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Stigosmo i do åestog broja u ovom godiåtu. To
konstatujemo kako bismo istakli da smo uspeli u
nastojawima da Hemijski pregled izlazi  redovno,
bez dvobroja, odnosno po 6 brojeva godiåwe. Tako
neåto obeõali smo u Uvodniku broja 1 iz ovog (41.)
godiåta, a evo, na kraju godine, saoåtavamo da smo
obeõawe ispunili. Moramo da priznamo da nam bro-
jevi nisu baå izlazili u tempu koji smo priÿeqki-
vali, odnosno kako smo planirali (br. 1 za februar,
a zatim, redom: april, juni, septembar, novembar i
decembar), ali smo sigurni da õemo, naredne godine,
postiõi i åest zasebnih brojeva i regularnost iz-
laÿewa. O svim problemima koje smo imali u vezi
sa finansirawem izlaÿewa tokom ove godine ovom
prilikom neõemo. Vaÿno je da smo uspeli da redov-
no izlazimo.

Da li se poveõao broj pretplatnika? ølanova?

* *
*

Na ovom mestu i u ovo vreme trebalo bi da se
podsetimo da je godina na isteku, a time i Vaåa øla-
narina za Srpsko hemijsko druåtvo, kao i Vaåa
pretplata na Hemijski pregled. Ovaj mali pasus u
Uvodniku treba da posluÿi i kao podsetnik da åto
pre namirite ølanarinu na 2001. godinu, a time i da
obezbedite svoj liøni primerak Hemijskog pregle-
da. Pomiwe se da bi ølanarina za 2001. godinu tre-
balo da bude 300 dinara, ali õe konaøna odluka o to-
me biti doneta na sastanku Upravnog odbora Druå-
tva. 

* *
*

40. Savetovawe Srpskog hemijskog druåtva odr-
ÿaõe se 18. i 19. januara 2001. godine u Novom Sadu.
Na sednici Predsedniåtva SHD doneta je odluka
da visina kotizacije za ølanove SHD za ovu mani-
festaciju bude 500 dinara, a za ne-ølanove 600 dina-
ra. (Verica –za Vesti iz SHD.)

* *
*

Hemijski pregled ima neki svoj ustaqen izgled,
ali se trudi da bude freksibilan i da ne robuje sop-
stvenoj formi.  U ovom broju pojavquju samo dva
obimna, ali po naåem miåqewu veoma interesan-

tna i aktuelna ølanka koji veõ poduÿe øekaju da bu-
du odåtampani. Zbog ovoga u ovom broju nema rubri-
ke Vesti iz åkola, vesti za åkole. Meæutim, veõ u
sledeõem  broju pojaviõe se drugi deo ølanka o Zna-
wu hemije na prijemnom ispitu na  Hemijskom fa-
kultetu u Beogradu, od Dragice Åiåoviõ, koji ve-
rovatno iåøekujete. 

* *
*

Rubrika Diskusioni forum po svojoj prirodi je
povremena, kada ima potrebe da se suøele razliøita
glediåta na strukovno relevantne teme. 

Na tekst prof. Øekoviõa, koji je pokrenuo mno-
go aktuelnih i vaÿnih  problema oko hemije kao
struke nije bilo pisanih komentara. To nas øudi, jer
vreme kroz koje trenutno (a i malo duÿe) prolazimo
nije vreme u kome svako moÿe da ÿivi (samo) mirno
radeõi posao za koji se åkolovao.

* *
*

I ove godine, kao i u proteklih 8 godina, u no-
vembru mesecu trebalo je da  se odrÿi Sveøana go-
diåwa sednica Srpskog hemijskog druåtva. Ona õe
biti odrÿana 7. decembra. U Vestima iz SHD naõi
õete neke od podataka o ovoj manifestaciji.

* *
*

Poøetkom jeseni 2000. godine SHD postalo je je-
dan od suorganizatora u kreirawu buduõeg Centra
za razvoj ideja aktivnog uøewa u nastavi hemije. U
inicirawu i stvarawu ovakvog centra, sem SHD-a,
uøestvuju joå: UNICEF- Kancelarija u Beogradu,
Instutut za psihologiju Filozofskog fakulteta u
Beogradu i Hemijski fakultet Univerziteta u Beo-
gradu. 

* *
*

U nekim od narednih brojeva Hemijskog pregle-
da obezbediõemo viåe podataka o ovoj aktivnosti.

Redakcija HP

UVODNIK
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SLAVICA STEVANOVIÕ, Tehnoloåko-metaluråki fakultet, Univerzitet u Beogradu, Karne-
gijeva 4, Beograd, Jugoslavija

PRIMENA MEMBRANSKIH TEHNIKA U METODAMA 
HEMIJSKE ANALIZE

I DEO: RAZVIJENE  TEHNIKE

UVOD

U radu je dat pregled razvijenih i potencijal-
nih membranskih metoda koje se primewuju u anli-
tiøkoj hemiji, sa posebnim naglaskom na primeni
metode membranske ekstrakcije i membranske ad-
sorpcije za koncentrisawe i odreæivawe analita iz
veoma razblaÿenih rastvora.

U prvom delu rada opisane su razvijene mem-
branske tehnike za odvajawe analita iz sloÿene
osnove (matrice) nepogodne za analizu i koncentri-
sawe analita iz veoma razblaÿenih rastvora.

S obzirom da su procesi odjavawa nedeqivi deo
kvalitativne i kvantitativne hemijske analize, lo-
giøna posledica brzog razvoja membranskih separa-
cionih tehnika je wihova sve øeåõa primena u ana-
litiøkoj hemiji. 

Primena membranskih metoda u analitiøkoj he-
miji moÿe se sagledati u dva pravca:

1. Jedan od moguõih je razvoj membranskih meto-
da za izdvajawe øiste komponente iz sloÿene matri-
ce nepogodne za analizu, u obliku pogodnom za  mere-
wa koncentracije date komponente, bilo direktno
ili nakon odgovarajuõe pripreme (membranska de-
stilacija, pervaporacija, dijaliza, membranska ek-
strakcija i pertrakcija). Viåestruki membranski
kontaktori mogu uspeåno da se primene za simulta-
no razdvajawe dva ili viåe analita iz wihovih sme-
åa. 

2. Druga moguõnost je razvoj membranskih pro-
cesa za koncentrisawe veoma razblaÿenih rastvora
ispitivanog rastvorka (jono-izmewivaøke membra-
ne, membranska ekstrakcija i pertrakcija, mem-
branska apsorpcija i persorpcija, membranska ad-
sorpcija itd.).

ODVAJAWE ANALITA

U prvom sluøaju, dakle kada je u pitawu odvaja-
we analita, istraÿivawa su najøeåõe raæena u ci-
qu razvoja senzora koji funkcioniåu na bazi selek-
tivnog transporta analita kroz membranu do odgo-

varajuõeg detektora.  1930. godine  Maklnes (Mac-
lnnes) je prvi put praktiøno primenio danas neza-
menqivu staklenu elektrodu za direktna pH-me-
trijska odnosno potenciometrijska merewa1. Pojava
staklene elektrode, koja predstavqa selektivnu
membranu propustqivu praktiøno samo za H3O+ jo-
ne, pokrenula je razvoj membranskih jon-selektiv-
nih elektroda za razne jone2. Tako danas imamo ne-
koliko tipova elektroda sa øvrstom membranom ,
kao i nekoliko tipova elektroda sa teønom membra-
nom3,4. 

Sledeõa primena membranskih tehnika u anali-
tici vredna pomena je svakako PERMS metoda, od-
nosno permeabilna membranska masena spektrome-
trija. Ovde propustqiva membrana sluÿi za selek-
tivno uzorkovawe komponenata smeåe koja se ana-
lizira masenim spektrometrom. Razdvajawe kompo-
nenata prilikom uzorkovawa odvija se usled razli-
øite brzine prolaska komponenata kroz membranu,
a kao posledica razliøitih vrednosti koeficije-
nata raspodele komponenata u membranskoj fazi5-7.
Razvoju PERMS metode prethodila je primena mem-
brana, najøeåõe silikonskih, za povezivawe mase-
nog spektrometra sa gasnim hromatografom koji je
razdvajao komponente smeåe radi wihove identi-
fikacije. Drugim reøima, gasne komponente neke
gasne smeåe ili isparqive komponente neke teøne
smeåe najpre su razdvajane tehnikom gasne hromato-
grafije, a zatim su , tako razdvojene, propuåtane
kroz membranu u vakum sistem masenog spektrome-
tra radi identifikacije. Membrana je sluÿila
iskquøivo za koncentrisawe komponenata do koli-
øine neophodne za identifikaciju8.9. Ubrzo zatim
je usledio razvoj  membranskih ureæaja za razdvaja-
we i selektivno uzorkovawe komponenata smeåe,
åto je dovelo do eliminisawa potrebe za gasnim
hromatografom. Tako je nastala MIMS tehnika
(Membrane  Introduction  Mass Spectrometry)10. Pogod-
nom hemijskom modifikacijom materijala za izradu
membrana koje se koriste u MIMS tehnici moguõe

ØLANCI
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je ostvariti visok stepen selektivnosti uzorkova-
wa komponenata smeåe. Po analogiji sa podeonom
hromatografijom, ova nova metoda je dobila naziv
podeona MIMS metoda. Na slici 1 prikazana je åe-
ma membranskog ureæaja koji se koristi u podeonoj
MIMS metodi11. 

Øen Ksu (Chen Xu) i saradnici su vrlo uspeåno
primenili ovaj ureæaj za odreæivawe veoma malih
koncentracija benzaldehida u vodi (10 µg /dm3).
Oni su u membranskom ureæaju (slika 1.a) instali-
rali alkilamin-modifikovanu celuloznu membra-
nu  koju su izloÿili dejstvu 0,01 M rastvora KOH,
usled øega je doålo do formirawa imina. Zatim su
kroz membranu propustili uzorak vode koji sadrÿi
benzaldehid. Imino grupe u membrani su hemijski
vezale benzaldehid i na taj naøin ga izdvojile iz vo-
denog uzorka. Zatim je usledilo propuåtawe ra-
stvora hlorovodoniøne kiseline, usled øega je doå-
lo do kisele hidrolize imina. To je dovelo do oslo-
baæawa benzaldehida iz membrane, uz istovremeno
koncentrisawe do koncentracije od 10 mg /dm3, åto
je dovoqno za detekciju u masenom  spektrometru. 

Ispitivana je i moguõnost primene mikropo-
roznih membrana  za fiziøko razdvajawe reagensa
od struje rastvora za analizu prilikom praõewa
koncentracija nekih rastvoraka u protoønim siste-
mima. U tom sluøaju moguõe je kontrolisati brzinu
dozirawa reagensa (koja je najøeåõe veoma mala, re-
da veliøine 10-5 dm3/h), pomoõu poroznosti i povr-
åine membrane, koncentracije reagensa u rezervoa-
ru i primewenog gradijenta pritiska12. Na taj na-
øin se ostvaruje mali utroåak reagensa, uproåõen
je sistem za dozirawe i ostvarena je zanemarqiva
kontaminacija struje analizirane supstance rea-
gensom.

KONCENTRISAWE ANALITA

Drugi pravac razvoja moguõnosti primene mem-
branskih metoda u analitiøkoj hemiji je koncentri-

sawe analita iz veoma razblaÿenih rastvora, kako
bi se zadovoqili sve oåtriji zahtevi u pogledu kva-
liteta proizvoda, posebno hrane i vode za piõe, kao
i zaåtite ÿivotne sredine. Membranske metode se
mogu uspeåno koristiti za koncentrisawe tragova
analita ako se ispune dva uslova. Prvi uslov je da
zapremina uzorka (napojnog rastvora) bude znatno
veõa od zapremine prihvatnog rastvora. Drugi us-
lov je da se obezbedi pogonska sila koja õe terati
analit da se kreõe kroz membranu suprotno koncen-
tracionom gradijentu, tj. iz rastvora mawe koncen-
tracije u rastvor veõe koncentracije (“uzvodni”
prenos). 

Meæutim, kvantitativni prenos analita kroz
membranu iz uzorka u prihvatni rastvor  je nemogu-
õe postiõi; umesto toga sistem õe uspostaviti rav-
noteÿu u momentu koji zavisi od sastava uzorka i
prihvatnog rastvora, åto komplikuje kvantitativ-
nu proceduru. Åtaviåe, vreme za koje se dostiÿe
ravnoteÿa øesto je veoma dugo, åto øini metodu ne-
praktiønom za analitiøke svrhe. Da bi se to preva-
ziålo, razvijena je kinetiøka metoda fiksnog vre-
mena za kvantifikovawe rezultata analize13.  Ova
metoda predviæa odreæivawe faktora obogaõewa
OF u nekom propisanom vremenu trajawa procesa t.
OF se definiåe kao

OF = CA,P,t / CA,U,0                                             (1)
gde je CA,u,0  poøetna koncentracija analita u

uzorku, a CA,P,t koncentracija analita u prihvatnom
rastvoru posle vremena t. Za odreæivawe faktora
OF koristi se standardni rastvor, a nepoznati uzo-
rak se zatim podvrgava proceduri pod istim uslovi-
ma. Koncentracija analita u nepoznatom uzorku se
izraøunava kao

CA,U,0 = CA,P,t / OF                                            (2)
Alternativno, moÿe se koristiti kalibracio-

ni dijagram pripremqen sa serijom standardnih ra-
stvora koji su podvrgnuti proceduri pod propisa-
nim uslovima. U ovom sluøaju nagib krive CA,P,t u

Slika 1. a) Åema membranskog ureæaja koji se koristi u podeonoj MIMS metodi
b) Konfiguracija sistema za mereñe podeonom MIMS metodom
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zavisnosti od CA,P,t predstavqa faktor obogaõewa
OF. 

Ovakav pristup analitiøkoj primeni membran-
skih tehnika iskoriåõen je kod metoda na principu
Donanove (Donnan) dijalize14 i metoda sa teønim
membranama15.  

Metode koje koriste Donanovu dijalizu: Dona-
nova dijaliza se deåava kada se jono-izmewivaøka
polupropustqiva membrana naæe izmeæu dva elek-
trolita razliøitog sastava. U tom sluøaju õe kat-
jon-izmewivaøka membrana propuåtati katjone, dok
õe skoro potpuno blokirati kretawe anjona. Kreta-
we katjona kroz membranu iz jednog elektrolita u
drugi odvijaõe se sve dok se u sistemu ne uspostavi
Donanova ravnoteÿa (slika 2), koja je za katjone A i
B sa naelektrisawem ZA  odnosno ZB  definisana
sledeõim izrazom16:

         (3)

gde M predstavqa molaritet datih katjona u ravno-
teÿi. Ukoliko su elektroliti 1 i 2 razliøite jon-
ske jaøine, doõi õe do Donanove dijalize, odnosno do
kretawa katjona nasuprot koncentracionom gradi-
jentu, a time do wihovog koncentrisawa. 

Slika 2. Åematski prikaz Donanove dijalize.

