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KIRISH

Biotexnologiya fanining yo‘nalishlaridan bin -  bu fermentlar 
muhandisligi bo‘lib, ushbu yo‘nalish turli sohalaming rivojlani- 
shida muhim rol o‘ynaydi. Fermentlar, ya’ni enzimlaming kim- 
yoviy reaksiyalardagi ko‘plab yangi xususiyatlarining ochilishi, 
biotexnologik yo‘l bilan ulaming barqaror shakllarining yaratili- 
shi bir nechta yo‘nalishlaming paydo bo’lishiga va taraqqiy eti- 
shiga imkon yaratdi. Enzimologiya muhandisligi sohasining jadal 
tusda rivojlanishi asosida enzimologiyada fundamental tadqiqot- 
lar bilan birga, natijalami amaliyotga tatbiq etish birgalikda olib 
borildi. Biologik faol moddalami ma’lum manbalardan ajratish, 
tozalash va amaliyotda qo'llash sohasidagi yutuqlar yuqori da- 
rajada katta ahamiyat kasb etdi. Biokatalizatorlaming noyob xu­
susiyatlari, ya’ni ulaming spetsifikligi va yuqori katalitik faolligi 
hamda ferment molekulalari stmkturasini tutuvchi bog'laming 
xususiyatlari haqidagi ma’lumotlar, bir qator ilmiy masalalami 
hal etishga qaratilgan tadqiqotlarda muhim natijalar olishda asos 
sifatida katta rol o‘ynadi.

Hozirgi kunda immobillangan oqsillar va turli biologik faol 
moddalar (BFM) bilan birgalikdagi polimer sistemalar biotexno­
logiya va tibbiyotning turli sohalarida keng qo‘llanilib kelinmoq- 
da. Yuqori fermentativ faollik, mukammal substrat spetsifiklik 
kabi fermentlaming noyob xususiyatlari, ulardan amaliy foyda- 
lanish imkoniyatlarini aniqlab berdi. Tibbiyotda va sanoatda tur­
li fermentlardan foydalanishning samarasi yuqoriligiga qaramay, 
turli biologik faol moddalaming o‘zgamvchanligini va boshc 
xususiyatlarini hisobga olish zamr»- lOS/I DE VA pedagogika
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Nativ holatdagi, ya’ni bog‘lanmagan holatdagi fermentlar 
ma’lum muddat saqlanganda o‘z fermentativ faolligini yo‘qotishi 
va shu bilan birga fermentlar biologik sistemalarda barqaror 
boim asligi to‘g‘risidagi ma’lumotlar ko‘plab ilmiy adabiyotlar- 
da keltirilgan. Shuning uchun ham fermentlarning turli sohalar- 
da keng qo‘llanilishi birmuncha chegaralangan. Ushbu kamchi- 
liklarni bartaraf etish ko‘p yillardan beri dolzarb muammolardan 
biri bo‘lib kelmoqda. Bugungi kunda ushbu muammolami fanda, 
amaliyotda fermentlar bilan birga, turli tabiiy va sintetik tashuv- 
chilar vositasida immobillash orqali bartaraf etish usullari ishlab 
chiqilib, amaliyotga joriy etilmoqda.

Enzimologiyaning jadal rivojlanishi uning tibbiyot va far- 
matsevtika sohalariga tez sur’atlarda kirishida muhim asos bo‘ldi. 
Faol moddalaming yangi xususiyatga ega bcflishini modifi- 
katsiyalash orqali hal etilishi, nazariy va amaliy masalalami uzil- 
kesil yechishga olib keldi. Biroq bu o‘rinda shuni qayd etish lo- 
zimki, barqaror biologik sistemalami, shuningdek faol moddalami 
ishlab chiqarishda, oziq-ovqat sohasida, tibbiyotda, farmatsevti- 
kada, diagnostikada va boshqa turli sohalarda qo‘llash bogMangan 
biologik faol moddalami o‘ziga xos sharoitlarda o‘rganishni taqo- 
zo etadi.
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1-BOB. FERMENTLAR

1.1. Fermentlar va ularning xossalari

Fermentlar (lotincha «fermentum» -  bijg‘imoq, achitqi) 
barcha tirik hujayralarda mavjud bo‘lgan va biologik kataliza- 
tor vazifasini bajaruvchi spetsifik oqsillardir. Ular yordamida 
genetik axborot aniqlanadi va tirik organizmlarda moddalar va 
energiya almashinuvi jarayoni amalga oshiriladi. Fermentlar 
sodda va murakkab ko‘rinishdagi oqsillar bo‘lib, ulaming tarkibi 
oqsilli komponent (apoferment) va oqsil boMmagan qism -  ko- 
fermentlardan tashkil topgan. Fermentlarning ta’sir samaradorligi 
oraliq ferment-substrat kompleksining hosil bo‘lishi natija:sidagi 
katalizlanish energiyasining kamayishi bilan aniqlanadi Substrat- 
laming bog‘lanishi faqatgina ma’lum substratlar bilangina faol 
markazlarda sodir boMadi. Fermentlarning xususiyatlaridan biri 
yo‘naltirilgan va boshqariladigan ta’sirga egaligidir. Shu sababli, 
barcha turdagi moddalar almashinuvi, faol moddalar sintezi, fer­
mentlar ishtirokida boradigan boshqa turli jarayonlar muvofiqlik 
asosida amalga oshadi va nazorat qilinadi.

Yana shuni qayd etish lozimki, fermentlar molekulalari struk- 
turasining fazoviy tuzilishi ham muhim ahamiyatga ega bo‘lib, 
buning asosida uning faolligi xarakterlanadi. Ushbu holat fer­
mentlar ta’sir tezligining o‘zgarishi bilan aniqlanadi va substrat 
hamda kofaktorlar konsentratsiyasi, muhit pH, haroratga,, shu­
ni ngdek, aktivatorlar va ingibitorlarning (masalan, adenil puk- 
leotidlari, karbonil, sulfogidril birikmalar) ishtirokiga bqg‘jiq
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bo‘ladi. Ba’zi fermentlar faol markazlardan tashqari, alloste- 
rik boshqamvchi markazlarga ham ega bo‘ladi. Fermentlar 10- 
sintezi genlar nazorati ostida bo‘ladi. Hujayra tarkibida oimiy 
uchraydigan konstitutiv fermentlar va biosintezga muvofiq su 
stratiar orqali faollanuvchi indutsirlanuvchi fermentlar ajratiladi. 
Bir-biri bilan o‘zaro funksional bog‘langan fermentlar hujayra a 
strukturaviy tuzilmalar -  poliferment komplekslami hosil qiladi. 
Ko‘pchilik fermentlar yoki ferment komplekslan hujayra mem- 
branasi yoki organoidlari (mitoxondriya, lizosoma, mikrosoma) 
bilan mustahkam bog‘langan bo‘ladi va moddalaming membrana
orqali faol transportida ishtirok etadi. ^

Hozirgi kunda 20000 dan ortiq fermentlar ma’lum bo lib, 
ulaming ko‘pchiligi tirik hujayralardan ajratib olingan. Bmnchi 
kristall ferment (ureaza) amerikalik biokimyogar D.Samner to- 
monidan 1926-yilda kristall holatda olingan. Fermentlaming ami- 
nokislotalar ketma-ketligi o‘rganilgan va uch о lchamli fazo a 
polipeptid zanjirlaming joylashishi tushuntirib berilgan. Labora- 
toriya sharoitida ribonukleaza fermentining sun iy kimyoviy sin 
tezi amalga oshirilgan. Fermentlar preparatlaridan turli jarayon- 
larda, jumladan, faol moddalami olish va miqdorini amqlashda, 
gen muhandisligi usullarida nuklein kislota molekulalaridan nus 
xa ko'chirish, o‘zgartirishda, turli yuqumli va autoimmun kasal- 
liklar diagnostikasida va ulami davolashda, shuningdek, bir 4ato^ 
yengil sanoat, oziq-ovqat va farmatsevtika sanoatida, texnologi 
jarayonlarda keng foydalaniladi. Shu bilan birga biokatalizator ar 
ulaming oqsil tabiatidan kelib chiquvchi qator spetsifik sifatlar 
bilan ta’riflanadi. Bu sifatlar fermentlami oddiy tipdagi kataliza- 
torlardan ajratib turadi. Bunga fermentlaming barqarorligi (haro- 
rat ta’sirida o‘zgarishi), ulaming muhit pHi qiymatiga bog‘hqhgi, 
spetsifikligi va aktivatorlar hamda ingibitorlar ta sirida faolli a- 

rining o‘zgarishi kiradi.
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optimal barorati esa 0 va 10' C oralig'ida, yuqori haroratlarda esa
rermentnjng energetik oksidlanishi va uning inaktivatsiyasi ke- 
chadi.

, FermentIar faolligi pH muhitga bog‘liq bo‘lib, ushbu omilning 
ta sin ustida ko‘pgina olimlar tadqiqot ishlarini olib borganlar 
Ohb bonlgan ilmiy izlanishlaf asosida shu narsa m a’lum bo‘ldiki 
har bir ferment uchun uning maksimal faolligini ko'rsatuvchi mu- 
hitnmg pH qiymati mavjud ekan. Bir qancha fermentlar uchun pH 
muhitda uning maksimal faolligi, neytral nuqta yaqinida namo- 
yon bo‘lar ekan. Kuchli kislotali yoki kuchli ishqoriy muhitda esa 
faqatgina ba’zi fermentlar yaxshi ishlar ekan.

Vodorod ionlarining yuqori yoki past (optimal bilan solish- 
tirganda) konsentratsiyaga octishi, ferment faolligining bir tekis 
pasayishi bilan bog‘liqdir.

Vodorod ionlari konsentratsiyasining ferment katalitik faolli- 
giga ta siri, uning faol markazga ta’sirida ko‘rinadi. Turli reak- 
sion p p  muhitda, muhit kuchli yoki kuchsiz ionlashgan bo‘lishi 
mumkin. Bundan tashqari, muhitning pH substratning ionlanish 
darajasiga, ferment-substrat kompleksi va reaksiya mahsulotlari- 
ga ham ta sir ko‘rsatadi. Shuningdek, fermentning holatiga un- 
dagi kation va anion markazlar mutanosibligi ham katta ta’sir 
ko‘rsatishi mumkin.

Fermentlaming substratlar bilan o‘zaro ta’siri, ya’ni spetsi- 
fiklik -  fermentlaming eng asosiy xususiyatlaridan biridir Ular- 
mng bu xususiyati o ‘tgan yuz yillikda, ya’ni strukturasi jihatidan 
yaqin moddalar -  fazoviy izomerlarida (a- va P-metilglukozidlar) 
efir bogUanning uzilishi, ikkita biologik faol moddalar yordami- 
da amalga oshirilishi aniqlangandan so‘ng ma’lum bo‘lgan Fer­
mentlar spetsifikligi haqidagi ma’lumotlar, ayniqsa, fermentlar 

lr-biridan sezilarsiz farqlarga ega kimyoviy birikmalarni ham, 
masalan, metilglukozid molekulalaridagi 1-uglerod atomidagi 
vodorod atommi va metoksil radikalining fazoviy joylashuvini
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ajratishi mumkinligi ma’lum bo‘lgandan so ng yanada mustah- 

kamlandi.
Ilmiy adabiyotlarda ko‘rsatilishicha, ferment substrat bilan 

xuddi «kalit-qulf» prinsipi asosida bog‘lanar ekan. Ushbu naza- 
riya 1894-yilda E.Fisher tomonidan ta’riflangan. Shundan kelib 
chiqqan holda, fermentning ta’sir spetsifikligi, qat’iy ravishda 
substrat va ferment faol markazining geometrik strukturasi mosli- 
gi asosida amalga oshar ekan.

Biroq ushbu prinsip o‘tgan asming o‘rtalarida D.Koshlandnmg 
substrat va fermentning indutsirlangan mosligi qonumyati bilan 
almashtirildi. Uning mohiyati, substrat va ferment faol markazi­
ning fazoviy mosligi, ulaming bir-biri bilan xuddi «qo‘lqop-qo‘1» 
prinsipi asosida bog‘lanishi orqali amalga oshishi bilan tushuntin- 
lib berildi. Ushbu jarayonga aniqlik kiritiladigan bo Isa, substrat- 
da ba’zi bogiam ing o’zgarishi, ferment molekulasida esa konfor- 
matsion qayta tartiblanish sodir bo‘lishi yuz beradi. Ferment faol 
markazining o‘zgaruvchanligi, Koshland nazariyasi bo‘yicha, fer­
mentlaming faollanish va ingibirlanish ta’siri hamda ular faolligi- 
ning turli omillar ta’sirida boshqarilishi ushbu qonumyat yorda- 
mida qoniqarli darajada asoslab berildi. Xususan, ferment faolligi 
o‘z°arish jarayonida undagi konformatsion qayta tartiblamshlami 
Koshland o‘rgimchakning o ijasi (substrat) tushgan paytdagi teb- 
ranishi bilan taqqoslagan.

Hozirgi kunda Koshland farazining o‘rmm sekinlik bilan topo- 
kimyoviy muvofiqlik gipotezasi egallamoqda. Topokimyoviy mu- 
vofiqlikka ko‘ra, substrat va fermentning bir-birim indutsirlovchi 
asosiy holatlarini saqlagan holatda, fermentning ta’sir spetsifikli­
gi, birinchi navbatda, substratning kataliz jarayonidagi o‘zgarmay 
qoladigan qismlarini tanishi orqali bonshi tushuntinladi. Bu ho­
latda substratning o‘zgarmas qismi va fermentning substrat mar- 
kazi orasida ko‘p sonli gidrofob bog‘lanishlar va vodorod bog lar 
paydo bo‘lishi bilan xarakterlanadi.
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1.2. Fermentlarni ajratish, tozalash 
texnologiyalari

Uzoq yillar davomida barcha fermentlar oqsil tabiatli modda- 
lar deb sanalib kelingan. 80-yillarga kelib, quyimolekular ribo- 
nuklein kislotalami turli holatlarga o‘tish reaksiyalarini tezlash- 
tirishda fermentlarning roli mavjudligi ma’lum bo‘ldi. Bu esa 
ribozimlar deb ataluvchi poliribonukleotid tabiatiga ega ba’zi fer- 
mentlar haqidagi qarashlaming paydo bo‘lishiga olib keldi va bir 
qator fermentlar, jumladan ribonukleazalar, lizotsim, ferredoksin, 
sitoxrom S kabi fermentlarning laboratoriya sharoitidagi sintezi 
amalga oshirildi. Sintetik fermentlarning olinishi murakkab va 
qimmat boMganligi sababli, hozirgi kunda fermentlarni olishning 
eng samarali yagona usuli, bu ulami biologik obyektlardan ajratib 
olish hisoblanadi.

Fermentlarni ajratishning maxsus usullari mavjud bo‘lsa-da, 
fermentlarni boshqa oqsillar singari klassik yoki biospetsifik usul- 
lar yordamida ajratish samarali hisoblanadi. Lekin fermentlarning 
nativ xususiyatlarini tozalash jar ay oni da yaxshi saqlanuvchi usul- 
lardan biri, bu glitserin bilan ekstraksiya qilish, shuningdek, 10° 
C dan yuqori bo‘lmagan haroratda tez suvsizlantirish va asetonli 
kukunlar yordamida ajratish kabi metodlami aytib o‘tish mumkin. 
Ushbu usullar qatoriga fermentlarni adsorbentga adsorbsiyalash 
yo li bilan olinishini ham kiritish mumkin. Adsorbsion metod fer­
mentlar kimyosiga A.Y.Danilevskiy tomonidan kiritilgan bo‘lib, 
fermentologiya yo‘nalishining rivojlanishida muhim turtki bo‘ldi. 
Hozirda fermentlarni ajratish va tozalashning adsorbsion metodi 
batafsil o‘rganilgan. Shular qatorida ionalmashinuvli xromatog- 
rafiya, elektroforez va asosan izoelektrofokuslash kabi metodlar 
ham keng qo‘llanilmoqda. Adsorbsion metodning modifikatsiya 
qilingan usullaridan biri affin xromatografiya metodi hisoblanib,
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bunda adsorbent fermentga xos ravishda tanlanadi yoki sintez qi- 
linadi. Natijada, xromatografiya jarayonida faqat ushbu ferment- 
gina kolonkada ushlab qolinadi, qolgan moddalar esa kolonkadan 
chiqib ketadi. Ushbu metod asosida faqatgina bir qavatli (affin 
sorbsiya -  elutsiya)ni qo‘llagan holda, ferment molekulasini bir 
necha ming marotabagacha tozalash mumkin.

Hujayradan, subhujayraviy strukturalar: lizosomalar, mito- 
xondriyalar, yadro tarkibidan va boshqa individual strukturalar- 
dan fermentlarni muvaffaqiyatli ajratib olish uchun hujayrani 
va yuqorida qayd etilgan komponentlami juda ham maydalash 
kerak bo‘ladi. Fermentlarni ajratib olishda barcha jarayonlar 
uchun eng muhimi, bu oqsil denaturatsiyasi jarayoni hisoblanadi. 
Sababi, fermentlarni ajratish jarayonida ferment o‘z fermentativ 
faolligini yo‘qotmasligi lozim. Shuning uchun, ferment molekula­
sini ajratishda -NS- guruhni tutuvchi birikmalami (sistein, gluta- 
tion, merkaptoetanol, sisteamin, ditiotreitol va boshq.) himoyaviy 
qo‘shimchalar ishtirokida olib borish kerak.

HS74CH74CH23/4NH 4 Ш 4СНУ4СН(ОН) 3/4CH(OH) 3/4 
CH^SH

Sisteamin Ditiotreitol
Fermentlarni ajratib olishning barcha bosqichlarida past ha- 

roratni ushlab turish kerak, chunki ular oqsil tabiatli bo‘lganligi 
sababli, harorat yuqori bo 'lsa o‘z faolliklarini yo'qotishlari mum­
kin.

Ferment preparatining tozalik darajasini, ya’ni gomogenli- 
gini baholash uchun oqsil kimyosida mavjud metodlarga taya- 
niladi. Yuqori tozalikka ega, gomogen ferment preparatlami 
olish usullarining takomillashishida, birinchi marta 1906-yilda 
A.D.Rozenfeldning fermentlar ustida olib borgan tadqiqotlari mu­
him rol o‘ynadi. Olim tomonidan aniqlangan fermentning kris- 
tall (turpdan oksidaza fermentini ajratib, kristallar ko‘rinishida 
taqdim etgan edi) holatda bo‘lishi mumkinligining ko‘rsatilishi
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fermentologiyada keskin burilishga sabab bo‘ldi. Shundan so‘ng, 
boshqa enzimolog olimlar tomonidan katta tadqiqot ishlari olib 
borildi va ular bir qator fermentlami kristall holatda ajratib olish- 
ga muvaffaq boMdilar.

Ferment preparatining tozalik darajasi uning biologik faolli- 
gi bilan xarakterlanadi. Agar uning faolligi tozalash jarayonining 
keyingi bosqichida ortmasa, preparat o‘zining maksimal faolligi- 
ga erishgan, deb hisoblash mumkin. Bu o‘rinda shuni qayd etish 
lozimki, bugungi kundi fermentologiyada fermentlar ro‘yxatiga 
kiritilgan 2000 dan ziyod fermentdan 1500 tasi turli usullar yor- 
damida ajratib olingan bo‘lib, ular turli darajada tozalangandir. 
Ulardan ba’zilari kristall holatda olingan.

Fermentlar va boshqa oqsil moddalar har xil erimaydigan bi- 
rikmalarga adsorbsiyalanishi (so‘rilishi) mumkin. Bu xususiyat 
oqsil aralashmalarini ajratishda va ayniqsa, fermentlami labo- 
ratoriya sharoitida tozalashda hamda gomogen bo‘lgan ferment 
preparatlarini olishda muhim rol o‘ynaydi. Adsorbsiya usuli, shu 
bilan birga, kolonkali xromatografiya usullari fermentlami yuqori 
darajada toza va ko‘p miqdorda olish imkonini beradi

Oqsill anting muhim adsorbentlari bo‘lib, har xil ion alma- 
shuvchilar, ya’ni kalsiy fosfat, aluminiy gidroksid gellari va 
ma’lum tipdagi fermentlar uchun maxsus bo‘lgan har xil affin 
adsorbent moddalar hisoblanadi. Fermentlami tozalash va oqsil- 
lami ajratish texnologiyasi quyidagicha amalga oshiriladi. Bunda 
fevment preparatining oqsil aralashmasi fermentga xos va mos 
bo lgan erituvchida (buferda) eritiladi va shu erituvchi bilan mu- 
vozanatlangan kolonkaga yuboriladi. Keyin esa shu kolonkadan 
bufer yoki konsentratsiyasi ortib bomvchi gradiyentli yuvish 
eritmasi yoki bo‘lmasa ushbu ferment uchun maxsus boigan 
bog lovchi (ligand) yordamida oqsil bosqichma-bosqich yuviladi. 
Kolonkadan yuvish natijasida olingan ferment preparatlari frak- 
siyalarga ajratilgan holda yig‘iladi va fermentning toza preparati- 
ni olish uchun boshlang‘ich material bo‘lib xizmat qiladi
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1.3. Ionalmashuv xromatografiya usuli

lonalmashuv xromatografiya usulida oqsillar elektrostatik 
kuch yordamida bogTanadi, ya’ni ushbu jarayon zaryadlangan 
oqsil guruhlari va zaryadlangan ionalmashuv birikma guruhlari- 
ning zich qatlami asosida yuzaga keladi.

Tipik ionalmashuvchi sifatida bo‘ktirilgan dietilaminoetil- 
iij (DEAE-) yoki karboksimetil (KM-) sellulozani ko‘rsatish 
mumkin. Ular bo‘ktirilgan holatda zaryadli guruhlaming 0,5 M 
konsentratsiyasiga ega bo‘ladi. Bu zaryadlar kolonkada qarama- 
qarshi bo‘lgan ionlarni (metall ionlari, xlor ionlari, bufer va h.k.) 
neytrallaydi. Odatda, oqsilning umumiy zaryad belgisi ion alma- 
shuvchiga o‘tirgan ion belgisi bilan bir xil bo‘ladi va kolonkadan 
o'tish jarayonida ay nan uni siqib chiqaradi. Shuning uchun ham 
bu jarayon xususiyatiga qarab «ionalmashuv» deb yuritiladi.

Kolonkada adsorbsiyalangan kerakli oqsilni yuvish uchun af- 
fln xromatografiya usulidan tashqari yana ikki usuldan foydalani- 
ladi.

Birinchi usul -  bufeming pH ko‘rsatkichini ma’lum dara- 
jada o‘zgartirish bilan ion kuchini oshirib, adsorbent va oqsil 
o'rtasidagi elektrostatik o‘zaro ta’simi kamaytirishdir. Bu usul 
umuman yaxshi natija bermaydi. Chunki bufer pH ko‘rsatkichini 
birdaniga o‘zgartirish oqsil aralashmalari va boshqa birikmalar- 
ning yomon ajralishiga sabab bo‘ladi.

Keyingi yillarda bu usul xromatofokus usuliga o‘tkazish yo‘li 
bilan takomillashtirilmoqda. Bunda yuvish jarayonida amfolit ti- 
pidagi buferlardan foydalaniladi.

Ikkinchi usul -  keng miqyosda foydalanilayotgan kaliy yoki 
natriy xlorid tuzlari yordamida gradiyent tuzishga asoslangan. 
Tuz ionlari ishtirokida mustaqil oqsil va adsorbentlar o‘rtasidagi 
o'zaro tortish kuchi kamayadi. Tuz ionlari konsentratsiyasining
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oshishi bilan adsorbentga bog‘langan oqsillar o ‘z o‘rinlarini tuz 
ionlariga bo'shatadilar va o‘zlari kolonkadan yuvilib chiqa bosh- 
laydilar. Shu bilan birga tuz ionlari ta’sirida adsorbentlar o‘zaro 
yaqinlashib, oqsil harakati uchun tor yo‘lkalar hosil qiladi va bu 
hodisa fermentlaming kolonkadan chiqishida fraksiyalarga ajratib 
olish imkonini beradi.

Ionalmashuvchiga bog‘langan fermentni esa ushbu jarayonda 
affinli yuvish yordamida ajratish mumkin. Buning uchun kolon- 
kaga oqsil bilan bog‘lanadigan maxsus ligand yuboriladi. Bunda 
oqsil ligand bilan birgalikda tezda kolonkadan yuvilib chiqadi. 
Lekin kerakli oqsilni taniydigan va uni sorbentdan ajratib oladi- 
gan ligandni topish juda mushkul vazifadir. Shu bilan birga li- 
gandning qanday zaryadlanganligi va konsentratsiyasiga alohida 
e ’libor berish kerak. Aks holda qarama-qarshi holatda ligand o‘zi 
ionalmashuvchiga bog‘lanib qolishi mumkin.

1.4. Affinli (biospetsifik) xromatografiya usuli

Affinli (biospetsifik) xromatograflya usuli oqsil va ferment- 
lami tozalash va ajratishning adsorbsiya hodisasiga asoslangan 
usullari ichida alohida o‘rin egallaydi. Ko‘pincha ushbu usul affin 
xromatograflya yoki bioaffin, yoxud biospetsifik xromatograflya 
deb yuritiladi.

M a’lumki, barcha biologik faol birikmalar, xususan, ferment- 
lar ham ligandlar yoki affinli ligandlar deb nomlanadigan birik- 
malarga maxsus bog‘lanish xususiyatlariga egadir. Agarda shun- 
day ligandlar inert matritsaga kovalent bog‘lansa, faqat kerakli 
fermentni bogiovchi va qolgan oqsil moddalami o‘tkazib yubo- 
ruvchi maxsus adsorbentni hosil qilish mumkin.

