pre uvo|ewa geneti~kog in`ewerstva, najve}i problem je bio do}i
do dovoqnih koli~ina humanih proteina koji se koriste u terapeutske
svrhe. Ovaj problem je bilo mogu}e prevazi}i klonirawem odgovaraju-
}ih gena u mikroorganizme, koji onda mogu da se gaje u relativno jedno-
stavnim medijumima i iz kojih je mogu}e izolovati dati proizvod u ve-
likim koli~inama i na mnogo lak{i na~in. Neki humani proteini koji
se proizvode kori{}{ewem molekularne biotehnologije su insulin,
hormon rasta, interferoni, interleukini, antitripsin, faktor nekro-
ze tumora, urokinaza, serum albumin.

Pored proteina, geneti~ki in`ewerisani mikroorganizmi se mogu
koristiti i za proizvodwu razli~itih biolo{ki va`nih molekula. Vi-
tamin C (L-askorbinska kiselina) se trenutno proizvodi tako {to se
koristi Acetobacter suboxydans, koji u procesu fermentacije daje jedan
od prekursora askorbinske kiseline. Zatim sledi niz skupih hemijskih
reakcija koje taj prekursor prevode u finalni produkt. Ceo proces pro-
izvodwe mo`e znatno da se pojednostavi i u~ini jeftinijim, ukoliko se
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iskombinuju metaboli~ki putevi koje poseduju dve veoma razli~ite bak-
terije rodova Erwinia i Corynebacterium. Kqu~ni gen iz bakterije Coryne-
bacterium kloniran je u E. coli, gde su mu izmeweni signali za ekspresi-
ju, a zatim je uba~en u bakteriju Erwinia herbicola. Transformisane }e-
lije imaju izmewen metaboli~ki put, tako da wihov krajwi produkt za-
mewuje tri koraka u hemijskoj sintezi.

Pojedini mikroorganizmi sinteti{u biopolimere koji se koriste
za proizvodwu gume ili plasti~nih materija. Kori{}ewem molekular-
ne biotehnologije je mogu}e dobiti nov kvalitet ovakvih biopolimera
ili poboq{ati wihovu proizvodwu. Prednost ovakvih biopolimera je
{to je wihova proizvodwa jednostavnija; kao polazni materijal se mogu
koristiti ~ak i otpadni materijali (pojedine bakterije mogu da rastu
na surutki koja je otpadni materijal u procesu proizvodwe sira, i ~i-
jim se odlagawem zaga|uje `ivotna sredina).

Bakterije mle~ne kiseline (BMK) se vekovima koriste za proizvod-
wu fermentisane hrane. One imaju {iroku upotrebu u industriji hrane
i poqoprivredi (kiselomle~ni proizvodi, alkoholna pi}a, mesne pre-
ra|evine, kiselo povr}e, priprema sila`e, itd.). BMK zna~ajno dopri-
nose nutritivnoj vrednosti proizvoda daju}i im specifi~an ukus, mi-
ris i izgled. S druge strane, sve je vi{e podataka da su neki sojevi BMK
probiotici. Zbog toga je sve ve}e interesovawe za konzumacijom mle~-
nih proizvoda koji sadr`e specifi~ne bakterijske vrste (probiotike)
koje mogu doprineti poboq{awu zdravqa qudi. Probiotici su mono
ili me{ane kulture `ivih mikroorganizama, koje kada se koriste od
strane ~oveka ili `ivotiwa, imaju povoqno delovawe na doma}ina
poboq{avaju}i osobine postoje}e mikroflore. Efekti na zdravqe ~o-
veka koje BMK ispoqavaju odnose se na wihovu u~e{}e u (a) kontroli i
tretmanu crevnih infekcija izazvanih enteropatogenim agensima ili
infekcija urogenitalnog trakta, (b) smawivawu verovatno}e nastanka
tumora ili raka kolona, oboqewa sr~anih krvnih sudova ili smawiva-
wu nivoa serumskog holesterola i (c) stimulaciji imunog odgovora ili
stimulaciji peristaltike creva. Imaju}i u vidu sve ove mogu}e zdrav-
stvene efekte BMK, svakim danom sve vi{e i vi{e raste interes za do-
bijawe mle~nih proizvoda ~ija }e proizvodwa bazirati na BMK sa ka-
rakteristikama koje doprinose poboq{awu zdravqa ~oveka. Ovakvi pro-
izvodi se jednim imenom nazivaju funkcionalna hrana. Imaju}i u vidu
zna~aj BMK u mnogim vidovima qudske aktivnosti, razvoj geneti~ke ma-
nipulacije ovih bakterija veoma brzo napreduje i {iri se u posledwih
petnaest godina. Me|utim, do sada je glavna pa`wa bila usmerena na
sojeve BMK koji se rutinski koriste u industrijskim procesima. Veo-
ma malo se zna o geneti~koj organizaciji BMK poreklom iz prirodne
sredine. Stoga izu~avawe geneti~ke organizacije BMK izolovanih iz
fermentisanih proizvoda dobijenih na tradicionalan na~in mo`e bi-
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ti izuzetno interesantno, jer se takve BMK mogu koristiti za dobijawe
proizvoda specifi~nog geografskog porekla.