Razmotrimo konkretan primer: uzorak (elek-
trolit 1), koga øini 100 cm3 1,0 x10-5 M NaCl i prih-
vatni rastvor (elektrolit 2), koga øini 1 cm3 0,1 M
KNO3 razdvojeni su katjon-izmewivaøkom membra-
nom. Katjoni Na+ i K+ mogu slobodno da se razmewu-
ju kroz membranu izmeæu dva vodena rastvora, dok se
odnos koncentracija anjona ŠNO3-Ð/ŠCl-Ð ne mewa to-
kom Donanove dijalize. Iz uslova elektroneutral-
nosti oba rastvora sledi da je zbir koncentracija
katjona konstantan i jednak koncentraciji odgova-
rajuõeg anjona u svakom momentu dijalize, pa i u mo-
mentu Donanove ravnoteÿe, odnosno ŠK+Ð1 + ŠNa+Ð1 =
1,0x10-5 M i ŠK+Ð2 + ŠNa+Ð2 = 0,1M. Na osnovu bilan-
sa mase sledi da je, u Donanovoj ravnoteÿi, ŠNa+Ð1 =
9,9x10-8, ŠNa+Ð2 = 9,9x10-4, ŠK+Ð1 = 9,9x10-6 i ŠK+Ð2 =
9,9x10-2, åto je u saglasnosti sa jednaøinom (3). To
znaøi da je 99% Na+ jona preålo iz uzorka u prih-
vatni rastvor, odnosno faktor obogaõewa iznosi 99
(OF = 99).

Za koncentrisawe anjona koristi se anjon-iz-
mewivaøka membrana. 

Primenom Donanove dijalize za koncentrisawe
i izdvajawe analita iz sloÿenog uzorka moguõe je
usavråiti postojeõe ili razviti nove analitiøke
metode. Za direktnu primenu Donanove dijalize,

prateõa analitiøka metoda mora biti prilagoæena
za merewa u rastvorima velike jonske jaøine. Do sa-
da je najveõa paÿwa posveõena elektrohemijskim
metodama kao åto su potenciometrijske i ampero-
metrijske jon-selektivne elektrode 17,18 , zatim pul-
sna polarografija i striping voltametrija 19.  

Donanova dijaliza kombinovana je i sa atom-
sko-spektroskopskim odreæivawima u ciqu poboq-
åawa granice detekcije i separacije analita od
supstanci koje mogu da ometaju usisavawe uzorka i/
ili raspråivawe. Razvijeni su protoøni ureæaji na
principima Donanove dijalize za kontinualno
uzorkovawe kod plamenog atomskog apsorpcionog
spektrometra20 (slika 3)

Slika 3. Protoøni ureæaj za uzorkovawe na bazi
Donanove dijalize kod plamene AAS20:
1 – uzorak;  2 – plamen; 3 – noseõi rastvor , 4 –
poloÿaj ventila za puwewe; 5 – poloÿaj ventila
za iwektirawe; 6 – Nafion membrana u obliku
spiralne cevi; 7 – magnetno zrno.

Analit prelazi iz uzorka (1), putem Donanove
dijalize, kroz membranu u obliku spiralne cevi (6)
u noseõi (prihvatni) rastvor (3), koji struji kroz
unutraåwost cevi i istovremeno se koncentriåe.
Koncentrisani analit ulazi u iwektor koji ga usi-
sava i raspråuje u plamen atomskog apsorpcionog
spektrometra. 

Donanova dijaliza je takoæe kombinovana i sa
jonskom hromatografijom21. Osnovni problem kod
uparivawa Donanove dijalize sa jonskom hromato-
grafijom stvarala je velika jonska jaøina koncen-
trisanog elektrolita, åto je praktiøno onemoguõa-
valo primenu detektora na bazi provodqivosti.
Otuda su razvijeni supresori jonske jaøine elektro-
lita. Ovi supresori  u osnovi sadrÿe jono-izmewi-
vaøku membranu22 ili kombinaciju jono-izmewivaø-
ke i polimerne membrane23, najøeåõe u obliku åup-
qih vlakana, øime se poveõava korisna povråina
membrane po jedinici zapremine.

Koncentrisawe primenom teønih membrana

Teøna membrana moÿe da se definiåe kao ta-
nak sloj teønosti izmeæu dve gasovite ili teøne fa-
ze sa kojima se bitno ne meåa. 

( ) 2,1,
/

2,1, // BB
ZZ

AA MMMM AB =
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Razvijena su dva glavna tipa teønih membrana:
1. Povråinski aktivne teøne membrane (slika 4),
gde povråinski napon na granici faza odrÿava
membranu. 

One mogu biti u obliku: - kontinualne teøne
membrane (Bulk Liquid Membrane-BLM) koje se ko-
riste iskquøivo za fundamentalna istraÿivawa
fenomena prenosa, zbog relativno velike debqine
i male kontaktne povråine øime se ostvaruje vrlo
mali fluks rastvorka (slika 4 a) i

- emulzione teøne membrane (ELM). Ovde je deb-
qina membrane znaøajno smawena, a kontaktna povr-
åina drastiøno poveõana åto pruÿa velike moguæ-
nosti za praktiønu primenu ELM u analitici za
koncentrisawe analita (slika 4 b).

• kontinualnae (BL

Slika 4. Povråinski aktivne teøne membrane: a)
kontinualne (BLM) i b) emulzione (ELM).

2. Imobilisane teøne membrane (slika 5) gde je
membranska teønost imobilisana u porama nekog
øvrstog mikroporoznog filma: -teøne membrane na
nosaøu (Supported Liquid Membrane-SLM),

ili izmeæu dva mikroporozna filma, pri øemu
membranska teønost moÿe, a ne mora da kvasi spon-
tano pore: - obuhvaõene (zapreminske) teøne mem-
brane (Contained Liquid Membrane-CLM).

Kod ovih membrana se kontaktna povråina zna-
øajno moÿe poveõati primenom poroznog imobili-
zatora u obliku åupqih vlakana.

Pojedine komponente iz gasovite ili teøne
smeåe prenose se kroz membranu u prihvatnu fazu
putem difuzije. Postoje tri glavna tipa difuzije
kroz membranu:

- pasivna difuzija, prenos mase je u smeru kon-
centracionog gradijenta

- olakåani prenos, primer prenosa kiseonika
iz vazduha u krv preko hemoglobina

- kuplovani (upareni) prenos sliøan je olakåa-
nom prenosu, s obzirom da se u membrani nalazi pre-
nosnik. Meæutim, u kuplovanom prenosu kretawe
jedne jonske vrste kroz membranu izaziva kretawe
druge (ili viåe drugih) jonske vrste kroz membranu
u istom ili u suprotnom smeru. Zahvaqujuõi ovom
kuplovawu, jedna vrsta je u moguõnosti da se kreõe
nasuprot svom koncentracionom gradijentu, pod
uslovom da je koncentracioni gradijent suprotne
jonske vrste dovoqno veliki. Ova “uzvodna” difu-
zija identiøna je procesu aktivnog prenosa koji se
odvija kroz membrane õelija ÿivih organizama

Za koncentrisawe analita primenom teøne
membrane od znaøaja je ovaj treõi tip prenosa, odno-
sno kuplovani prenos, jer on obezbeæuje kretawe
analita iz razblaÿenog uzorka u koncentrovani
prihvatni rastvor. Mehanizam ovog postupka moÿe
se objasniti na primeru koncentrisawa bakra pri-
menom di-hidroksi oksima LIKS 84 (2-hidrok-
si-5-nonilacetofenon oksim) kao kompleksira-
juõeg sredstva (slika7.). 

Prenos jona bakra je kuplovan sa prenosom pro-
tona u suprotnom smeru. Prema tome, gradijent pH
kroz membranu omoguõava prenos jona bakra iz uzor-
ka u prihvatni rastvor “uzvodno”, odnosno nasuprot
koncentracionom gradijentu.

Danesi (Danesi)24 je razvio jednostavan model
za “uzvodni” prenos kroz teønu membranu koja sadr-
ÿi mobilni prenosnik. U sluøaju prenosa jona meta-
la uz pomoõ helatirajuõeg agensa L, na granici faza
uzorak/membrana i membrana/prihvatni rastvor
odigrava se sledeõa povratna reakcija:

Slika 5. Imobilisane teøne membrane: a) teøne 
membrane na nosaøu (SLM) i b)obuhvaõene teøne 
membrane (CLM).
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(4)

gde nadvuøeni simboli oznaøavaju nevodenu (mem-
bransku) fazu. U sluøaju da je koncentracija preno-
snika u membranskoj fazi najmawe 100 puta veõa od
koncentracije jona metala u uzorku, M2+, onda se
fluks metalnog jona, J , moÿe predstaviti izrazom:

(5)

gde je Kd koeficijent raspodele, ML/ŠM2+Ð, da deb-
qina vodenog difuzionog sloja, do je debqina mem-
brane, Da je koeficijent difuzije jona metala u vo-
denom rastvoru, a Do je koeficijent difuzije kom-
pleksa u membrani. Sledi da je:

 
       (6)

ako su ispuweni sledeõi uslovi: da je konstantno za
konstantnu geometriju membranske õelije, konstan-
tan sastav membrane i konstantnu brzinu meåawa.
pH uzorka je ili konsatantan ili u opsegu gde je Kd
konstantno, a pH prihvatnog rastvora je dovoqno
nizak da omoguõava potpunu disocijaciju kompleksa
ML na granici membrana/prihvatni rastvor.

Za analitiøko koncentrisawe primenom kine-
tiøke metode fiksnog vremena neophodno je da kon-

centracija jona metala u uzorku  c bude konstantna, a
to se postiÿe tako åto je zapremina uzorka velika
a vreme dijalize kratko. Daqe je neophodno odredi-
ti graniøne uslove u kojima je fluks J konstantan.
U tom sluøaju õe faktor obogaõewa OF biti direk-
tno proporcionalan vremenu dijalize. 

Pregled primewenih tehnika sa teønim mem-
branama za koncentrisawe rastvoraka u analitiøke
svrhe dat je tabelarno u Tablici 1.                            

Tablica 1. Primena tehnika sa teønim 
membranama za  koncentrisawe analita

Slika 7. Åematski prikaz koncentrisawa bakra primenom teøne membrane (rastvor LIX 84 u kerozinu)
stupaw 1 – Cu2+ jon reaguje sa dva molekula kom-pleksirajuõeg sredstva (HR) pri øemu se
oslobaæaju dva H+ jona na strani razblaÿenog uzorka (pH = 5);
stupaw 2 – kompleks CuR2 difunduje kroz mem-branu u pravcu svog koncentracionog gradijenta;
stupaw 3 – Cu2+  jon se izmewuje sa dva H+ jona na strani rastvora jake kiseline (pH = 1);
stupaw 4 – slobodni molekuli HR povratno difunduju kroz membranu.
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ZAKQUØAK

Metode odvajawa koje koriste prenos mase kroz
membranu joå uvek nisu naåle åiroku primenu u
analitiøkoj hemiji. Najviåe se primewuju metode
na bazi Donanove dijalize i metode sa teønim mem-
branama i to uglavnom za koncentrisawe metala
pre wihovog odreæivawa. Lako se ukquøuju u “on-li-
ne” sisteme i omoguõavaju automatsko uzorkovawe
åto pruÿa ovim tehnikama veliku moguõnost inte-
gracije sa instrumentalnim analitiøkim metodama
kao åto su UV-vidqiva-IC-spektrofotometrija,
AAS i masena spektrometrija, gasna i teøna hroma-
tografija. 

A b s t r a c t

ANALYTICAL APPLICATION OF MEMBRANE TEC-
HNIQUES
PART I: DEVELOPED TECHNIQUES

Slavica Stevanoviõ

Faculty of Technology and Metallurgy, University of Bel-
grade, POB 494, 11000 Belgrade, Yugoslavia

A review of developed and potential membrane met-
hods for analytical application is presented with particular
respect to membrane extraction and membrane adsorption
methods for preconcentration and determination of analytes
in very diluted solutions. 

In the first part of the paper trhe developed membrane
techniques for separation and concentration of analytes
from very deluted and complex solutions are described.
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DANKO OBRADOVIÕ, Univerzitet Crne Gore, Prirodno-matematiøki fakultet, Odsek za bio-
logiju, P. fah 211, 81000 Podgorica, Jugoslavija.

REAKCIJA POLIMERIZACIJE LANCA

Molekularni biolozi vrlo øesto dolaze u situ-
aciju da analiziraju neku sekvencu  molekula DNK.
Pri tom oni u praksi rade razliøite vrste analiza.
To mogu biti: utvræivawe prisustva date sekvence u
uzorku DNK, utvræivawe prisustva neke mutacije u
analiziranoj sekvenci (promene u primarnoj struk-
turi DNK), odreæivawe primarne strukture mole-
kula DNK itd. Data sekvenca najøeåõe predstavqa
deo nekog molekula DNK koji je mnogo veõi od sek-
vence koju treba analizirati. Analiza navedene
sekvence bila bi jako olakåana ukoliko bi se ona
mogla izolovati od drugih. Da stvar bude joå teÿa,
u uzorku se pored molekula sa ÿeqenom sekvencom
obiøno nalazi i mnoåtvo drugih molekula koji i ne
sadrÿe datu sekvencu. Ovaj ølanak govori o tehni-
ci kojom je moguõe neki ÿeqeni deo molekula DNK,
sintezom, umnoÿiti i dobiti jako veliki broj
identiønih kopija ÿeqenog fragmenta.

Qudska õelija poseduje 46 hromozoma1 koji sadr-
ÿe DNK molekule. Smatra se da jedan hromozom sa-
drÿi jedan molekul DNK u neprekinutom nizu i
razliøite proteine koji su vezani za wega. Taønije,
u õeliji se nalaze 23 para hromozoma, odnosno za sve
åto je potrebno õeliji postoji dvostruki zapis. Je-
dan komplet od 23 hromozoma  vodi poreklo od oca, a
drugi od majke. To bi znaøilo da u qudskoj õeliji po-
stoji 23 razliøita hromozoma (u muåkoj õeliji pri-
sutna su 24 razliøita hromozoma) øija DNK pred-
stavqa qudski genom. Qudski genom sadrÿi oko 3
milijarde baznih parova. Analizirati neku qudsku
sekvencu duÿine od, na primer oko 300 baznih paro-
va, koja je deo qudskog genoma nije ni malo lako jer
ova sekvenca predstavqa samo 0,00001% datog geno-
ma. Ako se uzme u obzir da õelija sadrÿi u sebi dva
kompleta od po 23 hromozoma i da primarna struk-
tura DNK u ta dva kompleta nije u potpunosti iden-
tiøna (nekada je upravo ciq eksperimenta i da se
utvrdi ta razlika), onda ova sekvenca moÿe pred-
stavqati samo 0,000005% DNK sadrÿane u õelij-
skom jedru (ukoliko je prisutna samo u jednom kom-
pletu hromozoma). Izolovawe ove sekvence od
ostatka DNK ili bar samo weno umnoÿavawe, pa
time i poveõawe wenog udela u opåtoj masi DNK
znatno bi olakåalo analizu.

