Sh.S. Tashmuxamedova,
B. Jabborov

AMALIY
ENZIMOLOGIYA




O‘ZBEKISTON RESPUBLIKASI
OLIY VA O'RTA MAXSUS TA’LIM VAZIRLIGI

MIRZO ULUG'BEK NOMIDAGI
O°‘ZBEKISTON MILLIY UNIVERSITETI

Tashmuxamedova Shoxista Sabirovna,
Jabborov Baxrom

AMALIY ENZIMOLOGIYA

O ‘quy qo ‘llanma

Toshkent
«Donishmand ziyosi»
2020




UO‘K 577.15(075)
KBK 28.072
T29

Tashmuxamedova Sh., Jabborov B.
T 29 Amaliy enzimologiya [Matn] / Tashmuxamedova Shoxista, Jabborov
Baxrom. — Toshkent: «Donishmand ziyosi» MCHJ, 2020. — 120 b.

Mas’ul muharrir:
Almatov K.T. — biologiya fanlari doktori, professor.
Tagrizchilar:

Kuchkarova L.S. — biologiya fanlari doktori, professor;
Artikova R.M. - biologiya fanlari nomzodi, dotsent.

«Amaliy enzimologiya» nomli o‘quv qo‘llanma biotexnologiya yo‘nalishi
bo‘yicha tahsil olayotgan bakalavrlar, magistrlar va ushbu sohada faoliyat
ko‘rsatayotgan ilmiy izlanuvchilar uchun mo‘ljallangan. Qo‘llanmada biologik
faol moddalar, ogsillar va fermentlar hagida ma’lumotlar keltirilgan. Ferment-
larni ajratish va tozalash, ulaming fizik-kimyoviy, kinetik xususiyatlari, fer-
mentlarning bargaror shakllarini olish va ularni immobillashda ishlatiladigan
tashuvchilar, biologik faol moddalar va rekombinant ogsillar olish haqgidagi
ma’lumotlar yoritilgan.

Mazkur o'quv qo ‘llanma O ‘zbekiston Respublikasi Oliy va o ‘rta maxsus
ta’lim vazirligi Muvofiqlashtiruvchi Kengashining 2018-yil 27-martdagi
274-sonli buyrug ‘iga asosan nashrga tavsiya etilgan.

ISBN978-9943-6865-5-7
© Tashmuxamedova Sh.S., Jabborov B., 2020.
© «Donishmand ziyosi», 2020.

e i

el - e—

—
B o1

KIRISH

Biotexnologiya fanining yo‘nalishlaridan biri — bu fermentlar
muhandisligi bo‘lib, ushbu yo‘nalish turli sohalarning rivojlani-
shida muhim rol o‘ynaydi. Fermentlar, ya’ni enzimlarning kim-
yoviy reaksiyalardagi ko‘plab yangi xususiyatlarining ochilishi,
biotexnologik yo‘l bilan ularning barqaror shakllarining yaratili-
shi bir nechta yo‘nalishlarning paydo bo‘lishiga va taraqqiy eti-
shiga imkon yaratdi. Enzimologiya muhandisligi sohasining jadal
tusda rivojlanishi asosida enzimologiyada fundamental tadqiqot-
lar bilan birga, natijalarni amaliyotga tatbiq etish birgalikda olib
borildi. Biologik faol moddalarni ma’lum manbalardan ajratish,
tozalash va amaliyotda qo‘llash sohasidagi yutuglar yuqori da-
rajada katta ahamiyat kasb etdi. Biokatalizatorlarning noyob xu-
susiyatlari, ya’ni ularning spetsifikligi va yuqori katalitik faolligi
hamda ferment molekulalari strukturasini tutuvchi bog‘larning
xususiyatlari haqidagi ma’lumotlar, bir qator ilmiy masalalarni
hal etishga qaratilgan tadgiqotlarda muhim natijalar olishda asos
sifatida katta rol o‘ynadi.

Hozirgi kunda immobillangan ogsillar va turli biologik faol
moddalar (BFM) bilan birgalikdagi polimer sistemalar biotexno-
logiya va tibbiyotning turli sohalarida keng qo‘llanilib kelinmog-
da. Yuqori fermentativ faollik, mukammal substrat spetsifiklik
kabi fermentlarning noyob xususiyatlari, ulardan amaliy foyda-
lanish imkoniyatlarini aniqlab berdi. Tibbiyotda va sanoatda tur-
li fermentlardan foydalanishning samarasi yuqoriligiga qaramay,
turli biologik faol moddalarning o‘zgaruvchanligini va b
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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 bargaror
bo‘lmasligi 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 muammolarni 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 t1bb1yot va far-
matsevtika sohalariga tez sur’atlarda kirishida muhim asos bo‘ldi.
Faol moddalarning yangi xususiyatga ega bo‘lishini modifi-
katsiyalash orqali hal etilishi, nazariy va amaliy masalalarni uzil-
kesil yechishga olib keldi. Biroq bu o‘rinda shuni qayd etish lo-
zimki, barqaror biologik sistemalarni, shuningdek faol moddalarni
ishlab chiqarishda, ozig-ovqat sohasida, tibbiyotda, farmatsevti-
kada, diagnostikada va boshqa turli sohalarda qo‘llash bog‘langan
biologik faol moddalarni o‘ziga xos sharoitlarda o‘rganishni taqo-
zo etadi.

1-BOB. FERMENTLAR

1.1. Fermentlar va ularning xossalari

Fermentlar (lotincha «fermentum» — bijg‘imogq, achitqi)
barcha tirik hujayralarda mavjud bo‘lgan va biologik kataliza-
tor vazifasini bajaruvchi spetsifik ogsillardir. Ular yordamida
genetik axborot aniglanadi va tirik organizmlarda moddalar va
energiya almashinuvi jarayoni amalga oshiriladi. Fermentlar
sodda va murakkab ko‘rinishdagi ogsillar bo‘lib, ularning tarkibi
ogsilli komponent (apoferment) va ogsil bo* lmagan gism — ko-
fermentlardan tashkil topgan. Fermentlarning ta’sir ‘satnaradorligi
oraliq ferment-substrat kompleksining hosil bo‘lishi natijasidagi
katalizlanish energiyasining kamayishi bilan aniqlanadi: Substrat-
larning bog‘lanishi faqatgina ma’lum substratlar bilangina faol
markazlarda sodir bo‘ladi. Fermentlarning xususiyatlaridan biri
yo‘naltirilgan va boshgqariladigan ta’sirga egaligidir. Shu sababli,
barcha turdagi moddalar almashinuvi, faol moddalar sintezi, fer-
mentlar ishtirokida boradigan boshqa turli jarayonlar. muvoﬁqhk
asosida amalga oshadi va nazorat gilinadi.