Svakako da je jedna od najbitnijih upotreba saznawa molekularne
biotehnologije mogu}nost veoma precizne geneti~ke analize bakterija,
odnosno veoma precizno definisawe upotrebnih kvaliteta tih bakte-
rija u konkretnom biotehnolo{kom procesu.

Molekularna biotehnologija u poqoprivredi
i iskori{}avawu biqaka za druge svrhe

Primena geneti~kog in`ewerstva u manipulaciji biqkama otvorila
je nesagledive perspektive kori{}ewa biqaka u budu}nosti. Glavni ciq
molekularne biotehnologije biqaka je konstrukcija novih varijeteta kul-
tivisanih biqaka, odnosno poqoprivrednih kultura. Izu~avawa su usme-
rena na razvoj varijeteta koji }e dati ve}i prinos sa istim ili pove}a-
nim hranqivim kvalitetom biqke. Stoga su ve} konstruisane geneti~ki
modifikovane biqke koje poseduju rezistenciju na insekte, patogene (u
prvom redu na viruse), herbicide, odre|ene stresne uslove sredine, biq-
ke ~iji plodovi sporije trule ili biqke sa izmewenim kvalitetom uqa
ili proteina. Najinteresantniji aspekt ukqu~ivawa geneti~ki modifi-
kovanih biqaka u proizvodwu je wihovo kori{}ewe u obliku bioreakto-
ra. Biqke relativno brzo rastu, i lako ih je odr`avati, pri ~emu proiz-
vode ogromnu biomasu. Stoga bi biqke mogle biti bioreaktori za proiz-
vodwu komercijalnih proteina ili specifi~nih hemikalija. Najnovija
istra`ivawa govore da }e biti mogu}e koristiti transgene biqke i viruse
biqaka za proizvodwu vakcina protiv bolesti qudi, u rasponu od za{tite
kvarewa zuba do vakcina protiv kolere, dijaree i side. Transgene biqake
bi direktno sintetisale antitela protiv specifi~nih patogena, odnosno
predstavqale bi fabrike antitela. Najatraktivnija nau~no zasnovana ide-
ja je da se neke vakcine ugrade u biqke koje se normalno koriste kao
hrana, i da se tako do|e do konstrukcije “jestivih vakcina”. Naime, ova-
ko konstruisane transgene biqke imale bi u sebi antigene koji mogu
pobu|ivati imuni odgovor ~oveka ili `ivotiwe koji jedu takve biqke.