Gore navedeni problem reåio je ameriøki na-
uønik Keri Mjulis (Kary B. Mullis) koji je razvio
metodu reakcije polimerizacije lanca. Ova metoda
se u praksi najøeåõe oznaøava skraõenicom PCR od
engleskog naziva Polymerase chain reaction. PCR pred-
stavqa replikaciju odreæene specifiøne sekvence
molekula DNK in vitro. Na ovaj naøin se umnoÿava
(amplificira) taøno definisana ÿeqena sekvenca,
a ne øitav molekul. Ona se moÿe iskopirati u vrlo
veliki broj kopija. To moÿe biti milijardu pa i hi-
qadu milijardi puta. Ovim bi kratka sekvenca data
u gore navedenom primeru bila posle dobijawa mi-
lijardu kopija u 50 puta veõoj koliøini od ostatka
DNK iz jedra, odnosno u 50000 puta veõoj koliøini
ukoliko bi se amplificirala hiqadu milijardi pu-
ta. Ovako umnoÿenu sekvencu mnogo je lakåe anali-
zirati. Zahvaqujuõi ovome najøeåõe nije potrebna
upotreba radioaktivnog materijala prilikom ana-
liza. Zbog toga je PCR uneo pravu revoluciju u mo-
lekularnu biologiju. Gotovo preko noõi analize ko-
je su bile nemoguõe ili teåko izvodive postale su
moguõe, odnosno znatno lakåe izvodive. Zahvaqu-
juõi ovoj metodi uraæeni su radovi u oblasti funda-
mentalnih nauka od neprocewivog znaøaja. Ona je
naåla primenu i u praksi. U dijagnostici genet-
skih i zaraznih bolesti, kriminalistici, analizi
arheoloåkih uzoraka (qudskog, ÿivotiwskog i
biqnog porekla) kao i u genetskom inÿewerstvu
PCR je vrlo popularna metoda koja je øesto i neza-
mewiva. Ona je veõ toliko uåla u praktiønu upo-
trebu da je izazvala promenu nekih postojeõih i do-
noåewe novih zakona u zemqama gde se primewuje.
Ovo je metoda koja je veõ poøela da mewa naåu sva-
kodnevnicu, a pred wom je joå veõa buduõnost.

ISTORIJAT

Reakciju polimerizacije lanca razvio je ame-
riøki nauønik Keri Mjulis, hemiøar po struci Š1Ð.
On se 1979. godine zaposlio u „Cetus korporaciji” u
drÿavi Kalifornija (Cetus Corporation, Emeryville)
kao laborant. U ovom preduzeõu bavio se sintezom
radioaktivnih oligonukleotidnih "proba"2. Ove
"probe" su koristili molekularni biolozi u svojim
eksperimentima za hibridizaciju sa DNK moleku-
lima, odnosno za nalaÿewe nekih karakteristiønih

1 Qudska telesna õelija sadrÿi ukupno 46 hromozoma. 23 od wih vode poreklo od oca, a 23 drugih od majke. Moÿe se reõi
da u takvoj õeliji postoji 23 para hromozoma. Hromozomi se dele na autozome i polne hromozome koji determiniåu pol
jedinke. Autozoma ima 22 para, dok je polnih hromozoma u õeliji prisutan samo 1 par. Polni hromozomi mogu biti H i
Y hromozomi. Kod jedinki ÿenskog pola prisutna su 2 polna hromozoma (1 par) i oba su H tipa. Kod jedinki muåkog
pola prisutni su po jedan H i Y  hromozom. Zbog toga se moÿe reõi da jedinke ÿenskog pola imaju 23 razliøita hromo-
zoma, a jedinke muåkog pola 24 razliøita hromozoma. 

2  Engleski izraz the probe zapravo znaøi "sonda" i upotrebqava se da bi se oznaøio deo molekula koji je u stawu da se
zakaøi na odreæeno mesto na molekulu DNK, oznaøivåi, svojim prisustvom, mesto na DNK za koje se vezalo. Zbog
(pogreåne) sliønosti reøi veõina jugoslovenskih kolega za ove molekule koristi reø PROBA, koju i mi ovde
koristimo.
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mesta u molekulima DNK gde je redosled nukleo-
tida komplementaran sa redosledom nukleotida iz
"probe" koju dodajemo, a „Cetus” je bio jedan od pro-
izvoæaøa ovih "proba". "Probe" su dobijane kon-
trolisanom hemijskom sintezom nukleotida u oli-
gonukleotidne lance ÿeqene strukture, odnosno
ÿeqenog redosleda baza (primarne strukture DNK
molekula). Najpre je ta sinteza iåla ruøno, ali je
poøetkom osamdesetih godina, za hemiøare   u ovoj
oblasti istraÿivawa bilo znatno mawe posla jer su
oni, koristeõi automatizovane ureæaje koji su se po-
javili u to vreme na trÿiåtu, sintetisali veliku
koliøinu oligonukleotida za kraõe vreme nego pri
ruønoj sintezi. Ovo je omoguõilo Mjulisu da se bavi
i drugim problemima jer je imao viåe slobodnog
vremena. On je tako poøeo da se bavi uproåõavawem
Senxerove metode za odreæivawe primarne struktu-
re DNK molekula u fazi terminacije lanca. Modi-
fikovawem principa na kojima se zasniva ovaj po-
stupak, sluøajno je doåao na ideju da razvije PCR. To
se, prema wegovom kazivawu, desilo u toku voÿwe,
kada je jednog petka uveøe putovao autom u svoju vi-
kendicu na severu Kalifornije.

Prva amplificirana sekvenca bila je deo plaz-
midne DNK. Poåto je ovaj eksperiment izveo
uspeåno Mjulis je odluøio da optimizuje uslove re-
akcije i amplificira sekvencu koja sadrÿi odreæe-
ni gen prisutan u qudskom genomu u jednoj kopiji.
Uprkos øiwenici da je qudski genom jako velik us-
peo je da iz ukupne qudske genomske DNK selektiv-
no amplificra datu sekvencu.

U proleõe 1984. godine Mjulis je odluøio da
obelodani svoju metodu i øuje reakciju nauøne javno-
sti na svoj rad. Uradio je to na godiåwoj nauønoj
konferenciji u firmi "Cetus", gde je imao prezen-
taciju u vidu postera. Ova konferencija okupqala
je najpoznatije nauønike pa je time za wega ona bila
vrlo interensantna, kako bi mogao da øuje miåqe-
we eminentnih struøwaka o svom radu. Rezultat
prezentacije bio je za Mjulisa poraÿavajuõi. Qudi
su prolazili pored wegovog postera, bledo ga po-
smatrali i bez zadrÿavawa nezainteresovano odla-
zili. Niko od prisutnih nije uvideo znaøaj ovog ra-
da. Samo jedan øovek se zadrÿao i shvatio vrednost
wegovog rada. To je bio poznati nobelovac Xoåua
Lederberg (Joshua Lederberg ), predsednik Rokfele-
rovog univerziteta. On se dugo zadrÿao kod poste-
ra. U razgovoru sa Mjulisom izjavio je da je on, u pe-
riodu posle 1955. godine kada je pronaæena DNK po-
limeraza, svojevremeno probao da iskoristi ovaj en-
zim za sintezu velikih koliøina DNK ali bez uspe-
ha. Mjulis je primetio da je to bilo zbog toga jer u
to vreme nije bilo moguõe sintetisati oligonukle-
otide, a i nije bilo informacija o primarnoj struk-
turi DNK molekula. Uprkos øiwenici da niko izu-
zev Lederberga nije uvideo znaøaj ovog rada, PCR je

uåao u ogroman broj laboratorija åirom sveta i
doprineo da se izvråe mnoga vrlo znaøajna otkriõa
u oblasti molekularne biologije. Desetak godina
posle Cetusove konferencije, taønije 1993. godine,
Keri Mjulis je postao laureat Nobelove nagrade za
hemiju. Sam laureat je izjavio da ne moÿe shvatiti
øiwenicu da se ove metode niko pre wega nije dose-
tio, uprkos øiwenici da je ogroman broj nauønika
åirom sveta radio na sliønoj problematici.

OSNOVNI PRINCIPI PCR-A

PCR predstavqa sintezu jedne te iste odreæene
(kraõe) specifiøne sekvence molekula DNK u jako
velikom broju kopija (amplifikaciju) na osnovu po-
stojeõe matrice koja se kopira. Ovaj proces je pri-
kazan na slici 1. PCR se moÿe izvråiti u viåe cik-
lusa, a svaki od wih se sastoji od tri koraka. Reak-
cija se najøeåõe odvija u mikroepruvetama zapremi-
ne 0,5 ili 0,2 ml, pri øemu je zapremina reakcione
smese obiøno 25-100 µl. 

Ovde õe biti pokazano kako se odvija jedna ti-
piøna reakcija. 

Prvi korak u procesu amplifikacije je denatu-
racija DNK. Ona se izvodi zagrevawem na tempera-
turu blisku temperaturi kquøawa vode, pri kojoj
dolazi do razdvajawa lanaca dvolanøanog DNK mo-
lekula. Ovim rasplitawem lanca omoguõava se pri-
stup prajmerima koji se vezuju za specifiøne sebi
komplementarne jednolanøane sekvence. 

Drugi korak u amplifikaciji je vezivawe praj-
mera. Da bi se prajmeri (stabilno) vezali, potrebno
je spustiti temperaturu na neku koja õe biti dovoq-
no niska da omoguõi ovaj proces, a istovremeno do-
voqno visoka da se oøuva specifiønost vezivawa
(odnosno da se spreøi vezivawe prajmera za sebi sa-
mo delimiøno komplementarnu sekvencu). 

Treõi korak u amplifikaciji je sinteza (pri-
dodavawe nukleotida na postojeõi "prajmer", odno-
sno izduÿivawe "prajmera"). Ona se izvodi na neå-
to veõoj temperaturi od temperature vezivawa, na
kojoj je aktivnost Taq polimeraze veõa. Ovim je za-
vråen prvi ciklus u amplifikaciji. Tokom ovog,
kao i tokom svakog narednog, dolazi do udvostru-
øewa broja  ciqnih sekvenci, odnosno sekvenci koje
se amplificiraju. Ciklusi se ponavqaju sve dok se
ne dobije potreban broj kopija ciqne sekvence.

Za one meæu vama koji ÿele da dobiju i neåto
preciznije informacije o uslovima za izvoæewe
ovih reakcija dajemo i neåto malo viåe detaqa: 

Reakciona smeåa se sastoji od reakcionog pu-
fera u koji su dodate sve komponente potrebne za
odrÿavawe reakcije. Te komponente su: DNK mole-
kuli koji sadrÿe specifiøne ciqne sekvence koje
se amplificiraju (matrice), dNTF 1 (dATF, dGTF,
dCTF, dTTF), enzim DNK polimeraza, prajmeri2.

1 Enzimi koji samoumnoÿavaju (repliciraju) molekul DNK  moraju da imaju jedan lanac DNK prema kome pakuju nukle-
otide, i komadiõ suprotnog lanca. Baz tog mesta koje je,. ustvari, dvolanøano, nema ni replikacije.  "Prajmer" je upravo
taj komadiõ drugog lanca,bez koga enzim ne vråi polimerizaciju. U sluøaju PCR oligonukleotid kojeg dodajemo igra
ulogu "prajmera".

2 dNTF je opåta oznaka za bilo koji od 4 razliøita dezoksiribo-nukleotid trifosfata.
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Prajmeri su potrebni da omoguõe poøetak sinteze
molekula uz pomoõ enzima DNK polimeraze.

Reakcija se najøeåõe odvija u zapremini od 25
ili 50 µl. Reakciona smesa sadrÿi pufer za PCR (ov-
de je dat sastav pufera proizvoæaøa ,,Perkin El-
mer”) u koji ulazi: 10 mmol/l Tris-HCl (pH=8,3 na sob-
noj temperaturi); 50 mmol/l KCl; 0,001% ÿelatina;
1,5 mmol/l MgCl2. Pored pufera smesa sadrÿi: 200
µmol/l dNTF; 20 pmol/l prajmera 1, 20 pmol/l prajmera
2; DNK molekuli koji sadrÿe 102-106 ciqnih sek-
venci, 2 jedinice enzima Taq DNK polimeraze. Po-
vråina reakcone smese se pokriva mineralnim
uqem koje spreøava isparavawe vode iz reakcione
smese. Temperaturni reÿim reakcije u amplifika-

toru je: denaturacija na 94°C u trajawu od 20 sekun-
di; vezivawe prajmera – 30 sekundi na 55°C; sinteza –
30 sekundi na 72°C. Amplifikacija se obavqa u 30
ciklusa,  åto umnoÿava ciqnu sekvencu u
1073741824 kopija. Sve komponente se nalaze u bide-
stilovanoj vodi.

FAKTORI KOJI UTIØU NA PCR

Pufer za PCR
Reakcija amplifikacije se ne odvija u øistoj

vodi veõ u puferu Š3, 4Ð koji sadrÿi razliøite kom-
ponente. Pufer se obiøno pravi u koncentraciji 10
puta veõoj od krajwe koncentracije (koncentracije

Slika 1. Ovde je prikazan osnovni princip reakcije polimerizacije lanca Š2Ð
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u reakcionoj smesi u toku reakcije). On se razbla-
ÿuje na potrebnu koncentraciju prilikom dodavawa
reakcionoj smesi. Sve koncentracije komponenata
koje ulaze u sastav pufera ovde su date upravo kao
krajwe koncentracije u toku reakcije, a ne 10 puta
uveõane. Svaka od tih komponenti utiøe na reakciju
na svoj naøin. Zbog toga i sastav pufera nije uvek
isti. On se mewa u zavisnosti od uslova reakcije ko-
ji se ÿele definisati. U sastav pufera uvek ulazi
Tris-HCl øija je koncentracija u reakcionoj smesi
10-50 mmol/l, a pH 8,3-8,8 na temperaturi od 20°C. Sa
promenom temperature u toku reakcije doõi õe i do
promene vrednosti pH. Pufer sadrÿi joå i KCl u
koncentraciji do 50 mmol/l u reakciji, koji olakåa-
va vezivawe prajmera i poveõava brzinu sinteze Taq
polimeraze. Veõa koncentracija od 50 mmol/l moÿe
inhibirati Taq polimerazu. Nekada se u pufer ume-
sto KCl nalazi (NH4)2SO4.