Maxsus yuvuvchi buferlar yordamida yoki jarayon optimal 
sharoitlarini yaratish asosida, ligandning fermentga bo‘lgan 
xususiyatini o'zgartirish orqali desorbsiyalash yo‘li bilan bitta
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yuqori tozalikka ega bo‘lgan ferment preparatini olish mumkin- 
dir Biroq ligandni va matritsani, ya’m sorbentm tanlash juda 
i.iyin vazifadir. Ko‘pchilik hollarda affin adsorbentlami sintez 
qilishda tozalanayotgan fermentning xususiyatlanm e’tiborga

olish kerak.
Sorbent yuqori spetsifiklikka ega bo‘lmasligi, boshqa ferment- 

larni, turli moddalami ham ushlab qolishi natijasida fermentni bu 
murakkab kompleksdan ajratib olishni qiymlashtmshi ham mum-

Kl 1 Affin xromatografiyada turli xildagi erimaydigan sorbentlar- 

dan foydalaniladi. Xromatograflya jarayonidako‘p qo‘llamladigan 
sorbentlardan biri, bu agaroza donachalaridir. Ular yuqon bosim- 
da o‘z shaklini saqlaydi va buferlarda, shuningdek, ba’zi entuv- 
chilarda o‘z xususiyatlarini barqaror saqlaydi.

Xromatografiyada ishlatiladigan ligandlarga juda katta ta- 
lablar qo‘yiladi. Jumladan, ular matritsaga shunday bog langan 
bo‘lishi kerakki, oqsil moddalar hech qiyinchiliksiz ular- 
ца kelib bog‘lanishi va buning uchun esa matntsa bilan ligand 
o‘rtasida hech qanday qo‘shimcha komponent ko‘pnkcha vazi- 
fasini o‘tamasligi lozim. Bundan tashqari, ligand xromatograflya 
iarayonida boshqa birikmalar bilan o‘zaro bog‘lanmasligi sor- 
bentni yuvishda va regeneratsiya jarayonlarida o‘z xususiyatlanm

o‘zgartirmasligi zarur. £ . ..
Sorbentlarga qo‘yilgan ushbu shartlardan ко nmb tunb• - 

ki affin xromatograflya murakkab va o‘ziga xos jarayon bo i , 
amaliyotchidan katta bilim talab etadi. Shunga qaramay, ushbu 
usul amaliyotda keng qoUlanilib, ko‘plab fermentlar, jumladan 
amilolitik, lipolitik fermentlar ana shu usul asosida tozalangan. 
Biroq bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, affin xromatograflya 
usulini amaliyotda yanada kengroq qoUlash uchun biologik fao 
moddalarga xos va ularga spetsifik bo‘lgan yangi ligandlarni to­
pish, shuningdek, suvli eritmalarda enmaydigan, bo kmaydigan



va boshqa ijobiy xususiyatlarga ega bo‘lgan sorbentlarni sintez 
qilish kerak bo‘ladi.

1.5. Gel xromatografiya usuli

Amaliy enzimologiyada yuqori haroratga chidamli bo‘lmagan 
rermentlami va boshqa biologik faol moddalami past haroratda 
о ziga xos sharoitda ajratish, tozalash ishlari amalga oshiriladi.

nzimlami biror manbadan ajratib, tozalash jarayoni davomida 
u ar uzoq muddat eritma tarkibida bo‘lib, o‘z faolliklarini bir- 
muncha yo qotishlari rnumkin. Shu sababli, bunday sharoitda 
erment preparatlarini turli usullar asosida tezda fraksiyalarga aj­

ratish lshlarini amalga oshirish talab etiladi. Sababi, ferment pre- 
parati tarkibidagi boshqa birikmalar, asosiy ferment preparati fa- 
°  ,giga йа1Ь'У s' r ко rsatishi rnumkin. Natijada tozalanayotgan 
asosiv ferment preparatining fermentativ faolligi ancha pasayadi.

Ferment preparatini tozalash usullari orasida ko‘p qo‘I- 
laniladigan usullardan biri gelfiltratsiya, elektroforez, izoelektrik 
fokuslash kabi usullar hisoblanadi.

Ferment preparatlarini tozalash usullari orasida amaliy ahami- 
yatga ega bo‘lgan usullardan biri -  gelfiltratsiyadir. Gelfiltratsiya 
usulim amalga oshirish uchun, ko‘p hollarda dekstran ishlatilib, 
ushbu jarayonda gelning o‘lchami muhim rol o‘ynaydi. Sababi, 
gel о lchamiga qarab, eritma tarkibidagi modda makromolekula- 
larini ajratish amalga oshiriladi.

Gelfiltratsiya jarayonida ishlatiladigan gel, kolonkalami 
oson to Idirish uchun yumaloq donachalar (granula) ko‘rinishida 
bo ladi. Donachalarda may da teshikchalar mavjud bo‘lib, ularga 
faqat juda kichik molekulali birikmalar kiradi, yirik molekuialar 
esa kirmaydi va natijada kirmay qolgan molekuialar gel yuzasidan 
tezda yuvilib, kolonkadan fraksiyalarga ajralib chiqa boshlaydi.
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Gelfiltratsiya jarayoni esa shu sababdan ham, moddalaming mo- 
lekular og‘irliklari asosida fraksiyalarga ajralishiga asoslangan.

Fermentlami tozalash va ajratish nafaqat laboratonya sharoiti- 
da balki sanoat miqyosida ham amalga oshiriladi. Gelfiltratsiya 
uchun yuqorida qayd etilganidek, dekstran (sefodekslar va sefak- 
riHar) gellaridan, poliakrilamid (biogellar), aknlamid, agaroza 
«ellaridan (ultragellar), boshqa qattiq Cl-sefarozalar va S-sefakril 
kabi gellardan foydalaniladi. Kolonkada ferment entmasinmg bir 
qismi gel donachalar orasida va bir qismi esa donachalaming te-
shikchalari ichida joylashadi.

Gelfiltratsiya jarayoni eritilgan moddalar eritmanmg yuzasida 
joyiashgan harakatchan va ichki tomonida joylashgan kam hara- 
katli qismlarida amalga oshadi. Kolonkada eritilgan moddaning 
ushlab qolinish darajasi, uning gel teshikchalariga kira olish qo- 
biliyatiga bog‘liqdir. Shuningdek, gelfiltratsiya jarayonida kolon­
kadan awal yuqori molekulali moddalar va keyin esa kichik mo- 
lekulalilari birin-ketin chiqa boshlaydi, bunda gel molekular to‘r 
vazifasini bajaradi. Bu jarayon mukammal ravishda olib bonhshi 
uchun, gel tayyorlangan komponent, erigan birikmalar ta’siriga 
juda ham inert boiishi kerak.

Afsuski bugungi kunda ishlatilayotgan barcha gellar inert 
emas va ba’zan ma’lum pH ko£rsatkichida salbiy jihatlami namo- 
yon qilishi rnumkin. Masalan, shunday gellarga sefaknllami kiri- 
tish rnumkin. Biroq ba’zi jarayon davomida uchraydigan kamchi- 
lik qiyinchiliklarga qaramasdan gelfiltratsiya usuli ajratish mush- 
kul bo‘lgan, turli xil moddalami mayda gel donachalarida yuqori 
bosim ostida ajratish imkonini beradi. Yuqori bosim ostida amal­
ga oshirish rnumkin bo‘lgan ushbu suyuq xromatografiya uslubi 
qisqa vaqt ichida ko‘p komponentli moddalami ajratish mumkin- 
ligi bilan ajralib turadi va shu bilan birga ushbu usul biologik faol 
moddalami tozalashning so‘nggi bosqichlanda3 onjagi^a-J- m 
juda samarali hisoblanadi.



1.6. Biologik faol moddalarni organik erituvchilar 
yordamida cho‘ktirish

Biologik faol moddalarni, jumladan fermentlami organik 
erituvchilar yordamida cho‘ktirish uchun ishlatiladigan organik 
erituvchi suv bilan to‘liq aralasha oladigan bo‘lishi zarur. Aso- 
san bu jarayon uchun etil spirti, aseton va izopropil spirti keng 
qo‘llaniladi. Metanol, n-propanol, dioksan, 2-metoksietanol va 
boshqa spirtlar, shu bilan birga ketonlar, efirlar va ulaming ara- 
lashmalari kamroq ishlatiladi. Erituvchilarni tanlashda ulaming 
toksikligiga, portlash xavfidan xoliligiga va regeneratsiya bo‘la 
olish xususiyatiga e’tibor berish kerak. Ishlab chiqarishda ferment- 
larrn cho'ktirish uchun etil spirti va izopropanol ko‘p qoilaniladi. 
Aseton esa biroz kamroq ishlatiladi.

Yuqorida qayd etilgan erituvchilar yordamida ferment prepa- 
ratlarini komplekslarga ajratish yoki fraksiyalar holida cho‘ktirib 
olish mumkin.

Ferment preparatlarini cho‘ktirish uchun nafaqat erituvchining 
tabiati va konsentratsiyasi, balki elektrolitlar ishtiroki, cho‘ktirish 
vaqtidagi harorati, muhit pH ko‘rsatkichi, quruq moddalaming 
tarkibi va miqdori kabi bir qancha omillarga e’tibor berish kerak.

Cho‘ktirish vaqtida eritmadagi ba’zi ionlar ferment 
mo‘tadilligiga ta’sir qilishi mumkin. Masalan, Ca+2 ionlari 
a-amilaza, proteinaza, glukoamilaza fermentlari faolligiga ijobiy 
ta’sir qilsa, magniy, marganes, kobalt kabi metall ionlari ferment 
faol markazini himoyalash vazifasini bajaradi. Bu o‘rinda shu- 
ni qayd etish lozimki, ba’zi metallarning (Fe+2, Pb+2, Cu+2, A g  2, 
Ni+2, Al+3, Hg+ va h.k.) ionlari ferment molekulasiga salbiy ta’sir 
ko‘rsatadi. Shuning uchun ham ulaming eritmada bo‘lishi maq- 
sadga muvofiq emasdir. Eritmada elektrolitlarning bo‘lishi eri­
tuvchi sarfxni kamaytirishga va cho‘kma strukturasini yaxshilash- 
ga xizmat qiladi.
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ferment eritmasi va erituvchining harorati fermentni 
i ho*ktirish jarayonida past boMishi kerak. Sababi, etanol va fer- 
mcnlning suvli eritmasi aralashtirilganda issiqlik ajralib chiqa- 
di va aralashma harorati 5—10°C ga ko‘tariladi. Agarda organik 
olluvchi (etanol) oldindan sovutilgan bo‘lmasa, fermentlaming 
Innktivatsiyasini kuzatish mumkin. Ushbu holat nafaqat termoi- 
it.ik livlanishga, hattoki ferment molekulasining denaturatsiyala- 

in sliiga olib keladi.
f erment preparatlarini cho‘ktirishda muhit pH ко rsatkichi 

I tula katta ahamiyatga ega. Ba’zi ferment eritmalarida har xil 
muhit pH ko‘rsatkichi ta’sirida bir-biridan cholona miqdori va 
ferment faolligi bilan farq qiluvchi preparatlar olish mumkin. 
Ma’lumki, fermentlar o‘zlarining izoelektrik nuqtalarida oqsil 
ugregatlarini hosil qilib, to‘liq cho‘kmaga tushadilar. Oqsillami 
i/.oelektrik nuqtalarida cho‘ktiruvchi reagentlar ishlatmay, 
i lio‘ktirish jarayoni izoelektrik cho‘ktirish deyiladi.

Organik cho‘ktimvchilar yordamida ferment preparatlarini 
i/.oelektrik nuqtasida cho‘ktirish, erituvchining kam miqdorda 
•inrilanishiga yordam beradi. Bordi-yu, cho‘ktirish jarayonida 
muhit pH ko‘rsatkichi izoelektrik nuqta bilan bir xil bo Imasa, 
dio 'km a miqdori va ferment faolligi 30-50% gacha kamayishini 
kuzatish mumkin.

Organik cho'ktiruvchilar yordamida faol ferment preparatini 
olish uchun eritmada 10—12% atrofida quruq niodda bo lishi ke- 
rak. K o‘p tadqiqotlardan ma’lumki, fermentlami cho‘ktirishda, ay- 
niqsa, proteolitik fermentlaming, quruq moddaning eng mo'tadil 
miqdori 10% bo‘lishi kerak.

Yuqorida qayd qilingan omillar bilan bir qatorda ferment erit- 
malarini erituvchi bilan ta’sir etish muddati ham katta ahamiyat­
ga ega. Ishlab chiqarish sanoatida ferment preparatlarini uzluksiz 
ishlab chiqarish jarayoni optimallashtirilib, yuqorida qayd etilgan
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salbiy ta’sir etuvchi omillarni chetlab o‘tuvchi usullari ishlab chi- 
qilgan.

Organik erituvchilar bilan cho‘ktirishda uning samarador- 
Hgi ushbu jarayonda ishlatiladigan asbob-uskunaga ham uzviy 
bogMiqdir. Bunday asbob-uskunalar asosan ferment eritmalari 
solinadigan kolonka, to‘xtovsiz aralashtirgich, ferment eritmasi 
va erituvchini to‘xtovsiz ravishda uzatuvchi konturlar, separator 
va avtomatizatsiya tizimlaridan iborat bo‘ladi. Silindr shaklidagi 
aralashtirgichdan ferment eritmasi va erituvchi murakkab harakat 
yo‘nalishi bo'ylab qisqa vaqt ichida aralashib o‘tadi va natijada 
hosil bo‘lgan aralashma separator qismiga uzatiladi.

Separatorda cho‘kmaga tushgan oqsil moddalar ajratib oli- 
nadi. Bunday qurilmada ferment bilan erituvchining o‘zaro 
ta’sir muddati o‘n marotabagacha qisqartiriladi va fermentning 
cho'kmaga tushish unumi 15-20% gacha ortadi. Separatorda ajra- 
tilgan cho‘kma har xil usullar bilan mo‘tadil sharoitda quritib oli- 
nadi Cho‘kma tepasida qolgan suyuqlik tarkibida 50-75% gacha 
erituvchi modda bo‘lib, u rektifikatsiya bo‘limida regeneratsiya 
qilinadi.

Organik erituvchilar bilan cho‘ktirish samaradorligi, pro- 
dutsent o‘stirilgan oziqa muhiti tarkibiga va ferment preparati- 
ning quyuqlashtirilganlik darajasiga ham bog‘liqdir.

1.7. Enzimlarni barqarorlashda ishlatiladigan 
tashuvchilar

Immobilizatsiya qilish usullarida, awalo, «tashuvchilar» (sor- 
bentlar)ning tabiati va fizik-kimyoviy xususiyatiga e’tibor berish 
talab etiladi. Ma’lumki, sorbentlar tabiatan 2 gumhga ajratiladi: 
organik va noorganik tashuvchilarga.

Immobilizatsiya jarayonida «tashuvchi» sifatida ishlatiladigan 
sorbentlarga quyidagi talablar qo‘yiladi:
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•  kimyoviy va biologik mo‘tadillik;
•  mexanik nuqtayi nazardan mustahkamlik;
•  ferment va uning substrati uchun o‘tkazuvchanlik;
•  texnologik jarayonlar uchun zarur bo‘lgan shaklda olish 

mumkinligi;
•  faol guruhlaming yuzasida mavjudligi (granula, membrana, 

kukun va boshqa holatlarda yuzasida guruhlar boiishi);
•  reaksion muhitda o‘zgarmasligi;
•  yuqori gidrofilligi (immobilizatsiya jarayonini suvli muhit- 

ga o'tkazish uchun);
•  arzonligi.
Tabiiyki, bu talablaming barchasiga javob bera oladigan ta­

shuvchilar yo‘q. Shu sababli, immobilizatsiyani amalga oshirish 
jarayonida obyekt uchun mos va o‘ziga xos bo‘lgan tashuvchilar- 
dan foydalanish zarur.

Organik polimerli tashuvchilami ikki sinfga boTish mum- 
kin: tabiiy polimerlar va sun’iy polimerlarga. 0 ‘z navbatida, ta- 
biiy polimerlami ham biokimyoviy xossalariga qarab guruhlarga 
boTish mumkin: polisaxaridlar; oqsil, lipid tabiatli tashuvchilar. 
Sun’iy, ya’ni sintez yoTi bilan olingan polimerlar ham guruhlarga 
boiinadi, masalan, makromolekulalami asosiy zanjiming kimyo­
viy tuzilishiga qarab, polimetilen, poliamid, poliefir tashuvchilar­
ga va h.k.

Immobilizatsiya qilish usulini amalga oshirish jarayonida, fer­
mentning xususiyati va ishlatilishiga qarab, «tashuvchi»larga bir 
qator qo‘shimcha talablar qo‘yiladi: masalan, kovalent immobili­
zatsiya qilinganda «tashuvchi» fermentning faolligini ta ’minlovchi 
markaz qismi bilan bogianmasligi lozim (fermentning faol mar- 
kazi o‘zgarmasligi va jarayon davomida bloklanmasligi kerak), 
ferment faolligini kamaytiradigan xususiyatlari boTmasligi shart.

Immobilizatsiya qilish jarayonida bir qator omillarga e’tibor 
berish kerak bo‘ladi. Masalan, «Tashuvchi» va ferment har xil
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zaryadlarga ega boisalar, immobilizatsiya jarayoni tez va mus- 
tahkam kechadi, aksincha, bir xil zaryadga ega bo‘lsalar jarayon 
kiyin kechadi; «tashuvchi» granulalari qancha kichik bo‘lsa, sorb- 
siya qilish xususiyati shuncha katta bo‘ladi. Immobilizatsiya ja- 
rayonida ko'proq polimetilen tipidagi «tashuvchi»lar boshqalarga 
nisbatan kengroq ishlatiladi.

Noorganik tashuvchilar sifatida kremnezyom, alumin, titan 
va boshqa elementlar oksidlari, alumosilikatlar (loylar), shisha, 
sopol, faollashtirilgan ko‘mir va boshqalar keng ishlatiladi.

Organik tashuvchilar orasida keng tarqalganlariga har xil 
polisaxaridlami, polimerli ionalmashuv smolalarni, kollagen, 
tovuq suyaklari asosidagi tashuvchilami va boshqa turdagi ta- 
shuvchilami kiritish mumkin. Tashuvchilar turli ko‘rinishda, ku- 
kun, kichik sharchalar, granulalar, membrana, ipsimon shakllar- 
da ishlatilishi mumkin. Ba’zi hollarda tashuvchilar gidrodinamik 
qarshilikni pasaytirish maqsadida, tor parallel kanallar saqlovchi 
monolitlar sifatida ham chiqariladi. Tashuvchilarning eng asosiy 
xususiyati sorbsiya qilish xususiyati hisoblanib, bunda teshikcha- 
larining oMchami, mexanik va kimyoviy barqarorligi eng muhim 
parametrlardan hisoblanadi. Ferment va «tashuvchi» orasida- 
gi adsorbsion o‘zaro ta’sirning tabiati «tashuvchi» yuzasiga ad- 
sorbsiya bo‘lgan ferment molekulalari har xil kuchlar hisobiga, 
masalan, nospetsifik Van-der-Vaals, elektrostatik, o‘zaro ta’sirlar, 
vodorod bogiari va gidrofob bog‘lar orqali amalga oshiriladi. Sa- 
nab o‘tilgan bog‘laming nisbiy ishtiroki, ferment molekulasidagi 
faol guruhlarga yoki «tashuvchi»ning kimyoviy tabiatiga bog'liq 
bo‘ladi. Ko'pchilik hollarda adsorbsion bog‘lanish elektrostatik 
o‘zaro ta’sir va vodorod bog‘lar yordamida amalga oshadi.

Ba’zi vaqtlarda o‘zaro ta’sir kuchi natijasida «tashuvchi»ning 
tuzilishida o‘zgarish sodir bo‘lishi mumkin. Masalan, ba’zi 
o‘simlik hujayralarini sitodeks granulalariga adsorbsiya qilingan- 
da hujayra devori deformatsiyaga uchragani kuzatilgan.
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1.8. Fermentlai ni fjzikaviy usulda immobillash

Tashuvchilar bilan Ь0&ч f
deb nomlanuvchi biooroa? . angan «lmra°bllla"Sa" fermentlaor
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lishni muvaffaqiyatli amal ™Г V r a'Um°8e da adsorbs,ya ^
yordamida katalitik faolnn,83 “ '“"h’ uferman,larn' ,immob,llash
rorlashni koTsatib berdilar » f lash.usul'nl va ulam barf  

• • , . . .  dr Shundan so ng, ferment preparatlan
gen katalizatorlami ishlah ? “ f "  ketd\ Ge,e™-
50-yillarda капа istiqbolla,. Cbiqa,,!i 8a У° nalUnlgan ladqiqotlar 

«Immobillangan term,.,8? edsb ' .
uncha uzoq vaqt bo‘Ima? ,lan> rasm'y|asbbnl8anhg,ga
chasini shunchaki fe rn ,!? ' UmT  «‘mm<*'llan.sb tushun- 
bilan bog'lanishidan ko‘r" ®ng » vda enmayd,gan tashuvch.lar

d kengroq tushumsh kerak. Bunga oqsil globula ann ng quy m o le k u ,^ „ k s io n a l reagentlar bi,an ichki
molekular «tikilishi» yoki f  • , гbogdanishi orqali erishj ' ^rmentnmg suvda enyd.gan polmrerga
odatda, immobillangan н ! '™ "* "1 ,  bU"day PreParatlaml> 
kuvchi» yoki polimer rea„ ,ulan" Г™ Ма <<Ь‘
kiritish maqsadga m uvofifa ” Ь a °  ZSart,nlgan fen" e"tlar8a

Immobillangan va o‘zo lsob'ana 1
«nativ» oldingi vakillari ^ ,artml8® fe™e"‘ P^Paratlan ulammg 
da ishlatilishi da) bir qator a" solish‘ln, 8a"da (amaby "laqsadlar- 
hisoblanadi Birinchidan П' иЫт afzalllldarga ega fao1 moddalal'

r eaksion muhitdan geterogen kataliza-torni oson ajratish mumk; , . . . . .
oshirilishi mumkin: П Ushb“ ' arayon W >d«gicha amalga

1) reaksiyani to‘xtatisij.
2) katalizatomi q a y ta ^  qo.||ash;
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3) ifloslanmagan ferment asosida mahsulot olish.
Qayd etilgan yuqori ko‘rsatkichlarga ega bo‘lgan ferment pre- 

paratlarini oziq-ovqat va farmatsevtika sanoatida ishlatish mum- 
kin. Ikkinchidan, geterogen katalizatorlar fermentli jarayonlami 
to‘xtovsiz o‘tkazish (masalan, oqadigan reaktorlarda) va kataliz- 
lanuvchi reaksiyalar tezligini (yoki mahsulot chiqishini) oqim tez- 
ligi bo‘yicha boshqarishga imkon beradi Uchinchidan, ferment- 
lami immobillash yoki modifikatsiyalash ferment xususiyatini, 
jumladan, uning spetsifikligi (asosan makromolekular substratlar- 
ga munosabatiga ko'ra), muhit pH ko‘rsatkichining o‘zgari shiga 
va uni denaturlovchi omillarga barqarorligini maqsadga muvofiq 
o'zgartirishga imkon yaratadi.

Aynan mana shu uch jihat «enzimologiya muhandisligi» deb 
ataluvchi ilmiy-texnikaviy yo‘nalishning asosini tashkil etadi.

Enzimologiya muhandisligining vazifasi fermentlar asosida 
ma’lum xususiyatlami ko‘zlagan holda bioorganik katalizatorlami 
(shu jumladan, o‘sish xususiyatiga ega bo‘lmagan sun’iy polifer- 
ment komplekslami va hatto hujayralami qo‘llagan holda) ishlab 
chiqarishdan iborat. Enzimlar xususiyatlari amaliyot uchun zarur 
ekanligini yodda tutish kerak. Masalan, ma’lum reaksiya sharoit- 
larida katalizatoming barqarorligi (termo va kislotaga barqarorli- 
giga bog‘liqligi), o‘ziga xos reaksiyalarni katalizlashi (spetsifik- 
lik), katalitik faolligi, ba’zi ta’sirlarga chidamliligi va boshqalar.

Immobillash metodlari. Fermentlami tashuvchilar bilan 
bog‘lash imkoniyatini beruvchi asosan uch yo‘l mavjud bo iib , 
bularga adsorbsion usullami, mexanik bogianish va kimyoviy 
(kovalent) immobillashni kiritish mumkin.

1. Fermentlami (fizik yoki ion bog‘lanishlar natijasida) kera- 
mikaga, shisha, silikagel, metall oksidlari va gidroksidlari, po- 
lisaxaridlar, orgamk smolalar va boshqa tashuvchilarga adsorb- 
siyalash mumkin. Adsorbsiyani tezlashtirish uchun fermentlaming
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sirtiga ion va gidrofob guruhlarini toidiruvchi oqsil globulalarini 
kiritgan holda, ba’zan esa ular kimyoviy jihatdan o‘zgartirilgan 
holda adsorbsiyalash amalga oshiriladi.

2. Mexanik tarzda adsorbsiyalash usuli polimer geldagi fer­
mentlar, yarimo‘tkazgich polimer mikrokapsulalar, g ‘ovak tolalar, 
sirti faol komponentlardan tarkib topgan membranalar yoki lipo- 
somalar uchun keng qoilaniladi.