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-
ningdek, aktivatorlar va ingibitorlarning (masalan, adenil nuk-
leotidlari, karbonil, sulfogidril birikmalar) ishtirokiga bpg !;q
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b.O‘ladi. Ba’zi fermentlar faol markazlardan tashqari, alloste-
rik boshqaruvchi markazlarga ham ega bo‘ladi. Fermentlar bio-
sintezi genlar nazorati ostida bo‘ladi. Hujayra tarkibida doimiy
uchraydigan konstitutiv fermentlar va biosintezga muvofiq sub-
Stfaﬂ‘?f. orqali faollanuvchi indutsirlanuvchi fermentlar ajratiladi.
l:;‘lz:sr:i!an o zaro funksional bog‘langan fermentlar hujayrada
ks viy tuzilmalar — poliferment komplekslarni hosil giladi.
brar:):' lik t-‘ermentlefr yo}d ferment komplekslari hujayra mem-
b si yoki organoidlari (mitoxondriya, lizosoma, mikrosoma)
an.mustahkam bog‘langan bo‘ladi va moddalarning membrana
orqali fi}ol transportida ishtirok etadi.
: Hf”-lrgi kunda 20000 dan ortiq fermentlar ma’lum bo‘lib,
‘l:n*_‘mmg ko‘pchiligi tirik hujayralardan ajratib olingan. Birinchi
Stfill ferment (ureaza) amerikalik biokimyogar D.Samner to-
mogldm 1926-yilda kristall holatda olingan. Fermentlarning ami-
“°k'1310t2.\1ar ketma-ketligi o‘rganilgan va uch o‘lchamli fazoda
f:élpeptld zfu'ljirlaming joylashishi tushuntirib berilgan. Labora-
teziy:::hammda- qbonukleaza fermentining sun’iy kimyoviy sin-
'y .alga oshirilgan. Fermentlar preparatlaridan turli jarayon-
jumladan, faol moddalarni olish va migdorini aniglashda,
)g(:nk‘:‘ulll:_u}disligi usullarida nuklein kislota molekulalaridan nus-
o ; irish, .o‘zgartmshda, turli yuqumli va autoimmun kasal-
, agnostikasida va ularni davolashda, shuningdek, bir qator
yengil sanoat, oziq-ovgat va farmatsevtika sanoatida, texnologik
JalIanmlarda keng foydalaniladi. Shu bilan birga biokatalizatorlar
gfxmng, pqsil tabiatidan kelib chiquvchi gator spetsifik sifatlar
t;r?:r ;a nﬂ.ana.di. Bu §ifatlar fermentlarni oddiy tipdagi kataliza-
Wi aﬂ ajratib tu.rac.il. Bunga fermentlarning barqarorligi (haro-
‘smt.ia o‘zgarishi), ularning muhit pHi giymatiga bog‘ligligi,
spetsifikligj va aktivatorlar hamda ingibitorlar ta’sirida faollikla-
rining o‘zgarishi kiradi.

Fermentlarning termolabilligi haroratning bir tarafdan fer-

mentning ogsil qismiga ta’sir etishi va juda yuqor haroratda ular-
ni denaturatsiyaga uchratishi va katalitik funksiyasining pasayishi
bilan, boshqa tarafdan esa, ferment-substrat kompleksining hosil
bo‘lishi tezligiga ta’siri va kataliz jarayonining tezlashuviga olib
kelishi bilan tushuntiriladi. Fermentlar Katalitik faolligining ha-
roratga bog'ligligi tipik egri chiziglar orqali ta’ riflanadi. Harorat-
ning ma’lum qiymatigacha (o‘rtacha 50" C gacha) katalitik faollik
oshadi, shundan har 10° C oshganda substratning parchalanish
tezligi 2 marta ortadi. Shu vagtda sekinlik bilan gayta faollashgan
ferment migdori uning ogsil gismining denaturatsiyasi hisobiga
ortadi. 50° C dan yugqori haroratda fermentli ogsil denaturatsiyasi
birdaniga tezlashadi va substratning qayta hosil bo‘lish reaksiya
tezligi oshsa-da, ferment faolligi pasayadi.

So‘nggi yillarda harorat oshishi bilan ferment faolligi orti-
shi haqidagt batafsil tadgiqotlar shuni ko‘rsatadiki, bu bog liglik
yuqorida qayd etilgandek murakkab xarakterga €ga. Birinchidan,
ko‘p holatlarda harorat har 10° C ga ko‘tarilganda fermentning fa-
olligi ikki marta ortish goidasi, ferment molekulasi konformatsion
o‘zgarishlarining ortishi bilan bog‘liq emas. Fermentning 0°'Z
faolligini maksimal namoyish etish harorati uning optimum ha-
rorati deb yuritilib, ferment molekulasi faolligining ortishi uning
harorat ta’sirida ferment molekulasi harakatining kuchayishi bi-
lan xarakterlanadi. Eermentning optimum harorati uning qanday
manbadan ajratib olinganiga qarab, turlicha bo‘lishi mumkin.

Umumiy holda hayvon organizmidan ajratib olingan ferment-
lar uchun harorat ko'rsatkichi 40 va 50° C, o‘simliklar uchun
esa 50 va 60" C oralig'ida yotadi. Lekin ancha yugori harorat
optimumiga €ga fermentlar ham mavjud, masalan, papainning
(o‘simlikla.rdan ajratib olingan, ogsil gidroliz'mi tezlashtiruvchi
ferment) optimumi 80° ni tashkil etadi. Katalaza fermentining
(H,0, ning H,0 va 0,ga parchalanishjni tezlashtiruvchi ferment)
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optimal harorati esa 0 va 10° C oralig‘ida, yuqori haroratlarda esa

fermentning energetik oksidlanishi va unin
chadi.

Fermentlar faclligi pH muhitga bog‘liq bo‘lib, ushbu omilning

g inaktivatsiyasi ke-

ta’siri ustida ko‘pgina olimlar tadqiqot ishlarini olib borganlar ~

Olib borilgan ilmiy izlanishlaf*asosida shu narsa ma’lum bo‘ldiki,
har bir ferment uchun uning maksimal faolligini ko‘rsatuvchi mu-
hitning pH qiymati mavjud ekan. Bir qancha fermentlar uchun pH
muhitda uning maksimal faolligi, neytral nugta yaginida 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 o‘tishi, ferment faolligining bir tekis
pasayishi bilan bogligdir.

Vodorod ionlari konsentratsiyasining ferment katalitik faolli-
giga ta’siri, uning faol markazga ta’sirida ko‘rinadi. Turli reak-
sion pH 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.

Fermentlarning substratlar bilan o‘zaro ta’siri, ya’ni spetsi-
fiklik — fermentlarning eng asosiy xususiyatlaridan biridir. Ular-
ning bu xususiyati o‘tgan yuz yillikda, ya’'ni strukturasi jihatidan
yaqin moddalar — fazoviy izomerlarida (o- va B-metilglukozidlar)
efir boglarining uzilishi, ikkita biologik faol moddalar yordami-
da amalga oshirilishi aniqlangandan so‘ng ma’lum bo‘lgan. Fer-
mentlar spetsifikligi hagidagi ma’lumotlar, ayniqsa, fermentlar
bir-biridan sezilarsiz farglarga ega kimyoviy birikmalarni ham,
masalan, metilglukozid molekulalaridagi 1-uglerod atomidagi

vodorod atomini va metoksil radikalining fazoviy joylashuvini -
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ajratishi mumkinligi ma’lum bo‘lgandan so‘ng yanada mustah-
kanﬁ:gl : adabiyotlarda ko‘rsatilishicha, ferment subs}t;)at :;in
uddi «kalit-qulf» prinsipi asosifia bog, l?.nar ekan. ;IS ¢ u oy
s 1894-yilda E Fisher tomonidan ta nﬂan-g,a}n. S Hn an |
i hglda fermentning ta’sir spetsiﬁkl¥g1, qat’ty rf'wlshd_a
zﬁgﬁ va ferr’nent faol markazining geometrik strukturasi mosli-
i asosi ar ekan. {
gl}a;?:;dauﬁ;ig:ﬁisstilp o‘tgan asrning o‘rtala{idg D-Kos'hlm'ld;%l;;i
b tratqva fermentning indutsirlangan mosligi qonuntyati k;m -
4554 ildi. Uning mohiyati, substrat va fermept fac‘)l mar. ,
al'maShtm i ‘mosligi ularning bir-biri bilan xudc.h «qo lqop-qo' _l_-»
o _fa_ZOV;};_lda bog‘ianishi orqali amalga oshishi bll‘an tushuntiri-
Rﬂn51p}1§§ Ushbu jarayonga aniglik kiritiladigan bp Isa, substrat-
py be’n' l; ‘larning o‘zgarishi, ferment molekulas?da esa konfor-
p. b%} Zl ogta tartiblanish sodir bo‘lishi yuz beradl-. Fe‘rrpent faol
matSI'on' o o‘zearuvchanligi, Koshland nazariyasi bo yicha, fe.r-
mafkazm_mg faolflganish va ingibirlanish ta’siri hamda ul.ar faolligi-
Ir%enﬂan;l'nsmillar ta’sirida boshqarilishi ushbu qonuniyat yorc?ai
mids e arli darajada asoslab berildi. Xususan, ferrpent faolhg
Iftlda c!0;111'qara onida undagi konformatsion qayta tarublamst}la::)u
OKzfglnaidJo‘r;mchakning o‘ljasi (substrat) tushgan paytdagi teb-
rani:ilt)izti)rlgrllqt;cclizols(lzfﬁlr;nd farazining o‘rnini sekinli.k bilar‘l torflz-
kimyoviy muvofiglik gipotezasi egallgmoq@a.qupQ?nzz;\i/rlly;) son
fialikka ko‘ra, substrat va fermentning blr—_ mm’ : —
oo q holatlarini saglagan holatda, fermentning t.a 51r_ s;‘)e
a§0ts>l'y' 0hi navbatda, substratning kataliz jarayomdggn o'zgamll‘ay
gl’la:i? n:n gismlarini tanishi orqali borishi tushtfntlnla;h‘.[rlztum ac:’:
?:tda sgubstratning o‘zgarmas gismi Ya f.ermentmng ;31- ;d el
kazi orasida ko‘p sonli gidrofob bog lanishlar va vo

paydo bo‘lishi bilan xarakterlanadi.
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1.2. Fermentlarni ajratish, tozalash
texnologiyalari