U reakcionoj smesi obavezno mora biti magne-
zijum (u vidu MgCl2). On utiøe na specifiønost re-
akcije, aktivnost enzima, taønost enzima (unoåewe
pogreånog nekomplementarnog nukleotida u rastu-
õi lanac DNK), vezivawe prajmera, temperaturu de-
naturacije lanaca. Neke komponente kao åto su
dNTF i EDTA koje se mogu naõi u reakcionoj smesi
vezuju za sebe magnezijum pa tu øiwenicu treba uzeti
u obzir. Potrebno je da se magnezijum nalazi u slo-
bodnom vidu u smesi kako bi se vezao za enzim i omo-
guõio wegovo funkcionisawe. Zbog toga promena
koncentracije navedenih komponenti u smesi moÿe
zahtevati i promenu koncentracije magnezijuma.
Poveõawe koncentracije magnezijuma smawuje spe-
cifiønost reakcije, a poveõava koliøinu proizvoda
i obratno. Uobiøajena koncentracija magnezijuma je
u opsegu 0,5-2,5 mmol/l - viåe od zbira koncentra-
cija svih dNTF-a koji ulaze u sastav reakcione sme-
se. Koncentracija od 10 mmol/l MgCl2 inhibira re-
akciju za 40-50%. Magnezijum se øesto ne nalazi u
sastavu pufera, veõ se odvojeno dodaje reakcionoj
smesi. Za svaki novi eksperiment wegova se koncen-
tracija odreæuje eksperimentalno. Ovim se izbega-
va potreba za viåe istih pufera koji se razlikuju
samo u koncentraciji magnezijuma.

Pored navedenih komponenti u sastav pufera
mogu ulaziti i joå neke druge komponente u zavi-
snosti od potreba. Ponekada se dodaje 10% dime-
til-sulfoksid (DMSO) koji utiøe na smawewe ne-
poÿeqnih intralanøanih veza molekula DNK. Ip-
ak, on smawuje aktivnost Taq polimeraze i to je raz-
log zbog øega wegovu upotrebu treba izbegavati.

U ciqu poveõawa stabilnosti enzima ponekada
se koriste nejonski deterxenti Nonidet P40 (Noni-
det P40), Tvin 20 (Tween 20), Lauret 12 (Laureth 12)  u
koncentraciji 0,05-0,1% i goveæi serum albumin
ili ÿelatin Š3Ð.

Dezoksinukleotid trifosfati

Prisustvo dNTF-a je neophodno u reakciji am-
plifikacije, zato åto se oni ugraæuju u rastuõi la-
nac. Za odrÿavawe standardne reakcije potrebno je
prisustvo sve 4 vrste dNTF-a (dATF, dCTF, dTTF,
dGTF) i to u jednakim koncentracijama. Nejednake
koncentracije ovih dNTF-a doprinose poveõawu
pogreåne ugradwe nukleotida u rastuõi lanac.
Uobiøajena koncentracija dNTF-a iznosi 20-200
µmol/l od svakog, åto je teorijski (ukoliko se u lan-
ce DNK ugradi pola koliøine svih dNTF-a) dovoq-
no za sintezu 0,65-6,5 µg DNK u reakcionoj smesi za-
premine 50 µl. Suviåe mala koncentracija moÿe do-
vesti do usporewa reakcije i smawewa koliøine
proizvoda reakcije, dok suviåe velika do smawewa
specifiønosti i taønosti ugradwe u lanac DNK.
Poveõawe ukupne koncentracije dNTF-a na 4-6
mmol/l smawuje brzinu sinteze Taq polimetaze za
20-30%. Termostabilnost dNTF-a je visoka, ali ip-
ak ograniøena, tako da posle 50 ciklusa PCR-a osta-
je oko 50% dNTF Š3Ð.

Enzim

Sintezu u PCR-u obavqa enzim DNK polimera-
za. Najpre je to bila DNK polimeraza koja nije ter-
mostabilna. U te svrhe koriåõen je Klenovqev
(Klenow) fragment DNK polimeraze I E. coli. Poå-
to ovaj enzim nije termostabilan sinteza se izvodi-
la na 37°C, zbog øega je i specifiønost reakcije bi-
la niska. Posle svake denaturacije na preko 90°C,
morala se dodavati nova koliøina enzima. Ovo je ra-
æeno jer je enzim koji je bio prisutan prilikom de-
naturacije postajao neaktivan na toj temperaturi.
Nije se mogao dobiti proizvod duÿine veõe od 400
bp (baznih parova) uz wegovu upotrebu.

Primena termostabilnih enzima omoguõila je
veliki napredak u PCR-u. Prvi termosrtabilni en-
zim koji je koriåõen u ovoj reakciji bio je enzim
izolovan iz termofilne bakterije Thermus aquati-
qus   soj YT1. Ova bakterija ÿivi u gejzirima Jelou-
stonskog nacionalnog parka u SAD-u. Poåto ona
ÿivi u toplim izvorima øija je temperatura
70-75°C, posedovawe termostabilne polimeraze
omoguõava joj ÿivot u tim uslovima. Ova bakterija
je prvi put izolovana 1969. godine. Kada je enzim
bio izolovan wegova molekulska masa bila je pro-
cewena na 60/68 kDa, a specifiøna aktivnost
2000-8000 jedinica/ mg Š5,6Ð. Kasnije, 1989. godine
odreæena je primarna struktura gena za Taq DNK
polimerazu øija je aktivnost bila 200000 jedinica/
mg. Na osnovu kretawa u SDS-PEJX (SDS-PAGE)
zakquøeno je da se ovaj enzim kreõe malo brÿe od
fosforilaze B (97,3 kDa). Molekulska teÿina
odreæena na osnovu primarne strukture DNK izno-
sila je 93910 Š7Ð. Metodama genetiøkog inÿewerstva
(rekombinantne DNK) uraæeno je molekulsko klo-
nirawe ovog gena u E. coli i dobijena je rekombinan-
tna Taq DNK polimeraza. Danas se uglavnom kori-
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sti rekombinantna Taq polimeraza koja se izoluje
iz E. coli. Time je postignuto dobijawe enzima koji
ima ujednaøen kvalitet i performanse u odnosu na
prirodni enzim izolovan direktno iz T. aquaticus. 

Rekombinantna Taq DNK polimeraza koja je u
poøetku koriåõena nije pokazivala korigujuõu
3'-5' aktivnost. Ona je pokazivala 5'-3' egzonukle-
aznu aktivnost zavisnu od sinteze (nik transla-
ciju). Ovaj enzim je in vitro imao najveõu brzinu sin-
teze u temperaturnom opsegu 75°C-80°C, gde je brzina
iznosila 150 nukleotida u sekundi. Enzim je ispo-
qavao vrlo malo sintetiøke aktivnosti na tempe-
raturama veõim od 90°C åto moÿe biti posledica
smawene stabilnosti kompleksa prajmer DNK mo-
lekul. Brzina sinteze Taq polimeraze (koristeõi 30
nukleotida dugaøak prajmer bogat sa G i C nukleo-
tidima na fagu M13) bila je preko 60 nukleotida u
sekundi na 70°C i 24 nukleotida u sekundi na 55°C.
Brzina sinteze na 37°C je bila 1,5, dok je na 22°C bi-
la 0,25 nukleotida u sekundi Š8Ð. Vreme poluÿivota
na 92,5°C iznosilo je 130 minuta; na 95°C je bilo 40
minuta; a na 97,5°C samo 5-6 minuta Š3Ð. Ovaj enzim
moÿe rutinski amplificirati sekvence duÿine do
1 kb, a u odreæenim uslovima sekvence dugaøke i do
10 kb. Maksimalna duÿina amplificirane sekvence
zavisi od faktora kao åto su sklonost sekvenci da
grade sekundarne strukture, uslovi reakcije itd.

 Navedeni enzim ima i osobinu da na kraju mo-
lekula ne zavråava sintezu veõ dodaje jedan isture-
ni (najøeåõe adeninski) nukleotid (ekstra A). Do-
daju se i drugi tipovi nukleotida, ali dATF znatno
øeåõe od drugih. Ovo istureno A nije prisutno kod
svih molekula sintetisanih u PCR-u. Postoji jedna
frakcija u proizvodu reakcije koja ima u potpuno-
sti tupe krajeve i pogodna je za tupo molekulsko
klonirawe bez ikakvih dodatnih tretmana. Ipak,
navedenu øiwenicu treba uzeti u obzir prilikom
proraøuna efikasnosti klonirawa. 

Taq polimeraza moÿe unositi pogreåan (ne-
komplementarni) nukleotid u rastuõi lanac  u toku
sinteze. Ona in vitro ne poseduje 3'-5' korigujuõu ak-
tivnost. Ukoliko se dobro izvede optimizacija
uslova reakcije, frekvencija mutacija õe biti 10-5

po ciklusu. Frekvencija mutacija se moÿe i poveõa-
ti ukoliko to eksperiment zahteva. To se moÿe po-
stiõi nejednakim poveõawem koncentracije razli-
øitih dNTF-a iznad optimalne. Visokom koncen-
tracijom MgCl2 u prisustvu MnCl2 posle 25 ciklusa
moÿe se postiõi frekvencija mutacija od øak 2%
Š9Ð.

Pored rekombinantne Taq DNK polimeraze ko-
ja je nekada koriåõena, sada postoje rekombinantne
Taq polimeraze koje imaju modifikovane sekvence
DNK klonirane u E. coli. Zahvaqujuõi tome one ima-
ju drugaøija svojstva.

Tako je dobijen Stofelov (Stoffel) fragment re-
kombinantne Taq DNK polimeraze koji ima druga-
øije karakteristike. Ovaj enzim ima temperaturni

optimum u opsegu 72-80 °C, a wegov poluÿivot na
97,5°C je 20 minuta, dok na 95°C iznosi 80 minuta.
Molekulska teÿina mu je 61 kDa. On ne poseduje
5'-3' egzonukleaznu aktivnost. Wegova brzina sin-
teze na 72°C je 2-4 kb u minuti, a optimalna koncen-
tracija magnezijuma 2-10 mmol/l. Ovaj enzim dodaje
ekstra A u mawoj meri nego Taq polimeraza koja se u
poøetku koristila. Na osnovu navedenih karakteri-
stika oøigledno je da ovaj modifikovani enzim ima
drugaøija svojstva od onog o kojem je prvobitno bilo
reøi. On je naveden kao primer, a postoje i na drugi
naøin modifikovane rekombinantne Taq polimera-
ze sa drugaøijim karakteristikama.

Pored termostabilnog enzima izolovanog iz
Thermus aqaticus sada su u upotrebi i termostabilni
enzimi izolovani iz drugih mikroorganizama. Tako
je izolovana Tth DNK polimeraza iz termofilnog
mikroorganizma Thermus thermophilus. Najmarkan-
tnija osobina ove polimeraze je wena sposobnost
reverzne transkripcije (transkripcije RNK u
DNK) koja je Mn2+ zavisna. Ovim je omoguõeno am-
plificirawe sekvenci RNK molekula u jednoj re-
akciji. Uraæeno je molekulsko klonirawe i gena za
Tth DNK polimerazu pa je tako dobijena rekombi-
nantna Tth DNK polimeraza iz E. coli, a dobijene su i
wene modifikovane forme koje imaju izmewene
osobine. Jedna od wenih modifikovanih formi (Tth
polimeraza XL) ima osobinu da moÿe amplifici-
rati i vrlo dugaøke sekvence. On je predviæen za am-
plificirawe DNK sekvenci duÿine 5-40 kb. Ovaj
enzim je rutinski amplificirao sekvence beta glo-
binskog genskog klastera duÿine 19,6 kb iz qudske
genomske DNK i sekvence dugaøke 42 kb iz DNK
lambda faga. Upotreba Tth DNK polimeraze XL se
preporuøuje i ukoliko ciqne sekvence imaju ten-
denciju graæewa sekundarnih struktura koje oteÿa-
vaju amplifikaciju.

Enzim ULTma DNK polimeraza  izolovana je iz
hipertermofilne gram negativne eubakterije Ther-
matoga maritima, koja je prvi put otkrivena u geo-
termno zagrevanim morskim sedimentima na tempe-
raturi øak i do 90°C u Italiji. Ovaj enzim ima mo-
lekulsku masu 70 kDa. Wegov gen  je metodama gene-
tiøkog inÿewerstva modifikovan i kloniran u
bakteriju E. coli  u kojoj se i dobija rekombinantna
forma polimeraze. Ovaj enzim ima neke specifiø-
ne osobine. On je izuzetno termostabilan i ima po-
luÿivot od 40-50 minuta na 97,5°C. Kod wega izosta-
je dodavawe ekstra A na krajevima novosinteti-
sanih molekula i on ne pokazuje 5'-3' egzonukleaznu
aktivnost. ULTma DNK polimeraza poseduje 3'-5'
korigujuõu egzonukleaznu aktivnost åto doprinosi
znatnom smawewu frekvencije mutacija u proizvodu
PCR-a. Wu treba koristiti u eksperimentima u ko-
jima je vaÿno da se mutacije generisane u PCR-u sve-
du na minimum. Meæutim, u eksperimentima u koji-
ma se ÿeli determinisati prisustvo neke mutacije
na osnovu vezivawa 3' kraja prajmera za odreæenu
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sekvencu i wegovog izduÿivawa u PCR-u, ovaj enzim
(kao i sve druge sa istom osobinom) ne treba kori-
stiti. Wegova korigujuõa 3'-5' aktivnost õe uklo-
niti eventualno nekomplementarni nukleotid sa 3'
kraja i omoguõiti izduÿivawe 3' kraja prajmera
åto u protivnom ne bi bilo moguõe.

Jedna od novijih modifikovanih rekombinan-
tnih Taq polimeraza je i ,,Ampli Taq Gold“ DNK po-
limeraza koja se aktivira toplotom. To znaøi da je
pre upotrebe u neaktivnom vidu, a da se zagrevawem
na 95°C u trajawu od 9-12 minuta aktivira. Ona
olakåava izvoæewe takozvanog vruõeg starta. Poå-
to je pre prvog zagrevawa neaktivna, wenim dodava-
wem u reakcionu smesu na sobnoj temperaturi neõe
doõi do sinteze nespecifiønog proizvoda. Zagreva-
wem reakcione smese pre prvog ciklusa reakcije na
veõ navedenu temperaturu doõi õe do wene aktiva-
cije, ali ne na sobnoj temperaturi veõ u uslovima
koji su definisani procedurom eksperimenta.
Ovim je realizacija vruõeg starta olakåana jer je
moguõe dodavawe svih komponenata reakcije na sob-
noj temperaturi bez naknadnog dodavawa neke od
kquønih komponenti koja omoguõava odvijawe reak-
cije. Prvi ciklus je moguõe zapoøeti i bez prelimi-
narnog zagrevawa. Tako se omoguõava postepeno ak-
tivirawe ove polimeraze u toku trajawa reakcije u
korelaciji sa duÿinom wenog izlagawa poveõanoj
temperaturi. Na ovaj naøin aktivnost polimeraze
õe se poveõavati sa poveõawem koliøine proizvoda
reakcije. I ovim postupkom, kao i vruõim startom
omoguõeno je smawewe koliøine nespecifiønog
proizvoda reakcije.