3. Fermentlami kovalent bog‘ yordamida immobillash imko- 
nini beruvchi kimyoviy usul kataliz uchun ahamiyatli bo‘lmagan 
funksional guruhlari orqali, jumladan, -NH2, -COOH, -SH, -OH 
va boshqa guruhlar yordamida amalga oshiriladi. Noorganik ta­
shuvchilarga yoki funksional guruhlari bo‘lmagan tashuvchilarga 
(masalan, g‘ovak shisha, keramika, temir), tabiiy materiallarga 
(masalan, selluloza, xitin, dekstran, agaroza) yoki sintetik poli- 
merlarga (masalan, neylon, polistirol, poliakrilamid, ion alma- 
shuvchi smolalar) kimyoviy immobillash jarayoni qo'shimcha 
bog‘ hosil qilish (bordi-yu imkoni bo‘lsa) orqali amalga oshirila­
di.

Yuqorida ko‘rsatib o‘tilganidek, fermentlami immobillashda, 
ular o‘z xususiyatlarini saqlagan holda substrat yoki effektorlar 
bilan o‘zaro reaksiyaga kirishish qobiliyatlarini yo‘qotmasliklari 
zarur. Shu sababdan ham fizikaviy usulda immobillashda, bir ne- 
cha usullardan foydalanish mumkin. Masalan, suvda erimaydi- 
gan «tashuvchi»larga adsorbsiya qilish; gel g‘ovaklariga kiritish; 
yarimo‘tkazgich membranalar yordamida fermenmi immobillab, 
reaksion tizimni boshqa qismidan ajratish; liposomalarga immo­
billash yoki kiritish. Bunday sharoitda ferment ikki fazali reak­
sion muhitga kiritiladi va ushbu sharoitda ferment suvda eruv- 
chan bo‘ladi va ikkinchi fazaga o‘ta olmaydi.
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1-rasm. Fizik usulda ...
mmobilizatsiya qilish.

Keltiriigan klassifikatsiya shartlidir h «  t
am Я ajnmlami o‘matish mumkin em \  nkl bu usuJ,ar orasida 
kiritish usuli bilan immobilizatsivaS ^ а8а,аП’ gel g ‘ovakIariga 
membranalar orqali ajratib turish  ̂ ф lshlU’ yanm o‘tkazgich 
qaramasdan, yuqorida qayd etilgan J  qarash mumkin. Shunga 
immobilizatsiya qilishni bir tizimsa г f'Zlkaviy UsuJ<ar bilan 

Adsorbsiya qilish orqali infm y°rdam bera oladi.
lay usullardan hisoblanadi. Shu °, Ulzatsiya qilish eng qu_ 
tib o'tilganidek, 1916-yilda J.Nilson ЬШП yuq°rida ay- 
usulda invertaza fermentini faollashl 7  E Griffinlar adsorbsion 
niy gidroksid gelida immobilizahi, ?  , k° ‘mirga va alumi-

'ya,ashni oshirganiar
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Avium ushbu usuldan foydalangan holda keyinroq, 1969-yilda 
I Shibata L-aminoatsilaza fermentini immobillab, N-atsetil-DL- 
nminokislotalarni bir-birlaridan ajratishni ko‘rsatib bergan. Ush- 
Imi usiil sanoat miqyosida hozirgacha ishlatilib kelinmoqda. Umu- 
luiin, adsorbsiya usulida immobilizatsiya qilish boshqa usullardan 
"nuiligi, vazifani tez bajarish mumkinligi, tashuvchilaming ar- 
/ntiligi va boshqa bir qator ustunliklari bilan boshqa usullardan 
«imlib turadi va shu sababdan ham fermentlar muhandisligida 
keng qo‘llanilib kelinmoqda.

1.9. Adsorbsion immobilizatsiya qilish usullari

Adsorbsiya qilish y o ii  bilan immobilizatsiya qilish eng sodda 
usullardan biri bo‘lib, ferment eritmasini «tashuvchi» bilan ara- 
hi'ihtirish yo‘li bilan amalga oshiriladi. Yopishmasdan fermentni 
yuvib tashlagach, immobilizatsiya qilingan ferment ishlatilishga 
tuyyor bo‘ladi. Adsorbsion immobilizatsiya qilingan fermentlami 
«dish uchun quyidagi uslubiy ko‘rsatmalardan foydalaniladi.

Statistik usul eng oson yo‘l bo‘lib, «tashuvchi» ferment erit- 
uuisiga tashlanib (solinib) hosil bo‘lgan aralashma, ma’lum 
vuqtgacha inkubatsiya qilinadi. Immobilizatsiya fermentning o‘z-
0 /idan dilfuziyasi tufayli boshlanib, adsorbsiya bilan tugallana- 
di Ushbu usulning kamchiligi, ferment eritmasi bilan «tashuv-
1 hi» aralashmasi uzoq vaqt (bir necha kungacha) inkubatsiya qi- 
linishi lozim. Laboratoriya sharoitida ko‘proq aralashtirish, ya’ni 
mexanik usul ishlatiladi. Bu usulda statistik usuldan farqli o‘laroq 
ferment eritmasi bilan «tashuvchi» doimiy ravishda aralashtirib 
turiladi.

Aralashtirish uchun magnit aralashtirgich, mexanik aralash- 
lirgich yoki mikrobiologik tebratgichdan foydalanish mumkin. 
Bu usul oldingisidan ancha ustun bo‘lib, «tashuvchi» yuzasida
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beradi B a ' z i d a  ad- 
foydalaniladi. Buning uchun ^  choktirish usulidan 
tushiriladi, ulardan blttasin iL  Г  № а  elektrod
joylashtirilgan bo‘ladi Elekf blr ^at,am «tashuvchi»
yuzasidagi faol guruhUir U,anSa" da
tashuvchi yuzasida cho‘kadi 2’ ° ° H Va h k )  harakatlanadi va

M a r r b0 . t S ^ f t ^ iShHUChUn kolon-

ikki tomonidan tepadan p a s t e a ^  h Ushbu Usulni kolonkaning

«*— C ir  у ш а ш 1ferment eritmasi yo'naltiradi L , , " '  pas,dan tePa8a qarab 
rne-.itni haydash yuvish m l . 0nkadan ° '*az ish  usulida fer- 
101 o ^ j a r a y o n i S ^ - Ли  Ы,“  ЫЧ а toza mahsu- 

Mumkin. Ushbu usulda hech n н g °  a d a  oshirish 
amalga oshirilmaydi. 4anday maniPuIatsiya jarayonlari

U 0 ‘ F e rn ,e n , ' a r  a d so r*>s’yasiga t a ’s ir  e tuvch i „ m illa r

dagi bog'„bi“ gam° “ ^ 2 ™  koa pc™ i'rho|lr d <' aShUVChb>0raSi- 

qibsh sharoitiga boa ‘lin h n ’i pcbll,k h°l|a rda immobilizatsiya
etuvchi o m i g a i a ^ i t d « Г Г  “ Уа5« а 
unmg silt faolligi. g d tashuvchming g ‘ovakligi va

‘° y Z Z ^ L 7 Z 4y l h fhajmi “ * «  * * * *  fa„.ligiga

У* faqatgina ta sh u v c h in L ^  n и  ^  ke,ganda bu ^ n u n i-

chagina katta bo‘lgandagina o‘z ° 4Sd molekulasjdan an-
g ‘ovakligi juda kichik bo‘lganda f e m e  Tashuvchining
masa, femr&itlar uchun u-t tlar g  ovakiarga kira ol-
й п а  foydaii ЬоЧаШ “I T B u n d  "  Ш Ъ т  *  Я « -

• 0,08 Bunday vaqdarda tashuvchining sorb-
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<«• \ >« .|ilish imkoniyatlari juda kam bo‘ladi, boshqacha qilib ayt- 
ginnlii. g'ovaklar qancha kichik bo‘lsa, tashuvchining adsorbsiya 
qilnh imkoniyatlari shuncha kam bo‘ladi. G ‘ovaklaming mo‘tadil 
|lN|inini hisoblashni birinchilardan bo‘lib 1976-yilda R.Messing 
inklif ctgan. U shisha va sopol materiallardan tashuvchi sifatida 
liiydalanib, ulaming g‘ovaklari kattaligini (hajmini) o‘lchab chiq- 
ili va g‘ovaklaming kattaligi ferment moiekulasidan taxminan 
' iiiniotaba katta bo‘lgan hollarda tashuvchining adsorbsion im­

koniyatlari maksimum bo‘lishini tajribalarda isbotlab berdi.
Bunday holda substratning molekular o‘lchami fermentdan 

nucha kichik bo‘lmog‘i va sorbsiya qilingan ferment g‘ovaklariga 
hi’inalol kirib turishi lozim.

Substrat molekulasining hajmi fermentnikidan katta borigan 
hollarda tashuvchining g‘ovakligi substrat molekulasi bilan bel- 
Hilanadi. Ba’zi bir hollarda substratning o‘zi tashuvchi vazifasini 
hajarishi ham mumkin. Masalan, sellulaza fermentini immobili- 
/.atsiya qilish uchun, uning substrati bo‘lgan sellulozadan keng 
foydalaniladi. Bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, enzimlarni 
unmobillashda tashqi omillar katta ta’sir ko‘rsatadi. Masalan, pH 
reaksion muhit immobilizatsiya qilish jarayonida, ayniqsa, sorb­
siya, elektrostatik o‘zaro ta’sir yordamida amalga oshirilgan ho- 
latlarda muhim rol o ‘ynaydi.

Bunga asosiy sabab, pH o‘zgarishi bilan oqsil yoki tashuv­
chining sorbsiya uchun javobgar bo‘lgan ionogen guruhlaming 
ionlashuvi o ‘zgaradi. Ionalmashuv xossalariga ega bo‘lmagan 
tashuvchilardan foydalanganda, sorbsiya oqsil yoki fermentning 
izoelektrik nuqtasida amalga oshirilsa yaxshi natija beradi.

Ammo ushbu qonuniyatni chetlab o‘tish hollari ham uchrab 
turadi. Masalan, albuminning lateksga sorbsiya bo‘lishini har xil 
pH da o‘rganib chiqilganda bu jarayonning pH muhitga bog‘liqligi 
aniqlangan, ko‘mirga albumin adsorbsiya qilinganda esa, mo‘tadil
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pH 3 dan 6 gacha o‘zgarishi, bu o‘zgarish ko‘miming tabiatiga 
bog‘liqligi isbotlangan.

Ion kuchi ferment bilan tashuvchi orasidagi bog‘lanish ku- 
ehiga ta’sir ko‘rsatuvchi omil hisoblanadi. Ushbu holda, bordi- 
yu, tuzlaming konsentratsiyasi yuqori miqdorda bo‘lsa, bunda tuz 
Ionian tashuvchi sirtidan elektrostatik yo‘l bilan bog‘langan fer- 
mentni siqib chiqaradi.

Boshqacha qilib aytganda, ion kuchining oshishi bilan fer­
mentning desorbsiyalanishi oshib boradi. Ba’zi hollarda bunga 
aksincha ta’sir ham bo'lishi mumkin. Bunday hollarda oqsilning 
«tuzlanishi» sodir bo‘lishi mumkin.

Fermentning miqdoriy konsentratsiyasi. Eritmada ferment- 
nmg miqdori oshib borgan sari, uning sorbsiya bo‘lishi va immo- 
bihzatsiya bo‘lgan fennentning katalitik faolligi ortib boradi.

Immobilizatsiya boigan ferment faolligini, eritmadagi fer­
ment miqdoriga nisbatan taqqoslab o‘rganilganda, shu narsa 
ma lum bo‘ldiki, fermentning eritmadagi miqdorining oshib bo- 
nshi bilan immobillangan fermentning katalitik faolligi ham 
oshib boradi, keyin esa faollik o ‘zgannasligini va hatto kamayi- 
shmi ham kuzatish mumkin.

Tadqiqotlar shuni ko‘rsatdiki, fermentning faolligi tashuvchi 
sathini butunlay qoplab olgunga qadar ortar ekan. Shundan so‘ng 
esa, tashuvchi yuzasida ferment molekulalarining qavatma-qavat 
joylashishi sodir bo‘ladi. Bunda tashuvchi yuzasining eng yuqo- 
n qismida joylashgan fermentlargina faollik ko‘rsata oladi. Quyi 
qismida, ya ni ferment molekulasining molekula ostida joylash- 
ganlan esa substrat bilan reaksiyaga kirisha oimaydilar. Shu sa- 
babdan, ferment konsentratsiyasini muttasil oshirish, immobillash 
jarayoniga ijobiy ta sir etmay, ferment molekulasining ortiqcha 
sarf boiishiga olib keladi.

Haroratmng oshishi adsorbsiya jarayoniga ikki xil ta’sir qi- 
a l. Birinchidan, haroratning oshishi fermentning inaktivatsiya
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liU'iiaturatsiyajsiga olib keladi, ikkinchi tomondan esa haroratning 
oshishi ferment molekulalarini tashuvchi g‘ovaklanga diffuziya- 
Nl„i kuchaytirishi natijasida, ferment faolligining oshishiga olib 
keladi. Demak, adsorbsiya yo‘li bilan immobilizatsiya qilishning 
mo‘tadil sharoiti bo‘lish zarur.

Adsorbsiya jarayonida tashuvchi yuzasiga bog‘liq bo‘lib, har 
liir ferment yoki tashuvchi uchun ushbu omil tajribalar asosida 
nniqlanadi. Shunday qilib, fermentlami adsorbsiya yo‘li bilan im­
mobilizatsiya qilish bir qator omillarga bog‘liq bo‘lib, adsorbsiya 
„nayonida yuqorida qayd etilgan omillar albatta inobatga olmishi

kerak.

1.11. Fermentning tashuvchi bilan bog‘lanish kuchini 
oshiruvchi usullar

Tashuvchi yuzasini oldindan modifikatsiya qilish adsorbsiya 
kuchini keskin oshirishga olib keladi. Bundan tashqan, ferment 
molekulasi atrofida maxsus sharoit yaratilishi natijasida, oldindan 
modifikatsiya qilingan tashuvchida immobilizatsiya qilingan fer-
mentning katalitik faolligi ortadi.

Modifikatsiya qilmasdan adsorbsiya qilish, ferment taol l- 
gining butunlay yo‘qolishigacha olib kelishi mumkin. Masalan, 
agar fermentning barqarorligi nordon sharoitda past bo Isa, sill a- 
gelga sorbsiya qilingan fermentning faolligi butunlay yo‘qoladi, 
chunki silikagelning yuzasi nordon muhitga ega (pH 4,0).

Bunday sharoitda, immobilizatsiyadan oldin sihkagelm 
ma’lum pH ga ega bo‘lgan buferda, fermentm esa mo‘tadil pH da 

saqlab turish lozim boTadi.
Xuddi shunday muammo, fermentlar faol markazida metall 

mavjud bo‘lgan holatlarda, olib borilayotgan tadqiqotlarda kelib 
chiqishi mumkin. Bunga sabab, ba’zi bir tashuvchilar o‘zlanga
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S d ^ t o T b ^ i n t a n  f Z ST gae^ ar tashuv-
•alining chiqib кейаы S d *  ,° * fa° ' “ arkazidag, 
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*  Tashuvchi " . T m ^ ’ “ “™Ь«а ham isW aJ- 

«hun Ti, Sn, Zr V va реГьГаи, н Г / 0'У1П“ ,8аПда <b™"«
xususiyati ortadi, bunga sabab . ’ fe™ entn' sorbsiya qiiish 
orasida ko‘prik bo'Mb xizmat T,r t  .r"" fermen< bilan tashuvchi 
".iuli selluloza, neylon shisha fil'd ' ' r', Im™obl,lza<siyamng bu 
% da.ani,ga„da y axsh; „ au f ; ^ ^ X l ; Zod̂ h u v c b , l a rdan

1-12. M odifikatsiya qilingan ferm entlarni 

immobilizatsiya qiiish

bilan •mmobilizats'iya ф ы Х  й т е Т Ь'1аГ8а adsoAsiya У®‘И
ai va pH muhii mo‘tadi№si hir h? ^ ™ " 8 ,20elektrik nuqia- 
tajnba o‘tkazilsa, bir qator m.. Ш?а УЭфП bo‘,gan holatlarda 
Bunday holatda ferment b ila n T T  ar,paydo bo‘lishi mumkin. 
bog£lanish faqatg in^ oele^ k  T f  ОГа̂ а§1 mustahkam 
muhitda, ya’ni fermentning katalitikT^" UZ°4r°q b° ‘,gan pH 
roitda amalga oshiriladi § *  Slyatl past b° llgan sha-
ya-mShS r £i fr : r  ° 'dind“  m0difikatSiya

sadga muvofiq bo‘iadi Masalan T°n°gen gUruhIar ^ntish maq-
aralashtirilganda, uning ^ Ы е к ^ ™ 0^ 8'" xlortria2in bilan
jishi va shu tufayli ferment kn‘ nUqtaS' ,shqony tomonga sil- 

У ferment ко pgma tashuvchilarga adsorbsiya
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Im 11 .In, natijada esa katalitik faolligi saqlanib qolishi isbotlan-
УЦН

Hoshqa bir misol, L-ximotripsin KM-selluloza bilan modifi- 
ImU ivii qilinsa, ferment neytral pH muhitda DEAE-sellulozaga 
viiKi I)KAE-sefodoksga o‘z faolligini saqlagan holda immobili- 
Mlniyillanishi muvaffaqiyatli amalga oshadi.

Immobilizatsiya boigan  fermentni tashuvchi yuzasidan oson 
ynvilib ketmasligi uchun adsorbsiya qilingan ferment qatlamiga 
lillhnksional agentlar bilan ishlov berish kerak bo‘ladi. Natijada 
Irtilmvchi yuzasida fermentlaming bir-birlariga bog‘langan holati- 
iluii iborat yupqa plyonka hosil bo'ladi. Bifimksional agent sifati- 
iln glutaraldegid, gossipol va boshqalami ishlatish mumkin.

Immobilizatsiya qilishning original yo‘li professor K.Martinek 
Inmonidan amalga oshirilgan. Bunda tadqiqot davomida qisman 
klmyoviy destmksiyaga uchragan neylon iplaridan foydalanilib, 
iinIiIui tashuvchi ferment eritmasiga solinadi va mexanik ravish- 
ilu tortiladi. Natijada neylonning g‘ovaklari yiriklashib, unga 
Irimentning joylashishi osonlashadi. M a’lum vaqtdan keyin ta- 
«thuvchini tortish jarayoni to‘xtatiladi. Bunda neylon yana o‘z ho- 
lutiga qaytadi, ferment molekulalari esa g ‘ovaklarga siqilib kirib 
ndsorbsiyalanadi.

Elektr toki yordamida faol moddani adsorbsiyalash usuli im- 
mobilizatsiyaning yangi usullaridan boTib, membranalar yorda­
mida ajratilgan elektrodlar bilan kollektorlarda elektr maydoni 
hosil qiiish orqali amalga oshiriladi. Tashuvchi sifatida silikagel, 
mnalmashuv smolalarini, turli minerallami ishlatilish mumkin.

Ferment kollektordagi tashuvchida elektrostatik va dipol-di- 
pollik o‘zaro ta’sir kuchlari orqali ushlab turiladi. Ushbu usul- 
ning salbiy jihati shundan iboratki, immobilizatsiya jarayoni but- 
kul elektr toki ta’sirida boTishi shart. Elektr tokining uzatilishi 
to‘xtatilsa, bunday holatda ferment tashuvcliidan tezda yuvilib 
ketadi.
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Bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, adsorbsiya yo‘li bilan 
immobilizatsiya qilishning o‘ziga xos afzalliklari va kamchiliklari 
mavjuddir. Adsorbsiya jarayonining ijobiy xususiyatiga sorbent- 
mng arzonligi, tadqiqot o‘tkazishning osonligi, bir vaqtning o‘zida 
ferment preparatini tozalash mumkinligini kiritish mumkin. Ush- 
bu usulning kamchiliklariga esa, ferment va tashuvchi orasidagil 
bogging mustahkam emasligi, umumiy yagona yo‘riqnomaninti 
yo qligini kiritish mumkin.

1.13. Fermentlarni gel ichiga kiritish yo‘li bilan 
immobilizatsiya qiiish

Fermentlarni gel ichiga kiritish yo‘li bilan immobilizatsiya qi- 
hsh usuhning mohiyati shundan iboratki, ferment molekulasi, qat- 
tiq to‘qilgan polimer zanjirlaridan iborat bo‘lgan gel hosil qiluv- 
chi elaklarga o‘rnatiladi Zanjir bog‘lari orasidagi masofa ferment 
molekulasidan kichik bo‘lgani uchun, u mahkam siqilib turadi va 
polimerdan chiqib keta olmaydi. Ferment bilan tashuvchi orasi­
dagi bog‘ning mustahkamligini oshiruvchi omil rolini ferment 
va tashuvchi gel orasida paydo bo'lgan vodorod bogiari ham 
o‘ynashi mumkin. Bunda polimer zanjirlari orasidagi bo‘shliq 
suv bilan to‘ldirilgan bo‘ladi. Masalan, akril kislotasi hosilalari 
asosida paydo bo'lgan gelda, uning miqdoriga qarab, 50 dan 90% 
gacha suv bo‘lishi mumkin.

Fermentlarni gelda immobilizatsiya qilishning ikki usuli bor. 
Birinchisi, ferment monomer eritmasida eritiladi, so'ngra polime- 
nzatsiya qilinadi. Bunday eritmaga ko'pchilik hollarda bifunksio- 
nal agentlar ham qo‘shiladi.

Ikkinchisi, P.Bertfeld va J.Uenlar ishlatgan N-N' metilen-biak- 
nlamidm polimerizatsiya qiiish asosida olinadigan immobilizatsi- 
yalangan fermentlardir.

Gelga kiritish yo‘li bilan immobilizatsiya qiiish usuli o ‘zining 
soddaligi bilan ajralib turadi. Bu usul bilan fermentni xohlagan
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Hrometrik konformatsiyada (sferik zarrachalar va h.k.) olish va 
loiinentning tashuvchi ichida bir tekis tarqalishiga erishish mum­
kin

Ko‘pchilik polimer gellar o'zlarining mexanik va kimyoviy 
issiqqa chidamliligi bilan ajralib turadi. Bu xususiyatlar esa fer- 
mentlami bir necha marotaba ishlatish imkonini beradi. Bu usul 
universal usul bo‘lib, nafaqat barcha xildagi fermentlar, balki po- 
liferment tizimlar, hujayra va hujayra fragmentlarini immobili- 
/utsiya qilishda ham qo‘llash mumkin. Bu usulning ijobiy tomon- 
Iniidan yana biri -  immobillangan fermentning barqaror holatga 
0‘tishidir. Ushbu usulda immobilizatsiya qilingan ferment bakte- 
nologik zararlanmaydi. Sababi bunday holatda ferment molekula- 
sidan katta bo‘lgan bakteriyalar gelning ichiga kira olmaydi.

Usulning eng katta kamchiligi ba’zi bir holatda, polimer mat- 
nkslari substratning diffuziyasiga xalaqit beradi va shu tufayli 
leiment faolligi past boMishi mumkin. Jarayon davomida ferment 
substratlari yuqori molekulali moddalar bo‘lsa, u holda ushbu 
usul yaxshi natija bermaydi.

1.14. Faol moddalarni yarimo‘tkazgich membranalar va 
mikrokapsullash asosida immobilizatsiya qiiish

Yarimo‘tkazgich membranalar yordamida immobilizatsiya qi­
iish kichik molekulali substratning suvdagi eritmasi, katta mole- 
kulaga ega bo‘lgan ferment eritmasidan yarimo‘tkazgich mem- 
brana yordamida ajralib turishiga asoslangan. Yarimo‘tkazgich 
membrana substratni oson o'tkazadi, ferment esa membranadan 
o‘ta olmaydi. j -

Mikrokapsulalash usuli birinchi bo‘lib 1964-yilda -T.Chang 
tomonidan yaratilgan. Bu usul fermentning suvdagi eritmasini 
mikrokapsulalar ichiga joylashtirishdan iborat. Mayda teshikli 
polimer plyonkalardan tashkil topgan kichik koptokchalar ichida-
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п! ! ! Т т , Т Ш8 taShqanga chiqishi ancha mushkul. KapsuUI

J o o t i r S '  U,am“g °'khami har xil bo'lad‘" '
Mikrokapsulalar olishning bir necha usuli mavjuddir В 

fermentnmg suvdagj entmasi PAV (sirti faol moddalar) sa
Chl dlet, efln blIan kuchli aralashtirish natijasida dispers hoi 
otkazdadi. Bu yerda PAV emulga,or vazifasini b laradi H

ЯО Йш ь Т п ы Г  '0‘Х“ т ^ аП af" da*' -

. Р° Ь™еГ (nitrat selluloza) suvda erimasligi sababli em 
T w or'Ы?Г J°y'ta 7 P4a membrana- "ibokapsula hosii qiladl
X »  senMfusa y“  * * ^

faza’l t t f n T l ! ' 1 а05” 4iliShni”8 ЩПСЫ У° ‘“ “ ikki moddanin

r S 3

Pohamid mikrokapsula 1,6-geksametilendiamin (suv faza
ol „VadiSt n L  fa0? ™ ”8 8ldr'di (° rganik faza) asosida

madi. Bu usul faqatgma yuqon pH ga chidamli bo‘lean fdia

z a C Z a d i  'ya У0Ы gdga Writish y o ‘ H  bila" tomobffil

to ^ le n t  ь ™ 'ч Г а ,mm,?bll‘Zateiya 4iIish uch™ molekulalari

*aShkl1 ,0Pga" membranalardan
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|  П I' crmentlarni emulgirlash asosida immobillash

bm entlarn i emulgirlash asosida immobillash usuli bir qator 
J C , (MltlK11 cga hisoblanib, enzimlarni immobillashning mavjud

ft,.......Inn o'ziga xos ustunliklari bilan farq q.lad,. № hbu usu
I, I,,,went preparati immobilizatsiya qihnganda, aw alo, ler 

П . .1  mivdagi eritmasining organik polimerdagi emulsiyasi tey-
?,........ . Tayyor emulsiya yana bir bor suvda d u p e ra y a q \

E , Nn t i i a d a  fermentning suvdagi entmasmi saqlagan organik 
I T  a S  (Poli-erning) emulsiyasi hosii bo‘lad , Vaqt о tishi 
I S u n  ' ganik еп,ша qotad, va unmobillangan fennen, saqlovch,

Iplliiin zarrachalari hosii bo ladi. j :«
I  iu7?-vilda S Mey va N.Li kabi ohmlar ushbu usulm modili
Ul „ qdganlar va membrana hosii qiluvchi matenallar sifahda
....... . erimaydrgan polimer o‘miga, капа molekular massaga ega
,,,, ,u suyuq uglevodorodlardan foydalamshm ravsiya etgan 
, inhbu uJsuyuq membranalarda immob.hzats.ya. d e b a r ,
.....  Itundan tashqari, tolaga kinush, bposomaga tanUsh к
.... .. hosii qilish kabi bir qator usullar ham mavjud. her

L i  emulgirlash asosida amalga oshiriladrgan nnmob.l ash 
mb аГ ы оЮ 81к faol moddalami rashqi ta'sirlardan saqlash 

i nn bhga 'preparatlar uzoq saqlanganda (oylar va y,l ar davo- 
uiaming * *  ^  ^  y° 4°i,shisa

olib keladi.