Tokom posledwe decenije je mnogo pa`we posve}no razvitku nove
biodegradabilne plastike, odnosno plastike koja se mo`e u prirodnim
uslovima razgraditi do sastavnih delova, koji ne optere}uju, ne zaga|u-
ju `ivotnu sredinu. Ovo interesovawe je u najve}oj meri upravo pokre-
nuto zbog ekolo{ki {tetnog dejstva postoje}ih sinteti~kih plasti~-
nih masa, nerazlo`ivih prirodnim putem, kao i problema wihovog od-
lagawa. Me|u mnogim razlo`ivim plastikama koje su poznate, najvi{e
pa`we je po~elo da se pridaje grupi polyhydroxyalkanoata (u daqem tek-
stu PHA) t.j. poliesterima za koje se od ranije zna da ih sinteti{u neke
bakterije. Ovi polimeri prtedstavqaju vredan izvor biolo{ki razlo-
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`ivih biomaterija ne{kodqivih po okolinu. Mogu se koristiti za {i-
rok spektar proizvoda, kao na primer: sudova u prehrambenoj industri-
ji, folija za pakovawe, higijenskih proizvoda, u medicinskoj industri-
ji za proizvodwu implantata ili za proizvodwu gaza, plasti~nih foli-
ja za staklenike itd. Ve}ina razlo`ivih biodegradabilnih plastika se
mogu samo delimi~no razgraditi i to do produkata, konstituenata, koji
se daqe ne mogu razgra|ivati i to bilo fotohemijski, bilo pomo}u ne-
enzimske hidrolize. Za razliku od ovih plastika, PHA se mogu potpuno
razlo`iti do ugqen dioksida i vode delovawem odre|enih mikroorga-
nizama prisutnih u zemqi{tu. Prema tome, proizvodi za {iroku
potro{wu napravqeni od PHA, mogu se potpuno razlo`iti pod dejstvom
tih bakterija, u prirodnim uslovima komposta, odnosno zemqi{ta.

Sinteza PHA u biqkama je prvo prou~avana u biqci Arabidopsis tha-
liana, biqci koja je srodna sa repicom. Konstruisana je transgena biq-
ka, A. thaliana, koja je sintetisala PHA u koli~ini od 0,1% suve materi-
je. Kori{}ewem transmisionog elektronskog mikroskopa, otkriveno je
da se sintetisana plasti~na materija akumulira u obliku granula. He-
mijska analiza ovog biqnog polimera, pokazuje da ovaj molekul ima ve-
liku molekularnu masu i da ima sli~ne osobine kao i PHA proizveden
u bakterijama. Kasnijim intervencijama geneti~kim in`ewerstvom, do-
bijene su transgenske biqke A. thaliana u ~ijim je listovima plastika
bila prisutna u 10-14% suve materije.

Molekularna biotehnologija u sto~arstvu

Do uvo|ewa molekularne biotehnologije u sto~arstvo, nove `ivoti-
wske rase su dobijane mukotrpnim ukr{tawem i selekcijom, pri ~emu
su se za daqu oplodwu, birale one jedinke koje su imale boqe karakteri-
stike (davale vi{e mleka, imale boqi kvalitet vune, imale ve}u tele-
snu masu, ili davale vi{e jaja). Uloga molekularne biotehnologije je da
omogu}i konstrukciju transgenih `ivotiwa koje }e imati poboq{ane
ili razvijene nove ekonomski zna~ajne osobine. Tradicionalni selek-
cioneri i molekularni biotehnolozi bi voleli da se ostvari prognoza
da }e budu}e doma}e `ivotiwe mnogo efikasnije iskori{}avati unetu
hranu, da }e imati meso boqeg kvaliteta (mawe masno}e, na primer), da
}e dorastati veli~inu prihvatqivu za tr`i{te br`e i da }e biti ot-
porne na dana{we bolesti koje desetkuju populacije i ostvareni pro-
fit. Jedan od ciqeva primene ove biotehnologije je, na primer, dobija-
we krava koje bi proizvodile mleko druga~ijeg kvaliteta. Glavni prote-
ini mleka su α, β i κ-kazeini. Me|utim, koli~ina sira proizvedena od
mleka najvi{e zavisi od sadr`aja κ-kazeina, i zbog toga je ciq da se
pove}a eksprimirawe transgena za κ-kazein. Rad na proizvodwi tran-
sgenih pili}a se usmerava na to da je efikasniji prirast mi{i}a pile-

Molekularne biotehnologije



222

ta, da se pove}a produkcija jaja i da pili}i budu otporniji na bolesti,
ali da se za ostvarewe ovih ciqeva ne koriste hemikalije.