Uzoq yillar davomida barcha fermentlar ogsil tabiatli modda-
lar dgb sanalib kelingan. 80-yillarga kelib, quyimolekular ribo-
qu}dem kislotalarni turli holatlarga o‘tish reaksiyalarini tezlash-
t%nsh.da fermentlarning roli mavjudligi ma’lum bo‘ldi. Bu esa
ribozimlardeb ataluvchi poliribonukleotid tabiatiga ega ba’zi fer-
meitlar hagidagi qarashlarning paydo bo‘lishiga olib keldi va bir
q_ator fermentlar; jumladan ribonukleazalar, lizotsim, ferredoksin,
sitoxrom S kabi-fermentlarning laboratoriya sharoitidagi sintezi
aplalga oshirildi. Sintetik fermentlarning olinishi murakkab va
qimmat bo‘lganligi sababli, hozirgi kunda fermentlarni olishning
eng samarali yagona usuli, bu ularni biologik obyektlardan ajratib
olish hisoblanadi.

Fermentlarni ajratishning maxsus usullari mavjud bo‘lsa-da,
fermentlarni boshqa ogsillar singari klassik yoki biospetsifik usul-
la; yor:damida ajratish samarali hisoblanadi. Lekin fermentlarning
nativ xususiyatlarini tozalash jarayonida 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 metodlarni aytib o‘tish mumkin.
Ush?u usullar qatoriga fermentlarni adsorbentga adsorbsiyalash
yo‘li bilan olinishini ham kiritish mumkin. Adsorbsion metod fer-
mentlar kimyosiga A Y Danilevskiy tomonidan kiritilgan bo‘lib
ferm.entologiya yo‘nalishining rivojlanishida muhim turtki bo‘ldi?
Hozm.ia fermentlarni ajratish va tozalashning adsorbsion metodi
batafsil o‘rganilgan. Shular qatorida ionalmashinuvli xromatog-
rafiya, elektroforez va asosan izoelektrofokuslash kabi metodlar
h?ufn 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 golinadi, qolgan moddalar esa kolonkadan
chigib ketadi. Ushbu metod asosida faqatgina bir gavatli (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 muvaffagiyatli ajratib olish uchun hujayrani
va yugorida qayd etilgan komponentlarni juda ham maydalash
kerak bo‘ladi. Fermentlarni ajratib olishda barcha jarayonlar
uchun eng muhimi, bu ogsil denaturatsiyasi jarayoni hisoblanadi.
Sababi, fermentlarni ajratish jarayonida ferment o‘z fermentativ
faolligini yo‘qotmasligi lozim. Shuning uchun, ferment molekula-
sini ajratishda -NS- guruhni tutuvchi birikmalarni (sistein, gluta-
tion, merkaptoetanol, sisteamin, ditiotreitol va boshq.) himoyaviy
qo‘shimchalar ishtirokida olib borish kerak.

HS*/,CH/,CH,’/ NH HS*/ CH*/ ,CH(OH) */,CH(OH) */,
CH,*/,SH

Sisteamin  Ditiotreitol

Fermentlarni ajratib olishning barcha bosgichlarida past ha-
roratni ushlab turish kerak, chunki ular ogsil 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 ogsil kimyosida mavjud metodlarga taya-
niladi. Yuqori tozalikka ega, gomogen ferment preparatlarni
olish usullarining takomillashishida, birinchi marta 1906-yilda
A.D Rozenfeldning fermentlar ustida olib borgan tadqiqotlari mu-
him rol o‘ynadi. Olim tomonidan aniglangan 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
bos_hqfl enzimolog olimlar tomonidan katta tadgiqot ishlari olit;
borildi va ular bir qator fermentlarni kristall holatda ajratib olish-
ga muvaffaq bo‘ldilar. g

: Ij‘erment preparatining tozalik darajasi uning biologik faolli-
gi b.llal.l xarakterlanadi. Agar uning faolligi tozalash jarayonining
kequgl bosgichida ortmasa, preparat o‘zining maksimal faolligi-
ga }cnsbgan, deb hisoblash mumkin. Bu o‘rinda shuni qayd etish
lgz}{nkl, 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.

i Fermentlar va boshqa ogsil moddalar har xil erimaydigan bi-
nkrpalarga adsorbsiyalanishi (so‘rilishi) mumkin. Bu Xususiyat
oqsﬂ' aralashmalarini ajratishda va aynigsa, fermentlarni laBo-
ratoriya sh.aroitida‘tozalashda hamda gomogen bo‘lgan ferment
pfepargdanni olishda muhim rol o‘ynaydi. Ads_oryﬁsiyausuli shu
bllar_l birga, kolonkali. xromatografiya usullari fermentlarni ythori
daraj adz.i toza va ko‘p miqdorda olish imkonini beradi.

Oqs.lllaming muhim adsorbentlari bo‘lib, har xil ion alma-

shu’vchllar, ya'ni kalsiy fosfat, aluminiy gidroksid gellari va
ma’lum tipdagi fermentlar uchun maxsus bo‘igan har xil affin
adsqrbf-;-nt'moddalar hisoblanadi. Fermentlarni tozalash va ogsil-
lami ajratish texnologiyasi quyidagicha amalga oshiriladi. Bunda
fe;rgept pfeparatining ogsil aralashmasi fermentga xos va mos
bo‘l:g?:g erituvchida (buferda) eritiladi va shu erituvchi bilan mu-
vozanatlangan kolonkaga yuboriladi. Keyin esa shu kolonkadan
bu.fer )foki konsentratsiyasi ortib boruvchi gradiyentli yuvish
eritmasi yoki bo‘lmasa ushbu ferment uchun maxsus bo‘lgan
bog‘lovchi (ligand) yordamida ogsil bosqichma-bosgich yuviladi
.Kolonkadan yuvish natijasida olingan ferment preparatlari frak;
s1.ya1‘arga ajratilgan holda yig‘iladi va fermentning toza preparati-
ni olish uchun boshlang‘ich material bo‘lib xizmat giladi.”  *
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1.3. Ionalmashuv xromatografiya usuli

lonalmashuv xromatografiya usulida ogsillar elektrostatik
kuch yordamida bog‘lanadi, ya’ni ushbu jarayon zaryadlangan
oqsil guruhlari va zaryadlangan ionalmashuy birikma guruhlari-
ning zich qatlami asosida yuzaga keladi. ;