1.16. Ferm entlarni kimyoviy immobillash

Fermentlami kimyoviy immobillash usulining boshqa usul- 
lardan asosiy farqi shundaki, bunda immobilizatsiya jarayom- 
da L v o v  У ta’sir natijasida, ferment bilan tashuvchr orasrda 
qo'shimcha kovalent bog' paydo bo'ladi. Ushbu usulda .mmo-
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Ч Г паП fermentlar yu4orida qayd etilgan usullar yor­
damida immobillangan fermentlardan ba’zi ustun jihatlari bilan 
arq qiladi. Binnchidan, ferment va tashuvchi orasidagi kovalent

di В о Г  b° lg™ konyUgatni yu4°ri darajada mustahkam qila­
di. Boshqacha qilib aytganda, ferment ishtirokida o‘tadigan re-
aksiyalarda pH muhitning o‘zgarishi, shuningdek harorat ortishi 
va boshqa ко rsatkichlaming texnologik jarayonda o'zgarishi 
erment molekulasinmg desorbsiyalanishiga va shu bilan birga 

olmadigan mahsulotning ifloslanishiga olib kelmaydi. 8
BU o‘rmda shuni qayd etish lozimki, ferment molekulalarini 

va shu bdan birga boshqa biologik faol moddalami immobillash
1 1 1  qar°r f0rmalanni olish va y^ratish, ayniqsa, tibbi
yotda oziq-ovqat sanoatida, analitik ishlar uchun reaktivlar olish-
da о ta muhim ahamiyat kasb etadi. Ikkinchidan, kimyoviy mo-
k ld T p a c a t ГтеПкШПё fa° lll8i ^  mo4adilllgining oshi shiga olib 
n 1 d I T  8 b m y °Vly У° Ч bilan’ ko‘P nuqtalik bog‘lanishlar 
natijasida fermentmng mo‘tadilligini oshirish o‘z o‘mida bir qator
ehhyotkoriikni va o‘ziga xos yondashuvni talab e t a C n  l l t -  
soblanadi. Sababi, ba’zi holatlarda fermentlami tikuvchi yordami­
da modifikatsiya qihsh ferment molekulasi faolligining qisman 
ba zida esa butkiil yo‘qoIishiga olib kelishi mumkin. Shu sababli’ 
fermentJarm tikuvchi reagent yordamida modifikatsiya qilishda 
tikuvchi konsentratsiyasini tanlash muhim rol o‘ynaydi.

TashuVchilarga yetarli darajadagi yuqori bog‘lanuvchanlik xu 
susiyatim berish uchun ba'zan uning sirtini «Гао„а5Г8Г « о  8 п 
кеЫ,. 2-rasmda oqsilning polisaxarid matritsasidagi immobil- 
ashrnng ldasslk metodlari keltmlgan. Birinchi bosqichda ta- 

shuych, Ы ,у penodat asosida aldegid guruh paydo bodgunga
4 dhar °,kS'd an,ad' So n8ra esa ferment molekulasi, faollfugan 
tashuvchi hamda azometin bog-lari bilan bog'lanadi. Bunda oqsil
n a rtfb  HVH °!fSida8i bo8‘iami"8 barqaror bo-lishi uchun 
natny borgidnd yordamida ishlov beriladi.
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1 Iiol moddalami kimyoviy immobillash usullandan bin bu so- 
(»ti|linerizatsiy. metodi (3-rasm). Binnchi bosqichda sopo ~  
liivulanishea qulaylik uchun ferment molekulasiga qo shbog lar 
: : : , ! d i  MasalaZ ferment akriloxlorid bilan ^ K e y tn
„Irilolirlangan fermentni monomer entmas.ga b °  °
|u*limerizatsiyalanadi Natijada ferment gelmng polimer to g 
kimyoviy «tikilgan» ko‘rinishda joylashadi. Faol moddalami im- 
mobillashda tashuvchini tanlash va immobillash usuli va shu b 
Inn birga fermentning tabiati muhim ahamiyatga ega.

Bu o^rinda shuni qayd etish kerakki, faol moddalamiim  
blllashda tashuvchining geometrik ko‘rinishlan muhimdtr Im- 
mobillashda turli ko‘rinishdagi tashuvchilar ■masalan bchi gr 
m.lalar sharchalar, trubachalar, tola, g ovak plastinalar (filtrlar), 
yarimo'tkazuvchi membranalar va boshqa mr ko-n„,shga ega
“ “  " I t L i  polielektrolit kompleksni e g .-

|«b olish,ga asoslangan immob.llash usuli ham adqiqodaxda 
qo-llaniladi Bunda tashuvchini suvda enydigan h°“ an “ vda 
crimaydigan holatga o‘tkazish (entmamng ion kuchi yoki pH mi 
o'zgartirish yo‘li bilan) va teskari holatda, ushbu jarayonm amal 
ua oshirish orqali fermentlami immobillashm amalga oshms 
mumkin. Usulni bajarish vaqtida immobillangan fermentning a- 
rakat kinetikasiga tashuvchi jiddiy ta’sir ko’rsatish. ^ M a s ^ '  
ning uchun quyidagilami inobatga olish talab etiladi. Masalan, 
ichki va tashqi diffuziya natijasida yuzaga keladigan qiyinchi 
lami fermentning makromolekular substratlari bilan reaksiyalar- 
Z ’s t e r t o ’siqfami, substratlar, ingibitorlar, vodorod va boshqa 
effektorlaming suvli eritma va matntsa oralig lda»  У ^ ^  “  
(elektrostatik yoki gidrofob bog‘lanishlar, vodorod boglanisWaj 
hisobiga). Qayd etilgan holatlami tadqiqotlarda chedab о tish
uchun texnologik jarayonda tashuvchini yoki immobillamsh sha-
roitini'tanlash orqali erishish mumkin. Ba’zida, masalan, yoyihsh
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boshqa b ,r  xusus,ya' berish “ ■“ <**

niHa Ani° ^ i P° lielektrolitlarda boradigan immobillanish jarayo-
^ d rn Г ч  ( Г " 1’ ^  manfiy Zaiyadga ega matritsa zonasidagi 
gidroksil Ioniannmg konsentrlanishi sodir boiadi, bu esa erit-
ma bilan sohshtmlganda ferment mikroo‘ramini xarakterlovchi
P ,.Ш"ё !°kal <pymat' <<kislotali tomonga» siljishini ta ’minlaydi 
Natijada kuzatilayotgan katalitik faollikning pH profili bufe/nH  
".ng yuqon qiymati ,ошо„ o'zgaradi. Kation p o S t o d M a d  

unmobillashda esa, teskari bog'liqlik uchun yuz beradi (4-rasm,

C H ,O H
h j o 4 J?

Rо
/

cHо
h 2n «<1 Ferm ent

N aB H ,
C H ,O H

J

NH
Ferm ent /

\
H -

I
/О

H j

N
NH
^ F e rm e n t

2~raSm Fermentning polisaxaridli tashuvehiga kovalent birikishi.

Modifikatsiya

Monomer 
analogi bilan

Gelning polimer 
tnaqsadlari

3-rasm. Fermentning polimer geldagi immobillanishi uchun 
sopolimerlanish metodi.
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4-rasm  Benzilpenitsillinning penitsillinamidaza bilan gidrolizi 
maksimal tezligining pH muhitga bog liqligi: a -  nanv ferment, 

fermentning polikation (b) va polianion (a) bilan kompleksi.

Ma’lumki, fermentlami vab ir qator fa d  moddalaming faolhk-
iri va o‘ziga xos xususiyatlari yuqorida ta’kidlanganidek, a tro -
Iiuhitda deyarli doim uchraydigan mikroorganizmlar, shuningde
,arorat, pH muhitning keskin 0‘zgarislu, mexamk ta sirlar nauja-
ida o-zgarishi mumkin, Shu sababli, fermentlami uzoq muddat
rqlashda mikrog'ovakli tashuvchilarga bm knnsh orqali ekran-
ash bilan muhofazalash mumkin. Natijada, fermentning tashuveh.
lilan bog-lanishi, shuningdek, turli ferment-fermentl. bog lanish
lipidagi polimolekular inaktivatsion jarayonlar, agregatsiya y o b
pmteoliuk fermentlar mavjud muhitlarda avtohz jarayoninmg
kechish imkoniyati bloklanadi (yoki qiym kechadi).

Fermentlaming inaktivatsiyasi va denaturatsiyasmi, m o  e-
kulaning faol konformatsion o‘zganshmi, ferment motekulasm
sun’iy mahkamlash orqali to 'sib qo'yish mumkin Bu o nnda
o-zini oqlagan bir qancha prinsiplar va yondashuvlam. kelbnsh
mumkin4(5-rasm). Rasmda ko‘rsatilgamdek, oqsil molekulasmmg 
ш иткш  ^  к »  , ............................... „ „ u i n i i n n  n a  haraaror-
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ligi yanada ortadi (oqsillami bifunksional reagentlar bilan icl 
molekular «tikish» orqali (5-rasm, a ) ,  fermentni tashuvchiga к 
valent yoki nokovalent birlashtirish natijasida (5-rasm, b) yo 
uni tashuvchining «tor» poralariga mexanik kiritilishi (5-rasm, 
orqali ham ferment barqarorligini oshirish mumkin). Shu bil 
birga oqsil denaturatsiyasini (inaktivatsiya) bir necha ming, ha 
toki million marta sekinlatish mumkin. Yuqoridagi yondashuvl 
asosida fermentlami, masalan, optimal haroratdan past haroratd 
yoki boim asa, yuqori 80°C haroratda soatlab yoki sutkalab, hat* 
toki oylab ishlatish mumkin.

Shuningdek, tarkibida suv kam boigan  organik erituvchilar- 
da fermentlami ishlatish masalasi ham hal etildi. Bunday holatda 
ikki fazali sistemalar, jumladan suv-suv bilan aralashmaydigan 
organik erituvchidan foydalaniladi (7-rasm).

Geterogen reaksion muhitni, odatda, fermentning organik 
muhitdagi suvli eritmasi, mikroemulsiya singari yoki metodik 
va texnologik jihatdan yanada qulay fermentning suvli eritmasi 
bilan to'yintirilgan organik fazadagi (shisha, keramika va bosh- 
qalar) g ‘ovaksimon tashuvchilaming suspenziyalari ko‘rinishida 
hosil qilinishi ntumkin. Bunday reaksion muhitda ferment sirti 
faol moddaning (detergent, lipid) mitsellasiga bog‘langan holda 
boMib, bir necha yuz ming suv molekulalarini tutuvchi o‘ziga 
xos mikroreaktorda harakat qiladi (7-rasm, b ). Ushbu jarayon 
bugungi kunda turli tadqiqot va texnologik jarayonlarda keng 
qo‘llanil*.b kelinmoqda. Fermentlami barqarorlashning ilmiy 
asoslari yaratilishi, denaturatsiyalangan fermentlarning qayta 
faollanishi va kofaktorlarning regeneratsiyasi, ularni bir necha 
marotaba qayta ishlatish bilan birga, ularning fizik-kimyoviy 
xususiyatlarini o‘rganishda, texnologik jarayonda qoilashda va 
ishlab chiqarishda ulardan keng foydalanish imkoniyatini ochib 
bermoqda.
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'^iiim as tahlili uchun yangi usullaming yaratilishiga turtki ber- 
Щ, I In usullaming asosiy qatori «fermentli elektrodlan> va «fer- 
imniili iermistorlar»dir. Kelajakda atrof-muhitni nazorat qilishda 

Vt И iniк diagnostikada bioluminessent tahlil hamda immunoen- 
#lm lahlili kabi usullar muhim o‘rin egallaydi.

I vorng'hk

I R I R X R
I I I fa i л i

8-rasm . Fermentning fotoimmobillanish sxemasi.

CHO
I

H — (| — OH 

H O — C —  H

1-bosqich

л pirapoza-2-
,(Г H oksidaza ^ H O - C -

H—C — OH h—c —c
H — C— OH ° : t  H— c  — c

CHO
L o

2-bosqich

Pd

-OH

CHjOH CH,OH
alken epoksidaza

3-bosqich
qx)ksid

V-rasm. Fruktoza va alken-oksidlami olishning texnologik jarayonlari.
Energiya va massaning biokonversiyasi to‘g‘risidagi masala- 

lar, awalo, mikrobiologik yo‘l bilan hal qilingan va qilinmoqda. 
liiroq bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, immobillangan fer- 
mentlar ular asosida boradigan fotoliz va bioelektroliz jarayonini 
amalga oshirishda real yoqilg‘i olish mumkinligining ko‘rsatilishi 
biotexnologiya sohasining rivojiga sezilarli hissa qo‘shdi.

Kuchsiz signallarning sun’iy fermentativ kuchaytirish immo­
billangan fermentning faol markaziga tashuvchi orqali, ultrato- 
vushli qayta ishlash va fotokimyoviy aylanishlar yordamida ta’sir 
qilish amalga oshirilishi ma’lum. Ushbu holat ferment-tashuvchi
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bZSZXZZntsr—.
g-ovaTiud-Ir' " r obillash usuli yordamida tasvirlami „II 
sional gunililanm feJent8 ba|Sm>hDa4tlabki ,ashuvchinin8 funll

4Huvoh, Ш у т >уШ0 .C S “ osh ^  XUSUSiya' ini РаУ<1

'a n g ^ T o L 'a 'o - .a T 8'1 г Г Ь*аЛ 4iSmlarda Гй™ “
amalea n, h l  ?  f  y°ntlImagan joylarida esa ushbu jarayoi 
billanishi natijLida ferment™ g fotoimmo
fermentni yomfi‘lik t l v T  , ?  Payd° b° ‘,adi <<Tiki,§a">
s u b s tr a te r iL S fb L t  ^  У 8аП mahsulot8a aylanuvch, 
km ТТтпГ u 8 1кШ qayta ishIab vizualiashtirish mum-r ẑs.sf“ ':s n8 par bo,,ishida h- «г zmolekulalarini ”1° ,ekulasi milhonlab bo‘yalgan mahsulot
to‘plavdi Sh. ^ ” Chl Slgna1' kuchayishining kataIitik effekti)
—  bo ш Г о Ы  иу:ь u"" ,aSV,mi ° ddiy k° 'Z “ “
tografik iaravotdarH г bluJarayonnmg boshqa fermentativ-fo- 
.ш т о М 1 а п Г  f  П Ф ShUndaki’ f°tC)inimobillash usuli va 
b o i  § fermentn. aniqlash, faol modda tabiatiga bog‘liq 
bo Imashgiga qaramay, universal hisoblanadi. 8 4
уоп1ягПьПОЬ̂ |!аП8аП fermentlarga asoslangan texnologik iara 
qo-HanilganCBu"vaerdadba Va fa"™tsevtika sanoatida
аЬи„йа „ Г ога̂ У о ^ izayt ° ‘tm7 ch' ^  — br 8 ‘oya

logiyalar orasidaai w  , f  q qat va organosintetik texno- 
sof AQSHd t c E T u r ^ '  ChegaraJami y °> « a d , Yaqqo, mi- 
fruktoza va я ^  Уи 51С р0Гай0п» f,rmasi ishlab chiqaruvchi 
fm to o ^  va alken oksrdlaming olinish jarayoni ishlab cliqilgan
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ft r sr -ttw r; r-as
jtnl'llushgan, kompleks va chiqindisiz brotexnologrya deb 

uinkin.
1-bobga doir nazorat savollari:

I Fermendar faolliklariga ta’sir etuvchi omillarga nimalar ta- 

^Substra, bilan ferment spetsifikligi deganda nimani tushu-

, Fermentlami ajratisbning qanday maxsus usuUari m a ^

6 'Fermentlami biospetsifik xromatografrya uaulida tozalaah-

g. Ш ^ к  factT Z Z Z cho‘ktirishda organik erituvchilar- 

p l ^ S l ^ o n i d a  tashuvchilarga qanday talablar 

10̂  Fermentlami immobillashning qanday usullari mavjud?
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в* SELLULOLITIK FERMENTLAR

2Л. Selluloiitik

^ssir* *■**-""
selluloza U rk 'b '^gf “  '" 'kroor8a"'2mla, mavjud b

»■**»»* *-̂ XrLqisT'ЬаШ w*“
SelK, U'arala™  sintez q«adi fementlar to'plamini,

m i W

“fhbu jarayonlar juda selcin a m l a  „ ь ? Г°Ч ,abiiy sha™'“la
Ь ° ' . а Г " " *  * *  — а,ага$ь,в ись Г ь , г

■̂gar ushbu rniifrnr.r̂  ,
“ b . f  »«• va aellulozaga q “ sw ardau" Se" uloza f™ .entlari ajra-
Г  b; ‘lga" g 'uk“za " » W g S  ЬиЛ аУ0П « — Л  Buida 

;™ 7 ydl va reaksiya mahsulot,®“ ^ ' f  к m°"idan ia'e’mol qj-
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Olingan glukozaning tozaligiga va jarayonning iqtisodiy sa- 
Buradorligiga qarab, uni tibbiyotda, farmatsevtikada, oziq-ovqat 
pinontida, kimyoviy texnologiyalarda yoki texnik mikrobiologiya 
rniuiliyotida qo‘llash mumkin.

Ma’lumki, glukozani bijg‘itib undan etanol olish, keyin esa 
limlun har xil yo‘llarda foydalanish mumkin. Masalan, yoqilg‘i 
и Hilda ishlatish mumkin va shu bilan birga etanolning degid- 
uilutsiyasi, zamonaviy «katta kimyo»ning asosi bo‘lgan etilen 
nlilhda qo‘llash mumkin.

Selluloza eng ko‘p miqdorda hosil boiadigan xomashyo hi- 
miblanadi. Ekspertlaming hisob-kitobiga qaraganda, har yili 100 
mlid tonnaga yaqin selluloza hosil bo‘lar ekan. Bu mahsulotning 
In son tomonidan ishlatilishi selluloza saqlovchi chiqindilaming 
lo'planishiga olib keladi. Bunday chiqindilaming juda kam miq- 
dorini fermentativ y o i  bilan foydali mahsulotga aylantirilgan- 
da ham anchagina ozuqa uglevodlari va neftni almashtiruvchi 
mahsulotlar tayyorlash mumkin bo‘ladi. Shuning uchun ham bu 
muammoni yechish ustida oxirgi yillarda juda ko‘p olimlar ishla- 
moqdalar.

Sellulaza fermentining substratga ta’sir etishi bir necha bos- 
qichda amalga oshadi Sellulolitik fermentlaming o‘z substratiga 
ta’sir qilishiga va sellulozaning parchalashiga qarab, fermentlar- 
ni 4 guruhga ajratish mumkin: birinchi guruhni endofermentlar 
tashkil etadi, keyingi ikki guruhga ekzofermentlar va to‘rtinchi 
guruhga sellulozani kichik fragmentlardan tortib, glukozagacha 
parchalovchi fermentlar kiradi. Eslatib o‘tish kerakki, «endo-» 
va «ekzo-» qo‘shimchalari polimer substratning katta yoki kichik 
qismini parchalaydigan fermentlar nomiga aniqlik kiritish maqsa- 
dida qo‘yiladi.

Agar ferment polimer substratning oxirgi qismidan bir polimer 
molekula uzoqlikda joylashgan bo‘lakni parchalasa, bu ferment
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endota’sirli ferment deyiladi. Agar oxirgi qismlarini parchili 
ekzo ta’sirga ega fermentlar deyiladi

Odatda, tabiatda polimer substratlarning degradatsiyasi 1 
kibida ham endo-, ham ekzofermentlami tutuvchi poliferte 
komplekslar ta’sirida yuz beradi. Ularning hamkorlikdagi tn'ftl 
polimer moddalami optimal samaradorlik bilan monomerlargaol 
parchalaydi. Ushbu hosil bo‘lgan moddalar organizm uchun k* 
rak bo‘lgan moddalami hosil qilish uchun muhim qurilish matefU 
allari bo‘lib xizmat qiladi.

Sellulazani parchalashda birinchi bo‘lib endoglukonaza kin- 
shadi . Endoglukonazaning har bir muvaffaqiyatli hujumi polim*f| 
zanjirning uzilishiga va kaltalashgan selluloza molekulasida kichik 
fragmentlar va shu bilan birga ikkita so‘nggi qism hosil bo‘lishig« 
olib keladi. Oxirgi qismlar ko‘paygan sari ekzofermentlar ta’siri 
kuchayadi. Boshqacha qilib aytganda, endofermentlar yordamidn 
selluloza degradatsiyasi kuchaygan sari ekzofermentlaming ta’siri 
ham kuchayib boradi.

Qisman parchalangan sellulozaga ta’sir qiluvchi ekzoferment­
lar ikki turdan iborat selluloz kompleksida namoyon bo‘ladi 
Birinchi ferment oxirgi mahsulotgacha sellulozani parchalasa, 1 
ikkinchi ferment o‘zining faol markazi xususiyatiga ko‘ra sellulo- ] 
zani sellobiozagacha, ya’ni glukoza dimerigacha parchalaydi. Bi- 1 
rinchi ferment ekzoglukozidaza fermenti, ikkinchisi esa ekzosel- 
lobiogidrolaza fermenti hisoblanadi. Nihoyat, sellobioza, sellulaz 
kompleksining oxirgi fermenti -  sellobiaza yordamida teng ikki- 
ga bo’linib, ikki molekula glukoza, ya’ni oxirgi mahsulot hosil 
bo‘ladi. Ushbu sellulozaning glukozagacha parchalanish jarayoni 
10-rasmda ko‘rsatilgan.

Zich bolniagan zanjirlar o‘rami sohasi

Ю-rasm . Selluloza biodegrada У 4_bog4arini zich

daza sello oxirgi inah-
zlaydi reaksion sistemada glvikoza y b tratning

Shunday f  геакаю boshlang tch
ho lism  ucnuu
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2.2. Sellulozali chiqindilar gidrolizi

Ma lumki, selluloza o‘zaro i а  0 u  u  a

dagi D^ukoza j o ^ g a a  b S  “  ' ^  SeUubza «*«'

darajasiga ega (11-rasm). ’ U °  Z'ga X°S bo lgan ^'^a11

ko'ndalan^joyfashga^vodorod'bog'lar b Z 'r f l T " ®  h *

:zrshu bo*'iar »«йГь^
b o-C a-d a  u S r ^ r  b° f ‘:ari “  — *> 

mustahkam blofcni tashkil qUadZ^ иЬаЫ‘-
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A . ........  uchun sdlu.oza nafa4a. suvda e^ a y d b  Ы И

»  ’ р — Ш  » * •

I u  T b  , lad Ammo glukozali zanjirlar buzilgan joylarda 
■tyhH.I bo ladi. В navrilaan joylarda, shunmgdek,
bll.ib./nm ng sirtidan zanjir q у g masalan o‘ta

E sy r jr r ssa r -^ -
Lyd" bo'ladi. sharoitida mikrokristalli sel-

\ v„i mana shu xususiyat sellulozaga kislota

С и Г в и  ^ S s t a U a r  esa kimyoviy raagendar «a’slnga o‘ta

.....^ ^ a d , g a n — gaao.

s,y rss; — %*£££+lib to‘ldiriladi. Buningbilan gidrohzjarayomning tezl g

^ . ■ i s s s s s :
lan adsorbsiyalash yo reaktorda ushlab turishga

olib keladi,
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3. Undan tashqari, каш miqdorda sellulaza fennentinl 
lovchi kultural suyuqliklardan foydalanish mumkin. Ular i 
da adsorbsiya hisobiga konsentrlanadi;

4. Proteazalar va boshqa sellulazalami inaktivatsiya qil 
fermentlar reaktordan selluloza gidrolizi boshlanguniga 
chiqarib yuboriladi. Chunki ular sellulazaga qaraganda sell 
ga yomonroq adsorbsiyalanadi;

5. Fermentativ gidroliz jarayoni muntazam ravishda sellu 
qo‘shib borilishi, ko‘p martalab sellulaza ishlatilishi va doi 
fermentlar regeneratsiyasi hisobiga uzluksiz davom etadi.

Shunday qilib, selluloza bir qator sellulolitik fermentlar у 
damida gidrolizlanadi. Ushbu texnologik jarayon maxsus reaktofi 
larda olib borilsa, maqsadga muvofiq boladi. Bunda olingan t< 
glukoza asosida, glukoza siropini ham olish mumkin. Awal glu« 
koza siropi ikki marotaba tozalanadi va keyin esa 60-70% gacha 
quyultiriladi. Olingan glukoza siropidan turli tarmoqlarda foyda- 
laniladi.