Termostabilna DNK polimeraza poznata pod
nazivom ,,Vent“ je rekombinantni enzim izolovan iz
bakterije Thermococus litorlis. Ima vreme poluÿi-
vota od 400 minuta na 95°C, poseduje 3'-5' egzonuk-
leaznu aktivnost, dok 5'-3' egzonukleazna aktiv-
nost izostaje. Ovaj enzim ima moguõnost udaqavawa
lanca (strand displacement). Viåe od 95% proizvoda
sintetisano sa wim ima tupe krajeve (ne poseduje
ekstra A). Termostabilna DNK polimetraza pozna-
ta pod nazivom ,,Deep Vent“ je rekombinantni enzim
izolovan iz bakterije Pirococus GB-D. On poseduje
iste osobine kao i ,,Vent“ izuzev åto mu je vreme po-
luÿivota na 95°C øak 1380 minuta.   

Zbog postojawa viåe tipova termostabilnih
polimeraza jako je vaÿno upoznati se sa wihovim
svojstvima pre eksperimenta i odabrati najpodob-
niju. Tako rezultati eksperimenta mogu da ne budu
najoptimalniji ili eksperiment moÿe øak i da ne
uspe ukoliko se ne napravi pravi izbor. Osobine
enzima je najlakåe naõi u katalozima proizvoæaøa
koji garantuju verodostojnost datih podataka (tabe-
la 1). 

Prajmeri
Za izvoæewe PCR-a neophodno je prisustvo praj-

mera. U svojstvu prajmera se koriste oligonukleo-

tidi duÿine 17-30 nukleotida. Prisustvo prajmera
je potrebno jer ne postoji DNK polimeraza koja mo-
ÿe otpoøeti sintezu ukoliko nema prajmera vezanog
za lanac DNK koji se kopira. DNK polimeraza ko-
pira lanac DNK tako åto dodaje komplementarne
nukleotide na 3' kraj prajmera. Prajmeri istovre-
meno daju specifiønost reakciji vezivawem za sebi
komplementarne sekvence i omoguõavaju prepisi-
vawe samo sekvence koja se nalazi izmeæu dva praj-
mera koji uøestvuju u reakciji. Suviåe kratak praj-
mer ne moÿe obezbediti dovoqno visoku specifiø-
nost vezivawa. Statistiøku verovatnoõu prisustva
nekog niza nukleotida u datoj sekvenci moguõe je
izraøunati formulom 1/4n. Veliøina n predstavqa
duÿinu prajmera. Kao primer moÿe se uzeti prajmer
duÿine 16 nukleotida. Poåto je 416=429967296, mo-
ÿe se oøekivati da õe se u sekvenci duÿine oko 4
milijarde baznih parova u proseku jednom ponoviti
neki niz od 16 nukleotida. Poåto je qudski genom
(koji je jedan od najveõih) dugaøak oko 3 milijarde
bp, moÿe se oøekivati da õe minimalno 17 nukleo-
tida dugaøak prajmer davati dovoqno visoku speci-
fiønost reakcije øak i za tako veliki genom, jer je
417=17179869184. Kod suviåe dugaøkih prajmera ne-
specifiøno vezivawe bi bilo toliko izraÿeno da
øak ni poveõana temperatura vezivawa ne moÿe
spreøiti sintezu nespecifiønog proizvoda.

Specifiønost reakcije ne determiniåe samo
duÿina prajmera veõ i wegova primarna struktura.
Ukoliko je udeo G i C nukleotida u graæi prajmera
veõi veõa je i temperatura vezivawa prajmera.
Obiøno se za prajmer odabira sekvenca koja sadrÿi
50-60% C i G nukleotida. Optimalna temperatura
vezivawa zavisi i od jonskog sastava reakcione sme-
se. Suviåe niska temperatura poveõaõe nespeci-
fiøno vezivawe prajmera, a suviåe visoka spreøiõe
vezivawe, pa time dovesti i do izostanka reakcije.
Obiøno se za neko grubo odreæivawe optimalne
temperature vezivawa prajmera koristi formula
TV=2(A+T)+4(G+C)°C. Veliøine A, T, G i C, pred-
stavqaju broj datih tipova nukleotida u prajmeru;
TV je temperatura vezivawa. Optimalna tempera-
tura vezivawa se potom preciznije odreæuje ekspe-
rimentalno. Temperatura vezivawa prajmera je naj-
øeåõe u opsegu 50-72°C. Ranije, kada je u upotrebi
bio Klenovqev fragment DNK polimeraze I koja je
termolabilna, bilo je neophodno koristiti nisku
temperaturu vezivawa prajmera. Zbog toga je i spe-
cifiønost reakcije bila niska. Temperatura vezi-
vawa reakcije treba da nije viåa od temperature ve-
zivawa prajmera koji ima najniÿu temperaturu od
svih prajmera koji uøestvuju u reakciji.

Na specifiønost reakcije jako utiøe i primar-
na struktura prajmera. Zbog toga woj treba posveti-
ti posebnu paÿwu. Vrlo je vaÿna primarna struktu-
ra niza nukleotida koji se nalaze na 3' kraju prajme-
ra. Ako jedan niz nukleotida nije komplementaran
na 5' kraju do amplifikacije õe ipak doõi jer je niz
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Tabela 1. Pre poøetka rada na bilo kom eksperimentu, potrebno je prvo upoznati se sa 
karakteristikama termostabilnih DNK polimeraza. Ovde su dati podaci za neke od wih koji su 
preneti iz kataloga firme Perkin Elmer (Perkin Elmer).

*U toku je ispitivawe.
1Informacija vaÿi za AmpliTaq® DNK polimerazu; LD, AmpliTaq® DNK polimerazu; AS i nativnu Taq DNK polimerazu.

Naziv proizvoda
AmpliTaq® DNK 

polimeraza1 i Ampli-
Taq Gold™

AmpliTaq®  DNK 
polimeraza, 

Stofelov fragment
rTth DNK polimer-

aza
rTth DNK polimer-

aza, XL
UlTma® DNK poli-

meraza

Organizam Thermus aquaticus Thermus aquaticus Thermus thermophilus Thermus thermophi-
lus Thermatoga  maritima

Garancija performansi 
PCR -a da da da da da

Tehniøka podråka PCR -a da da da da da
Rekombinantni enzim da da da da da
Molekulska teÿina 94 kDa 61 kDa 94kDa 94 kDa 70 Kda

Lanac ili subjedinica 1 1 1 1 1
Broj amino kiselina 832 544 832 * 610

SDS-PAGE 1 traka  1 traka 1 traka 1 traka 1 traka
Optimalna temperatura sin-

teze 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C 72°C-80°C

Brzina sinteze (72°C) 2 kb-4kb/min 2 kb-4kb/min 2 kb-4kb/min * *
Aktivnost reverzne tran-

skripcije minimalna,niska minimalna,niska da,Mn2+  zavisna da,Mn2+  zavisna -

97,5°C/10 min 97,5°C/20 min 97,5°C/2 min 97,5°C /2 min 97,5°C/40 min
Poluÿivot 95°C/40 min 95°C/80 min 95°C/20 min 95°C /20 min

92,5°C/>130 min - - - -
sa 10% glicerina 95°C />60 min - - - -
sa 5% formamida 95°C/16 min - - - -
sa 10% formamida 95°C/2 min - - - -

sa 10% glicerina i 5% for-
mamida 95°C/24 min - - - -

Poluÿivot izraÿen u broju 
ciklusa 50 100 25 25 200

Optimalna konc. jona Mg u 
PCR -u 1-4 mmol/l 2-10 mmol/l 1,5-2,5 mmol/l 1,5-2,5 mmol/l 1,5-2,0 mmol/l 

Optimalni pH u PCR-u 7,0-7,5 7,0-7,5 7,0-7,5 7,0-7,5 8,3
Optimalna konc.  dNTP u 

PCR-u 40-200 µmol/l svakog 40-200 µmol/l svakog  40-200 µmol /l svakog 40-200 µmol/l svakog 40-200 µmol/l svakog  

Optimalna konc.  Kcl  u PCR -u 50 mmol/l 10 mmol/l 75-100 mmol/l 75-100 mmol/l 10-35 mmol/l
Optimalna konc. prajmera 0,1-1,0 µmol/l 0,1-1,0 µmol /l 0,1-1,0 µmol/l 0,4 µmol/l 0,1-1,0 µmol /l 

Procesivnost 50-60 baza 5-10 baza 30-40 baza 30-40 baza *
Najduÿi proizvod PCR -a ø5 kb * ø5 kb >40 kb <3 kb
Podaci prilikom sikven-

cirawa 400 baza 400 baza 400 baza 400 baza 400 baza 

Analog supstrata
Fluorescentni ddNTF/

dNTF da da da da da 

Dutf da da da da da
deaza-dGTf da da da da da 

biotin-11-dUTF da * da da da 
digoksigenin-dUTF da * - - -

ddNTF da da da da da 
bromo-dUTF da * - - -

5'-3' egzonukleazna 
aktivnost da ne da da ne

Dodavawe ekstra A da da (mawe) da da ne
3'-5' egzonukleazna 

aktivnost ne ne ne da da

Taq I restrikciona nukleaza ne ne ne ne ne 
Kontaminiranost nuklea-

zama ne ne ne ne ne

Veliøina pakovawa 1 1 ⋅ 1000 J 1 ⋅ 500 J 1 ⋅ 400 J 1 ⋅  300 J
6 ⋅ 1000 J 6 ⋅ 400 J

Isporuøuje se u koncen-
tracijama 5 J/µl 10 J/µl 2,5 J/µl 2 J/µ l 6 J/µl

Pufer se isporuøuje zajedno da1 da da da da 

Pcr pakovawe uneto da da da da da 
Uslovi prilikom trans-

porta
led u vidu gela/ambi-

ent led u vidu gela led u vidu gela led u vidu gela led u vidu gela

Uslovi skladiåteña -20°C -20°C -20°C -20°C -20°C
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na 3' kraju vezan za sebi komplementarnu sekvencu.
Na taj naøin DNK polimeraza moÿe dodavati nuk-
leotide na 3' kraj. Ukoliko niz na 3' kraju nije
komplementaran nema ni sinteze novog lanca jer
DNK polimeraza ne moÿe da dodaje nukleotide na
3' kraj koji nije vezan za ciqnu sekvencu. Ipak,
ukoliko samo posledwi nukleotid nije komplemen-
taran ponekada moÿe doõi do sinteze novog lanca.
Zbog tolerantnosti DNK polimeraze koju ona po-
kazuje prema nekim nekomplementarnim parovima
doõi õe do efikasnog izduÿivawa prajmera ukoliko
su oni prisutni na 3' kraju kao posledwi par. Uko-
liko su na 3' kraju parovi A:G, G:A i C:C prinos re-
akcije õe se smawiti 100 puta. Ukoliko je na ovom
kraju par A:A prinos õe biti mawi 20 puta. Pri
drugim nekomplementarnostima nema znaøajnog
smawewa prinosa reakcije. Do jako velikog smawe-
wa prinosa õe doõi ukoliko postoji nekomplemen-
tarnost dva posledwa nukleotida na 3' kraju praj-
mera sa naspramnim nukleotidima na ciqnoj sek-
venci. Izuzetak je ukoliko je nekomplementarni
nukleotid na 3' kraju prajmera T. U tom sluøaju do-
biõe se znaøajna koliøina proizvoda reakcije uko-
liko je øak i susedni nukleotid nekomplementaran
Š10Ð. Ovi podaci su vrlo bitni pri odabirawu sek-
vence za sintezu prajmera jer pravilno odabrana
sekvenca mnogo utiøe na poveõawe specifiønosti
reakcije.

Niz nukleotida na 5' kraju moÿe sadrÿati i ne-
komplementarnu sekvencu koju prepoznaje neki re-
strikcioni enzim ili regulatornu sekvencu. Ove
skvence õe biti ugraæene u proizvod i nalaziõe se
na wegovom kraju. One bitno ne utiøu na prinos re-
akcije.

Pri odabirawu sekvence za prajmer treba izbe-
gavati one koje sadrÿe invertovane nizove koji gra-
de intralanøane veze. Prajmer ne treba da sadrÿi 3
ili viåe C ili G na 3' kraju. Na 3' kraju ne sme sa-
drÿati ni sekvencu koja je komplementarna 3' kraju
drugog prajmera koji uøestvuje u reakciji jer moÿe
doõi do stvarawa artefakta prajmer dimer.

Za pravilan odabir primarne strukture praj-
mera od velike pomoõi mogu biti i neki od kompju-
terskih programa koji obavqaju analizu raspolo-
ÿivih sekvenci i biraju onu koja je najpodobnija za
prajmer.

Optimalna koncentracija prajmera se obiøno
kreõe u opsegu 0,05-0,5 µmol/l. Prajmer je jedna od
komponenti koja se troåi u reakciji tako åto se
ugraæuje u proizvod. Zbog toga suviåe mala koncen-
tracija moÿe dovesti do znatnog smawewa prinosa
reakcije. Suviåe velika koncentracija moÿe sma-
witi specifiønost reakcije i poveõati koliøinu
prajmer dimer artefakata.

Broj ciklusa i temperaturno vremenski 
parametri

Denaturacija se obiøno radi u opsegu  90-97°C.
Potrebno je da se uzorak nalazi svega nekoliko se-
kundi na temperaturi na kojoj dolazi do denatura-
cije da bi se lanci razdvojili. Meæutim, to vreme je
u praksi uvek veõe, jer je izvesno vreme potrebno da
se temperatura grejnog bloka amplifikatora pre-
nese kroz zid epruvete na teønost sa uzorkom koji je
u unutraåwosti epruvete. Obiøno je dovoqno vreme
od 30 sekundi na 95°C da bi doålo do potpune dena-
turacije lanaca molekula DNK. Øesto se radi jedna
inicijalna denaturacija pre prvog ciklusa PCR-a u
trajawu od viåe minuta kako bi se lanci DNK koji
mogu biti i jako dugaøki (åto zavisi od uzorka) pot-
puno razdvojili.

Temperatura vezivawa je obiøno u opsegu
50-72°C, åto zavisi od strukture prajmera, o øemu je
veõ bilo reøi. Vreme vezivawa  od 20 sekundi øesto
je dovoqno za ovaj korak PCR-a.

Temperatura sinteze je obiøno 70-75 °C, a naj-
øeåõe 72°C, åto je u skladu sa temperaturnim opti-
mumom aktivnosti termostabilne polimeraze. Vre-
me sinteze zavisi od duÿine ciqne sekvence koja se
amplificira kao i od brzine sinteze DNK polime-
raze koja se koristi u reakciji. Najøeåõe je u opti-
malnim uslovima 1 minut dovoqan za sintezu 2 kb.
Ipak, ukoliko je mala koncentracija enzima u odno-
su na koncentraciju proizvoda (åto je izraÿenije u
kasnijim ciklusima zbog narastawa koliøine pro-
izvoda), ovo vreme moÿe biti i duÿe. Obiøno se
vreme posledweg ciklusa produÿi u trajawu od ne-
koliko minuta kako bi se sintetisali do kraja ne-
sintetisani fragmenti u procesu amplifikacije.
Ova faza se naziva dorada.