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

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

Birinchi usul — buferning pH ko‘rsatkichini ma’lum dara-
jada ofzgartirish bilan ion kuchini oshirib, adsorbent va ogsil
o'rtasidagi elektrostatik o‘zaro ta’simi kamaytirishdir. Bu usul
umuman yaxshi natija bermaydi. Chunki bufer pH ko‘rsatkichini
birdaniga o‘zgartirish ogsil 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 ogsil va adsorbentlar o‘rtasidagi
o‘zaro tortish kuchi kamayadi. Tuz ionlari konsentratsiyasining
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.oshishi bilan adsorbentga bog‘langan ogsillar o‘z o‘rinlarini tuz
1onl§nga bo‘shatadilar va o‘zlari kolonkadan yuvilib chiga bosh-
layt%xlar. Shu bilan birga tuz ionlari ta’sirida adsorbentlar o‘zaro
zzc(;llinla;hib, ogsil harakati uchun tor yo‘lkalar hosil giladi va bu
sa fermentlarning k: iqishi i jrati
i g beradig olonkadan chigishida fraksiyalarga ajratib
lo.nalmflshuvchjga bog‘langan fermentni esa ushbu jarayonda
affinli yu.VlSh yordamida ajratish mumkin. Buning uchun kolon-
kag.a qqsxl bilgn bog‘lanadigan maxsus ligand yuboriladi. Bunda
oqsn.l ligand bilan‘birga.likda tezda kolonkadan yuvilib chigadi
Leklg kerakli ogsilni taniydigan va uni sorbentdan ajratib oladi;
gan hg,andni topish juda mushkul vazifadir. Shu bilan birga li-
gfn?dmng ganday zaryadlanganligi va konsentratsiyasiga alohida
e tibor berish kerak. Aks holda qarama-qarshi holatda ligand o‘zi
ionalmashuvchiga bog‘lanib qolishi mumkin.

1.4. Affinli (biospetsifik) xromatografiya usuli

: f'\‘ﬂ'mh (biospetsifik) xromatografiya usuli ogsil va ferment-
.armi tc.)z'alash va ajratishning adsorbsiya hodisasiga asoslangan
usullari ichida alohida o°rin egallaydi. Ko‘pincha ushbu usul affin
)(;L(t))mya‘tltztgi;:f(;li}fa yoki bioaffin, yoxud biospetsifik xromatografiya

Ma’lu.mki, barcha biologik faol birikmalar, xususan, ferment-
lar ham ligandlar yoki affinli Tigandlar deb nomlanadigan birik-
malar'ga maxsus bog‘lanish xususiyatlariga egadir. Agarda shun-
day hgar}dlar inert matritsaga kovalent bog‘lansa, faqat kerakli
fenneptm bog‘lovchi va qolgan ogsil moddalarni o‘tkazib yubo-
ruvchi maxsus adsorbentni hosil gilish mumkin.

M.axsgs yuvuvchi buferlar yordamida yoki jarayon optimal
sharm.tlan'ni 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'ni sorbentni tanlash juda
qiyin vazifadir. Ko‘pchilik hollarda affin adsorbentlarni sintez
gilishda tozalanayotgan fermentning xususiyatlarini e’tiborga
olish kerak.

Sorbent yugori spetsifiklikka ega bo‘lmasligi, boshqa ferment-
larni, turli moddalarni ham ushlab qgolishi natijasida fermentni bu
murakkab kompleksdan ajratib olishni giyinlashtirishi ham mum-
kin.

Affin xromatografiyada turli xildagi erimaydigan sorbentlar-
dan foydalaniladi. Xromatografiya jarayonida ko'p qo‘llaniladigan
sorbentlardan biri, bu agaroza donachalaridir. Ular yuqori bosim-
da o‘z shaklini saglaydi va buferlarda, shuningdek, ba’zi erituv-
chilarda o‘z xususiyatlarini bargaror saglaydi.

Xromatografiyada ishlatiladigan ligandlarga juda katta ta-
lablar qo‘yiladi. Jumladan, ular matritsaga shunday bog‘langan
bo‘lishi kerakki, oqsil moddalar hech qiyinchiliksiz ular-
ga kelib bog‘lanishi va buning uchun esa matritsa bilan ligand
o‘rtasida hech gqanday qo‘shimcha komponent ko‘prikcha vazi-
fasini o‘tamasligi lozim. Bundan tashqari, ligand xromatografiya
jarayonida boshqa birikmalar bilan o‘zaro bog‘lanmasligi, sor-
bentni yuvishda va regeneratsiya jarayonlarida 0°z xususiyatlarini
o‘zgartirmasligi zarur.

Sorbentlarga qo‘yilgan ushbu shartlardan ko‘rinib turibdi-
ki, affin xromatografiya murakkab va o‘ziga xos jarayon bo‘lib,
amaliyotchidan katta bilim talab etadi. Shunga qaramay, ushbu
usul amaliyotda keng qo‘llanilib, ko‘plab fermentlar, jumladan
amilolitik, lipolitik fermentlar ana shu usul asosida tozalangan.

Biroq bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, affin xromatografiya
usulini amaliyotda yanada kengroq qo‘llash uchun, biologik faol
moddalarga xos va ularga spetsifik bo‘lgan yangi ligandlamni to-
pish, shuningdek, suvli eritmalarda erimaydigan, bo‘kmaydigan
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va boshqa ijobiy Xususiyatlarga ega bo‘lgan sorbentlarni sintez
qilish kerak bo‘ladi.

1.5. Gel xromatografiya usuli

Amaliy enzimolo

giyada yuqori haroratga chidamli bo‘lmagan
ferm

entlarni va boshqa biologik faol moddalarni past haroratda

0‘ziga xo0s sharoitda ajratish, tozalash ishlari amalga oshiriladi.
Enzimlarni biror manbadan ajratib, tozalash jarayoni davomida
ular uzoq muddat eritma tarkibida bo‘lib, o‘z faolliklarini bir-
muncha yo‘qotishlari mumkin. Shu sababli, bunday sharoitda
ferment preparatlarini turli usullar asosida tezda fraksiyalarga aj-
ratish ishlarini amalga oshirish talab etiladi. Sababi, ferment pre-
parati tarkibidagi boshqa birikmalar, asosiy ferment preparati fa-
olligiga salbiy ta’sir ko‘rsatishi mumkin. Natijada tozalanayotgan
asosiv ferment preparatining fermentativ faolligi ancha pasayadi.

Ferment preparatini tozalash usullari orasida ko‘p qo‘l-

laniladigan usullardan biri gelfiltratsiya, elektroforez, izoelektrik
fokuslash kabi usullar hisoblanadi.

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

Gelfiltratsiya jarayonida ishlatiladigan gel, kolonkalarni
oson to‘ldirish. uchun yumaloq donachalar (granula) ko*rinishida
bo‘ladi. Donachalarda mayda teshikchalar mavjud bo‘lib, ularga
faqat juda kichik molekulali birikmalar kiradi, yirik molekulalar

-esa kirmaydi va natijada kirmay qolgan molekulalar gel yuzasidan
tezda yuvilib, kolonkadan fraksiyalarga ajralib chiqa boshlaydi.
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iya j i abdan ham, moddalarning mo-
(ielﬁltratSl‘y131?1;?:121():?:;?;;:;alarga ajralishiga gsoslanga.n'.
ek g i tozalash va ajratish nafaqat laboratoriya sharo-m-
Femen a:;t miqyosida ham amalga oshiriladi. Gelfiltratsiya
e Sarr;da qayd etilganidek, dekstran (sefod.ekslz.lr va sefak-
u.chun yu?lc;ridan poliakrilamid (biogellar), akrilamid, agaroz.a;
nllar)_ dge (ultrag,ellar), boshqa qattiq CL-sefarozala.r va Si—s.efa]c?
ge“fm 131-“ dan foydalaniladi. Kolonkada ferment eritmasining bir
l(;?:r;ug ;e:lrdonachalar orasida va bir gismi esa donachalarning te-
i i ichida joylashadi. . '
Shlkg;fflia;g;t?i‘;gaj :l(r)Zyoni eritilgan moddalar erlitn;lanmi ay;z;salrc:a
ichki tomonida joylashgan -
j OYI'aSh'ganl h?;Zk:ﬁ;:?av:slllzgli(.l Kolonkad:i eritilgan m@daning
” qlsml'ar'lsh darajasi, uning gel teshikchalariga kirg olish qo-
u'S}'llab' thl,m ‘ligdir. Shuningdek, gelfiltratsiya jarayonlfla .kolon-
i aloguqori molekulali moddalar va keyin esa kichik m(‘>-
kadanl‘fllw' b?rin-ketin chiqa boshlaydi, bunda gel_mol.ekular. ?o hi
lekl'l;‘a ; ainbaj aradi. Bu jarayon mukammal ravi;sl?da olib bo’n‘ll.s
z:l?uzs‘;el tayyorlangan komponent, erigan birikmalar ta’siriga
i A ‘lishi kerak. .
e hamkl‘negul:g(:nlllgsihlkll(;da ishlatilayotgan barcha gell'f\r inert
Afs:z;:zan ma’lum pH ko‘rsatkichida salbiy jihatl_:clrm narkt:o:
il ilishi mumkin. Masalan, shunday gellarga sefa._}mllanu ri
i > kin. Biroq ba’zi jarayon davomida uchrayd{gal.l kamchi-
tTls<h rr'mirxrllchil’iklarga qaramasdan gelfiltratsiya usuli ajrapsh mushi
Eul glg:lgan, turli xil moddalamni mayda gel QOnacfhalantcii:ay:r?l:lri
bosim ostida ajratish imkonini beradi. Yugori bosim 0s s
:rish mumkin bo‘lgan ushbu suyuq xror.na‘tog.raﬁya uslu
i OStht ichida ko‘p komponentli moddalarni ajrau§h mmhn—
qls’q;'lvz;? ajralib turadi va shu bilan birga ushbu usul biologik faol
i’ilgloddlalmni tozalashning. so‘nggi bosqichlarid g
juda samarali hisoblanadi.