Prilaz konstrukciji transgenih `ivotiwa koje bi bile bioreaktori
za dobijawe va`nih proteina je, tako|e, veliki izazov. Sa uspehom su do-
bijene transgene ovce i koze koje sekretiraju humane proteine u svom mleku.
Geni za humane proteine se eksprimiraju u mle~nim `lezdama a prisu-
stvo datog proteina u mleku nema nepovoqno dejstvo ni na samu `ivoti-
wu ni na weno potomstvo koje se tim mlekom hrani. Ispitivawa su poka-
zala da ovako dobijeni biolo{ki aktivni proteini (na primer, aktiva-
tor plasminogena, urokinaza, α

1
−antitripsin, faktor koagulacije IX, lak-

toferin) imaju aktivnost sli~nu onima dobijenim iz qudskih tkiva.
Stoga, sve svetske prognoze govore da }e osnova tehnologije 21. veka

biti ba{ molekularna biotehnologija, jer je osnova za re{avawe mno-
gih problema sa kojima se ve} susre}e dana{wa civilizacija.

POTENCIJALI CRNE GORE ZA IMPLEMENTACIJU
MOLEKULARNE BIOTEHNOLOGIJE

Bakterije mle~ne kiseline

Proizvodwa sireva na Balkanu je veoma stara. Istorijski podaci ukazu-
ju da su na{i krajevi bili pod uticajem raznih civilizacija, ~iji su na~i-
ni `ivota, obi~aji i ishrana, ostavili zapa`ene efekte i do dana{wih
dana. Planinska podru~ja sa velikim pa{wa~kim povr{inama bili su veo-
ma pogodni za razvoj sto~arstva. Tako je sto~arstvo postalo va`na privred-
na grana stanovni{tva, a sve ve}e potrebe za hranom i u~inile su da se ono
ra{iri na mnogim drugim podru~jima. Ostaci ovakvog ekstenzivnog siste-
ma su i danas prisutni kroz proletwe izlaske stada na planine i wihovog
bovarka za vreme ispa{nog perioda pri katunima, balijama i sl.

U sto~arskoj proizvodwi je dominantan uzgoj goveda, a na`alost sve
mawe ovaca. To zna~i da je sirovina za autohtone proizvode kravqe i
delimi~no ov~ije mleko. Kvalitet ovih vrsta mleka svoju specifi~nost
izra`ava vi{e kroz uslove sredine (nadmorska visina, kvalitet pa{waka,
~isto}a vazduha i vode), a mo`e kroz rasni sastav i geneti~ke karakteri-
stike muznih ̀ ivotiwa. Druga karakteristika je da se zna~ajan deo autoh-
tonih mle~nih proizvoda koristi u samim doma}instvima, mawi deo iz-
nosi na lokalna tr`i{ta, a gotovo neznatan deo u velike potro{ake cen-
tre. Organizovawe proizvodwe gotovo da i nema, a kada je ima ona je neo-
dgovaraju}a, ~ime se gube glavna obele`wa kvaliteta proizvodwe.

Autohtoni mle~ni proizvodi su bogatstvo i deo istorije svake zemqe.
Istra`ivawa u ovoj oblasti doprinose pove}awu riznice materijalne ku-
lutre naroda. Najve}i broj autohtonih mle~nih proizvoda, posebno sireva,
nosi ime svog mesta porekla, koja su zbog toga postala poznata. Izrada autoh-
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nonih mle~nih proizvoda nije ujedna~ena. Na to uti~u pre svega prirod-
ni, ekonomski i socijalni faktori. U nekoj zemqi autohtona proizvodwa
se najvi{e sa~uvala u brdsko-planinskim predelima.

U Jugoslaviji se sir vekovima proizvodi u doma}oj radinosti, a ova
autohtona proizvodwa se najvi{e sa~uvala u brdsko-planinskim prede-
lima. Takav tip proizvodwe se zadr`ao do dana{weg dana. Ovi proizvo-
di su mo`da po obimu proizvodwe mawe zna~ajni, ali po kvalitetu jo{
uvek mogu doprinijeti pove}awu asortimana doma}ih mle~nih proizvo-
da, usled posedovawa specifi~nih BMK. Neki od tih sireva su sjeni~-
ki beli sir i pirotski ka~kavaq, sir koji se ~uva u uqu u primorskim
mestima, itd. U takvim sirevima se nalazi prirodna populacija BMK
karakteristi~na za svaki posebni lokalitet.