Amplifikaciju je moguõe izvoditi i na samo
dve temperature. U ovom sluøaju vezivawe prajmera
i sinteza rade se na istoj temperaturi koja se obiø-
no kreõe u opsegu 55-75°C. Ipak, u veõini sluøajeva
amplifikacija se radi na tri temperature.

Broj ciklusa zavisi od koliøine proizvoda koja
se ÿeli dobiti u reakciji. Ispuwavawe ovog ciqa
zavisi i od broja ciqnih sekvenci u uzorku DNK
koje se amplificiraju. Veõi broj ciqnih sekvenci
zahtevaõe mawi broj ciklusa za dobijawe ÿeqene
koliøine proizvoda. Uvek treba uraditi najmawi
broj ciklusa koji je dovoqan za dobijawe neophodne
koliøine proizvoda. Svaki suviåan ciklus utiøe
na poveõawe koliøine nespecifiønog proizvoda,
åto nekada moÿe negativno uticati na uspeånost
eksperimenta. U praksi je najøeåõe dovoqno uradi-
ti 25-35 ciklusa za dobijawe neophodne koliøine
proizvoda, ali to naravno zavisi od veõ navedenih
faktora. Broj ciqnih sekvenci se u svakom ciklusu
reakcije duplira. Koliko se puta umnoÿi broj ciq-
nih sekvenci moÿe se izraøunati po formuli N=2n,
gde N pokazuje koliko puta su umnoÿene ciqne sek-
vence, a n predstavqa broj ciklusa.
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Nije moguõe izvesti neograniøen broj ciklusa
zbog pojave koja se najøeåõe naziva efekat platoa.
U praksi se obiøno moÿe postiõi 40-50 ciklusa po-
sle øega efekat platoa toliko dolazi do izraÿaja
da viåe nije moguõe izvoditi reakciju. On se javqa
kada koncentracija proizvoda dostigne 0,3-1 pmol .
Postoji viåe razloga zbog kojih dolazi do atenua-
cije reakcije u kasnim ciklusima. Faktori koji iza-
zivaju efekat platoa su: nedovoqna koliøina kom-
ponenti koje se troåe u reakciji (prajmeri, dNTF),
temperaturna nestabilnost komponenti koje uøe-
stvuju u reakciji (u prvom redu DNK polimeraza i
dNTF), kompeticija za reaktante od strane nespe-
cifiønog proizvoda koji se takoæe u izvesnoj meri
amplificira,  suviåe velika koncentracija proiz-
voda reakcije od preko 10-8 mol/l dovodi do brze re-
naturacije denaturisanih ciqnih sekvenci (åto
umawuje moguõnost vezivawa prajmera za wih, sma-
wuje procesivnost enzima i onemoguõava normalnu
sintezu).

Ukoliko je potrebno dobiti ogroman broj kopi-
ja ne mora se raditi odjednom veliki broj ciklusa.
Moÿe se uraditi odreæeni broj ciklusa, a zatim
uzeti jedan deo reakcione smese, na primer 1/10 za-
premine, i preneti u drugu epruvetu. Dopuwavawem
sa 9/10 zapremine, koja sadrÿi sveÿe sve komponen-
te reakcije izuzev uzorka (DNK sa ciqnim sekven-
cama) i vråewem joå izvesnog broja ciklusa, moÿe
se odloÿiti dostizawe efekta platoa i dobiti vr-
lo velika koliøina proizvoda. Do odlagawa dosti-
zawa platoa  dolazi zbog razblaÿewa proizvoda i
dodavawa novih koliøina reaktanata koji se troåe
u reakciji ili su temperaturno nestabilni.

Nespecifiøni proizvod reakcije

Sinteza nespecifiønog proizvoda u PCR-u je
neminovna pojava koja uvek prati sintezu specifiø-
nog proizvoda. Nespecifiøni proizvod je uvek pri-
sutan u reakciji i pored svih mera koje se preduzi-
maju za wegovu eliminaciju. Primena termostabil-
nih DNK polimeraza (zahvaqujuõi optimalnoj tem-
peraturi vezivawa prajmera) je jako doprinela po-
veõawu specifiønosti reakcije. Proizvodi PCR-a
øesto se analiziraju elektroforezom. Ukoliko je
optimizacija reakcije dobro uraæena, elektrofo-
rezom u agaroznom gelu tretiranim etidijum-bro-
midom, prilikom posmatrawa gela na UV transilu-
minatoru øesto se moÿe videti samo specifiøni
proizvod. To ne znaøi da nespecifiønog nema. On je
uvek prisutan, samo u ovom sluøaju ga ima u koliøi-
ni koja se ne moÿe detektovati primewenom meto-
dom. Wega je posebno teåko detektovati ukoliko on
ne predstavqa molekule DNK koji su najveõim de-
lom iste duÿine. U tom sluøaju ovi molekuli õe bi-
ti elektroforezom razmeåteni na veliku povråi-
nu gela, pa ih je teåko detektovati øak i ako pred-
stavqaju veliki deo prinosa reakcije. To znaøi da
nespecifiøan proivod moÿe imati znatan udeo u

proizvodu reakcije, øak i u sluøaju da se ne moÿe de-
tektovati.

Nespecifiøan proizvod ne mora uvek biti re-
zultat nespecifiønog vezivawa prajmera za DNK
uzorka. On moÿe biti rezultat prajmer dimer arte-
fakata. Oni se javqaju kao posledica vezivawa praj-
mera samih za sebe svojim 3' krajevima, posle øega
dolazi do wihovog izduÿivawa pod dejstvom DNK
polimeraze (sinteza). Ovi artefakti ukoliko su
prisutni u dovoqnoj koliøini mogu se videti na
elektroforetskom gelu kao trake duÿine do oko
100 bp . Ovaj artefakt moguõe je identifikovati
ukoliko se amplifikacija radi sa svim komponen-
tama reakcije izuzev DNK sa ciqnom sekvencom.
Pojava navedenih traka je pouzdan znak da dolazi do
pojave nespecifiønog proizvoda ovog tipa. Poneka-
da se wegova koliøina moÿe znatno smawiti (neka-
da i do te mere da se i ne primeõuje na elektrofo-
retskom gelu) pri dodavawu DNK uzorka, zbog toga
jer ciqna sekvenca dolazi u kompeticiju sa ovom
pojavom u pogledu vezivawa prajmera. Koliøinu
ovog tipa nespecifiønog proizvoda moguõe je sma-
witi: promenom primarne strukture prajmera, sma-
wewem koncentracije prajmera, poveõawem tempe-
rature vezivawa prajmera (u toj meri da ne izazove
spreøavawe vezivawa prajmera za ciqnu sekvencu ,
pa time i zaustavqawe reakcije).

Problem moÿe nastati i ako se radi amplifi-
kacija heterozigotne sekvence sa DNK iz diploidne
õelije. U jednom ciklusu PCR-a moÿe da se ne obavi
sinteza kompletne sekvence koja se amplificira i
vodi poreklo od jednog roditeqa. U sledeõem ciklu-
su ta se sekvenca na temperaturi vezivawa moÿe ve-
zati umesto prajmera za ciqnu sekvencu koja vodi
poreklo od drugog roditeqa. U tom sluøaju, poåto
je DNK iz heterozigotne õelije, u reakciji bi se do-
bio proizvod koji ne predstavqa vernu kopiju am-
plificiranih sekvenci, veõ kombinaciju heterozi-
gotnih sekvenci oba roditeqa. Ova vrsta artefakta
predstavqa proizvod svojevrsne rekombinacije in
vitro Š11Ð. Wu je moguõe umawiti koriåõewem DNK
polimeraze koja se odlikuje visokom procesivnoå-
õu, kao i odabirawem uslova reakcije koji poveõa-
vaju procesivnost. Duÿe vreme sinteze u svakom od
ciklusa moÿe smawiti koliøinu ovakvih artefa-
kata.

Izvor artefakata moÿe da bude i DNK koja je
prisutna kao primesa u enzimu. Enzim u ovom sluøa-
ju nije kontaminiran sa DNK iz nekog izvora sa
strane. To je genomska DNK koja potiøe od mikroo-
rganizma koji je sintetisao enzim u procesu wegove
proizvodwe (taj mikroorganizam moÿe biti i E. coli
ukoliko je u pitawu rekombinantni enzim). U toku
preøiåõavawa enzima dolazi do zadrÿavawa veoma
malih koliøina genomske DNK ovih mikroorga-
nizama. Prilikom amplifikacije DNK iz nekog
uzorka, moÿe doõi i do amplifikacije DNK koja je
uneåena u reakciju zajedno sa enzimom. Ovo je pogo-
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tovo izraÿeno ukoliko se radi viåe od 35 ciklusa
amplifikacije, jer mala koliøina ove DNK moÿe
biti umnoÿena u koliøini koju je lako detektovati,
samo ako se uradi veõi broj ciklusa. Poveõawem ko-
liøine ciqne DNK moÿe se  smawiti broj ciklusa
za wenu amplifikaciju, a time i umawiti pojava
ove vrste artefakta. Promena strukture prajmera
takoæe moÿe uticati na wegovo smawewe.

Na smawewe specifiønosti reakcije utiøe i
naøin pripreme reakcione smese. Ukoliko se u re-
akcionu smesu koja se priprema na sobnoj tempera-
turi dodaju sve kquøne komponente reakcije bez ko-
jih se reakcija ne moÿe odvijati, moÿe doõi do sma-
wewa specifiønosti reakcije. Ovo smawewe speci-
fiønosti nastaje kao posledica poveõanog nespeci-
fiønog vezivawa prajmera za vreme pravqewa reak-
cione smese (pravi se na sobnoj temperaturi). Od-
mah po vezivawu prajmera i poåto se dodaju sve kom-
ponente kquøne za odvijawe reakcije otpoøiwe i
proces sinteze. Ovaj proces se odvija i na sobnoj
temperaturi, kao i na svim drugim temperaturama
niÿim od temperature vezivawa prajmera u toku za-
grevawa u prvom ciklusu reakcije. Umnoÿavawe ne-
specifiønog proizvoda õe biti najveõe ukoliko do
wegove pojave doæe u ranijim ciklusima reakcije. U
ovom sluøaju do pojave nespecifiønog proizvoda do-
lazi øak i pre prvog ciklusa, a u toku narednih cik-
lusa doõi õe do uveõawa wegove koliøine. Ukoliko
se na sobnoj temperaturi dodaju sve komponente izu-
zev jedne kquøne (enzim, prajmer, magnezijum itd.),
sinteza nespecifiønog proizvoda u ovoj fazi (pre
prvog ciklusa) moÿe se izbeõi. Ova komponenta se
moÿe dodati u toku prvog ciklusa, na visokoj tempe-
raturi posle denaturacije lanaca DNK, kada ne mo-
ÿe doõi do nespecifiønog vezivawa prajmera. Ovaj
postupak se u praksi naziva vruõi start. Primenom
,,Ampli Taq Gold“ polimeraze postupak se moÿe aut-
omatizovati na naøin koji je naveden pri opisu en-
zima. Ako se koristi termostabilna polimeraza ko-
ja se nalazi unutar voåtanih kuglica (takva poli-
meraza se moÿe naõi na trÿiåtu i naziva se ,,Taq-
Bed“ polimeraza) postupak se takoæe moÿe automa-
tizovati. Ova polimeraza se odmah dodaje u reakci-
ju, ali zahvaqujuõi vosku ne dolazi u kontakt sa re-
akcionom smesom dok ona ne dostigne temperaturu
od 60°C kada se vosak topi i enzim oslobaæa.

Specifiønost reakcije moguõe je poveõati i
upotrebom takozvanih unutraåwih prajmera. Prvo
se uradi odreæen broj ciklusa amplifikacije sa jed-
nim parom prajmera, a zatim se nastavi sa jednim
prajmerom ili parom prajmera koji se nalaze unutar
sekvence koja je amplificirana sa prethodnim pa-
rom. Na ovaj naøin drugi prajmer ili par prajmera
se veÿe samo za sebi komplementarne sekvence, koje
su sadrÿane samo u ciqnoj sekvenci i daqe ampli-
ficira samo ciqnu sekvencu, a ne i nespecifiøni
proizvod. Ovo se u praksi postiÿe tako åto se prvo
uradi odreæen broj ciklusa sa samo jednim parom

prajmera. Posle toga obiøno se otvara epruveta i
uzima deo reakcione smese i prebacuje u drugu epru-
vetu sa reakcionom smesom koja sadrÿi drugi par
prajmera. Na ovaj naøin razblaÿewem se postiÿe
smawewe koncentracije prajmera iz prvog dela re-
akcije. Sada õe se u nastavku obaviti joå jedan broj
ciklusa u kojima õe amplifikacija teõi uglavnom
sa drugim parom prajmera, øija je koncentracija sa-
da mnogo veõa od prvog para. Prilikom ovog razbla-
ÿivawa moÿe doõi do kontaminacije reakcione
smese. Kako bi se to spreøilo, ovaj postupak je
uproåõen. Dizajnirawem prajmera tako da prvi par
ima temperaturu vezivawa veõu od drugog (tako da se
na toj temperaturi drugi par ne veÿe) moÿe se po-
jednostaviti postupak. Posle odreæenog broja cik-
lusa koncentracija prvog para prajmera õe se znat-
no smawiti (poåto se u reakciji troåe), jer su pri-
sutni u odreæenoj limitiranoj (prvobitno proraøu-
natoj) koliøini. Tada õe smawewem temperature ve-
zivawa u sledeõim ciklusima doõi do amplifika-
cije i sa unutraåwim prajmerima, dok õe amplifi-
kacija sa spoqaåwim biti mala zbog potroåenosti
spoqaåwih prajmera.

Kontaminacija uzorka

Kontaminacija uzoraka i reaktanata koji uøe-
stvuju u reakciji predstavqa veliki problem pri-
likom izvoæewa PCR-a. Uzrok ovome je umnoÿavawe
ciqne sekvence prilikom amplifikacije u jako ve-
liki broj kopija, åto je poÿeqno samo ukoliko se
ne amplificira i strana DNK kojom je reakcija
eventualno kontaminirana. Kontaminacija sa stra-
nom DNK predstavqa najveõi problem, ali ne treba
zanemariti ni kontaminaciju sa prajmerima. Neka
sekvenca strane DNK kojom je kontaminirana reak-
cija moÿe biti amplificirana i time izazvati po-
teåkoõe pri analizi. Isti problem potencijalno
izaziva i kontaminacija sa prajmerima koriåõe-
nim u nekoj drugoj reakciji PCR-a koji mogu ampli-
ficirati neku drugu sekvencu pored sekvence koju
amplificiraju prajmeri normalno prisutni u reak-
ciji. Kontaminacija reakcije deåava se tako åto se
strana DNK ili prajmeri nepaÿwom direktno une-
su u reakcionu smesu ili se unesu preko nekog pret-
hodno kontaminiranog reaktanta. 