1.6. Biologik faol moddalarni organik erituvchilar
yordamida cho‘ktirish

Biologik faol meoddalarni, jumladan fermentlarni 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 ularning ara-
lashmalari kamroq ishlatiladi. Erituvchilarni tanlashda ularning

toksikligiga, portlash xavfidan xoliligiga va regeneratsiya bo‘la

olish xususiyatiga e’tibor berish kerak. Ishlab chiqarishda ferment-
larni cho‘ktirish uchun etil spirti va izopropanol ko‘p qo‘llaniladi. -

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 moddalarning

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" 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 (el -Phihaln' 2. A
Ni*?2, Al**, Hg' va h.k.) ionlari ferment molekulasiga salbiy ta’sir
ko‘rsatadi. Shuning uchun ham ularning eritmada bo‘lishi magq-
sadga muvofiq emasdir. Eritmada elektrolitlarning bo‘lishi eri-

tuvchi sarfini kamaytirishga va cho‘kma strukturasini yaxshilash-
ga xizmat giladi.
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Ferment eritmasi va erituvchining harorati fermentni
gho'ktirish jarayonida past bo‘lishi kerak. Sat.)at?i, e’Fanc?l va .fer-
mentning suvli eritmasi aralashtirilganda iss1c!hk ajralib Chqul-
dl va aralashma harorati 5-10°C ga ko‘tariladi. Agarda'orgafuk
grituvchi (etanol) oldindan sovutilgan bo‘lmasa, fennentlammg
Inaktivatsiyasini kuzatish mumkin. Ushbu holat nafaqat te@01-
nuktivlianishga, hattoki ferment molekulasining denaturats;yala—

ishiga olib keladi. 8y
o I"irment preparatlarini cho‘ktirishda muhijc pH l?o‘rsatklcl}l
fuda katta ahamiyatga ega. Ba’zi ferment erltmaland.'fl har' xil
muhit pH ko‘rsatkichi ta’sirida bir-biridan cho‘kmz} miqdori va
ferment faolligi bilan farq qiluvchi preparatlar olish .mumklr'L
Ma'lumki, fermentlar o‘zlarining izoelektrik nuqtalanda.oqsﬂ.
agregatlarini hosil qilib, to‘liq cho‘kmaga tushadilar. Qqsﬂlarm
{zoelektrik nuqtalarida cho‘ktiruvchi reagenﬂm ishlatmay,
¢ho‘ktirish jarayoni izoelektrik cho‘ktirish deyiladi. g

Organik cho‘ktiruvchilar yordamida fertpent prepa.r'atlarml
{zoelektrik nugtasida cho‘ktirish, en'tuvchimng. kam .mlqdona
sarflanishiga yordam beradi. Bordi-yu, C-hO"ktl.I‘ISh- jara‘yomda
muhit pH ko‘rsatkichi izoelektrik nuqta bilan blr'x1l bo lr.na§a?
cho‘kma miqdori va ferment faolligi 30-50% gg;ha kamay;slfxrm
kuzatish mumkin. P nl0

Organik cho‘ktiruvchilar yordamjda cfauo'ltf‘_ezxfrﬁngnt pr‘cpar_aunl
olish uchun eritmada 10~12% atrofida quruq modda bolishi ke-
rak. Ko*p tadgiqotlardan ma’lumki, fermentlarni gho‘ktmshdz‘l, ay.I
niqsa, proteolitik fermentlarning, qurug moddaning eng mo tadi
migdori 10% bo‘lishi kerak. ; . '

Yuqorida qayd gilingan omillar bilan bir qatorda ferment .erlt-
malarini erituvchi bilan ta’sir etish muddati ham katt.? t.a.ha.nuya.t-
ga ega. Ishlab chigarish sanoatida ferment prepar?tlarlm uzlt;ksnz
ishlab chiqarish jarayoni optimallashtirilib, yugqorida tgayd etilgan
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salbiy ta’sir etuvchi omillarni chetlab o‘tuvchi usullari ishlab chi-
qilgan.

Organik erituvchilar bilan cho‘ktirishda uning samarador-
ligi ushbu jarayonda ishlatiladigan asbob-uskunaga ham uzviy
bog‘liqdir. 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 qgisqa vaqt ichida aralashib o‘tadi va natijada
hosil bo‘lgan aralashma separator gismiga uzatiladi.

Separatorda cho‘kmaga tushgan oqsil moddalar ajratib oli-
nadi. Bunday qurilmada ferment bilan erituvchining o‘zaro
ta’sir muddati o‘n marotabagacha gisqartiriladi 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 suyugqlik tarkibida 50-75% gacha

erituvchi modda bo‘lib, u rektifikatsiya bo‘limida regeneratsiya
qilinadi.

Organik erituvchilar bilan cho‘ktirish samaradorligi, pro- -

d}ltsent o‘stirilgan oziga muhiti tarkibiga va ferment preparati-
ning quyuglashtirilganlik darajasiga ham bog‘ligdir.

1.7. Enzimlarni barqarorlashda ishlatiladigan
tashuvchilar

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

Immobilizatsiya jarayonida «tashuvchi» sifatida ishlatiladigan
sorbentlarga quyidagi talablar qo‘yiladi:
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e kimyoviy va biologik mo‘tadillik;

e mexanik nuqtayi nazardan mustahkamlik;

e ferment va uning substrati uchun o‘tkazuvchanlik;

e texnologik jarayonlar uchun zarur bo‘lgan shaklda olish
mumkinligi; 7

e faol guruhlarning yuzasida mavjudligi (granula, membrana,
kukun va boshga holatlarda yuzasida guruhlar bo‘lishi);

e reaksion muhitda o‘zgarmasligi;

e yugqori gidrofilligi (immobilizatsiya jarayonini suvli muhit-
ga o‘tkazish uchun);

® arzonligi. , ; Rl

Tabiiyki, bu talablarning 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 tashuvchilarni ikki sinfga bo‘lish mum-
kin: tabiiy polimerlar va sun’iy polimerlarga. O‘z navbatida, ta-
biiy polimerlarni ham biokimyoviy xossalariga qarab guruhlarga
bo‘lish mumkin: polisaxaridlar; ogsil, lipid tabiatli tashuvchilar.
Sun’iy, ya’ni sintez yo‘li bilan olingan polimerlar ham guruhlarga
bo‘linadi, masalan, makromolekulalarni asosiy zanjirning kimyo-
viy tuzilishiga garab, 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 gilinganda «tashuvchi» fermentning faolligini ta’minlovchi
markaz gismi bilan bog‘lanmasligi lozim (fermentning faol mar-
kazi o‘zgarmasligi va jarayon davomida bloklanmasligi kerak),
ferment faolligini kamaytiradigan xususiyatlari bo‘lmasligi shart.