Ciq rada u ovoj oblasti treba da bude da se utvrdi i analizira pri-
sustvo specifi~nih sojeva BMK u autohtonim fermentisanim mle~nim
proizvodima na{eg podru~ja. Pored toga, izuzetno je va`no utvrditi
mogu}nost o~uvawa autohtonih tehnologija proizvodwe sireva sa po-
sebnim osvrtom na planinska podru~ja kao {to je, na primer, Durmitor.
Skup ovakvih saznawa mo`e omogu}iti pristupawe standardizaciji i
organizovanoj proizvodwi specifi~nih, autohtonih fermentisanih
mle~nih proizvoda baziranih na molekularno-geneti~ki okarakterisa-
nim BMK koje bi bile kori{}ene kao strater kulture.

U svetu vlada veliki interes da se izoluju i defini{u BMK iz pri-
rodnih stani{ta, jer }e to omogu}iti pro{irewe palete proizvedenih
sireva i ostalih fermentisanih mle~nih proizvoda. Istra`ivawa pri-
rodnih izolata BMK nisu bila u centru pa`we istra`iva~a u svetu sve
do momenta kada je uo~eno da bi ovi izolati mogli biti izvor novih
gena, ~ijom bi se kombinacijom moglo do}i do novih tipova starter kul-
tura ili poboq{awa karakteristika postoje}ih starter kultura. Zato
se izu~avawu biodiverziteta BMK pridaje, danas, veliki zna~aj.

Analizom kolekcije BMK formirane sakupqawem sira iz doma}e ra-
dinosti sa razli~itih specifi~nih podru~ja {irom Jugoslavije (viso-
ke planine, re~ne doline, lokaliteti blizu mora gde se sudaraju konti-
nentalna i mediteranska klima) pokazano je da u Jugoslaviji postoje BMK
veoma specifi~nih karakteristika. Analizom ove kolekcije ustanovqe-
no je da se me|u wima nalaze izolati koji proizvode proteinaze, bakte-
riocine i egzopolisaharide. [ta vi{e, na|eno je da pojedini izolati
istovremeno sinteti{u kako proteinaze, tako i bakteriocine.

BMK igraju va`nu ulogu u proizvodwi fermentisane hrane za ~ove-
ka i `ivotiwe jer proizvode veliki broj supstanci koje poseduju anti-
mikrobnu aktivnost. Ova antimikrobna aktivnost BMK je povezana sa
wihovom sposobno{}u da, kao krajwe produkte svog metabolizma, sin-
teti{u mle~nu ili sir}etnu kiselinu kao i bakteriocine. Bakterioci-
ni su proteinski molekuli koje karakteri{e relastivno uzak antimi-
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krobni spektar i baktericidno delovawe. Tako, Lactococcus lactis sub-
sp. lactis BGMN1-5 je prirodni izolat iz polutvrdog sira proizvedenog
u doma}instvu (Zabr|e, Lu{tica, Boka Kotorska). Ovaj izolat proizvo-
di tri bakteriocina. Laktokoke, koje proizvode bakteriocine, su na|e-
ne i u sirevima proizvedenim u doma}instvima iz Bukovice i Javorja,
Durmitor, Ilija{u (Bosna i Hercegovina), Rendara Kopaonik. Anali-
zom prirodnih izolata laktobacila, pokazano je da se na na{im prosto-
rima naleze i oni koji proizvode bakteriocine. Takvi laktobacili su
izolovani iz sireva proizvedenih u Adrovi}ima, Pqevqa, u selima u
okolini Danilovgrada ili selima na Siwajevini.

Veoma interesantan je podatak da su u kolekciji prirodnih izolata
laktobacila, sakupqenoj iz sireva proizvedenih u selima na Siwajevi-
ni, na|eni sojevi koji su rezistentni na nizin. Rezistencija na nizin se
kre}e u opsegu od 1000 IU do 10.000 IU u zavisnosti od izolata. Ovaj
rezultat je izuzetno zna~ajan, s obzirom da se u vi{e od ~etrdeset zemaqa
sveta nizin koristi kao, po ~oveka, bezbedan biolo{ki aditiv fermenti-
sanoj hrani. Nizin pripada grupi bakteriocina sa {irokim spektrom
antimikrobnog delovawa. Dodavawe nizina u mleko omogu}ava da se svi
potencijalni mikrobni kontaminanti mleka elimini{u. Stoga se na osno-
vu ovih prirodnih izolata mogu konstruisati nove starter kulture.