2.3. Kristall fruktoza olish texnologiyasi

Fruktoza ketogeksozalarga mansub uglevod hisoblanadi 
Fruktoza glukozaga nisbatan kislotalar va ishqorlar ta’siriga an- 
cha labildir.

Fruktoza shirinlik darajasi va fiziologik ta’sir bo‘yicha gluko­
za va saxarozadan ustun turadi. Odam organizmida fruktoza me- 
tabolizmi, glukozadan farqli, boshqa mexanizm bo‘yicha amalga 
oshadi, bu esa uni hatto qandli diabet bilan kasallangan bemorlar- 
ga ma’lum miqdorda iste’mol qilish imkonini beradi.

Fruktoza olishning bir necha usuli mavjud: saxarozani gidro­
liz qilish asosida, fruktoza-glukoza siropidan, glukozani izomer- 
lash asosida.
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■  . „wentmalarfan ham fruktoza mrU

Lutv t« " f08iS l d i  Ushbu usuldasaxarozan,

'vUneraTmodSdan’
\ ionalmastonuv ,

tozalasb

■^Tai^shtaav"
tozalasb
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Fndctozam saxarozadan olish jarayoni 12-rasmda ko‘rsatilgan 
Keltmlgan sxemaga ko‘ra, tarkibida 50% gacha shakar saqlagaJ 
entma avvai mineral moddalardan ionalmashinuv xromatografiy7 
usulida tozalanadi. Tozalangan eritma inversiya qilinadi Inver- 
lya jarayomda moddalar avvai biroz kislotali muhitda ushlab 

inkubatsiya qilimb ishlov beriladi. Bunday ishlov berilgan mod- 
da sp a te  chap yoki o‘„g tomonga burish xususiyatiga1  

о  hsht bilan farqlanadi. Shundan so‘ng ushbu moddalar xroma- 
tografik usul asosida, glukoza va fruktoza eritmalariga ajratiladi 
Bunday jarayonlami o‘tkazishda Ca2+ bilan yarim to‘yintirilean 
katiomt mavjud bo'lgan kolonkadan foydalaniladi. Agar inver- 
siya alolnda am dga oshmlsa, xromatografik ajratish kationitda 
ug lantmladi. Bunda kolonkadan nafaqat fruktoza, balki glu­

koza fraksiyalarming toza eritmasini olish imkoniyati tug‘iladi 
^■omatografik ajratishdan so‘ng, fruktoza siropi ma’lum harorat-
qilinadi lb’ SOVUtiIadi Va natijada kristaI1 fruktoza hosil

Fruktoza siropini kristallash asosida 50% li kristall fruktoza
fnk t  mUT  ^  knsta,Ianishda metanol ishlatilsa, kristall 
fruktoza chtqimi 80% gacha o'sadi.

Tarkibida 100% li fruktoza tutgan 1 kg mahsulot olish uchun
ll’L *  Saxaroza talab etlladi. Shirin ta ’m beruvchi mahsulot si-
o " t  ShaXar°ZadanioIlnf n fruktozaning qo'llanilishi s-saxaroza 
о mini bosishga lmkon beradi.
Siro ld40rib a q a y d .e‘il8anid'* . tak tozan i glukoza-fruktozali

ZTn OGF^ mUmld” G‘Uk0Za ™ fraktozali *™p-lardan GFS) fruktozan, ajrahshda ham xromatografik usullar 
qo namjadt. Btmda o'lchami 0,3-0,35 mm H smol® ^

m g" CTS 428Г г  Г 11" iSh‘a'iladi Kolonkanin8 yuqorigi qis- 
miga GFS-42 sohnad. va u suv bilan siqib chiqariladi Ajratish
uchun sulfopohsnrol smoladan foydalaniladi. Sulfopolistirol
molaga fntktoza yaxsht bog'lanishi uchun 4-6%  li divinilben-
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ishlatiladi. Sulfokislotali guruhlar kalsiy tonlanm tutadt. 
huktoza esa ushbu kalsiy Ionian bilan kompleks hosil qiltsh 
Rususiyatiga egadir. Shu sababli, fruktoza sorbent qavattdan 
glukozaga qaraganda sekinroq o‘tadi. Glukoza esa kolonkadan 
nv. yuviladi va izomerlanish jarayomnt amalga oshtnsh uchun 
„hlatiladi Kolonkadagi fruktoza fraksiyast esa asta ajrati ad. 
Apatish 60°C haroratda o‘tkazilib, fruktozali frakstya 9 0 /. ga 
v ,qin (GFS-90) bo'lganda jarayonnt to‘xtattsh zarur. Ushbu 
Uiulda olingan toza fruktoza fraksiyasi tarktb.da fruktozas, 
kamroq bo igan  siropga, masalan, GFS-42 ga qo shtlsa, G 
55 qandli siropini olish mumkin. Fruktoza bt an to y.ngan strop 
ionitlarda qo'shim cha tozalanadi va faol ко mtr bilan 75-77/4 
gacha konsentrlanadi hamda GFS-55 mahsulot ko‘nn,sh,da 
iste’molchilarga yubonladi. GFS-42 1-avlod stroplan, GFS-55
esa 2 -avlod siroplari deb nomlanadi.

Bu 0‘rinda shuni ta ’kidlash lozimki, fruktoza chiqimtni 
oshirish uchun texnologiyada glukoza sirop. tzomerlanad. va 
izosirop olinadi. Olingan izosirop glukozadan farqh, saxaroza 
kabi shirin va shu sababli shakar oTnini bosuvcht uglevod st- 
fatida ishlatiladi. Ushbu siropni xromatografik usulda ajratis 
orqali fruktoza olish mumkin. Bunda 1 kg toza fruktoza ol s 
uchun, texnologik jarayonda 2,1 kg glukozan, tzomerlash talab

etiladi.

2.4. Kristall glukoza olish texnologiyasi

Saxarozadan fruktozadan tashqari, glukoza siroplanm va shu 
bilan birga toza kristall glukoza ham olish mumkin. Glukozam har 
xil maqsadda, bir qator sohalarda ishlatish ma’lum. Biroq gluko- 
zani C vitamini ishlab chiqarishda keng lshlatihshmi va shunmg 
bilan uning o‘rni turli sohalarda nihoyatda muhimligmi ta kidlash 
lozimdir. Shu sababli, bugungi kunda glukoza olish texnologik
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‘ т , \  u bi,an birsa
arzon х о т а Г о  m a l  , abfa т а " Ьа bo‘lib xizmat 4"adig.

hisoHanadi Bu oMnd, ЬПП1 ° '<a do,zarb ™ a" ™ ° M . qandl, m oddataiT e joz™  4c? d e“  ‘° Т Ы' A
lash asosida yoki ta r ld b S k  сЬ,Ч“ л <«™ fermentativ gidroliz. 
fermentlar yordamida 7  7 * ?  tU'8an xomashyolarni kerakll 
yida glukozLi i t ?  P,archalash yozdamida olish mumkin Qu. 

^ T l r ^ l!h * ™ '° * * Ж аУош keltinlgaT
'ash a s o s S  С ш Г ^ Т ь Т *

Ushbu jaravonni яm.i °  $b Жау0га 12-rasmda keltmlgan
da jo 'xori kraxmal ini * м° й ‘nshda dastlabld xomashyo sifati-
jo'xori kraxmalining 38^40»/ ,,ти тЫ п . Bunin8 uchun dastiab 
mal quyu ltiriladA. , 7  , susPenz,yasi tayyorlanib, krax- 
di vaVrmem prepaid ЫЬ T  yaxshi,ab amlasirtirila-
(asosiy ferment -  beta-amilazaTT™ та1° ‘аЬа ^ '« " 'a d i  
to'plovchi u sk u n ad r S u 1 SUn "aSOS y^damida
yani o-tktr bug' bilan tez isithfh* U™ ' M ' ll,Jek,or suspenzi- 
kraxmal kleysteri ( u a ' c *  Z  и "“ ‘'iaHangan. Isitilgan
u yerdu кгахтаГ Weysten 0 3 0 4 “  4 * “ “ »  yubo" ladi. 
riladi. S o W a  asbohnino ° ’3 ?’ b° Slm ° stida ushIab tu-
yerda kraxmal kleysteri a a v ^ b  qismiga yuboriladi. Bu
boiishi mumkin. Shu s a h lb ^  ketsa; um«g destruksiyasi sodir 

kleysteri 100°C haroratda j ь  Suyu tiruvchi asbobda kraxmal 
tsiyavaqti 15-30 d l T o l n  ^  ^  ЧШпаЛ; Bunda inkuba- 

gidroliz darajasi 2-3%  ni tashkil Binnchi bosqichda
rayoni am alga oshadi ЬЫ/ ? ’ ф 8тап gidr° bzlanish ja-

yuboriladi, -jektorga
bug'lantiriladi. Bug'latgichdagi W a t  S p o » ? *  bU8‘‘a,8'chda

- ? = a s  ssrrr
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iihikIIi modda bo no, у j : Oovushqoq mahsu-

o‘ta qovushqoqligi i ^  shakarlanish jarayoni
Mint glukoamdaza ferment! ta srr ешп ,
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Ы  olib boriladi. О ukoza sirop 90°C
Iraxmalnmg sha?7sh ak arga  aylangim siropni eriydigan bosh- 
7 m o S X  .oza.ash uchun, u mexanrk ft.«.ash stansryasiga

VUbS S  eriydigan moddalardan, " £

mashinuv va ^  m .S k u n ig a  yokr grann.as.ga
damida tozalashda 1 8 h n qo‘shiladi. Tozalash
taxminan 1 .  ga yaqin strop " j " ?  sorbentni 600- 
jarayonida rshlatrlgan g r a n u ^  regenerirlash mumkin. Boning 
r S d S s h b u  sorbentni qaytadan qandU mahsu.ot.am, toza-

ropi ion ataashinov tozalashga KU-2-8 va

S i bk d a 7 7 v da k d o L a r d a n  o'tgan sirop tozalangan qandl. 

modda hisoblanadi. . ■ ц . .7: fraksivalar saxaro-



ь Х п Л а “  « Й  50'™ % "

kerakh maqsadda ishJatiladi
2-5. Glukoza-fruktozali sirop оШ„ 1

bosa o/adigan я а п д Г т ^ а Г а ^ ь ^ ^ Т '"8 *°‘Вч ° 'rninl

: h \ b^  ^ ^ T Z : : z i s % b o i s m  * * * * *  °"Z  ' Va qimmat|i xususiyadm S '  S'r0Plar <GFS) ° ‘2inin«
1 va shunga muvofiq shakami ° saxarozaclan ustun tu- j 

qandolatchi’ik va boshqa ™ab u  "? °  bosishi' ^arbatla,. 
nn ta Ш beruvchi asosiy komn IShlab chi4ar>'shda shi- I
a™"g solishtirma tahUli (& ч Т “ hlSobla"adi GFS va sha- 

nsh xusdsiyatiga egaligini' к„.гТ ‘Щ "amni Уа“ М ushlab tu-
qandolatchilik sanoatida АУШШ UMu XUS™V" ■
saqlab ,unsh ,mtom В la nun,, xususiyadarini uzoq
n.uh,m rol o-y„aydi of!  pas T ” S "  l"“ hr 'W ^ashda
bo Iganligi sababli, u murabbo kr'Stallanish xususiyatiga ega I 
bang qo'llaniladi va ushbu m a h 'sS  P°V'dl°  tayyorlashda bam 
latilganhgi sababli ular shat i tiarni tayy°rlashda GFS ish- 
“  bosimga chidamSgi GFS™S yaq°" « £

a™' sbunmgdek s h a r b a t la r n i^ da 1аууог1ап8ап mahsulot- 
mahsulotlami mikroorganizmlar и lmkoniyatini lug'dirib,
aulotlami iste'mol qilish t i s h n ij l  " Saqlaydi GFSIi mah- 
oldm, oladr. капУ« bilan kasallauishining

Tarkibida shakar o‘rniga GFg
brga nisbatan 30-50% «a bm "' Saq,a^an mahsulotiar sha- 
bo 8anligi sababli, organism 4 ener«etik qimmatga ega
GFSyuqoridaqaydetilgrnoyobx0n,dM ^

y°b XUSUSIyatlariga koTa, ko'pgi„a
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■miiilakatlarda oziq-ovqat mahsulotlarini tayyorlashda va ishlab 
fliuiarishda qo‘llaniladi. Masalan, AQSHda shakami iste’mol qi- 
liuli 1970-yildan 1986-yilga kelib 46 kg dan 28 kg gacha kamay- 
ill Ushbu davr mobaynida GFSning ishlatilishi 0,3 dan 18,3 kg 
цт:1ш oshdi Glukoza-fruktozali siroplami ishlab chiqarish uchun 
|W»iy xomashyo sifatida, tarkibida ikki xil uglevod tutuvchi poli- 
MMirid, ya’ni kraxmal ishlatiladi. Kraxmal glukoza qoldiqlaridan 
llmrat bo‘lib, chiziqli (amiloza) va tarmoqlangan (amilopektin) 
dim iboratdir.

GFSni kraxmaldan ko‘p bosqichli fermentativ yo‘l bilan ajra- 
llb olish mumkin. Bunda bir qator amilolitik ferment preparatlari 
i|o‘llaniladi. Jumladan, amilaza, amiloglukozidaza va glukoizo- 
tncraza fermentlaridan foydalaniladi. K o‘p hollarda ishlab chiqa- 
nshda tarkibida 42,6% li (ba’zi hollarda 90%) fruktoza tutuvchi 
GFS ishlab chiqariladi.

Izomerizatsiya uchun substrat sifatida 35-50%  konsentra- 
Hiyali glukoza (sellulolitik chiqindilami sellulaza fermenti aso- 
sida gidroliz qilish orqali olingan glukozadan ham foydalanish 
mumkin) eritmasidan foydalaniladi. Glukozaning fruktozaga 
izomerlanish reaksiyasi qaytar reaksiya hisoblanadi. Reaksiya 
natijasida hosil boigan massa o‘z tarkibida 48-52%  fruktoza 
saqlaydi. Shuni qayd etish kerakki, ushbu texnologik jarayon- 
ni amalga oshirishda izomerlanish reaksiyasi haroratga o‘ta 
bog'liqligi bilan xarakterlanadi (1-jadval). Jadvaldan ko‘rinib 
turibdiki, haroratning 30°C dan 85°C gacha ko‘tarilishi mahsu- 
lot chiqimiga, shu bilan birga izomerlanish reaksiyasiga ma’lum 
haroratgacha ijobiy ta’sir ko‘rsatar ekan. Shu sababli, glukoza 
asosida GFS olishda haroratni nazorat qilish muhim omillardan 
biri hisoblanadi.
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Haroratning glukoza
l-jad\>a!

Harorat, °C

izomerlanish jarayoniga ta 

Izomerlanishdan
feeyin fruktoza 

konsentratsiyasi, %

sin

Crlukozaning izomerlanishi п р с  ■ . ,  .
jarayon, gl-jkozaning fruJctozac/ ^  ,Ch,,Jarishn'"g asosiy
Bunda qatti, aso L asa,“n°2faf  '“ merianishi hisoblanadi
Ioza -  30% nni' , sa an’ ^tan oksidi -  Зо% п ра в  . pohstiro -  40%) hiriv^ ’ UEAE-sellu-

^ ad8“ t '

ga  m uvofi4 —

lormentining ingibitorlari kislorod, kalsiy, mis, nikel, nix ionla- 
n va boshqa ba’zi moddalar hisoblanadi. Fermentni barqarorlash 
uchun magniy tuzlari va natriy gidrosulfit qo‘shish kerak. Odatda, 
i/.omerlanishda 40-45% konsentratsiyali sirop ishlatiladi. Siropni 
ferment bilan inkubatsiya qilish davomiyligi 20-24 soatni tash- 
kil qiladi. Izomerlanishdan oldin fermentni faollashtirish uchun 
siropga M gS04 (0,025-0,015 mol/1) yoki CoS04 (0,0003-0,003 
mol/1), mikroflora o‘sishini susaytirish uchun esa -  natriy yoki 
kaliy bisulfit (0,008-0,016% massa) qo‘shiladi.

Reaksiya qaytar bo‘lgani uchun tenglik glukoza va frukto- 
zaning ekvimolar mutanosibligida belgilanishi kerak. Amali- 
yotda reaksiya fruktoza konsentratsiyasi 40-42% ga yetganda 
to‘xtatiladi. Glukoizomeraza fermenti 28-30 sutka davomida ish­
latiladi, bunda u o‘zining faolligini yo‘qotishi mumkin. Bunday 
holatda ferment texnologik jarayondan olib tashlanib, qaytadan 
yangi ferment ishlatiladi. Izomerlanishdan keyin sirop ionitlar 
(kationit, anionit) yordamida ba’zi qattiq tuzlardan tozalanadi va 
faol ko‘mir bilan rangsizlantiriladi. So‘ngra eritma filtrlanadi va 
70-74% gacha vakuum ostida konsentrlanadi, 25-30°C harorat- 
gacha sovutiladi.

Ba’zi holatlarda glukoza kristallanishining oldini olish uchun 
siropga qo‘shimcha fruktozali fraksiya qo‘shilib to‘yintiriladi va 
GFS-55 olinadi. Shirinlik bo‘yicha GFS-55 saxarozadan ustunroq 
turadi va keng foydalaniladi.

2.6. L va D aminokislotalar olish texnologiyasi

Aminokislotalar -  organizmning asosiy qurilish materiali 
bo‘lib, undan peptidlar va oqsillar shakllanadi. 0 ‘simlik va mik- 
roorganizmlarning o‘zlari ularga kerak boMgan barcha amino- 
kislotalarni sintezlay oladi. Bunda ular sodda kimyoviy birikma- 
lardan foydalanadi. Vaholanki, odam organizmi 20 ta aminokis-



lotadan hayotiy faoliyati uchun juda kerak bo'lgan faqatgina 12 
tasini sintezlay oladi. Qolgan 8 ta aminokislota almashmaydigan 
aminokislotalar deb nomlanib, organizmga tashqaridan -  ozuqa 
bilan kelishi kerak. Almashmaydigan aminokislotaning bittasi 
yetishmasa ham organizm o‘sishi sekinlashadi, patologiya na- 
moyon bo ladi. Shuning uchun bu aminokislotalami davolash 
va piofilaktika maqsadlarida, oziqlanish ratsioni va boshqalarni 
me yorlashtirish uchun sanoat miqyosida sintezlash muhimdir. 
Bundan tashqari, aminokislotalar (almashadigan va almash- 
maydigan) ко pgina biotexnologik jarayonlar uchun muhim 
xomashyo hisoblanadi.

Aminokislotalar sanoat miqyosida kimyoviy (oqsillar gidrolizi 
va kichik molekular birikmalardan sintezlash), mikrobiologik va 
shu bilan birga biotexnologik usullar bilan olinadi (2-jadval).

2-jadval

Aminokislotalarning sanoatda ishlab chiqarilishi
г------- -------------------

Aminokis­
lotalar

Ishlab
chiqarish,

t/yil

Texnologik 
jarayon turi Qo‘llanilishi

L -a la n in 130 1 , 3 c
O z iq -o v q a t  ish la b  

c h iq a r ish

D L -a la n in 7 0 0 2 O z iq -o v q a t  ish la b  
c h iq a r ish

L -a rg in in 1000 1 , 3 a K o s m e tik a
L -a sp a ra g in 50 1 ,2 T ib b iy o t

L -a sp a r ta t 4 0 0 0 1 , 3 c O z iq -o v q a t  ish la b  
c h iq a r ish
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—
O ziq-ovqat ishlab

L-valin 150 3a, 3c chiqarish

L-gistidin 200 3a T ibbiyot

G litsin 6000 2 O rganik sintez

L-glutam at 370000 3a
O ziq-ovqat ishlab 

chiqarish

L-glutam in 500 3a Tibbiyot

L-izoleysin 150 3a
O ziq-ovqat ishlab 

chiqarish

L-leysin 150 1 ,3 a
O ziq-ovqat ishlab

chiqarish

L-lizin 70000 3a, 3c
O ziq-ovqat ishlab 

chiqarish

D L-m etionin 70000 2
O ziq-ovqat ishlab 

chiqarish

L-m etionin 150 3c Tibbiyot

L-ornitin 50 3a, 3c Tibbiyot

L -prolin 100 3a . < "  .»/■

L-serin 50 3a, 3b K osm etologiya

L -tirozin 100 1, 3c
O ziq-ovqat ishlab
chiqarishi, orga­

n ik  sintez

L-treonin 160 3a
O ziq-ovqat ishlab

chiqarish

L-triptofan 200 3a, 3c
O ziq-ovqat i shlab 
chiqarish, tibbiyot
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L -fe n ila la n in 3 0 0 0 3 a , 3 c

T ib b iy o t, o z iq - 
o v q a t  ish la b  

c h iq a r ish , o zu q a - 
v iy  q o £sh im c h a la r

L -s i  s te in 7 0 0 1 O z iq -o v q a t  ish lab  
c h iq a r ish

— u 4 MUdr  g ia ro n z i;  2 -  k im y o v iy  s in tez ; 3 -  m ik ro b io . 
lo g ik  s in te z  (a  -  t o ‘g ‘ri fe rm e n ta ts iy a ; b  -  m ik ro b io lo g ik  tra n s fe r -  

m a ts iy a ; c  -  f e rm e n tla r  v a  im m o b il la n g a n  h u ja y ra la rn in g  ish la ti-

B io te x n o lo g ik  u s u lla r  b i la n  a m in o k is lo ta la r  o lish  tex n o lo g ik  

ja ra y o n in i  3 ta  a so s iy  g u ru h la rg a  b ir la sh tir ish  m u m k in :
.7 ? ’ L -a m in o k is lo ta la r  a ra la sh m a s i v a  u la rn in g  h o s ila la r in i 

o p tik  fao l iz o m e rla rg a  fe rm e n ta tiv  p a rc h a la n is h  u su lla ri;
-  a m in o k is lo ta la rn in g  e n z im a tik  s in te z  u s u lla r i '

l a r i~  a m ' n 0 k lS l0 ta ,a ra m g  m ik ro b io l° 8 lk  ( fe rm e n ta t iv )  s in te z  u su l-

Ratsematlarning fermentativ parchalanishi. O d a td a  
k im y o v iy  u su l b i la n  o lin g a n  D -  v a  L -s h a k ld a g , a ra la s h m a d a n  

-a m in o k is lo ta la rm  a jra tib  o lish  u c h u n  a m in o k is lo ta la r  h o s ila la r i

• ill u S0, n7 ularga ferment yQki fermentlar aralashmasi bilan 
ishlov benladi (3-jadval).

3-jadval
Ratsematlarning gidrolizi bilan L-aminokislotalar olish

Xomashyo Ferment Mahsulot
Л -a tse til-D , L -a m i­
n o k is lo ta la r A m in o a ts ila z a

L -a m in o k is lo ta la r
(n o rd o n la rd a n
ta sh q a r i)
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D.L-
Hininokaprolaktam

Gidrolaza L-lizin

1)1 -2-amino-
2-1 i azol i n-4-karbon
Liclnfa 1DL-ATK)

Ratsemaza ATK, 
gidrolaza ATK,
karbamoilgidrolaza_

L-si stein

(iidantoin
hosilalari

Digidropiri-
midinaza

---------------—

D-ami noki slotal ar
(alanin, valin, ley- 
sin, fenilalanin)

(iidantoin
hosilalari

Gidantoinaza, 
karb am oil gid­
rolaza

L-aminokislotalar

l),L-
aminokislotalar
('tirlari

Esterazalar L-aminokislotalar

/V-atsetil-D,L-aminokisl otal arning fermentativ gidrolizi xo- 
mashyoni almashtirib turish va bir xil biokatalizatorbmi ish a- 
tish sharoitida aminokislotalaming butun spektnm olish imkonmi

qanffidantot hosilalarining gidrolizi qator faol aminokislo­

talami olishga imkon beradi. Digidropinmidmaza qator mo- 
no-aTmashtimvch, gidantoinlami gidrolizlaydi va bunda 
/V-karbamolaminokislotalar hosil bo‘ladi. Ferment yordamida ala- 
nin valin, leysin, serin, fenilalaninlaming gidantoinli hosilalari 
gidrolizianadi; lizin va asparagin kislotalar hosilalanmng gidro i-

/Л8 L-lizin4oUshning kombinatsion usuli «Toyo Reyon» yapon 
firmasi tomonidan taklif etilgan. Birinchi bosqichda kimyoviy 
reaksiyalar natijasida siklogeksan D,L-b-amino-e-kapro1aktamga 
ay 1 anadi. Ikkinchi bosqichda fermentlar yordamida optik izomer- 
laming ajralishi amalga oshadi, bunda hosil bo ladigan asimmet- 
rik aminokaprolaktam gidrolaza fermenti ta smda L-lizinm hosil
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2.7. Enzim atik sintez

lotalarni кеШ пГсХашусьГый mtdd°!1Shjarayoni 
aminokislota olishga^soslanean ™ dda,arm enz,mlar ta'aiff 
hos,l qi,a o l a d i g a n ^ o ^
matsiyalanishi natiiasida ят  пГ |  , шЬЬ’ uning trana!