. Immobilizatsiya qilish jarayonida bir gator omillarga e’tibor
berish kerak bo‘ladi. Masalan, «Tashuvchi» va ferment har ):gil
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zaryadlarga ega bo‘lsalar, 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. B

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
polisaxaridlarni, 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
qgarshilikni pasaytirish maqsadida, tor parallel kanallar saglovchi
monolitlar sifatida ham chiqariladi. Tashuvchilarning eng asosiy
xususiyati sorbsiya qilish xususiyati hisoblanib, bunda teshikcha-
larining o‘lchami, 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 bog‘lari va gidrofob bog‘lar orqali amalga oshiriladi. Sa-
nab o‘tilgan bog‘larning 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 vaqgtlarda 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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18. F ;
ermentlarn;j fizikaviy usulda immobillash

Tashuvchilar bilan pg
deb nomlanuvchi bioorg
ror ferment preparatlari y

&‘langan «immobillangan fermentlar»
Anik «katalizatorlar»ning yangi barqa-
Aratjlishi natijasida, amaliy enzimologi-
Y;v:ig::: 3; ?';g;nl:z:l?o::]k ochildi. N]lson va Griffin 1916-yilda
lishni muvaffagiyatli amq) " )0k umoselda adsorbsiya gi-
yordamida katalitik faoly; Algy oshirib, fermentlarni immobillash
rorlashni ko‘rsatib berdlll SO S BSOS AR o
ustidagi ilmiy 1zlan1shlaar Shypdan. 49, b, Jenmpnt pregaetian
gt sttt D lShlarb tez syr’atda rivojlar_xip ketdi. Getero-
50-yillarda katta istigbol, gC: :ﬁ‘sﬁga R il
uncﬁ;mgzzll\l;f;%asof;:rme tlary atamasi rasmiylashtirilganligiga
I i e fermadl Umuman, «immobillanish» tushun-
bilan BoglhmshidAR ke “Nitning suvda erimaydigan tashuvchilar
globulalaining qityi Hiofe, cnECd fshunish kerak. Bunga ogsil
molekular «tikilishis yOkekul ar bifu'nksx onal reagentlar bilan ichki
bog‘lanishi orqali erish; lhf rmentning suvda eriydigan polimerga
odatda, immobillangan Z mumkin. Lekin bunday preparatlarni,
kuvchi» yoki polimer reaeb atalmaydi: ularni mos ravishda «ti-
kiritish maqsadga muvoﬁﬁ E:ii:;::}:lho P thiges fermentlarga
B i ke e R R
da ishlatilishida) bir qat A bilay solishtirilganda (amaliy magsadlar-
hisoblanadi. Birinchi da:" Muhim afzalliklarga ega faol moddalar

> Feaksion muhitdan geterogen kataliza-

torni .oson ajratish my : o 6%
ol ikin Mkin, yshbu jarayon quyidagicha amalga

1) reaksiyani to xtatlsh
2) katalizatorni qaytadan qolash;
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3) ifloslanmagan ferment asosida mahsulot olish.

Qayd etilgan yuqori ko‘rsatkichlarga ega bo‘lgan ferment pre-
paratlarini ozig-ovqat va farmatsevtika sanoatida ishlatish mum-
kin. Tkkinchidan, geterogen katalizatorlar fermentli jarayonlarni
to‘xtovsiz o‘tkazish (masalan, oqadigan reaktorlarda) va kataliz-
lanuvchi reaksiyalar tezligini (yoki mahsulot chiqishini) oqim tez-
ligi boyicha 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‘zgarishiga
va uni denaturlovchi omillarga barqarorligini maqgsadga muvoﬁq
0°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 xususiyatlarni ko‘zlagan holda bioorganik katalizatorlarni
(shu jumladan, o‘sish xususiyatiga ega bo‘lmagan sun’iy polifer-
ment komplekslarni va hatto hujayralarni qo‘llagan holda) ishlab
chiqarishdan iborat. Enzimlar xususiyatlari amaliyot uchun zarur
ekanligini yodda tutish kerak. Masalan, ma’lum reaksiya sharoit-
larida katalizatorning barqarorligi (termo va kislotaga barqarorli-
giga bog‘ligligi), o‘ziga xos reaksiyalarni katalizlashi (spetsifik-
lik), katalitik faolligi, ba’zi ta’sirlarga chidamliligi va boshqalar.

Immobillash metodlari. Fermentlarni tashuvchilar bilan
bog‘lash imkoniyatini beruvchi asosan uch yo‘l mavjud bo‘lib,
bularga adsorbsion usullarni, mexanik bog‘lanish va kimyoviy
(kovalent) immobillashni kiritish mumkin.

1. Fermentlarni (fizik yoki ion bog‘lanishlar natijasida) kera-
mikaga, shisha, silikagel, metall oksidlari va gidroksidlari, po-
lisaxaridlar, organik smolalar va boshqa tashuvchilarga adsorb-
siyalash mumkin. Adsorbsiyani tezlashtirish uchun fermentlarning
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sirtiga ion va gidrofob guruhlarini to‘ldiruvchi ogsil globulal'an'ni
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 qo‘llaniladi.

3. Fermentlarni kovalent bog‘ yordamida 1mmob111ash imko-
nini beruvchi kimyoviy usul kataliz uchun ahamiyatli bo‘lmagan
funksional guruhlari orqali, jumladan, -NH,, -COOH, -SH, -OH
va boshqd guruhlar yordamida amalga oshiriladi. Noorganik ta-
shuvchilarga yoki funksional guruhlari bo‘lmagan tashuvchilarga
(masalan, g‘ovak shisha, keramika, temir), tabiiy mater.iallarg.a
(masalan, selluloza, xitin, dekstran, agaroza) yoki.sin'fe’ak poli-
merlarga (masalan, neylon, polistirol, poliakrilamid, ion alma-
shuvchi- smolalar) kimyoviy immobillash jarayoni qo‘shimcha
bog* hosil gilish (bordi-yu imkoni bo‘lsa) orgali amalga oshirila-
. Yugorida ko‘rsatib o‘tilganidek, fermentlarni immobillashda,
ular oz xususiyatlarini saqlagan holda substrat yoki effektorlar
bilan o°zaro reaksiyaga kirishish gobiliyatlarini yo‘qotmasliklari

zarur. Shu sababdan ham fizikaviy usulda immobillashda, bir ne-
cha usullardan foydalanish mumkin. Masalan, suvda erimaydi-
gan «tashuvchilarga adsorbsiya gilish; gel g‘ovakl.ar.iga kir?tish;
yarimo*‘tkazgich membranalar yordamida fermentni 1mmo'bxllab,
reaksion tizimni boshqa gismidan 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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ga (N Yyoki tashuvchj ¥
am; i 2 8a (F)
Immobilizatsiyalash usullari

tsi i : .
membranalar orqali ajratip turish ﬂibqlhshlz, yann?o‘tkazgich
qaramasdan, yuqorida qayd etilga qarash mumkin, Shunga

SR o 3 Sabab .

tib otll’gamdek, 1916-yilda J Nilsop vad}gn G:?fm yuqorida ay-

u.sulde'l invertaza fermentini faollaghtir;) an ka 'ff]ar adsorbsion

niy gidroksid gelida immobiliZatsiy alasinj a; :lnrga va alumi-
82 oshirganlar.
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Aynan ushbu usuldan foydalangan holda keyinroq, 1969-yilda
I Shibata L-aminoatsilaza fermentini immobillab, N-atsetil-DL-

Aminokislotalarni bir-birlaridan ajratishni ko‘rsatib bergan. Ush-
bu usul sanoat miqyosida hozirgacha ishlatilib kelinmoqda. Umu-

an, adsorbsiya usulida immobilizatsiya qilish boshqa usullardan
wsonligi, vazifani tez bajarish mumkinligi, tashuvchilaring ar-
#onligi va boshqa bir qator ustunliklari bilan boshga usullardan
#jralib turadi va shu sababdan ham fermentlar muhandisligida
keng qo‘llanilib kelinmoqda.