Najveõa moguõnost kontaminacije je pri radu sa
mnogo uzoraka jer se oni mogu meæu sobom kontami-
nirati. Tada moÿe doõi do laÿno pozitivnih reak-
cija. Vrlo øesto do kontaminacije dolazi pri otva-
rawu mikroepruveta kada sadrÿina iz wih moÿe da
prsne po prstima eksperimentatora i da bude pre-
nesena u drugu epruvetu, a takoæe i pri otvarawu
ili pri dodiru vrha pipete kojom se pipetiraju re-
aktanati. Iz tog razlog poÿeqno je pre otvarawa
kratkotrajno centrifugirawe mikroepruveta sa
ovim kompenentama u mikrocentrifugi u trajawu
od desetak sekundi. To je dovoqno da kapqice sadr-
ÿine epruveta sakupqene na poklopcu padnu na dno
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i time se umawi moguõnost kontaminacije prstiju
eksperimentatora prilikom otvarawa poklopca. 

U ciqu izbegavawa kontaminacija i veõih po-
sledica treba se pridrÿavati i nekih pravila koja
su ustaqena u laboratorijama u kojima se vråi PCR.
Laboratorijske posude sa kritiønim komponen-
tama reakcije treba da budu za jednokratnu upotre-
bu. Svi reaktanti treba da budu razdeqeni na mawe
alikvote kako pri eventualnoj kontaminaciji ne bi
doålo do upropaåõavawa celokupne raspoloÿive
koliøine øesto skupocenog materijala. Pri dodava-
wu reaktanata u reakcionu smesu, prajmere i zatim
DNK treba dodati na kraju, kako bi se smawio broj
operacija sa ovim najkritiønijim komponentama.
Ukoliko se poåtuju navedene preporuke moguõnost
kontaminacije se svodi na minimum.

Amplifikatori DNK

Amplifikacija DNK se radi u ureæajima koji
se nazivaju amplifikatori DNK. Ovaj naziv se ko-
risti kako na engleskom govornom podruøju, tako i u
nekim drugim jezicima. Na engleskom govornom po-
druøju se odomaõio i naziv termal sajkler (thermal
cycler). Ovaj ureæaj obezbeæuje temperaturne uslove
reakcije (u zadanom vremenu) koji su neophodni da
bi se ona odvijala. U praksi se to ostvaruje tako
åto amplifikator zagreva i hladi epruvetu u kojoj
se nalazi reakciona smesa.

U poøetku primene PCR-a nisu postojali am-
plifikatori, tako da se temperaturna promena
ostvarivala u poøetku sa dva (kada se koristio Kle-
novqev fragment DNK polimeraze kao enzim), a ka-
snije sve viåe sa tri vodena kupatila. Kada se kori-
stio Klenovqev fragment sinteza i vezivawe praj-
mera vråili su se na istoj temperaturi pa su 2 vode-
na kupatila bila dovoqna. Upotrebom termosta-
bilnih polimeraza poøela je da se koristi posebna
veõa temperatura za sintezu kako bi se poveõala
specifiønost reakcije Š4Ð. To je zahtevalo koriå-
õewe 3 vodena kupatila. Temperaturne promene  re-
akcije raæene su tako åto je epruveta sa reakcionom
smesom rukom prebacivana iz jednog u drugo kupati-
lo. Vreme inkubacije u svakom od kupatila mereno
je hronometrom. Automatizacija ovog postupka je
postignuta upotrebom mehaniøke ruke (predstavqa
neku vrstu robota) koja je upravqana po zadanom
programu. U ovom sluøaju ona je obavila prebaci-
vawe epruveta iz jednog u drugo vodeno kupatilo.

Drugi automatizovani pristup je bio amplifi-
kator koji je imao suvi termo blok, izraæen od ne-
kog metala koji je dobar provodnik toplote, sa otvo-
rima za smeåtaj mikroepruveta. Zagrevawe termob-
loka ostvareno je elektriønim grejaøem, a hlaæewe
vodom iz vodovodne mreÿe. Amplifikator se pove-
zivao na vodovodnu slavinu preko creva koje se pri-
årafqivalo na wu, sliøno kao åto je to tehniøki
reåeno kod maåina za prawe veåa. Reÿim zagreva-
wa i hlaæewa kontrolisan je programom koji je za-

davan mikroprocesorom. Problem kod ovog tipa am-
plifikatora je potreba za konstantnim, dovoqno
visokim i stabilnim pritiskom u vodovodnoj mre-
ÿi. Ukoliko nisu ispuweni ovi zahtevi moÿe doõi
do poremeõaja u brzini prelaza temperatura ili
øak izostanka nekih ciklusa u reakciji. Ovo ekspe-
rimentator na kraju neõe ni znati ukoliko nije ne-
prekidno nadgledao proces, pa neõe sa sigurnoåõu
moõi da objasni izostanak proizvoda reakcije ili
øudne neoøekivane rezultate. Kod ovog tipa ampli-
fikatora nemoguõe je kontrolisati brzinu hlaæewa
termo bloka. Brzina hlaæewa termo bloka znatno
zavisi od temperature vode u vodovodnoj mreÿi, a
ona zavisi od trenutnih meteoroloåkih uslova i
godiåweg doba. Isto tako, voda koja prolazi kroz
termo blok da bi ga hladila izaziva intenzivnu ko-
roziju bloka, åto skraõuje wegov radni vek. 

Postoji joå jedno tehniøko reåewe za obezbe-
æivawe promene temperature reakcije. Ovu prome-
nu moguõe je postiõi i upotrebom takozvanog Pel-
tierovog  elementa za hlaæewe, a za zagrevawe tako-
æe istog elementa ili standardnog elektriønog
grejaøa. Promena temperaturnih i vremenskih re-
ÿima se kod ovog tipa amplifikatora obavqa mi-
kroprocesorom kojem se zada ÿeqeni program.
Problem koji se javqa kod ovog tipa amplifika-
tora su øesti kvarovi zbog otkazivawa Peltierovih
elemenata. Do otkaza elemenata dolazi zbog isuvi-
åe øestih zagrevawa i hlaæewa u ciklusima ampli-
fikacije. Tom vrstom amplifikatora moguõe je naj-
preciznije definisati brzinu temperaturnih pro-
mena. Ovaj prelaz moÿe biti od velikog znaøaja, a
pogotovo je kritiøan pri prelazu sa temperature
vezivawa na temperaturu sinteze. Ovo je vrlo vaÿ-
no jer od toga mnogo zavisi ponovqivost jednom do-
bijenih rezultata amplifikacije. 

Savremeni amplifikatori imaju poklopac na
termo bloku kojim se pokrivaju epruvete. On zagre-
va poklopce epruveta i tako spreøava kondenzaciju
teønosti sa unutraåwe strane poklopca. Time je
spreøeno znaøajno isparavawe vode iz reakcione
smese (åto bi promenilo koncentraciju reakta-
nata) i bez upotrebe mineralnog uqa. 

Amplifikacija sa vodenim kupatilima ima
svoje mane i prednosti u odnosu na druge naøine.
Prednosti su: brzi prelaz sa jedne na drugu tempe-
raturu, odliøan termiøki kontakt izmeæu epruvete
sa reakcionom smesom i vode (ili uqa ukoliko se
ono koristi kao medijum) koja predaje ili preuzima
toplotu. Kaåwewe u prelazu toplote ovde je izazva-
no vremenom potrebnim za prenoåewe epruvete iz
jednog u drugo kupatilo, kao i prelazom toplote
kroz zid epruvete. Brzina promene temperature re-
akcione smese zavisi i od wene zapremine. Åto je
zapremina veõa to je i inertnost promene veõa. Iz
ovih razloga epruvete sa tawim zidovima su pogod-
nije jer obezbeæuju brÿi prenos toplote i imaju ma-
wu inertnost promene temperature jer poseduju ma-
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wu masu. Jedna od mana ovog naøina obezbeæivawa
temperaturnih uslova amplifikacije je glomaznost
sistema od 3 vodena kupatila i mehaniøke ruke (uko-
liko se i ona primewuje). Zagrevawe vodenih kupa-
tila na radne temperature zahteva dosta vremena, a
precizno podeåavawe temperatura joå dodatno
oduzima vreme. Prenos epruvete iz jednog u drugo
kupatilo moÿe izazvati pad temperature za vreme
dok se epruveta nalazi u vazduhu, åto je naroøito
kritiøno pri prelazu sa temperature vezivawa na
temperaturu sinteze. Ovaj problem se donekle mo-
ÿe prevaziõi ukoliko se ova operacija obavqa brzo.

Neki od problema koji se javqaju kod amplifi-
katora koji koriste suvi blok za smeåtaj i zagreva-
we epruveta su veõ navedeni. Jedan od ozbiqnih
problema moÿe biti i loå termiøki kontakt izme-
æu zida epruvete i termo bloka. Oblik otvora za
smeåtaj epruveta u termo bloku treba da potpuno
odgovara spoqaåwem obliku epruveta kako bi fi-
ziøki kontakt, a time i prenos toplote bio dobar.
Ukoliko ovo nije sluøaj, moÿe doõi i do velikih od-
stupawa u temperaturi termo bloka i reakcione
smese u epruveti øak i posle duÿeg vremena. Ovo
moÿe biti vrlo problematiøno, poåto i mala od-
stupawa od definisanih temperatura reakcije mogu
vrlo negativno da se odraze na wu, pa øak da dovedu i
do izostanka reakcije. Problem moÿe biti izraÿe-
niji ukoliko je tolerancija u obliku i dimenzijama
kod epruveta prilikom izrade bila velika. Ovaj
problem se moÿe reåiti sipawem u otvor termo
bloka izvesne koliøine toplotno provodeõeg uqa.

I pored smawene pouzdanosti u radu i joå ne-
kih mana, suvi amplifikatori sa Peltierovim ele-
mentima su uzeli primat meæu ureæajima prisutnim
na trÿiåtu. Veõina savremenih amplifikatora ra-
di na ovom principu. Prednosti i pogodnosti koje
oni pruÿaju su zasluÿne za wihovu åiroku raspro-
strawenost.

PCR  I PATENTNA PRAVA

Posle otkriõa PCR-a od strane Keri Mjulisa
„Cetus” je postao nosioc patentnih prava za ovu
inovaciju. „Cetus” je kasnije dobio i patentna pra-
va za Taq polimerazu koja je neophodna za proces am-
plifikacije. Ova firma je time dobila apsolutni
monopol, kako za proizvodwu bilo koje opreme za
PCR  ukquøujuõi amplifikatore, tako i za enzim
Taq polimerazu. PCR se åiroko primewuje u svim
razvijenim zemqama ne samo u istraÿivawima, veõ
i u dijagnostici raznih bolesti. Ove primene imaju
tendenciju konstantnog poveõawa. Procewuje se da
se godiåwe u svetu proda Taq polimeraza u vredno-
sti od oko 200 miliona dolara. Ogromna zarada se
ostvaruje i prodajom amplifikatora i prava na
proizvodwu amplifikatora i ostale opreme za pro-
ces amplifikacije, a to je sve vezano za parentna
prava na PCR. Keri Mjulis je od „Cetusa” dobio na-
gradu za doprinos koji je svojim radom i otkriõem

PCR-a dao firmi u visini od samo 10000 dolara. To
je bio iznos koji je on dobio od „Cetusa” za briqan-
tno otkriõe koje je vredno Nobelove nagrade i koje
je ovoj kompaniji donelo godiåwe prihode od viåe
stotina miliona dolara sa stalnom tendencijom
ubrzanog rasta. Mjulis je na kraju napustio „Cetus”
i viåe ga ne interesuje saradwa ni sa jednom kompa-
nijom koja se bavi biotehnologijom. On sada ÿivi u
malom stanu na obali mora i bavi se molekularnom
biologijom (problematikom  sindroma imunodefi-
cijencije i virusa HIV) i joå nekim drugim obla-
stima.

Ipak, patentno pravo na proizvodwu Taq poli-
meraze je u SAD-u osporeno i 1999. godine progla-
åeno nevaÿeõim. U sudskom sporu izmeæu ameriøke
kompanije „Promega” (Promega) i åvajcarskog far-
maceutskog giganta „Hofman-La Roå” ( Hof-
fmann-LaRoche) patent izdat za ovaj enzim stavqen
je van snage. Naime, „Cetus” je 26. decembra 1989. go-
dine dobio u SAD-u  patent za Taq polimerazu.
Ovim je on dobio apsolutni monopol za proizvodwu
ovog enzima. Ova kompanija je ugovorom vrednim 300
miliona dolara prodala patentna prava kompaniji
„Hofman-La Roå” ne samo za PCR, veõ i za Taq po-
limerazu. Ovaj ugovor nosi sa sobom i licencu koju
je 1990. godine Cetus prodao „Promegi” za proiz-
vodwu enzima. Meæutim, „Hofman-La Roå” je ospo-
ravao pravo „Promegi” da prodaje enzim da bi se ko-
ristio za PCR. Drugim reøima, Promega je morala
naglasiti kupcu da on ne moÿe koristiti enzim za
PCR i da, ukoliko to ne ispoåtuje, moÿe se suoøiti
sa zakonskim kaznama. Ovo bi naravno drastiøno
smawilo prodaju „Promeginog” enzima, a moÿda i
potpuno prekinulo jer on nalazi najveõu primenu
baå u PCR-u.  „Hofman-La Roå” bazirao je svoj zah-
tev na øiwenici da „Promega” nije kupila licencu
za PCR, veõ samo za proizvodwu enzima pa zato ona
moÿe proizvoditi i prodavati enzim, ali se on ne
sme koristiti za PCR. „Hofman-La Roå” je podneo
i sudsku tuÿbu protiv „Promege” zbog nepoåto-
vawa patenta.

„Promega” je reagovala upozorewem da „Cetus”,
a time i „Hofman-La Roå” ne moÿe biti nosioc pa-
tenta jer enzim nisu prvi izolovali nauønici iz
„Cetusa”, veõ je to uraæeno ranije. „Promega” je
tvrdwu bazirala na øiwenici da su Taq polimerazu
ranije izolovale dve grupe nauønika i to u Sovjet-
skom Savezu 1980. godine Kaledin (Kaledin) i sa-
radnici øiji je rad publikovan u Sovjetskom struø-
nom øasopisu Biohemija (Biohimiù) Š6Ð. Rad ove gru-
pe je bio nadovezan na rad Øiena (Chien) i saradnika
sa Univerziteta Sinsinatija 1976. godine koji je
publikovan u Bakterioloålom ÿurnalu (Journal of
Bacteriology) Š5Ð. „Hofman-La Roå” nije uvaÿio ovo
upozorewe veõ je podneo zahteve za patentirawe u
nizu drugih drÿava. Tako je „Promega” podnela kon-
tra tuÿbu sa ciqem da ospori vaÿnost patenta. Po-
sle viåegodiåwih sudskih prepucavawa, ameriøki
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sud je u februaru 1999. godine doneo sudsku presudu
kojom se poniåtava patent za Taq polimerazu izdat
u SAD-u i istovremeno ukidaju sva ograniøewa ve-
zana za wenu primenu u PCR-u.