Veoma va`na osobina BMK je sposobnost sinteze ekstracelularnih
proteinaza, jer one katalizuju inicijalni korak u procesu razgradwe pro-
teina mleka (kazeina), {to obezbe|uje dostupnost aminokiselina BMK
koje rastu i razmno`avaju se u mleku. Ove proteinaze, koje su vezane za zid
bakterija, omogu}avaju veoma efikasan rast BMK u medijumima koji sadr-
`e veliku koli~inu proteina kao {to je mleko. S druge strane, ekstrace-
lularne proteinaze i peptidaze BMK irgaju zna~ajnu ulogu u zrewu sira
jer omogu}avaju formirawe ukusa i izgleda fermentisanih proizvoda.

Proteinaze su detektovane i u prirodnim izolatima BMK. Analiza
proteoliti~ke aktivnosti mezofilnih laktobacila izolovanih iz raz-
li~itih fermentisanih proizvoda izra|enih u ku}noj radinosti (Sje-
nica, Bukovica, Sombor, Livno, Gacko, Herceg Novi, Ubli, Kopaonik)
pokazala je da su sojevi koji sinteti{u proteinaze relativno ~esto pri-
sutni (17 od 75 testiranih izolata je sintetisalo proteinaze).

Istra`ivawa su pokazala da veliki broj BMK proizvode egzopoli-
saharide (EPS) koji im daje mukoidni fenotip. Na|eno je da i mezofil-
ne i termofilne BMK proizvode EPS, koji se razlikuju po strukturi i
monosaharidnom sastavu. S druge strane, pokazano je da u ̀ ivotiwa koje
imaju naru{enu intestinalnu mikrofloru, efikasnost imunog sistema
je smawena. Stoga se pretpostavqa da probiotici koji proizvode EPS
mogu imati pozitivne efekte na nivo intestinalnog i sistemskog imu-
nog sistem u ~oveka. Analizom prirodnih izolata mezofilnih laktoba-
cilla sa na{eg podru~ja izolovani su proizvo|a~i EPS-a Proizvodwa
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EPS-a od strane prirodnog izolata Lactobacillus casei BGCG11 (pore-
klom iz sira proizvedenog u Adrovi}ima) je detaqno analizirana i po-
kazano je da proizvodi heteropolisaharid ~ija je monomerna struktura
odre|na. Laktobacili koji proizvode EPS su na|eni u sirevima proiz-
vedenim uglavnom u selima lociranim na ve}im nadmorskim visinama.

Geneti~ki uslovqene varijante proteina mleka:
veza izme|u geneti~kih markera i produkcije mleka

Do nedavno, selektivno ukr{tawe je predstavqalo jedini na~in da
se poboq{a geneti~ka osnova doma}ih `ivotiwa. Me|utim, selektivni
programi zasnovani na kvantitativnoj genetici imaju i svoja ograni~ewe,
tako da je od nedavno molekularna biotehnologija postala mo}no sred-
stvo za geneti~ko poboq{awe selekcije i produkcije kod doma}ih ̀ ivo-
tiwa. Molekularna biotehnologija omogu}ava identifikaciju gena od-
govornih za varirawe osobina, kao i na detekciju markera koji se mogu
koristiti u programima ukr{awa i selekcije.

Tehnike molekularne biotehnologije omogu}avaju tipizaciju vari-
janti gena za proteine mleka iz uzoraka DNK dobijenih iz krvi ili sper-
me, bez obzira na starost ili pol `ivotiwe. Pokazano je da geneti~ki
uslovqene varijante κ-kazeina i β-laktoglobulina imaju zna~ajan uti-
caj na proizvodne osobine mleka, ukqu~uju}i prinos mleka i sadr`aj
masti i proteina, kao i vreme sirewa. Kazeini ~ine glavnu komponentu
proteina mleka kod krava (80% svih proteina prisutnih u mleku). Spe-
cifi~ne geneti~ke varijante kazeina imaju efekat na kvalitet sira, a
postojawe polimorfizma je po prvi put pokazano u genu za κ-kazein go-
veda. Detektovana su dva naj~e{}a alela ozna~ena kao alel A i alel B
pri ~emu B alel ima zna~ajno povoqniji efekat na kvantitet i kvalitet
mleka i mle~nih prera|evina.