1.9. Adsorbsion immobilizatsiya qilish usullari

Adsorbsiya qilish yo‘li bilan immobilizatsiya gilish eng sodda
usullardan biri bo‘lib, ferment eritmasini «tashuvchi» bilan ara-
lashtirish yo‘li bilan amalga oshiriladi. Yopishmasdan fermentni
yuvib tashlagach, immobilizatsiya gilingan ferment ishlatilishga
tnyyor bo‘ladi. Adsorbsion immobilizatsiya qilingan fermentlarni
olish uchun quyidagi uslubiy ko‘rsatmalardan foydalaniladi.

Statistik usul eng oson yo‘l bo‘lib, «tashuvchi» ferment erit-
masiga tashlanib (solinib) hosil bo‘lgan aralashma, ma’lum
vaqtgacha inkubatsiya gilinadi. Immobilizatsiya fermentning o°z-
0'zidan diffuziyasi tufayli boshlanib, adsorbsiya bilan tugallana-
di. Ushbu usulning kamchiligi, ferment eritmasi bilan «tashuv-
chi» aralashmasi uzoq vagqt (bir necha kungacha) inkubatsiya qi-
linishi lozim. Laboratoriya sharoitida ko‘proq aralashtirish, ya’ni
mexanik usul ishlatiladi. Bu usulda statistik usuldan fargli o‘laroq
ferment eritmasi bilan «tashuvchi» doimiy ravishda aralashtirib
turiladi.

Aralashtirish uchun magnit aralashtirgich, mexanik aralash-
firgich yoki mikrobiologik tebratgichdan foydalanish mumkin.
Bu usul oldingisidan ancha ustun bo‘lib, «tashuvchi» yuzasida
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qatlam «tashuvchiy

ulanganda ferment
-COOH va h.k.) harakatlanadi

: 1. El
Yuzasidagi faol guruhlar s gy

tashuvchj Yuzasida cho

qarishda foydalanish

: h ]
azish usulj hisoblanaduc un eng qulay usul kolons

Usl_1bu usulni kolonkaning
, mikronasoslar yordamida
pastdan tepaga qarab
o‘tkazish usulida fer-
ash va shu bilan birga toza mahgy-

kalardan otk
ikki tomonid
ferment eritmasi
egt eritmasi yo‘naltiradi
11t{u h.aydash, yuvish tozai

haydaladi va teskarisi
Kolonkadan

masa, ferméitlyr -
8ina foydali bo'l4

siyn qilish imkoniyatlari juda kam bo‘ladi, boshqacha qilib ayt-
gunda, g‘ovaklar qancha kichik bo‘lsa, tashuvchining adsorbsiya

yilish imkoniyatlari shuncha kam bo‘ladi. G*ovaklarning mo‘tadil

hujmini hisoblashni birinchilardan bo‘lib 1976-yilda R Messing

Wklif etgan. U shisha va sopol materiallardan tashuvchi sifatida

fuydalanib, ularning g‘ovaklari kattaligini (hajmini) o‘Ichab chig-

dl va g‘ovaklarning kattaligi ferment molekulasidan taxminan

J marotaba katta bo‘lgan hollarda tashuvchining adsorbsion im-

koniyatlari maksimum bo‘lishini tajribalarda isbotlab berdi.

Bunday holda substratning molekular o‘lchami fermentdan
ancha kichik bo‘lmog‘i va sorbsiya gilingan ferment g‘ovaklariga
bemalol kirib turishi lozim. A e

Substrat molekulasining hajmi fermentnikidan katta bo‘lgan
hollarda tashuvchining g‘ovakligi substrat molekulasi bilan bel-
gilanadi. Ba’zi bir hollarda substratning o°zi tashuvchi vazifasini
bajarishi ham mumkin. Masalan, sellulaza fermentini immobili-
zatsiya qilish uchun, uning substrati bo‘lgan sellulozadan keng
foydalaniladi. Bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, enzimlarni
immobillashda tashqi omillar katta ta’sir ko‘rsatadi. Masalan, pH
reaksion muhit immobilizatsiya gilish 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 ogsil yoki tashuv-
chining sorbsiya uchun javobgar bo‘lgan ionogen guruhlarning
ionlashuvi o‘zgaradi. Ionalmashuv xossalariga ega bo‘lmagan
tashuvchilardan foydalanganda, sorbsiya ogsil 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 chigilganda bu jarayonning pH muhitga bog‘ligligi
aniglangan, ko‘mirga albumin adsorbsiya gilinganda esa, mo*‘tadil
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pH 3 dan 6 gacha o‘zgarishi ¢ i 1
ik iSI)oﬂangan‘g shi, bu o zgansh ko‘mirning tabiatig;
I - - :
cmg;)ntal’(;:hll( Of:ermtznt l:mlan tashuvchi orasidagi bog‘lanish :

rsatuvchi omil hisoblanadi. Ushbu h
_ . . 1d
iy;;l::iztmling kc.ms'ex}tratmyasi yuqori miqdorda bo‘ls: b?l’ngzrdl
. .s.uvchl sirtidan elektrostatik yo‘l bilan bo i

mentni siqib chiqaradi. o
B LR B . V‘v‘
oshqacha qilib aytganda, ion kuchining oshishi bilan fer:-

:{t;ril;l;lhng t;i,e.sorbsiyala.nishi oshib boradi. Ba’zi hollarda bunga
a ta’sir ham bo‘lishi mumkin. Bunday hollarda oqsilnir?; '

«tuzlanishi» sodir bo‘lishi mumbkin.

ermentning miqdoriy konsentratsiyasi. Eritmada ferment-

ning mi g . X
biliga‘;;q:%n ‘(;Shlb borgan sari, uning sorbsiya bo‘lishi va immo-
ya 0 1gan fermentning katalitik faolligi ortib boradi.

I gEUras 5
menim::l(i)b:jhz.atmya. bo‘lgan ferment faolligini, eritmadagi fer-
qdoriga nisbatan taqqoslab o‘rganilganda, shu narsa

ma’l i i E
ﬁsmuglil:: lic:lllkl, ft;efnnentmng eritmadagi miqdorining oshib bo-
, mobillangan fermentning Kkatalitik faolligi ham

oshib boradi, keyin esa faollik o‘zgarmasligini va hatto kamayi |

shini ham kuzatish mumkin
T - - < : - -
adqiqotlar shuni ko rsatdiki, fermentning faolligi tashuvchi

sathini
ni butunlay qoplab olgunga qadar ortar ekan. Shundan so‘ng

i » ’
jO;atsinI;lgcsl:dyugaflda'ferment molekulalarining qavatma-qavat
Aty llrh o‘ladi. Bunda tashuvchi yuzasining eng yuqo-
o ajl ’ 3'1 a;fs gan fermentlargina faollik ko‘rsata oladi. Quyi
N ,esa ek termer}t moleku!asining molekula ostida joylash-
o femen: lZat bilan re_akSI.yaga kirisha olmaydilar. Shu sa-
jarayon,iga .ijObi (::,se.ntratmyasmi muttasil oshirish, immobillash
e oi’ib ksir gtmay, ferment molekulasining ortiqcha
Haroratnin hi y ?dl' i ‘

e h.dg oshishi ad§orb51ya jarayoniga ikki xil ta’sir gi-

, chidan, haroratning oshishi fermentning inaktivatsic;ra

30

(de

oshi
uini kuchaytirishi natijasida, ferment faolligining oshishiga olib

keladi. Demak, adsorbsiya yo‘li bilan immobilizatsiya gilishning
mo'tadil sharoiti bo‘lish zarur.

hir ferment

naturatsiya)siga olib keladi, ikkinchi tomondan esa haroratning
shi ferment molekulalarini tashuvchi g‘ovaklariga diffuziya-

Adsorbsiya jarayonida tashuvchi yuzasiga bog‘liq bo‘lib, har
yoki tashuvchi uchun ushbu omil tajribalar asosida
aniglanadi. Shunday gilib, fermentlarni adsorbsiya yo‘li bilan im-
mobilizatsiya qilish bir qator omillarga bog‘lig bo‘lib, adsorbsiya
jarayonida yuqorida qayd etilgan omillar albatta inobatga olinishi

kerak.