En2,m a,,k , i

4 -ja ihm

Aminokislotani keltirib chiqarnvchi ntoddalarni 
ransformatsiya asosida aminokislotalar olish

Aminokislotani keltirib 1 --------------- -
chiqaruvchi modda Mahsulot

Ь-Ketoizokapron kislota 
b-Ketomoy ki siota
D-Treonin

JL-Leysin
L-Izoleysin
L-Izoleysin

5-jach'al

Aminokislota 
keltirib chiqaruvchi 

moddalar
Ferment

alUICZI

Mahsulot

Ammoniy fumarat Aspartaza L-asparagin
kislota
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luillpimuzum va L- 
iii agin kislotalarI Цн|м

L  Krto va b-oksikis-
lltllllnr

Transaminaza

Degidrogenaza

L-fenilalanin va 
pirouzum kislota

L-aminoki slotal ar

| Asparagin kislota

|<cnol, pirouzum 
kislota, ammiak

I ttnol, serin

11idol, pirouzum 
kislota, ammiak

Aspartat-v- 
dekarboksilaza

Tirozinfenolliaza

Tirnyinfenolliaza L-tirozin_

Triptofanindolliaza L-triptofan

Indol, serin 
v - x f o r - L - a l  a n i n , 
natriv sulfid
Glitsin, m etanol 

Glitsin, tetragidrofolat

TriptofanmdoVliaza jL^triptofan 

Si steindesulfgi draza L-sistein

Serindegidraza IL-senn----

Serintransmetilaza L-serin

2.8. M ikrobiologik sintez

. .  i olishning mikrobiologik (fermentativ)
Mnr t : r a —  — Bunda

yuqon sintezlash share- 

itlari ta’minlanadi. f  t ina boshqarish sistemasi bu-
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siya yo li bilan olingan mutantlarrta к- 
olish esa, qandavdir mikrnn 1S ' mum^ n Mulaull
richia coU)ga g L d 7 (ko> oq

javob * 1*
matsiya) yo‘li bilan amalga о*Ш Ш

Biosmtezda aminoldslotalar produtsentlari h^vu  . * , 
Corynebacterium, Brevibacterium F* i , b°  hb  ko P1» 
digan bakteriyalar xizmat ailadi л ■ f nchla av,°dlariga ki
lishida miboorgan.zmTubsMan T .°w  ,а1аГ ishlab сЫЧ
(melassa, kraxmal va selluloza g i d r O O d O T ^ '  “ Г Ч  
lotas, yoki boshqa cream k kislf,». f  ' ”o1’ Slrka 4
uglevodlar ishlatiladi. Azot manbayT sifatid” 8^  b° Sh4a " i  
nitratlar, shuninedek amin^- 1 ♦ / , tlda ammoniy tuzl|j|
kislotaning maksimal ishlab ch iqL li^ i^o ida '1̂ ^ ' 1̂
sa o‘sishi deyarli to'xtavntraniH ’ ^ a^a ^moan, biomul» femtentarsiyOing Ж с Ш ^  ^  Shu”in* « Н
. e n g . a s h d n . g a n / ^ o ^ ^ f Z r b ^ ^ ^ ^ * " " 1
rakli aminokislotaning gmersinte^’ ц ^  b°Sqichda esa ~ ke- 
brak. Aminokislota preparation ы h 0iUami « ’mmlashi 
40‘Hasb b.la„ bog'Hq bo ̂ t  qaOr mahSU'0t"'

billashtiriladi, so‘ng vakuum n 1 *• и d kultura] suyuqhk sta- 
bug‘lantirilgan eritma s t a n d a r d !  аШа‘8а °5Ш ' аШ' S° ‘"S

moddadan 10% ^ T f t ^ S k e O f  к°"8аИГаВ1Уай **>*У

р а г а Г  s r  ; n r ,  r t t ' S b  T ChT ** ^
№  T r i t i lO T  met°d,ar y° rdamida Ч о 'аЫ тсО 'оаО аТ ьГ
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| )  litrmog'idir. Vaholanki, Wmy»vr> metodlar 

■inokislotalar optik izomer , L.  va D-shaklidagi
'Xtiinmokislotalar olinadt. u ara reaksiyalarda bu
E ....-lailalari izomerlardan tboratdrr Кгтуо^У У ^ .  f t_
..... . deyarli farqlanmaydb ^ah ’(meoonmdan tashqa-
E C p S t — ^ ^ . - a n t i n o k i ^ a r  

|.. . I. qanday qimmatga ega etnas. D.aminokislotalar
Ratsemik ” ^ * 2 »  tsh ttlv c h i 'iz o m e rla rg a  ^atiliahr,

......at darajasida, £ Й й И и .  Ushbu jara-
(«l.irilgan, dunyodag. btrmc 1 У s  aku„ kompaniyas.da
*■« YaS f d a O "  daE d ab trja ray o n an u -
Amalga oshmlgan. O sha dav у bilan o‘tkazilgan,
iioatsilaza erituvchi fermentmmg q Ushbu j ara-
Man u iqtisodiy jihardan sama^ ’ ^  “ "n^ailazadan foy- 
yonni amalga oshirtshda tmmo i . onning jqtisodiy sama-
I d S  U m a C  oOdfva b o jg i  va*da —

« h t t a ^ a r l  4 « 0  almashmaydigandir (medomn. vahn,

fenilalanin, triptofan). kimvoviy sintez yor-
Boshlang'ich modda ^  ^ Г о Ы а О а п  foydala- 

damida olingan atstUangan D ^  gWrolizlab, un-
niladi. Amtnoatstlaza bttta hosi, bo.layotgan
dan a ts i!  guruhn, airata* v istemadagi atsil-D-izomerlarga
L-amtnoktsiotalamt reaksio k  ■ moddalar btr-
nisbatan eruvchanligmt os nra bilan oson ajratila-

" t S a S T a r l C a T g a  Ctadi va jarayon qaytadan
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\ 2 f i  f к  S, l U ,  d *  d a ™ m  e tg a n  j a r a y o n  n a t i ja s .d a  y a g o n j  

V C r “ U 0 t. b °  hb , L "a m ,n o k is lo ta  h o s il  b o 'l a d i  S h u n is i  aniqlan. 
l, a m in o a ts i la z a  u c h u n  q a y s i a m in o k is lo ta n i  gidrolizlashl' 

h e c h  q a n d a y  a h a m iy a tg a  e g a  e m a s . B u  f e rm e n t  u c h u n  a tsil 
r a h  m u h m . b o  h b , f e r m e n t  o ‘ta  s p e ts i f ik  fa o l  m o d d a  h i s o b l . .

® u n ln f  n a « ja s td a  im m o b il la n g a n  a m in o a ts i la z a  b i la n  ln> 
x tl r e a k s 'o n  k o lo n n a  tu rli  L - a m i„ o k is lo ta la m i  i s h la b  c h tq a r is h d .  

qo l la m h s h i  m u m k in . 4 *

smolTd"!0billan8nn !Т ' еПЫ  tayyorlash oso". cbunki u maxsu, 
smoiada oson adsorbsiyalanadi, so‘ng uni reaksion kolonnag,
mudd , 1“ mobi,,an*“  feratenming yarim inalctivatsiy„

uddati, sanoat sharomda 65 sutkani tashkil etadi. Katalizator fa-
° " f  no™ ada" Pa®oqqa tushadi, kolonnaga yangi ferment erit- 
mas, qo shilad, (bir necha oyda bir marta) va u yana tashuvehi-a 
adsorbstyalanad,. Shuni qayd etish lozimki, ba’zi sifatli polimer 
tashuvch,laming barqarorligi yuqori bo‘lib, ulami texnologik 
jarayonda uzoq ishlatish mumkm. Masalan, «Tanabe Seyyaku» 
yapon kompamyasi tshlatgan tashuvchi 8 yildan ko'proq Vaqt
ga^ mad a ° '0nkada ami"°Wslota dish jarayonida ishlatil-

2.9. Lizin olish texnologiyasi

Lizin (b, e-diaminokapron kislota, H NCH CH ГН r u

-yilga kelib, jahon miqyosida lizin ishlab chiqarish miqdori 
550 mmg tonnam tashkil qildi. Bu lizin aminokislotasiga bo lgan 
ehtiyojmng yanada o‘sib borayotganligini ko‘rsatadi.

L iz in n m g  s a n o a t  p ro d u ts e n tla r i  b o ‘lib  Brevibacteriumflavum 
v a  Corynebacterium glutamicum, Micrococcus b a k te r iy a  C a n ­

n in g  a u k s o tro f  sh ta m m la ri  h iso b la n a d i.
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a) ekish materialini olish;
b) oziqa muhitini tayyorlash; 
d) havoni sterillash;
c) fermentatsiya;
0 lizin ajratish. . . .  , •
Dastlab kultura go‘shtli peptonli agarda qatnq oztqa protar-

luilarida 28-30‘C haroratda bir sutka davomida о stmb olinadt. 
So'ngra mikroorganizm suspenziyasi steril suyuq oztqa muhitiga 
o' Ikaziladi va tebratgtchda 180-200 teztain bir sutka о St,triad.. 
111! onalik ekish materiali deb ataladt. Onalik ekish matena 
hoshqa kolbalarga ko'chirib o‘tkaziladi va o'stmladl. ;

M u  h it tarkibi. Lizinning barcha produtsentlan biotinga bog liq 
mikroorganizmlar hisoblanadi- Shu sababli muhitda biotinmng 
miqdori mikrob hujayraning normal o‘s,shi va nvojlamsta uc un 
kerak bo4gan miqdorga (4-5 mkl) msbatan yuqon (29 mklri) 
boMishi kerak. Agar biotin miqdonm 1-2 mkgfl gacha pasaytml- 
„  ,Ып biosin,ezi sekinlashadi, lekin shu bilan bir vaqtda gluta-
min kislota hosil bo‘lishi kuchayadi.

Biotin vitaminlar va qator aminokislotalammg manbay 
boiib, odatda, makkajo‘xori ekstrakti va lavlagih . mdassada 
ularning miqdori katta bo‘ladi. Lizinnmg maksimal biosintezi 
s l ro z a l i  muhitlarda kuzatiladi (6-jadval). 10-12% saxaroza 
tutgan muhitdan ko'p miqdorda lizin olish mumkin. Saxaro- 
zaning yuqori konsentratsiyalarida produtsen, о s,shining so. 
lishtirma tezligi pasayadi va shakar konversiyas, koeffitsiyenb
(YP/S) kamayadi. . . .

Sanoat sbaroitlarida uglerod manbayi sifatida melassa, gidro 
selluloza tutuvchi xomashyo gidrolizatlari, kraxmal, shumngdek, 

sirka kislotadan foydalaniladi.
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6-п

io S a k° ‘pincha ammoniy tuzlari va makka-
shkndad 4̂ ” ’ Г261" У achitqilaming Idslotali gidrolizatlari 

ish auladL Achitqilar va kazein o'zida auksotrof shtammga kerak
bo Igan aminokislotalar va vitaminlami tutadi. Muhitda uglerod 
rod a"’8 T mSl " ISbati li:1 teshkil qiUshi zarur (ugle-
o рЙ Г Г о  ket '  ' f "  chiqishi pasayadi' катаУаа, al“ ‘" 

J a n  b o i h ,  k l k  ’ ShUni"8dek’ kaHy’ та8П1У ™ f° sf0r

b a l ^ VS „ ma,mvalbikki Ь05,‘СМа ko‘Paytiriladi: awal kol- 
balarda so ngra ekish apparatida. Fermenterning hajmi odatda
10 m3 m tashkil qilishi lozim. ’
bkaFZ r ' Siya, f ar0i,' ari- SUyU4 1ЫП jarayonida asep- 
tika shartlanga qattiq noya qilish kerak. Lizin produtsenti kul-
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luinsining o‘stirilishi, odatda, davriy usullar bilan fermenterlard 
,|m„m 50 63 yoki 100 m3) amalga oshinladi. Ekiluvchi materi­
al ozuqa muhiti hajmidan 5-10% miqdorda fermenterga yubon-
..... Ekilgandan keyin unga 50°C gacha tsm lg*.have berdadt
, | daqiqada 1 havo hajmiga 1 hajm ozuqa muhiti, 0,12-0,13 MPa

'"Tem entatsiya davomiyligi 55-72 soatra tashkil qiladi, jara- 
muhitni iatensiv aralashtirgan holda, 28-32°C harorat va pH 

luhit 7,0-7,5 da (muhitga ammiakli suv qo'sh.b ushlab tunladt)

" '^ tiva tsiyalash , ya’ni femtentatsiya jarayoni ikki bosqichdan 
.horat Birinchi sutkalarda hujaytalar 25% gacha yaqm uglevod- 
|„Г va azot moddalami iste’mol qiladi; bu vaqtda deyarh butun 
biomassa to’planadi. Ikkinchi bosqichda btomassa to planishming 
tczligi keskin pasayadi, lekin kultural suyuqhkda lizin to plamshi 
amalga oshadi. Jarayon oxirida titrlanuvcht agent (ammtakh 
iste’mol qilmishi to’xtaydi va lizin konsentratsiyasi 60-100 g/1 n.
tashkil qilganda fermentatsiya to‘xtatiladi.

Lizinni qanday maqsadda ishlatishga qarab, turh holatdagi
lizinni olish mumkin. Masalan, lizinning suyuq konsentr^ ’ ‘ ’ 
zinning quruq yem konsentrati, kristall lizin shular jumlasidandir

( 13'Limning quruq konsentrati. Lizinning suyuq konsentra- 
tidan lizinning quruq yemli konsentratmi olish uchun 0-13 /о 
li kultural suyuqlik HC1 bilan pH 5,0 gacha nordonlasht - 
ladi va lizinni barqarorlash uchun 0,15% lx natriy gi rosu 
eritmasi qo‘shiladi. Barqarorlashtirilgan kultural suY ^ l lk ™- 
kuumda 35-40% gacha bug‘lantinladi. Ana shu usulda ol 

suyak uniga, oztqa achitqilariga, bug'doy kepagtg 
qo‘shib quritiladi. Bunda «sochiluvchan quruq oziqa lizinni»

olish mumkin.
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tmliinish xromatografiyasidan so‘ng, lizin 0,5-5,0% ammiak 
■tin yuvib olinadi. Xlorid kislota bilan nordonlashtirilib, so‘ng 
[i'liintiriladi. Lizinga xlorid kislota ta’sir ettirilganda monoxlor- 

11/.in hosil bo‘ladi va ushbu preparat 10-12 °C da sovutil-

f^inln sarg'imtir kristall lizin hosil bo‘ladi. Yuqori tozalikka ega 
и lyaii preparatni dish uchun tozalash jarayonida eritmaga faol 

|«i mu bilan ishlov berish zarur va shu bilan birga 50% li etanol 
■nnliiinida qayta kristallantirish talab etiladi.

2.10. L -lizinning enzim atik sintezi va q o ‘Hanilishi

1,-lizinning enzimatik sintez orqali ishlab chiqarilishi DL-b- 
l|iiimo-e-kaprolaktam (AKL)ning kimyoviy sinteziga asoslan- 
gnii Bu modda L-AKLning L-lizingacha selektiv fermentativ 
gldrolizi uchun ishlatiladi; D-AKL fermentativ ratsematsiya- 
gn uchraydi va gidroliz uchun yana substrat bo‘lib ishlatiladi.
(lidrolizlovchi ferment C ryptococcus laurendii hujayralaridan, 
niHemizatsiyani katalizlovchi ferment esa A chrom obacter obae  
liuiayralaridan olinadi.

L-lizin olishda substratga ikki fermentning birgalikdagi 
la'sirini ishlatish maqsadga muvofiqdir. Buning uchun DL-b- 
umino-e-kaprolaktam suvli eritmasiga gidrolaza va bakterial faol- 
likni namoyon qiluvchi achitqi va bakterial hujayralaming kerakli 
iniqdori kiritiladi. Ikkala fermentning ta’siri uchun optimal pH 
muhit ko‘rsatkichi 8,0-8,5 va harorat 30-50 °C ni tashkil etishi 
kerak. Bu jarayonda L-lizinning chiqimi 99,8% ni tashkil qiladi.

L-lizin asosan yemga qo‘shimcha sifatida ishlatiladi. Bu 
esa ushbu aminokislotaning o‘simlik yemlarida kam miqdorda 
bo‘lishi bilan bog‘liq. Tozalangan lizin oziq-ovqat mahsulotla- 
riga qo‘shimcha siftida, shuningdek, tibbiyot preparatlarida va 
boshqa maqsadlar uchun ishlatiladi. Lizin tutuvchi preparatlar 
o‘ simlikshunoslikda ham keng qoilaniladi. Aminokislotalardan 
tashqari boshqa biostimulatorlami ham tutuvchi bunday prepa-
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3-B O B . F E R M E N T L A R N IN G  A N A L IT IK  
K IM Y O D A  Q O ‘L L A N IL IS H I

/amonaviy biotexnologiya -  bu rekombinant oqsillar olish, 
linnsgen hayvon, o‘simlik va mikroorganizmlar yaratish va ular 
rtKosida biologik faol moddalar olish jarayonlaridir. 0 ‘tkir raqo- 
lint ostida bugungi kunda biotexnologiya yo'nalishi muvaffaqi- 
ynlli rivojlanmoqda. Sababi, turli mahsulotlarga bo‘lgan ehtiyoj, 
nlwli sonining ko‘payishi bilan keskin ortib bormoqda. Shuning 
uchun transgen hayvon zotlarini va o‘simlik navlarini yaratish, 
rekombinant oqsillar olish uchun qat’iy sharoitlar va kataliza- 
lorlar zarur.

Biotexnologiyaning tirik hujayralardan (ma’lum kimyoviy 
icaksiyalarda katalizatorlar vazifasini bajaruvchi bakteriya sifa- 
lidagi achitqi zamburug‘lari va alohida enzimlar kabi mikroorga­
nizmlar) foydalangan holda farmatsevtika sanoati uchun biologik 
laol moddalarning olinishi va qo‘llanilishi yangi imkoniyatlami 
yaratdi. Birgina noyob spetsifiklikka ega bo‘lgan enzimlaming 
immobillangan shakllari asosida chiqindisiz toza mahsulot olish 
texnologiyalari yaratildi.

Fermentlar o‘zining noyob xususiyatlarini (samaradorligini, 
tanlovchanligini) hujayra tashqarisida ham saqlaydi. Kimyoviy 
katalizatorlarga qaraganda fermentlar zaharli emas, ulaming sa- 
noatda qo‘llanilishi iqtisodiy va ekologik nuqtayi nazardan qulay 
hisoblanadi. Sanoat hajmiga ko‘ra fermentlar aminokislotalar va 
antibiotiklardan keyin uchinchi o‘rinni egallaydi vato‘qimachilik,
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ten selluloza-qog‘oz sanoati, tibbiyot, kimyo sanoatlarida keng
qo llamlrnoqda. Turli sinf fermentlari atrof-muhitga tushuvchi
antropogen organik birikmalami parchalash va o‘zgartirish uchun 
ishlatiladi.

Fermentlar tibbiyot sohasida ham muhim rol o‘ynaydi. 
roteolitik fermentlar (amilaza, lipaza) oshqozon-ichak, jigar 

va oshqozonosti bezi kasalliklarida qo‘llaniladi. Oxirgi yillar- 
a protein azaning o‘sma hujayralami davolashda qoMlanilishi 

yaxshi samara berganligi ma’lum. Proteolitik fermentlar qon to- 
mirlandagi tromblami yo‘qotishda ham ishlatiladi. Kollagenaza 
chandiqlar hosil boiishini tarqatishda, elastaza esa ateroskleroz 
nvoj lam shim toxtatish uchun qoilaniladi. Fermentlar diagnostik 
maqsadlarda, masalan, miokard infarktini yoki jigar kasalliklarini 
davolashda ishlatiladi.

Immobillangan fermentlar tibbiyotda, birinchidan, past dara- 
jadagi zaharli va allergik ta’sirga ega dori vositalarini yaratish 
uchun yo‘l ochdi. Dunyodagi birinchi immobillangan ferment 
preparati (streptokinaza) qon-tomir kasalliklarida ishlatildi. Ik- 
kmchidan, tnkapsullangan ferment preparatlari organizmga do- 
nlarmng yo‘naltirilgan transporti muammolarini yechdi. Fer- 
mentlar immobillanishi va ularning sanoatda qoMlanilishiga 
misol sifatida alanin aminokislotasi va model si sternal ardagi ko- 
ernient regeneratsiyas.dag. (NAD) o‘zgarmas jar ay on I ami mi- 

sol qihb keltinsh mumkin. Bu sistemada dastlabki substrat (sut 
slota) dekstran NAD va ikkita NADga bogMiq degidrogenaza- 

ama: laktat va alanindegidrogenazada immobillangan kamera- 
reaktorga nasos yordamida beriladi; reaktommg qarama-qarshi
tomonida reaksiyaning mahsuloti ultrafiltratsiya metodi asosida 
yo qotiladi.

Bu turdagi reaktorlar farmetsevtika sanoati da, masalan, gidro- 
ortizon antirevmatoiddan prednizolon preparatini sintez qilishda
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qoilaniladi. Immobillangan fermentlar va kofermentlar yordami­
da bogiangan kimyoviy reaksiyalami (almashinmaydigan meta- 
bolitlar biosintezini hisobga olgan holda) yo‘naltinlganl,k asosida 
amalga oshirish mumkin. Shu asnoda, yangi metodologik yon- 
dashuvlar yordamida fan «sintetik biokimyo» sohasiga о zining
birinchi qadamlarini qo'ymoqda.

Tadqiqotlaming yangi muhim yo‘nalishlan bo lib hujayra-
ning immobillanishi va genotexnika metodlan (gen muhandis- 
ligi bo‘yicha loyihalash) asosida mikroorganizmlaming sanoat 
shtammlarini, ya’ni vitaminlar va almashinmaydigan aminokis- 
lotalaming produtsentlami yaratish mumkinligi hisoblanadi. Bio- 
texnologiya yutuqlarining tibbiyotda qo‘llanishiga misol sifatida 
biologik suyuqliklar yoki to‘qima ekstraktlandagi tireotrop gor- 
monini aniqlash uchun, qalqonsimon bez hujayrasming immobil- 
langan shakllari yaratilishini ta’kidlash mumkin.

Yana shuni ta’kidlash lozimki, kaloriyasiz shinnliklar, jum- 
ladan, yuqori kaloriyaga ega boUmagan, shirinligim his qihsh 
mumkin boUgan, shakarning o‘rnini bosa oladigan qandli 
moddalarni olishning biotexnologik usuli yaratilishini aytis 
lozim. Shunday istiqbolli moddalardan biri tarkibida dipept.d 
metil efiri -  aspartilfenilalanin tutgan aspartam hisoblanadi. 
Aspartam shakardan ko‘ra 300 marta shirinroq, zararsiz va 
organizmda uchraydigan tabiiy erkin aminokislotalar. aspara- 
gin kislota (aspartat) va fenilalanin ko‘nmshida tarqaladi. s- 
partam, shubhasiz, tibbiyotda ham, oziq-ovqat sanoati da ham 
keng qo‘llaniladi. Masalan, AQSHda uni bolalar ozuqalarim 
tayyorlashda va parhezbop koka-kola tayyorlashda ishlatila­
di. Genotexnika metodlan asosida aspartamm ishlab chiqans 
uchun faqatgina erkin asparagin kislotasi va femlalamnni 
emas, balki bu dipeptidning biosintezini katalizlovchi baktenal 
fermentni ham olish zarurdir.
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3.1. Test-sistem alarda, m ikroanalizda va biologik quril- 
m alarda ferm entlarning qoMlanilishi

Biosensorlar — analitik qurilma bo‘lib, ulardagi sezuvchl 
qatlam biologik materiallardan iborat va u ma’lum bir kompo- 
nentning mavjudligi yoki aniq bir konsentratsiyaga funksional 
bog langan holda elektr signal orqali reaksiyani amalga oshira* 
di. Biologik material sifatida fermentlar, to‘qimalar, bakteriyalar, 
zamburug lar, antigen va antitanalar, liposomalar, organellalar, 
retseptorlar, DNK va shu bilan birga fizik datchiklarga immobil* 
langan hujayralar ham ishlatiladi. Biosensor texnologiyasi biolo- 
giya va mikroekologiya fanlari asosida yaratilgan.

Bunday qurilmani yaratish g‘oyasi deyarli yaqinda, 1960-yil- 
larda ilgari surildi. Birinchilardan bo‘lib buni 1967-yilda 
L. Klark va K.Liney ushbu yo‘nalishga asos solishdi. Klark 
о zining g oyalarida fermentli elektroddan, ya’ni yuzasiga fer­
ment immobillangan elektr kimyoviy datchikdan foydalangan 
holda, biror biologik faol moddani juda kichik miqdorda aniqlash 
mumkinligini ta kidladi va ushbu jarayonni ilmiy asoslab berdi 
Shundan so‘ng «biosensor» tushunchasi fanda paydo bo‘ldi.

Ко pchilik biosensorlar biologik suyuqliklaming tahlilida 
qo‘llaniiadi. Masalan, qon tarkibida 1000 dan ortiq turli faol 
moddalar mavjud bo‘lib, ushbu moddalaming konsentratsiyasini 
tez va sezuvchan usul yordamida aniqlash talab etiladi. Diabet 
bilan xastalangan kishilar uchun glukozaning konsentratsiyasini 
aniqlash juda muhim hisoblanadi. Bugungi kunda biosensorlar 
yordamida ushbu muammoni tez hal etish mumkin.