S druge strane, geneti~ke varijante β-laktoglobulina imaju veliki
uticaj na sastav mleka i wegove proizvodne sposobnosti, ukqu~uju}i i
prinos sira dobijenog iz mleka. Genotip BB je povezan sa pove}anim
sadr`ajem masti i kazeina u mleku i ovaj genotip je po`eqniji kod kra-
va ~ije se mleko koristi za pravqewe sireva. Geneti~ke varijante gena
za κ-kazein i β-laktoglobulin mogu se odrediti primenom DNK testa
koji je baziran na metodi lan~anog umno`avawa DNK (PCR) i polimor-
fizmu restrikcionih mesta (RFLP). Test je podrazumevao amplifika-
ciju specifi~nih regiona koji sadr`i polimorfne sekvence u ovim ge-
nima i kasniju obradu dobijenih fragmenata restrikcionim enzimima.

PCR-RFLP test omogu}ava detektovawe polimorfizma u genu za k-ka-
zein i razlikovawe varijante A i B ovog gena. Varijanta A se razlikuje od
varijante B kada se u analizi koristi restrikcioni enzim PstI. Jedinstven
raspored DNK traka karakteristi~an je za svaki genotip  (Slika 1).
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Slika 1. Odre|ivawe varijanti A i B
u genu za κ-kazein primenom PCR-RFLP metode.

Razdvajawe fragmenata dobijenih nakon obrade restrikcionim en-
zimom PstI na gelu od 2% agaroze sa ozna~enim profilima fragmenata
karakteristi~nim za pojedine genotipove. Podvu~ene baze su razlika u
sekvenci gena za varijantu A i B.

Primenom ovog testa mo`e se izvr{iti brza i efikasna selekcija
po`eqnih genotipova. Da bi se pove}ala u~estalost po`eqnog alela B,
tipizacija varijanti ovog gena bi trebalo da bude ukqu~ena u program
ukr{tawa i selekcije. Na sli~an na~in se mogu odrediti i geneti~ke
varijanti gena za β-laktoglobulin.

Na kraju, mo`e se zakqu~iti da primena testova za odre|ivawe ge-
neti~kih varijanti gena za κ-kazein i β-laktoglobulin omogu}ava brzu
i efikasnu selekciju po`eqnih genotipova. Da bi se pove}ala u~esta-
lost po`eqnih alela, odre|ivawe geneti~kih varijanti gena za κ-kazein
i β-laktoglobulin trebalo bi da bude ukqu~eno u program selekcije i
ukr{tawa. S druge strane, isti pristup kori{}ewa molakularne bio-
tehnologije se mo`e koristiti i u procesu selekcije koza, gde bi se
odre|ivala geneti~ka varijabilnost gena koji kodira α

s1
-kazein.

Kolone 3,5 i 6
varijanta A CTGCAG PstI
(264;121 bp)

Kolona 7
varijanta B CTGCGG
(385 bp)

Kolona 4
heterozigot AB
(385; 264; 121bp)
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MOLECULAR BIOTECHNOLOGY

Summary

According to general prognosis, the molecular biotechnology will be a basis for 21st

century technologies and that it would be a moving force for development of modern
civilisation. Introduction of genetic engineering for an improvement of biotechnology
processes opens qualitatively new approaches. Molecular biotechnology facilitate the us-
ing of microorganisms, plant and animal cells as “biological factories” that are able to
produce higher quantities of high value-added compounds. On the other hand, molecular
biotechnology opened a possibility to clone a gene encoding high value-added product
from one organism and to transfer this gene in some other organism in order to make
transgenic organism.

Lactic acid bacteria (LAB) have been essential in food and feed fermentation for cen-
turies. LAB significantly contributed to the nutritional value of the products such as flavo-
ur, texture and others. The data is rapidly accumulating that some strains of LAB could be
probiotics. Therefore, an increasing interest exists for dairy products containing specific
bacterial species (probiotics) with potential health-improving properties. Development of
the research in molecular biotechnology of LAB will give a means for precise elucidation
of gene expression in these bacteria.

Application of molecular biotechnology in animal breading will have an enormous
impact in selection process. This is because the selection of beneficial genotypes would be
possible and very quick on the basis of genetic analysis performed on animals’ blood or
sperm.
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