U sudskoj istrazi je utvræeno da je „Cetus” pod-
neo zahtev za dobijawe patenta za Taq polimerazu i
da su zahtev potpisali nekoliko vodeõih nauønika
koji su radili za „Cetus”. To su bili: D. Gelfand
(D. Gelfand), S. Stofel (S. Stoffel), F. Loujer (F.
Lowyer) i R. Saiki (R. Saiki). Oni su potpisali izja-
vu u kojoj potvræuju da su upoznati sa svim svojim
obavezama prema patentnom birou (podnoåewe taø-
nih podataka, ne dovoæewe u zabludu navedene insti-
tucije itd.) i da shvataju da u suprotnom mogu biti
podvrgnuti zakonom predviæenim kaznama. Sud je
utvrdio da su neåto kasnije Loujer i Saiki prome-
nili miåqewe i podneli peticiju koju su sami pot-
pisali da oni budu povuøeni sa patentne molbe kao
podnosioci zahteva za patent, åto im je bilo i udo-
voqeno.

„Promega” je na suæewu (koje je koje je trajalo 4
nedeqe), u februaru 1999. godine, uspela da dokaÿe
da je „Cetus” dobio patent na prevaru. Sud je utvr-
dio da je patent dobijen tako åto je patentni biro
bio doveden u zabludu. Ovo je proizaålo kao rezul-
tat toga åto su patentnom birou podnosioci zahte-
va dali pogreåno interpretirane podatke izostav-
qajuõi vaÿne øiwenice i dajuõi pogreåne podatke
sa ciqem da dokaÿu da enzim koji su izolovale dve
navedene grupe autora nije isti proizvod koji su
oni izolovali. Kao primer moÿe se navesti da su
tvrdili da razliøite molekulske teÿine enzima
kojeg su oni izolovali i onog koji su izolovali ra-
niji autori znaøe i da su u pitawu razliøiti proiz-
vodi. „Promegini” struøwaci su dokazali da je u pi-
tawu isti enzim, a da su razlike rezultat drugaøijih
metoda koje su koriåõene prilikom odreæivawa
molekulske teÿine i da su „Cetusovi” struøwaci to
znali, ali su patentni biro doveli u zabludu. Oni
su pobili i sve druge navode iz patentne prijave na
osnovu kojih je „Cetus” tvrdio da se radi o razliøi-
tim enzimima, i dokazali da su „Cetusovi” struøwa-
ci svesno dovodili patentni biro u zabludu.

Sud je doneo presudu prema kojoj se patent po-
niåtava i ukidaju sva ograniøewa vezana za upotre-
bu Taq polimeraze u PCR-u. Ovim õe „Hofman-La
Roå” pretrpeti åtetu ne samo zbog gubitka prodaje
i monopola na ovaj enzim, veõ õe se suoøiti sa nov-
øanim odåtetama i drugim zakonskim sankcijama.   

Poniåtavawe ovog patenta je vrlo znaøajno za
nauønu zajednicu jer õe omoguõiti svim proizvoæa-
øima biotehnoloåkih proizvoda da proizvode Taq
polimerazu, åto õe neminovno dovesti do poveõawa
ponude i pada cena na trÿiåtu.  Ovo istovremeno
moÿe voditi ka poniåtavawu patenata za ovaj en-
zim i u drugim drÿavama. Ovim je sud ispravio ne-
pravdu nanesenu nauønicima koji su pre „Cetusa”

izolovali Taq polimerazu i svetu je pokazano ko je
zasluÿan za izolovawe enzima vaÿnog za ovu izuzet-
no znaøajnu hemijsku reakciju.

A b s t r a c t
POLYMERASE CHAIN REACTION

Danko Obradoviõ

University of Montenegro, School of Sciences, Biolgy De-
partment, P.O.Box 211, 81000 Podgorica, Yugoslavia.

Molecular biologist often analyzes a DNA molecule
sequence. Since 1984, when polymerase chain reaction
(PCR) has been innovated by Kary B. Mullis, DNA molecu-
le analysis was greatly simplified. PCR enable amplifica-
tion of a DNA sequence in very large number of copies
(billions or even more). This method has been applied in
many fields: diagnostic of infectious diseases , criminology,
and analysis  of archeological samples (of human, animal
and plant origin). It has made tremendous impact on scienti-
fic work as well as  on everyday life. Kary Mullis became a
Nobel Price winner in chemistry in 1993 for developing
PCR.  
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HEMIJSKA ØITANKA

Priredio  prof. Ÿivorad Øekoviõ
Zavod za uxbenike i nastavna sredstva

Beograd, 1999

Nedavno se u kwiÿarskim izlozima pojavila
kwiga pod neobiønim naslovom Hemijska øitanka
koju je priredio profesor Ÿivorad Øekoviõ sa He-
mijskog fakulteta a izdao Zavoda za uxbenike i na-
stavna sredstva. Ova Hemijska øitanka namewena je
profesorima i nastavnicima hemije u gimnazijama,
sredwim i osnovnim åkolama, ali prvenstveno je
namewena uøenicima koji pokazuju naroøito inte-
resovawe za hemiju. Sadrÿaji ove Øitanke mogu po-
buditi interesovawe i kod mawe zainteresovanih
uøenika kao i kod obiønih, znatiÿeqnih qudi, koji
se mogu upoznati sa savrenmenim dostignuõima, mo-
guõnostima i tajnama hemije.

Prireæivaø i idejni tvorac ove kwige, profe-
sor Øekoviõ je paÿqivo odabrao 37 najaktuelnijih
oblasti i tema iz najrazliøitijih delova hemije  i
za svaku temu odabaro je najautoritativnijeg nauø-
nika za autora priloga (35 autora) da savremene i
aktuelne teme i materijale prikaÿu i predstave na
popularan naøin, prikladan kako profesorima ta-
ko i uøenicima.  Kwiga je kvalitetno åtampana na
540 strana u tvrdom povezu. Iskusni gimnazijski
profesori hemije svojim recenzijama potvrdilu su
popularni karakter kwige i prilagoæenost opisa
pojedinih tema potencijalnim øitaocima.

Sadrÿaj øitanke slikovito je naznaøen na ko-
ricama same kwige, gde je simboliøno prikazano da
hemija nudi “reåewa za buduõnost”, reåewa mnogih
problema  savremenog sveta , kao åto  su hrana,
zdravqe, energija, lekovi, materijali i drugi hemij-
ski  proizvodi. Sadrÿaj Hemijske øitanke, iz naj-
razliøitijih oblasti hemije i nekih graniønih ob-
lasti, toliko je bogat po savremenosti i nauønoj i
primewenoj vaÿnosti da bi trebalo mnogo prostora
da se detaqno prikaÿe. Veõina tema nije dovoqno
obuhvaõena ili nije uopåte obuhvaõena nastavnim
programima niti opisana u postojeõim  uœbenicima
hemije za sredwe åkole.

U uvodnom poglavqu se govori o tome åta je he-
mija danas i åta su wena savremena stremqenaja i
dostignuõa, zatim u kwizi se mogu naõi ølanci sa
novijim shvatawima o hemijskoj evoluciji i postan-

ku ÿivota na Zemqi, o specifiønostima i mehaniz-
mu dejstva enzima kao “pokretaøa ÿivota”, o  hemij-
skom sastavu i delovawu antibiotika, droga i hlu-
cinogenih  jediwewa. Opisan je i hemijski karakter
procesa starewa ÿivih organizama, genetsko inÿe-
werstvo  i tehnika klonirawa.  Izloÿena je veza
izmeæu biologije i neorganske hemije, savremena
analitika u medicini i zdravstvu i uvek aktuelna
tema o biohemiji hrane i ishrane. Dat je prikaz o
feromonima – jediwewima pomoõu kojih komunici-
raju insekti i drugi ÿivi organizmi. U posebnim
poglavqima opisan je postanak hemijskih elemena-
ta i sinteze elemenata kojih nema u prirodi, zatim
hemija draguqa, kompleksnih jediwewa i wihovih
primena. Energetske teme opisane su u odvojenim
poglavqima o hemijskim izvorima struje,  nuklear-
nom gorivom ciklusu, o fuziji kao energiji buduõ-
nosti.  U ølancima o materijalima prikazani su po-
limerni materijali, kompozitni materijali, pri-
rodna i veåtaøka vlakna, tenzidi i povråinski ak-
tivne materije, boje, pesticidi, legure lakih meta-
la, zeoliti, nafta i eksplozivi. Savremeno i popu-
larno obraæene  su teme iz osnova hemija, kao åto
su termodinamiøka interpretacija hemijskih reak-
cija, struktura i reaktivnost molekula , hemijske
reakcije od epruvete do reaktora kao i uvek aktuel-
ne teme o zagaæewu vazduha. Na kraju su prikazani
nauøni doprinosi najznaøajnijih hemiøara u Srbiji.

Ova Hemijska øitanka nije uœbenik veõ kwiga
koja se øita dobrovoqno, bez primoravawa. Profe-
sor Øekoviõ je wome ÿeleo da hemiju pribliÿi sva-
kom øitaocu, da je uøini razumqivom i åto pristu-
paønijom, ÿeleo je da ukaÿe da hemija nije bauk, veõ
blagotvorna i korisna nauka, øija dostignuõa kori-
stimo u najrazliøitije svrhe u svakodnevnom ÿivo-
tu.

U ovoj kwizi  prireæivaø je nastojao da hemiju
poveÿe sa zahtevima i potrebama savremenog sveta,
da se objasne pojmovi o kojima se øesto govori, da se
predstave i objasne materijali koje svakodnevno ko-
ristimo. Nastojao je da se o savremenim pojmovima,
materijalima , hemijskim jediwewima, govori sa
åto mawe jednaøina i formula, terminologijom i
stilom  prihvatqivim  za profesore i radoznale
uøenike. Profesor Øekoviõ je nastojao da hemiju
realno postavi usred øovekovog materijalnog ÿivo-
ta i da ukaÿe da ona nije zabava i ciq nauønika veõ
da je sve u nama i oko nas i da su veøite promene ma-
terije samo hemijski procesi.  

Sneÿana Bojoviõ

BELEÅKE
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SVEØANA SKUPÅTINA SRPSKOG HEMIJSKOG DRUÅTVA

Sveøana godiåwa skupåtina SHD odrÿana je u
øetvrtak, 7. decembra 2000. godine u Sveøanoj sali
Rektorata Univerziteta u Beogradu, Studentski trg
1, sa poøetkom u 11 øasova.

P R O G R A M
Poruka Predsedniåtva Druåtva

• Jovan Jovanoviõ: "Pirolitiøko uqe - dimeri
i trimeri indena"

• Uruøivawe godiåwih nagrada i priznawa
Druåtva

• Branko Duwiõ: "Hiralne poliuree kao nosa-
øi katalizatora za asimetriønu katalizu"

• Iz istorije Druåtva

I ove godine naåe Druåtvo dodelilo je, na Sve-
øanoj skupåtini, svoja tradicionalna priznawa stu-
dentima i svojim ølanovima koji su, svojim radom, do-
prineli unapreæewu hemijske nauke u nas.

Prva grupa priznawa bila su studentska prizna-
wa. Ona su namewena najboqim diplomiranim  stu-
dentima hemije i hemijske tehnologije na Univerzi-
tetima u Srbiji, koji su, po Pravilniku o nagradama
SHD, diplomirali do kraja junskog ispitnog roka
tekuõe åkolske godine sa proseønom ocenom iznad
9,00.

Za ovu  godinu nosioci specijalnog priznawa
SHD za izvanredan uspeh u studirawu su:
• Biqana Åqukiõ, Fakultet za fiziøku hemi-

ju, Beograd (9,06)
• Miloå Mandiõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd. (9,06)
• Vladimir Tomoviõ, Tehnoloåki fakultet,

Novi Sad (9,09)
• Petar Radiåiõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd.(9,11)
• Vladan Bjeliõ, Tehnoloåko-metaluråki fa-

kultet, Bgd. (9,14)
• Milka Igwatoviõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd.(9,14)
• Milan Æoræeviõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd. (9,19)
• Miroslav Ranøiõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd.(9,26)
• Dejan Anæelkoviõ, Hemijski fakultet, Beo-

grad (9,30)
• Saåa Antonijeviõ, Hemijski fakultet, Beo-

grad (9,40)
• Zorana Naunoviõ, Tehnoloåko-metaluråki

fakultet, Bgd. (9,40)
• Slaæana Priåiõ, Hemijski fakultet, Beo-

grad (9,71)

• Danijela Bubalo, Hemijski fakultet , Beo-
grad (9,73)
Dobitnici godiåwe nagrade SHD za studente,

koja se dodequje petoroma "najboqih meæu najboqi-
ma" su:
• Duåica Vidoviõ, Prirodno-matematiøki

fakultet, Kragujevac (9,43
• Ivan Dimitrijeviõ, Tehnoloåko-metalurå-

ki fakultet, Bgd. (9,43)
• Maja Parac, Fakultet za fiziøku hemiju, Be-

ograd (9,58)
• Sræan Ronøeviõ, Institut za hemiju PMF,

Novi Sad (9,81)
• Ogwen Miqaniõ, Hemijski fakultet, Beo-

grad (9,93)
Druga grupa priznawa je proglaåavawe za za-

sluÿnog ølana SHD, koje se zasluÿuje predanom ak-
tivnoåõu u Druåtvu i u nekoj oblasti hemije. Ove
godine za zasluÿnog ølana Druåtva izabrani su:
• Vukadin Leovac
• Danka Jovanoviõ
• Ubavka Mioø

Najzad, dodeqena su nauøna priznawa Druåtva za
doprinos razvoju hemijske misli u nas. Od øetiri mo-
guõa priznawa:
• Medaqe za trajan i izvanredan doprinos nau-

ci
• Medaqe za pregalaåtvo i uspeh u nauci
• Medaqe za izuzetan doprinos primeni nauke

u industriji i
• Medaqe za izvanredne rezultate u nastavi,

ove godine dodeqeno je tri.
Jedno je Medaqa za pregalaåtvo i uspeh u nauci,

koja se dodequje mladim nauønim radnicima i koju je,
svojim nauønim doprinosom u oblasti elektrohemije,
zasluÿio
• Branimir Grgur

Drugo je  Medaqa za izuzetan doprinos primeni
nauke u industriji koju je, svojim ostvarewima u pri-
meni mikrobioloåke hemije i biotehnologije u kon-
kretnim proizvodima, zasluÿio
• Miroslav M. Vrviõ

Naåe najveõe nauøno priznawe - Medaqu za tra-
jan i izvanredan doprinos nauci - dobio je
• Bojan Æoræeviõ
za dugogodiåwi plodan nauøni doprinos na uspo-
stavqawu rigoroznih modela pri izraøunavawu ter-
modinamiøkih osobina binarnih i viåekomponen-
tnih jednofaznih i viåefaznih sistema.

Oøekujemo da õemo sledeõe godine, u novembru
mesecu 2001., na Sveøanoj sednici SHD biti u prili-
ci da øujemo predavawa danaåwih dobitnika medaqa:
Bojana Æoræeviõa i Branimira Grgura.

VESTI IZ SHD
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