Biosensorlami turli maqsadlarda yaratish mumkin. Biosensor­
lar ikkita -  biokimyoviy va fizik transduserlardan iborat bo‘lib, 
ular biokimyoviy jarayonlarda o‘zaro qisqa kontaktlashadi’ 
Biokimyoviy biotransduser yoki bioselektor aniqlashning biolo­
gik elementi vazifasini bajarib, aniqlanayotgan komponentning

|,miqrog‘i, kimyoviy bog‘ haqidagi ma’lumotni) fizik yoki kim- 
yoviy tarkibi haqidagi ma’lumotni signalga aylantirib beradi. 
Miokimyoviy biotransduser sifatida biologik strukturalar, jumla- 
,1,111. fermentlar, antitana, retseptorlar, nuklein kislotalar va hat- 
to tirik hujayralami ishlatish mumkin. Fizik transduser aniqla- 
iiuyotgan komponentni aniqlash asosida hosil bo Igan signalni 
maxsus qurilma yordamida elektron signalga aylantiradi. Axbo- 
rotni o‘qish va yozish uchun signalni registratsiya qiluvchi va 
tczlashtiruvchi elektron sistemalar qo‘llaniladi Fizik transdu- 
Kerlarning ko‘pgina turlari mavjud: elektr kimyoviy, spektrosko- 
pik, termik, gravitatsion, pluzoelektrik, kalorimetrik, rezonans 
sistemalar va boshqalar.

Bioselektor elementlaming barcha turlarini turli xil transdu- 
scrlar bilan kombinatsiya qilib, biosensorlarning turli-tuman tip- 
larini yaratish mumkin. Biosensor bioasbobi tablilini zamonaviy 
metodlar bilan taqqoslash shuni ko‘rsatdiki, tahlilnmg tezligi, 
yuqori spetsifiklikka egaligi, qimmatbaho asbob-uskunalarga eh- 
liyoj yo‘qligi va shu bilan birga murakkab aralashmadagi kerakli 
birikmalami yuqori selektivlik bilan aniqlash imkonini berishi, 
ushbu bioqurilmaning har tomonlama qulayligini ко isatdi. Shu 
sababdan ham, biosensorlami yaratish va ulaming qo llamsh 
doirasini kengaytirish hozirgi zamonaviy biotexnologiyaning aso- 
siy vazifalaridan biri hisoblanadi.

3.2. Ferm entli biosensorlar

Bugungi kunda xemi va bioluminessensiya asosida fermentli 
elektrodlar, fermentli mikrokalorimetrik uzatgichlar, biouzatgichli
sensorlar yaratilgan. ~

Fermentli yoki reagetitsiz elektrodlar fermentativ o‘zgansh 
jarayonida hosil bo'luvchi moddani elektrokimyoviy uslub yor­
damida aniqlashga asoslangan moslamalar hisoblanadi. Ushbu
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biomoslamalar tuzilishi jihatidan bir yoki bir necha immobi 
gan fermentlardan (ba’zida ferment erigan holda membrana <i|| 
s ovida elektrodga yaqin holda joylashishi mumkin) iborat у 
lam bilan o‘ralgan elektroddan iborat bo‘ladi. Elektrod asosi q- 
day uslubga asoslanganiga qarab, moslama potensiometrik yoU 
amperometrik turlarga bo‘linadi. Г

Fermentli mikrokalorimetrik datchiklar, yam  uzatgichl 
rermentativ reaksiyalaming issiqlik effektidan foydalani^- 
asoslangan moslamalardir. Fermentli biosensorlar tashuvclf 
immobillangan fermentli va termistor qismdan tashkil top 
О lchovcb qism orqali tahlil qilinayotgan namuna o‘tkazilga 
issiqlik effekti namoyon bo‘ladigan kimyoviy reaksiya ama 
oshad,. Aynan o‘sha issiqlik effekti o‘lchagichda qayd etiladi v« 
reaksiya natijasi aniqlanadi. ^

Xemi va bioluminessentli datchiklar fermentativ reaksiya 
mahsulotlanm turli to‘lqin uzunligida yomg‘lik nurlarining si- 
mshi asosida olmadigan ma’lumotni qayd qilishga asoslangan 
Tuzilishi bo yicha ushbu biomoslamalar ferment preparatlari im­
mobillangan (lutsiferaza yoki peroksidaza bilan) tashuvchi ham-
a(J 0n*8! lk qabul qiluvchi moslamadan iborat. Bu sistemada 

qo llamladigan datchik tipiga asoslangan analitik uslub yuqori 
sezgirhgi bilan ajralib turadi va, o‘z navbatida, juda kichik kon- 
sentratsiyali moddaning (1 0 -  M) miqdorini aniqlash imkoniga

Immobillangan fermentlar qoMlanilgan elektrodlar chidamli 
о ib, ular yordamida bir necha yuz namunani o‘lchash mumkin 

Tabuy ferment preparatlari qo‘llanilgan elektrodlar asosida esa 
50 tagacha namunani olchashni amalga oshirish mumkin.

Hozirgi davrda qon tarkibida qandni aniqlashda (immobillan­
gan glukozoksidaza asosida) qo‘llaniladigan amperiometrik bio-
iVh н°Г к-6"8 ^arqalgan Ushbu biosensor yaratilgan bioqurilmalar 
ichida birmchi yaratilgan biosensor hisoblanadi.
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Hi, o‘rinda yana shuni qayd etish lozimki, bugungi kunda 
(Vimentli sensorlar quyi molekulali moddalar konsentratsiyasm,
..... . ham keng qo-llan.ladi Masalan, penitsiHm апйЫоВД-
nlw produtsentlari ishlab chiqargan ozuqa muhitidagi pemtsill
...."dorini nazorat qilish uchun, penitsilaza fermenti asos,da yara-

illgim elektrod qo‘llaniladi.
Kislorodli elektrodga (fizikaviy transduser) asoslangan biosen- 

Mfflar esa. turli moddalami, masalan, fermentlammg substraUan- 
„1 laktatlami, L-aminokislotalammg salitsilatlanm, aksolatlam , 
•yni karbon kislotalanting anionlarini aniqlash imkonim beradi.

Biosensorlar yordamida muammoli holatlami hal qilish mum- 
inn Xususan, substratning ma’ lum konsentratsiyasida amqlana-
yotgan signal (potensial) asosida, aynan bir fermentnmg faolli- 
gini aniqlash. Bunda reaksiya natijasida hosil bo lgan signa aso- 
s.da nafaqat substrat konsentratsiyasini, balki ferment katalitik 
faolligini ham aniqlash mumkin. Biosensorlanting mta shunday 
xususiyatga egaligi qon tarkibidagi ^ e n ^ f a d ^ v a  
konsentratsiyani aniqlash imkonini yaratadi. Yurak faoliyati bilan 
liogMiq ba’zi fermentlaming (aspartatammotransferaza kreatm - 
naza kabilar) faolligini aniqlash, o‘z navbatida khmk sharoitda 
miokard infarktini aniqlab, tashxis qo‘yishda qo llamladi.

3.3. Hu jay rali biosensorlar

Biotexnologiya fanining yutuqlaridan yana bin, tirik hujayra- 
lami polimerlar va turli tabiatga ega boUgan qattiq tashuvchilar 
tarkibiga kiritib, ulami turli sohalarda ishlatish bilan bog liqdir. 
Bunday tipda yaratilgan biomoslamalarni hujayrali biosensorlar 
deb atash mumkin: Ushbu sensorlar tibbiyotda, mikrobiologiya 
sanoatida va boshqa tarmoqlarda keng qo‘llamladi. Bu о nn a 
shuni qayd etish lozimki, hujayrali biosensorlar mikroorganizm 
hujayralarini turli tashuvchilarga immobillashga asoslangan. Mik-



roorganizm hujayralarini turli fizikaviy va kimyoviy usullard* 
immobillash mumkin. Immobillangan hujayralarning barqarorligl 
ularning metabolizmi, shuningdek, tashuvchining va muhitninu 
xossalari bilan belgilanadi.

Immobilizatsiya uchun yengil kultivatsiyalanadigan, qayto 
tiklanadigan mikroorganizm hujayralari, shuningdek o‘simliklar, 
hayvon va odam hujayralari keng qollaniladi.

Fermentlardan farqli ravishda immobillangan hujayralarni 
qoilashda tozalash bosqichini qo‘llash talab etilmaydi Mav- 
jud uslublar ferment faolligini 100% saqlagan holda uzoq vaqt 
oralig‘ida (ba’zi holatlarda bir necha yillar davomida) faoliyat 
ko‘rsatadigan hujayralar yaratishga imkon beradi. Ko‘p turdagi 
hujayralar uchun, ayniqsa, mikrobli hujayralar uchun tarkibida 
yuqori darajada oqsil va ferment ishlab chiqish xususiyatiga ega- 
dir. Bunda hujayra oqsilni sintez qilish xossasini saqlab qolgan 
holda, sensor yordamida turli namunalami aniqlashning yuqori 
samarali uslublarini yaratish mumkin.

Hujayrali biosensorlaming asosiy kamchiliklaridan biri 
qoilanilayotgan elektrod sekinlik bilan javobni amalga oshira- 
di hamda hujayra yoki to‘qimada bir necha ferment sistemalar 
ishtirok etishi sababli, namoyon bo‘ladigan javob reaksiyasi past 
selektivlikka va spetsifiklikka ega. Bundan tashqari, o‘sish va 
ko'payish jarayonida intakt hujayralar tashuvchini parchalashi va 
shu bilan birga hosil bo‘layotgan mahsulotni ifloslantirishi mum­
kin. Biroq yuqorida qayd etilgan muammolar, o‘z navbatida, bak- 
teriya hujayralarini qo‘llash jarayonida antibiotiklami qo‘shish 
yoki immobillangan o‘simlik hujayralari uchun fitogormonlar 
tanqisligim sun’iy yaratish asosida, o‘sish jarayonini sekinlash- 
tinsh y°‘li bilan hal etish mumkin. Shu sababli, bugungi kun- 
da mikroorganizm hujayralari asosidagi biosensorlami yaratish 
uchun turli mikroorganizmlar qo‘llaniladi. Chunonchi, N igros- 
p o ra  eyropea ammiakni aniqlash uchun, Azotobacter vinebudit -
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nitratlami aniqlash uchun. A sperg illus n iger zamburug'i asosida 
bir guruh yapon olimlari tomonidan go‘sht mahsulotlan tarkibi- 
,lugi aminlami aniqlashga mo‘ljallangan biosensorlar yaratilgan. 
Shuning bilan birga cho‘chqa jigari va buyragi kesmalan, qovoq 
va banan kesmalari to‘qimali elektrod yaratishda qoMlamlmoqda.

Boshlang‘ich davrlarda faolligi saqlangan holatda hujayralarni 
immobillash uchun tabiiy materiallar: jelatin, agar, alginat kalsiy, 
karraginanlar qoMlaniladi. Hozirgi vaqtga kelib, hujayralarni sin- 
tetik polimer gellariga kiritish usullari ishlab chiqildi va rivojlan-

tirildi. . . .  . -
Oziq-ovqat, farmatsevtika, to‘qimachilik, kimyo-metallurgiya 

va sanoatning boshqa ko‘p sohalarida turli kimyoviy birikmalar- 
ni tashuvchi sifatida qoilab, sensorlar yaratish mumkin. Ush- 
bu immobillangan hujayralar asosida yaratilgan sensorlar xalq 
xo‘jaligining turli sohalarida, shuningdek, biotexnologiya usulida 
aminokislotalarni sintez qilishda ham keng qoilamlmoqda. Bun- 
dan tashqari, biosensorlami quyidagi maqsadlarda ham qo Hash
mumkin: . .' ... . .

-  oziq-ovqat mahsulotlarining ozuqaviy qiymatini, yangiligmi
va xavfsizligini aniqlashda;

-  bevosita bemoming qonini ekspress tahlil qilishda,
-  atrof-muhitning zararlanganligini, ifloslanganlik darajasini

aniqlashda;
-  quyi molekulali moddalar, toksinlaming konsentratsiyasmi 

aniqlashda;
-  oqova suvlardan metallami ajratib olishda;
-  tabiiy va oqova suvlami tozalashda va h.k.
Umuman olganda, immobillangan biomateriallarga asoslan- 

gan bioqurilmalar bugungi kunda juda kichik konsentratsiyali 
moddalami aniqlashda, zamon talabiga javob beradigan o‘ta sez- 
gir usullardan biri bo‘lib qoldi. Ba’zi biosensorlar uy sharoitida 
individual qo‘llash uchun (asosan qon tarkibidagi qandm aniq-
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lashda) keng tarqalmoqda. Navbatda hid bilish va ta’m bill J 
<<sun iy organlarm» yaratishga imkon beradigan tirik organ./,,,, 

ming retseptorlan o'mim egallay oladigan hamda qator katftU
klarga amq tashxis qo ya oladigan biosensorlami yaratish klbl 

bir qator vazifalar turibdi.
Molekular biologiya va mikroelektronika sohasida yaratiU 

gan yutuqlar biosensorlar tuzilmalarini yaratuvchilarni уапД 
yechimiarga ildamlamoqda. Analitik signal va tahlil natijaJariJS 

soblash maqsadxda, sensor-transduser, raqamli ko‘rsatgich v* 
mikroprotsessomi birlashtirgan biochip yaratish texnologiyasi.,1
• ы°ь n§rafiu a’ q°PlamaIashning yarimo‘tkazgichli texnikasi) 
shlab chjqish istiqbolli rejalar hisoblanadi. Zamonaviy biochip.

laming yarablishiga 1975-yilda E.Sauzem tomonidan yasalgin 
auzern-blot asos bo'ldi. Buning uchun E Sauzern qattiq ta- 

shuvchxga bmktmlgan DNK fragmentlarining xususiy ketma- 
kethgm, amqlash uchun belgilangan nuklein kislotalar qator,dan 

Ros siy ada bi ochipl ar A.D. Mirzabekov rahbarligida 
b ^ h h d f  ̂  ^  ЬЮ °glya lnstitutida 1980-yillar oxirida yaratila

4in“ P,ar texnol°8iyasi laboratoriya tadqiqotlarining prin- 
sipml jihatdan yangi bosqichi bo‘lib, bir vaqtning o‘zida 1000 ta 
namunam testdan o‘tkaz,sh imkonini beradi. DNK yoki oqsilli 
cbplarm yaratish uchun aynan DNK yoki oqsillarning min«lab 

ЫекиЫап plastinkalarga joylashtiriladi. Hosil boigan bun- 
ay kichik moslamalar biologik makromolekulalarning spetsifik

I T h'a s ,r ' “  ЯШЛ uchnn qo „an„ad? C f y
chiplarda zondlar sifatida oligonukleotidlar, genomli DNK RNK
fragmendan, oqsillar, retseprorlar, ligand,ar va boshqa,ar

Qisqa vaqt mobaynida biochiplar yordamida molekular biolo-
fi nd m 0 f ?  a!. genetlka’ molekular biotexnologiya sohalaridagi 
undamental tadqiqot muammolan hal qilindi va shu bilan birg^
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(llibiyotda, farraakologiya, ekologiya, sud-tibbiyo« ekspertasida

Unnilda qoilanila boshladi. .
Biochiplaming hozirgi vaqtda bir qator turlan mavjud. 

matritsali (immobillangan DNK bilan) biochip,
mikrofluidli (kapillarli) biochip, hj
rangli kodga ega boUgan mikrosferalar qo llamlgan bio-

* 'Zmonaviy mikrochiplarda y a c h e y k a  o‘lchamlan 5ft-200
mikron oraligHda yotadi va har bir yacheykamng hajmi 
I ml dan 1 mkl ni tashkil qiladi; tahlil qilinayotgan makromo- 
Ickula konsentratsiyasi esa 10 mkM gacha bo‘ladi. Clupdagi 
yacheykalaming umumiy miqdori 10-10Vni tashkil «̂  Unu«
thiziqli oichamlari esa taxminan 1 sm ga teng  ̂ am 
la’sirLhadigan mikrozondlar pochta markazi о lchamidan katta 
|,o‘lmagan tashuvchiga joylashtiriladi. Har bir mikrozond tome 
shaklida bo‘lib, ko‘ndalang kesimi bo‘yicha 100 mikronm tash­
kil qiladi. Bitta mikrozondning yacheykalan o‘lcham ^ ^  
bir xil bo‘lib, 1 mm da 10-30 gacha tomchilar joylashad . Fer- 
mentativ reaksiyalar amalga oshadigan chiplarda, yacheykalar sa- 
yozroq bo‘ladi. DNK reaksiyalar amalga oshadigan chiplarda e 
yacheykalar ziehroq joylashgan bo‘ladi. Bunday texinobogiya bma 
biochipda, 30 dan 100 mingtagacha genm tahlil qilish imko 
ni beradi Bunda qo‘yilgan maqsadga qarab, 6 tadan bir necha 
minggacha nukleotidlardan tashkil topgan DNK uchastkalann

ЛШ CMplarTy^orlash uchun ko‘p hollarda shisha, plastik, yarim- 

04kazgich yoki metall plastinkalar qo‘llamladi. Earning 51 a'  
riga tahlil qilinayotgan eritma tarkibida bo‘lgan moddal^ ta 
lab bog‘lash qobiliyatiga ega boUgan biologik makromoleku a
(DNK oqsillar, fermentlar) joylashtiriladi.

Barcha bir necha faol moddalar asosida boradigan jarayon- 
lami aniqlashda ishlatiladigan biochiplarda ma’lum bir kimyo-
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-  genda turli kasalliklar bilan bogiiq bo‘lgan mutatsiy«l|B 
aniqlash;

-  genlaming faolligini kuzatish;
infeksion kasalliklaming diagnostikasi va ulami davoltuM 

ning samarali uslublarini aniqlash;
-  qishloq xo‘jaligi ekinlari hosildorligiga mas’ul bo‘lgan gon*j 

lami aniqlash;
-  patogen hamda foydali mikroorganizmlarni skrining qilish, \
Turli «sezgin> oqsilli biochiplar yaqin kelajakda kcng

ko‘lamdagi dorivor moddalarni, jumladan gormonlarni, narko» 
tiklarni, zaharlami, tahlil qilinayotgan namuna (qon, suv, oziq* 
ovqat yoki tuproq)dagi pestitsidlami hamda turli allergenlarni, 
onkogenlarni, biologik faol moddalarni, hatto genetik defektlarni 
aniqlash imkonini beradi. Oqsilli bochiplar yaqin kelajakda bu- 
tun bir immunologik laboratoriyalaming vazifasini o‘z zimmasiga 
olib, ko‘pchilik diagnostik uslublaming samaradorligini bir necha 
ming marta oshirib, tahlilning tannarxini sezilarli darajada pasay- 
tirishi kutilmoqda.

Oqsilli mikrochiplar quyidagi maqsadlar uchun qo‘llanilishi 
taklif qilinmoqda:

-  turli kasalliklar, hatto ularning turli bosqichlari uchun xos 
boTgan oqsilli bimarkerlami aniqlashda;

-  dori vositalarining sifatini baholashda;
-  oqsillaming alohida turdagi hujayralar tomonidan sintezla- 

nishidagi tafovutlarini aniqlashda;
-  oqsillaming tuzilishi va funksiyalari orasidagi o‘zaro 

bog‘liqlikni o‘rganishda;
-  yangi dorivor moddalar uchun nishonlarni aniqlash maqsa- 

dida oqsillaming ekspressiyasini baholashda;
-  oqsillar va boshqa molekulalar orasidagi o‘zaro ta’sirlashuvni 

o‘rganishda.
92

3-bobga doir naz.rat savoHari:

rlaming qanday turiari mavjud va ular qan У
' . s S s k - — — “

,  o ts,m  mtoochipbr qanday WasaUddann an.qUshda

tiladi?
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У . a s' rasb“v mexanizmi kuzatiladi. Chipning bir necha mi J
m n t h f  “  bm«aJ°5'lashtiril8an tadqiq qilinayotgan nam uJ 
molekulalan о z «juft» (mikrozond) bilan bog'lanadi va reaksiyl 
ama,ga chad,. Maaaian, DNK iolalan ozining к о т р С ^  
ju ft bdan bog lanadt, antigen 0‘zining antitanasi bilan substr" 
esa о ziga xos fetment molekulasi bilan bog4anadi. Namunanl
о m l S d  l“m,nessen,li usuldan f°ydalaniladi. Gibridlanisl.nl 
о rgamshda fluoressensiya usuli asosiy uslub bo'lsa-da, yagoiu
usul hisoblanmaydi. Gibndlanishni tavsiflovchi ma'lumolLnl
mass-spektrometnya, atom kuchlanish, miktoskopiya kabi usullai 
asosida ham aniqlash mumkin.

Qo‘llanilayotgan makromolekulalarga qarab, ma’lum maqsad- 
arga yo naltinlgan turli biochiplar mavjud. Hozirgi vaqtda DNK 

m okb ldan  adsorbsiyalangan tashuvchi matritsali DNK-ch.pla, 
jshlab cbqanshda ishlatilayotgan chipiarning 94% ini tashkil qi- 
ladi. Qolgan 6 /0 mi esa oqsilli chiplar tashkil qiladi

DNK btlan immobillangan barcha turdagi biochiplami ishlash 
pnnsip, (tantoyd,) asosida Uotson-Krik qoidasi b!vyicha (AVI
sibli'k vMadi r ^ H I 1k° m plem entar D N K  «ralig  ida  aniq mutano- 
rfatsiva ^  l anayJ° ,ga" DNK- oda,da' P ^ a z a  zanjiriy
mvo^d ^ I  y°rd™ 'da antqlanadi. Keytnchalik reaksiya ja- 

yonida cinpda komplementar zanjirlarning ta'sirlashuvi amal- 
(8a . ha, ’ u ardan, bm nukleotidlaming ma'lum ketma-ketligiga 
ega boltb, plastinkada joylashtirilgan bo'ladi, bir zanjirli ONK-
c h in T  ■‘ “ l Г Г ! " 11' n'Sh0n bila" nishonlangan bo‘lib, DNK 
chipga joylashtmladi.

Immobillanayotgan DNK sirt sathiga mexanik robotning ni- 
na^ to n  pnnten yordamida joylashtinladi. Gibridlanayotg^ 
DNK entmada fluoressentli yoki radioaktiv nishon yordamida
(M T vI gvsw ° reSSentl' b° ‘y°qn,n8 xossalan DNK tarkibi 
(AM yoki G\S) temperaturaga juda ham bog-Hq bo lishi kerak
emas* Tad4‘q qthnayotgan modda oldindan shn'lalanadigan (fluo-
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reNlent) bo-yoq bilan ishlanadi va oTganilayotgan modda biochip 
l‘“  o zaro ta’sirlashganda o'ziga mos yacheykalarda kimyo- 
vly reaksiyalar amalga oshadi va aynan shu v a q t d a i ^ ^ r  
diu’lalanadi Sodir boMayotgan reaksiya qanchahk kuchli bo b ,  
Hhu’lalanish ham shunchalik kuchli boTadi. Та sirlashgan chtplar- 
,,ing analizi analizator chip-detektor yordamida avtomattk rav 
da amalga oshadi, Analizator kompyuter va vtdeokamera ulang 
long maydonli mikroskopdan tashkil topgan. Xususan biochip 
•naUzatorining ishlash mohiyati kuchli shu’lalangan yacheykalar- 
ГшГчГаЬ sohshtirishdan iborat. Bunday usul bilan namunanmg 
birli xarakteristikalari aniqlanadi. Masalan, organ,zmda u yota bu 
infeksiya qo‘zg‘ atuvchilaming mavjudligini yoki genomda 
iud bo‘lgan o‘zgargan genlarni aniqlash va boshqalar

Gellf biochiplarda DNK shishaning maxsus ishlangan sir- 
tma qotirilgan, qalinligi 10-20 mikron boigan poliaknlamidh 
uel qatlamiga immobilizatsiya qilinadi. Bunda immobihzatsiya 
ultrabinafsha nuri bilan nurlantirilganda amalga °^hâ n 
toreaksiya natijasida, kovalent bog‘lar hosil bo lad Gelli bio 
chiplarda DNK molekulalan orasidagi o‘zaro ta sirlashm ent- 
madagi kabi bo‘ladi. Bundan tashqan, yacheyka uch 0Jchamg 
ega bo‘lgani uchvm bunday turdagi biochiplarda immobillanadi- 
gan DNK molekulalar soni boshqa turdagi mikrochiplardagida 
ko‘proq bo‘lib, yacheykadagi fluoressensiya signalling kuch- 
l i r o q  bo‘lishiga olib keladi. Tadqiqotchilar DNK-chiplar yara- 
tish uchun, kremniyli protsessorlarni ishlab ch.qar.nh jarayon.®* 
o‘xshash fotolitografiya jarayonim yaratishdi. Masalan, <<Affi 
metrix» (AQSH) kompaniyasi tarkibida DNK ketma-ketligim 
tutgan yuqori zichlikdagi chiplar asosida, «Gene chip» texnolo-

”1У DNK-mikrochiplari bugungi kunda odam va boshqa tink or- 
ganizmlaming genomini tahlil qilish va olingan natijalami amal- 
da qo‘llash maqsadida ishlatiladi. Chunonchi,
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linak Shu nuqtayi nazardan immun sistemasining salbiy reak- 
•IVularini kamaytirish maqsadida, moyilligi yuqori bo‘lgan organ 
liinlash vazifasini biochiplar yengillashtirib beradilar.

Bundan tashqari, silning turli shakllarini tashxis qilish uchun 
biochiplar yaratilmoqda. Ma’lumki, hozirda antibiotik ta’siriga 
bnrqaror bo‘lgan bir necha turdagi sil tayoqchalari aniqlangan. 0 ‘z 
nnvbatida, biochip barcha ma’lum boigan sil qo‘zg‘atuvchilarini 
nniqlab, kasallikning aynan shaklini davolash uchun qandan anti- 
hlotiklarni ishlatish mumkinlik imkoniyatini yaratadi. Tashxis ja- 
uiyonini, uzoq muddatli uslublardan farqli ravishda, qisqa muddat 
ichida amalga oshirish mumkin bo‘ladi.

Biochiplami o‘ta xavfli bakteriyalami -  qorason, o‘sma, 
brutselloz va o‘latni aniqlashda, gripp diagnostikasida qo‘llash 
maqsadga muvofiqdir. Biochiplar bo‘yicha olib borilgan tadqi- 
qotlaming natijalari asosida, masofadan turib ishlaydigan mos- 
lamalar yaratildi. Xususan, Rossiya va AQSH olimlari hamkor- 
likda biochiplardan tashkil topgan avtonom sistemalar yordami- 
da, yer sharidan tashqaridagi obyektlarda (sayyoralar, yulduzlar 
va boshqalar) tiriklik va hayot belgilari mavjudligini aniqlashga 
mo‘ljallangan dastumi ishlab chiqdilar.

Yuqori da keltirilgan misollar yaqin vaqt ichida biochiplar tex- 
nologiyasi ildamlik bilan rivojlanishini va ulaming turli sohalarda 
keng koMamda qo‘llanilishi mumkinligini ko‘rsatadi.

4-bobga doir nazorat savollari:

1. Tibbiyotda biozondlar niraa uchun ishlatiladi?
2. Biochiplar yordamida qanday kasalliklar diagnostika qili- 

nadi?
3. Genetik koddagi mutatsiyalar natijasida yuzaga keladigan 

kasalliklarni qanday aniqlash mumkin?
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Ipotsifik modifikatsiya qilish uchun kerak. Bu jarayonda oqsil- 
11111ц to‘liq spetsifik modifikatsiyasini olish uchun eukariot orga- 
ni/mlarda har xil testlar o‘tkazish va biologik autoidentifikatsiya 
mahsulotini olish kerak.

Eukariot organizmlardagi vektor konstruktoridagi bunday 
.liakllami prokariot analoglari (14-rasm) tutgan boiishi kerak, 
Vtt’ni.

-  eukariot marker selektivi;
-  eukariot promotori;
-  signal poliadenil mRNK;
-  eukariotlardagi terminatsiya, transkripsiya va translatsiya 

bosqichlarini tutgan bo‘lishi kerak.
Agar vektor o‘zida plazmidi noaniq xromosomani tutsa, u 

holda initsiatsiya replikatsiya saytini xo‘jayin hujayrasida tuta- 
di Agarda xo‘jayin xromosoma DNKsiga mo‘ljallangan bo‘lsa, 
rekombinatsiyasining izchilligi bilan ta’minlangan, xo‘jayin 
komplementar xromosoma DNK uchastkalari aniq bo‘lishi ke- 
rak (xromosoma saytining integratsiyasi). Ko‘pchilik texnik 
operatsiyalarda prokariotlarga nisbatan eukariot hujayralardan 
rekombinant DNKlar olish qiyin. Boshqacha qilib aytganda, bu 
vektorda ikki xil initsiatsiya translatsiyasi va ikki xil selektiv 
marker geni bo‘lib, ulardan bittasi e.co li da bo‘ladi; boshqasi 
esa eukariot xo‘jayin hujayrasida bo‘ladi. Bunday vektor eks- 
pressiyasi hasharotlar va sutemizuvchilar uchun achitqi hisob- 
lanadi.

Bakteriya hamda achitqi hujayrasida bu jarayon DNK trans- 
formatsiya deyiladi. Mikrobiologlar bu terminni nasi o‘zgarishidan 
keyingi kirgan ekzogen (boshqa) DNK deb atashadi. Tirik hujay- 
ralardagi transformatsiya ma’lum muhitda normal hujayralarning 
saraton hujayralariga aylanishini anglatadi.
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I)\K vpttnr

2mkm-plazmida'
b-segment

14' rC,Sm- Eukariot orSanizmIaming umumiy vektor ekspressiyasi. 
Warning asosiy elementlari: eukariotlarning promotor 

ansknptom (p), klonlangan sayt (KS) va terminatsiya signali va 
P mademllamshi (t); eukariot marker seleksiyasi (CM) fukariot

saytining replikatsi-e.co,i( mL rl ; e b f ya ' s T Z 7  ^  <°« *

НяпТТ ЗГ°Гта^ Уа UChUn achit4'n'ng з xili ishlatiladi Birinchi- 
^  ’ ®kZ08e" DNK achlt£l1 hujayrasidan olinadi, hujayra devon
В е /о п Г  " еПТ аЙк (Pr°t0p,aSt) <!> orqali Уо‘ЧоШаГ 

egona orgamzm hujayra DNKsi olinib atsetat litiy (2) bilan
lanadi yoki elektroporatsiya qilinadi (3). Transfeksiyalash -
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Ittyra DNKsini ma’lum muhitda tirik o r g a n iz m  hujayrasidan 
lluhatsiyalash, kalsiy fosfat qoldig‘i yoki DeAe-dekstrakti (1) 
rktmporatsiyada DNK transformatsiyasim tozalab yaratish 

, , 4-bobda aytib o‘tilganidek, elektroporatsiya hujayraga qisqa 
„’ J i  elektr toki impulsining ta’siri bo‘lib, tashqi membranada 

L j  hujayra devorida kovakchalar hosil qiladi, bir qancha vaqt- 
Ллп S0‘ng DNK hujayradan chiqishi mumkin. Bir qancha euka- 
ll0t organizmlarda retsipiyent hujayraga DNKm yetkazib bens 
uclvun viruslardan foydalaniladi.

5-bobga doir nazorat savollari:

1 Rekombinant oqsillar olish tibbiyotda qanday muammolami

v e t o  konstruksiyasi qanday

qismlardan iborat?
3. Transformatsiya bosqichlarini tushuntinng.

«V-
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6-B O B . S A C C H A R O M Y C E S  C E R E V IS IA E  
T IZ IM IN IN G  E K S P R E S S IY A S I

Ekspressiya qilish uchun oddiy Saccharomyces cerevisi 
шкапе* organizm klonlangan geni ishlatiladi. Bunga bir qanci 
sabablar bor. Birinchidan, bu bir hujayrali organizm, genetik v« 
fiziologikjihatdan o‘rganilib chiqilgan, laboratoriyalardagi kolba- 
arda va bioreaktorlardan ham olish mumkin.

Ikkinchidan, bu achitqiga xos bo‘lgan bir qancha kuchli pro- 
motorlar ajratilgan va tavsiflangan.

Uchinchidan, Saccharomyces cerevisiae hujayrasining kattn 
qismi posttranslatsiya qilish bilan modifikatsiyalangan

To‘rtinchidan, uncha kam bo‘lmagan achitqi oqsillari xu- 
susiy muhitda sekretsiyalanadi, agar geterolitik oqsil hujayra-
bo4maydjtS,ya 41,mSa’ tarkibini tozlash keyinchalik qiyin

Beshinchidan, qancha yillardan beri achitqi non va pivo ishlab 
chiqanshda ishlatiladi. Oziq-ovqat sifati Ishki ishlar boMimining 
nazorab ostida bo‘lib, tibbiyot va kosmetologlar vositasi faol 
lashtinlgan (AQSH) S.cerevisiae ro‘yxatidan «organizm uchun 
™ , (GRA - generally recognized as safe) deb topilgan 
Ko pchihk oqsillar S.cerevisiae dan sintezlangan, diagnostika
uchun ham allaqachon sifatli vaksinalar va farmatsevtik preparat- 
lar yaratilgan.

Vaksina:
В gepatiti virusining antigeni
Plazmodiya oqsili
HIV-1 oqsili
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Diagnostika:
C gepatiti virusining oqsili 
Antigen HIV-1 
Dorivor moddalar:
Epidermisning o‘sishiga ta’sir qiluvchi omih 
Insulin
Insulinga ta’sir qiluvchi omil 
Trombotsitga ta’sir qiluvchi omil 
Proinsulin
Fibroblastlarga ta’sir qiluvchi omil
Granulotsitlarga va makrofaglarga ta’sir qiluvchi omi 
a-antitripsin
Qon ivishiga ta’sir qiluvchi omil
Vektor plazmidadan allaqachon sekretsiyalovchi yoki sek- 

retsiyalanmaydigan geterolitik oqsil olingan. Strategik jihatdan
ikkinchi tip vektor hali ham olinmagan.

Achitqi hujayrasidan alohida xromosomam olish uchun 
sun’iy achitqi DNK xromosomasi fragmentim klonlashga 
mo‘liallangan (100 t.p.n.). YS-vektor xromosomasi ketma-ket- 
Hginl saqlab turishi qanchalik mitsiatsiyada DNK rephkatsiyasi 
vazifasini bajaradi, achitqi hujayrasida alohida xromosoma si- 
fatida bo‘ladi. YS-tizimi barqarordir. Uning yordamida odam 
DNK genomi fizik kartasi va transkripton analizi, genom bib-
liotekasi yaratildi va individual odam DNK 
ichiga oladi. YS-vektor xromosomam eslatadi, о zida ketm 
ketlikni saqlaydi, DNK rephkatsiyasi initsiatsiyasi singar, funk- 
siyani bajaradi, achitqi xromosomasi sentromen va ketma-ket- 
ligidan iborat, oxirida ikkala DNK lineanzatsiyas, olingan va 
amaldagi telomerazaga o‘xshash bo‘lib, xromosomanmg barqa- 
rorligini ta’minlaydi. Boshqa begonaDNKm joylashtirganda YS 
achitqining marker genini ushlab qoladi. Natijada mahsulot bu 
genni1 hosil qilmaydi va hujayrada maxsus muhitda rangli reak-

siyani hosil qiladi.
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S.cerevisiae to‘g‘ri ekspressiyasi. «To‘gri ekspressiya» 
mmi vektor sistemasi uchun qabul qilingan, xo‘jayin hujayra ||J 
toplazmasida oqsil sintezlanishidan foydalaniladi.

У-АОХ1

Ampf

15-rasm. YS-klonlangan sistemasi.

YS-plazmida (pYS) e.coli selektiv marker genini tutad
imT-T eA C°  l (ОП) funksiyasini bajaradi; achitqi DNK segmentli 
URA3 CeN, TRP1 va ARS (CeN-sentromer fimksiyasini bajara 
di) uchastkalarini o‘z ichiga oladi, ARS-achitqida avtonom repli- 
katsiyasm' bajaradi, achitqi initsiatsiya replikatsiyalanuvchi sayti 
URA3-uratsil biosintez genining bir qismi, TRPl-triptofan bio- 
sintezinmg bitta geni. T-achitqi xromosomasining telomer qismi 
Sma 1 -klonlangan sayt, pYS awal Smal ni davolaydi, BamHl va 
ishqony fosfataza, keyin uzun DNK fragmentini tikadi 100 t p n 
oxirgi genetik konstruksiya DNK klonini saqlaydi va achitqi hu- 
jayrasimng barqarorligini ta’minlab beradi.
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Superoksid-anioni -  bu aerob nafas oluvchi organizm- 
lardagi utilizatsiya jarayonidagi mahsuloti. U odamlarda im- 
,nun tizimining stimulatsiyasida qatnashib fagotsitoz javob 
rcaksiyasini beradi va infeksiyalarga qarshi leykotsitlar tomon- 
gan qarab yo‘nalish beradi. Sitotoksik potensialda kichik mod- 
dalarni tutadi va sitoplazmadagi Cu/Zn-dismustaz superoksidi 
(Cu/Zn-SOD) ferment qismlarini qabul qiladi. U superoksid 
anioni bog‘ini katalizlaydi va vodorod peroksididan vodorod 
ioni shakllanadi, ketma-ketlik bo‘yicha katalaza yoki peroksi-
daza substraktlari xizmat qiladi.

Birinchidan, DNK Cu/Zn-SOD e.coli ekspressiya tizimidan 
klonlangan holda olingan. Achitqi hujayrasi intrinollami kesib 
tashlash xususiyatiga ega emas, shuning uchun maxsus spetsifik 
gen mahsuloti tegishli DNKga javobgar yoki ketma-ket kimyoviy 
sintezlanadi. Achitqi vektor odamdagi DNK Cu/Zn-SOD (16- 
rasm) tutadi: 1. Achitqi gen biosintezi leysinm; 2. 2 mkm plazmi- 
di segmenti achitqi DNK instatsiya replikatsiyasi signali; achitqi 
hujayralaridagi plazmida replikatsiyasi; 3. Selektiv marker e.coli 
geni ampitsillini (Amp) va replikatsiya initsiatsiyasi sayti, e.coli 
da faollashadi, o‘rtacha gen manipulatsiyasida amalga oshinladi, 
e.coli hujayrasida plazmidani yaratadi; 4. Odamdagi DNK Cu/Zn- 
SOD, achitqi genidagi promotor geni glitserilaldegidfosfatdegi- 
drogenaza (GAPDp) va transkripsiyada signal terminatsiyasining 
o‘zida tutadi va poliadenil mRNK genini ham o^zida saqlaydi

(GAPDt). 4 t
Promotor (GAPDp) va poliadenil (GAPDt) signal termi-

natsiyasi geni glitserilaldegid S.cerevisiae DNK Cu/Zn-SOD 
odamda. LeU2 gen 2 mkm plazmidi, biosintezda leysm bitta ge­
nini kodlaydi. Ampitsillin (Amp) geni va replikatsiya initsiatsiya 
sayti e.coli (on) pBR322 plazmididan klonlangan.
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Antigen В gepatiti virusining sintezlanishi.
Metiltiofen achitqini P.pastoris katta qimmat bioreaktor sano* 

atida mehnatsiz olib bo‘lmaydi. Geterolitik oqsillar xo‘jayin 01 
ganizmidan faol mahsulotlardan olinadi. Oldin HBsAg genidait 
alkogoloksidaza 1 (AOX1) promotor qo‘yiladi va terminatsiya* 
poliadenil (AOXlt) signali ham gen. AOX1 P.pastoris genining 
faolligini metanol yordamida tartibga solinadi.

Promotor (AOXlp) va poliadenil (AOXlt) terminatsiya sig* 
nali alkogoloksidaza geni. 1. P.pastoris HBsAg.HIS4-gen, gisli 
dinning biosintezini kodlovchi ferment gistidinoldegidrogena/.a, 
P.pastoris (on) initsiatsiya replikatsiyasini tutuvchi vektor, chi- 
damli ampitsillin (Amp) geni va initsiatsiya replikatsiyasi sayti, 
faol e.co li (ori). 3-AOX1 -  bu fragment 3-alkogoloksidaza fer- 
metitining oxirgi ketma-ketlikdagi 1 P.pastoris genini integia- 
t^iyalovchi segment ko‘rsatilgan.

U hujayradagi barcha 30 % oqsilni alkogoloksidaza yordami­
da olib keladi, alkogoloksidaza metanolni umuman sintezlamaydi

Vektor keyingi elementlar konstruksiyalash orqali o‘rganiladi
1. AOX1 p-HBsAg-AOXIt.
2. P.pastoris funksiyasini initsiatsiyalovchi replikatsiyalovclii 

sayti.
3. DNK fragmenti, initsiatsiya replikatsiya saytini tutuvchi 

pBR322 plazmidi va e.coli selektiv sayti.
4. 3-AOX1 fragmenti, DNK klonlash jarayonida xromosoma 

saytini aniqlash.
5. Gistidinoldegidrogenaza (HIS4) faol geni, kodlovchi fer- 

ment, gistidin aminokislotasini sintez qilishda qatnashadi.
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HIS4 DNK vektor

DNKgenom

Gen AOXI

\
AO Xlp HBsAg AO Xlt HIS4

ш ш я ~^—p ---------г

DNK genom

З'-AOXl

DNK
genom
/

18-rasm. Alkogoloksidaza vektor genining integratsiyalanishi.
1 P.pastoris. Ikkilamchi krossingover natijasida AOXI geno- 

mi va AOXlp uchastkasi va 3-AOX1 DNK genomida vektor in- 
tegratsiyasi bo‘ladi va alkogoloksidaza 1 (AOXI) geni xo jayin 
xromosomasida katta qismini egallaydi. HIS4 gen mahsulotining 
gistidinsiz muhitda o‘sish imkonini beradi. AOXlp metano- 
li transkripsiya jarayonida HBsAg genini faollashtiradi, AOXlt 
transkripton terminatsiyasini ta’minlaydi va poliadenillaydi.

C2 lizosoma sintezi.
P.pastoris lizosoma C2 DNK sidan kodlanuvchi to‘liq hajm- 

li oqsil va asosiy peptid bog‘larini, geterolitik oqsilni sekre- 
tsiyalaydi. Lizosoma -  bu oshqozon fermenti, bakteriya hujayra- 
lari devorlarini eritadi; proteaza bilan pH diapazonida faolligini 
saqlaydi.

Vektor quyidagilar uchun yaratilgan: AOXlp-HBsAg-AOXl 
t identifikatsiyasi bo‘ladi, HBsAg bilan birgalikda kodlaydi. Bar­
cha H3S4 plazmidi genining nusxasi P.pastoris xromosomasidan
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integratsiya qilinadi. Natijada lizosomoda integratsiya geni faol 
(HIS4) integratsiya bo‘lib flankirlanadi va bitta (HIS4) gistodi- 
noldegidrogenaza yetishmaydi. Fermentning 10 1 kulturasidan 
yuqori darajada 200 ta uzluksiz yuqori darajada hujayrada 20 gr 
lizosoma sintezlanadi.

Autentik geterolitik oqsil boshqa achitqi tizimlari orqali sin- 
tezlangan. Masalan, DNK alfa va beta zanjiri odamdagi gemoglo- 
bhi A promotor (MOXp) va transkripsiyada signal terminatsiyasi 
(MOXt) H ansenula  po lym orpha  metanoloksidaza geni va vektor 
ekspressiyasi bir-biriga qo‘yiladi.

l ,
DNK vektor■ ■ №  ■ ■

... J

H IS 4

1_____L 1 1
defckt qismi

DNK genom

, /  U f \

HJS4-

joylashtirilgan DNK DNK

H1S4
О Ш

P  L /
X

genom

H IS 4 -

funksional gen
H1S4

defekt gen
H IS 4

19-rasm. HIS4 P.pastoris xromosoma genning plazmid integratsiya 
ekspressiyasi vektori kamchiligi.

Krossingover natijasida HIS4 plazmid genomi va HIS4 geno- 
mi xo‘jayin hujayrasida barcha plazmid genlarining integratsiya- 
lanishi bo‘ladi, flankirlash jarayonini ko'rsatadi va HIS4.p.L geni 
yetishmovchiligi va t-promotor AOX1, DNK dagi C2 lizosomasi
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va terminatsiya signal transkripsiyasida poliadenil javobgardir. 
Qora chiziqlar -  HIS4 geni yetishmaydigan qismi.

Achitqi ekspressiyasi tizimi sanoat va tibbiyotda geterolitik 
oqsilni olishda muhim rol o‘ynaydi. Lekin bulardan bittasi ham 
xohlagan gendan geterolitik oqsilni olishga kafolat bermaydi.

Hasharotlar hujayrasi ekspressiyasidan kulturada foyda- 
lanish.

Bakteriya virusi faqatgina umurtqasizlami zararlaydi. Zarar- 
lanish jarayonining ikki xil shakli bor. Birinchisi alohida virion 
paydo bo‘ladi, xo‘jayin hujayrasini zararlaydi, o‘rta ichak hujay­
rasi va bu organning boshqa hujayralarini zararlaydi. Ikkinchi- 
si ko‘pchilik virionlardan iborat. Oqsilning bu matriksi poliedr, 
o'zining strukturasi poliedrin deyiladi. Poliedrning sintezi 36-48 
soatdan keyin zararlashni boshlaydi va 4—5 sutka davom etadi, 
zararlangan hujayra lizislanmaydi va xo‘jayin organizmi halok 
bo‘lmaydi.

Poliedr promotor geni juda ham kuchli, virus oldingi genga 
bog‘liq emas.

A .sa l (AsMNPV) poliedroza ko‘pchilik atom viruslarida foy- 
dalaniladi. Bu bakteriya virus boshqa turdagi 30 mingdan ortiq 
hasharotlami zararlaydi, ko‘pchilik hujayralar liniyasi kultura­
da yaxshi o‘sadi. Hujayra liniyasi AsMNPV rekombinatsiyasi 
uchun ishlaydi, Spodoptera frug iperda  kapalak qurtidan olinadi. 
Promotor geni bunday hujayralarda juda ham faoldir va bakte­
riya virusning yowoyi turi bilan zararlanishi ko‘pchilik oqsillami 
sintezlaydi.

Bakteriya virusidagi asosiy ekspressiyalanuvchi viruslar.
Rekombinant bakteriya virus AsMNPV konstruksiyasining 

birinchi bosqichi yaratilgan transport vektoridan iborat. Trans­
port vektor e.coli plazmidining hosili, o‘zida AsMNPV DNK 
fragmentini tutadi (20-rasm), buning uchun quyadilar qo‘shiladi: 
1 Promotor zonalari va AsMNPV DNK ga birin-ketin kirib bo-
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rishi. 2. Klonlash uchun sayt. 3. Terminatsiya sayti -  poliedrin 
poliadenillangan gen va ikkinchi zonadan AsMNPV DNK birin- 
ketin kelishi.

DNK vektor

1- * _____
9  ‘

5'-AsMNPV 
DNK

. . .  - J _______________
Pp  KS P t 3'-AsMNPV 

DNK

20-rasm . Bakteriya virnsi (AsMNPV) asosidagi vektor transport 
ekspressiyasining sxemasi.

Oqsil geni -  biriktiruvchi vazifasini bajaruvchi klonlangan 
sayt (KS) poliedrin promotor (Pp) geni va transkripsiyada sayt- 
ning terminatsiyasi (Pt). Promotordan oldin va terminatsiya-

- dan keyingi sayt transkripsiyada DNK AsMNPV (5-AsMNPV 
DNK va 3-DNK AsMNPV javobgar) fragmenti o'rnatilgan,

- hasharotlar hujayrasidagi DNK AsMNPV gomologik rekom- 
binatsiyasi.

Hasharot hujayrasi kulturasi, transfitsirlangan AsMNPV 
DNKsi, keyin transport vektorini transfitsirlaydi, klonlangan gen- 
ni tutib turadi. Ko‘pincha ikki marta transfitsirlangan hujayra- 
larda ikkita krossingover bo‘ladi, natijada klonlangan gen bilan 
birgalikda promotor va AsMNPV DNKsi poliedr geni transkrip- 
siyalangan signal terminatsiyasiga o‘matiladi. Virionlar bu genni 
tutmaydi, hujayra lizisdan hosil bo‘lgan, ulami rekombinant bak- 
terioviruslardan olish mumkin.

no

tashuvchi vektor

DNK AsMNPV

1
P p  k lo n la n g a n  g e n  P t
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Geterolitik oqsil, hasharot xo‘jayin hujayrasi kulturasidan sin- 
tezlangan oqsil, zararlangan rekombinant bakteriovirusni 4-5 sul- 
kadan keyin dish mumkin. Vektor ekspressiyasi tizimi yordamid* 
aktenoviruslaming 500 dan ortiq har xil geterolitik oqsillari olin- 

gan, bunda 95% posttranslatsiyada to‘g‘ri modifikatsiyalangan.

Rekombinant bakteriovirusning olinishi.
Rekombinant bakteriovirusni dish metodi bir qancha sabab- 

larga ko‘ra o‘zgartirilgan.
Modifikatsiyalangan bakulovirus

Bsu361 Bsu361

( 'icn 603 Poliednn gem Replikatsiya uchun zarur bo'lgan gen

Bsu 361 bilan ishlov 
beulgan bakulovirus

Bsu361 yordamida parchalanish
 ̂   Bsu361 -fragment

nlg 'ingen Replikatsiya uchun zarur bo‘lgan gen
________________ ___ _____  VTransport vektor

Rekombinant bakulovirus

(ren 603 n'lgangen Replikatsiya uchun zarur bo‘lgan gen

22-!asm. Rekombinant bakulovirusning olinishi.
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AsMNPV geni 603 ta gen va ORF1629 gen bo‘lib, ĥ sh^ '  
lar huiayrasida bakulovirus replikatsiyasi uchun zarur, Bsu361- 
saytini saqlaydi. BU gen poliedr AsMNPV genim flonkirlaydi. 
Bsu361 rekombinant bakulovirusni inkubirlaydi, natijada trag- 
ment mahkam tutadi, Bsu361 sayti orasida boUadi. Hasharot hu- 
jayrasidan transfitsirlanadi, Bsu361 tayyorlanadi. Transport vektor 
geni klonlanadi, promotor flankirlanadi (p) va poliedr gent termi- 
natsiya saytida transkripsiyalanadi (t), yana butun 603 ta germing 
haimi va genomi replikatsiya uchun zarur. Natijada ikkinchi kros- 
singover genom vazifasini bajaruvchi rekombinant baktenya vi- 
rusi hosil bo‘ladi. Bunday tizimda rekombinant bakulovirusning 
99 % chiqadi.

23-rasm. Umurtqasizlardagi vektor ekspressiyasining umumiyZ J - г ш т .  ------------------------  *

sxemasi.
DHFR geni inton splaysing saytida donor va akseptor sifa- 

tida o‘matilgan, alfa gen sifatida va DHFR geni hamda klonlan- 
gan gen eukariot organizmlarida promotor nazoratida bo ladi (p) 
va poliadenil umumiy signal sifatida mavjud (pa), transknptida 
splaysinglanmagan DHFR translatsiyalaydi, geterolitik oqsil-taj- 
riba transkriptonida protsessinglanadi. ; "  1 '



24 'ГаШ ■ “ « « “btreduktea (DHFR) genming kocdinateion 
ekspressivasi va oqsil rekombinatsiyasi.

6-bobga doir nazorat savollari:
1. Ekspressiya qilish uchun ishlatiladigan Saccharomyces ce-

2 Z/T m,kroor8ani2n>ining sabablari nimalardan iborat?CeKViSiae ™<™orga„izmidan qaaday S ad i 
vaksmalar va fannatsevtik preparaUar yaratilgap?
Rekombma", bakteriya virmini dishning qa„day uaullari 

4. Umurtqasizlardagi vektor ekspressiyasini tusliuntinng
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