1.11. Fermentning tashuvchi bilan bog‘lanish kuchini
oshiruvchi usullar

Tashuvchi: yuzasini oldindan modifikatsiya gilish adsorbsiya
kuchini keskin oshirishga olib keladi. Bundan tashqgari, ferment
molekulasi atrofida maxsus sharoit yaratilishi natijasida, oldindan
modifikatsiya gilingan tashuvchida immobilizatsiya gilingan fer-

mentning katalitik faolligi ortadi.

Modifikatsiya gilmasdan adso
gining butunlay yo*qolishigacha olib kelishi mumkin. Masalan,

agar fermentning barqarorligi nordon sharoitda past bo‘lsa, silika-
gelga sorbsiya gilingan fermentning faolligi butunlay yo‘qoladi,
chunki silikagelning yuzasi nordon muhitga ega (pH 4,0).
Bunday sharoitda, immobilizatsiyadan oldin silikagelni
ma’lum pH ga ega bo‘lgan buferda, fermentni esa mo‘tadil pH da
saglab turish lozim bo‘ladi.
Xuddi shunday muammo, fermentlar faol markazida metall

d bo‘lgan holatlarda, olib borilayotgan tadgiqotlarda kelib
a’zi bir tashuvchilar o‘zlariga

rbsiya qilish, ferment faolli-

mavju
chigishi mumkin. Bunga sabab, b
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‘ ¢ ‘lishi, natijada esa katalitik faolligi saglanib qolishi isbotlan-

tay]lmng chigib ketishi hican: ar, o z faol markazidagi , ’ e ‘

ilz::i Ushbu holni bartaraf etish uchun
1an saqlagan eritmalarda uzoq va qt,

boclagi, | 4 Misbatan bo‘Igan e

Boshga bir misol, L-ximotripsin KM-selluloza bilan modifi-
butslya qilinsa, ferment neytral pH muhitda DEAE-sellulozaga
Yokl DEAE-sefodoksga 0°z faolligini saqlagan holda immobili-
Pulalyalanishi muvaffaqiyatli amalga oshadi.
TN ! ‘ Immobilizatsiya bo‘lgan fermentni tashuvchi yuzasidan oson
: az;l?;sf;:d;:;b%’ﬁ y' . yuvilib 'ketmasligi uchgn a@sorbsiya qilingan fennent.qatlar.r.liga
to yintin'lganda's au ‘ hifunksional agentlar bilan ishlov berish kerak bo‘ladi. Natijada
’ (buni Wshuvchi yuzasida fermentlarning bir-birlariga bog‘langan holati-
g un iborat yupqa plyonka hosil bo‘ladi. Bifunksional agent sifati-
ferment bilan tashuy h ~ a plutaraldegid, gossipol va boshgalarni ishlatish mumkin.
Immobilizatsiya gilishning original yo‘li professor K.Martinek
fomonidan amalga oshirilgan. Bunda tadqiqot davomida gisman
kimyoviy destruksiyaga uchragan neylon iplaridan foydatanilib,
ushbu tashuvchi ferment eritmasiga solinadi va mexaﬁk‘ ravish-
dn tortiladi. Natijada neylonning g‘ovaklari yiriklashib, unga
fermentning joylashishi osonlashadi. Ma’lum vaqtdan keyin ta-
shuvchini tortish jarayoni to‘xtatiladi. Bunda neylon yana o‘z ho-
latiga qaytadi, ferment molekulalari esa g‘ovaklarga siqilib kirib
ndsorbsiyalanadi. - '
Wi gan . Elektr toki yordamida faol moddani adsorbsiyalash usuli im-
. olar paydo bo‘lishi mumkin, mobilizatsiyaning yangi usullaridan bo‘lib, membranalar yorda-

u§hlab turish va shu tufa
htiyojini qondirish mum

foydalanilganda yaxshi natijal

1.1 Mod.ifikatsi.ya qilingan fermentlarn;
Immobilizatsiya qilish

bog‘lanish faqatgina HOTS¥ k:]‘}ktashuvchl orasidagi mustahkam mida ajratilgan elektrodlar bilan kollektorlarda elektr maydoni
myhltda ya’ni fermentning kataj-l?;:qtadan_ uzogroq bo‘lgan pH hosil gilish orqali amalga oshiriladi. Tashuvchi sifatida silikagel,
m]tg: amalga oshirilad; ttik xususiyati past bo‘lgan sha- ionalmashuv smolalarini, turli minerallarni ishlatilish mumkin.

uning uchun ham f ; Ferment kollektordagi tashuvchida elektrostatik; va dipol-di-
ya'ni ferment molekulas];:;l,:zt‘?lpldmdan modifikatsiya qilish, pollik o‘zaro ta’sir kuchlari orqali ushlab turiladi. Ushbu usul-
sadga muvofiq bo‘ladj. Masalangl Loanen guruhlar kiritish maq- ning salbiy jihati shundan iboratki, immobilizatsiya jarayoni but-
aralashtirilganda, uning izoelektrik ~XImotripsin xlortriazin bilan kul elektr toki ta’sirida bo‘lishi shart. Elektr tokining uzatilishi
Jishi va shu tufayl; ferment ko s IShquY tomonga sil- to‘xtatilsa, bunday holatda ferment tashuvchidan tezda yuvilib

©'Pgina tashuvchilarga adsorbsiya ketadi. - :
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. Bu o'rinda shuni qayd etish lozimki, adsorbsiya yo'li bilag
1mm‘obllizatsiya qilishning o‘ziga xos afzalliklari va kamchiliklag
n'laVJuddir. Adsorbsiya jarayonining ijobiy Xususiyatiga sorbe

nming arzonligi, tadqiqot o‘tkazishning osonligi, bir vaqtning o‘zig »
ferment preparatini tozalash mumkinligini kiritish mumkin. Ush
bu usglnmg kamchiliklariga esa, ferment va tashuvchi ‘orasid i
bog‘n.m.g'mustahkam emasligi, umumiy yagona yo‘n'qnomani
yo‘qligini kiritish mumkin. ol

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

_ Fermentlami gel ichiga kiritish yo'li bilan immobilizatsiya qi-
lfsh usulining mohiyati shundan iboratki, ferment molekulasi, gat-
tiq to‘qilgan polimer zanjirlaridan iborat bo‘lgan gel hosil q’ilcllxv-
chi elaklarga o‘rnatiladi. Zanjir boglari orasidagi masofa ferment
mo!ekulasidan kichik bo‘Igani uchun, u mahkam siqilib turadi va |
polll.merdan chiqgib keta olmaydi. Ferment bilan tashuvchi orasj-
dagi bog‘ning mustahkamligini oshiruvchi omil rolini ferment
ya taShl:lVChi gel orasida paydo bo‘lgan vodorod bog‘lari ham |
0 yna.shJ mumkin. Bunda polimer zanjirlari orasidagi bo‘shli
suv pllan to‘ldirilgan bo‘ladi. Masalan, akril kislotas; hosilalagi
asosida paydo bo‘lgan gelda, uning miqdoriga qarab, 50 dan 90%
gacha suv bo‘lishi mumkin. , s

: .Fen'nentlarni gelda immobilizatsiya qilishning ikki usuli bor
l?mm.:hjsi, ferment monomer eritmasida eritiladi, so‘ngra polime;
rizatsiya qilinadi. Bunday eritmaga ko‘pchilik hollarda bifunksio-
nal agentlar ham qo‘shiladi.

; Ik-kinchisi, PBertfeld va J.Uenlar ishlatgan N-N' metilen-biak-
rilamidni polimerizatsiya qilish asosida olinadigan immobilizats;-
yalangan fermentlardir.

Gelga kiritish yo‘li bilan immobilizatsiya qilish usuli 0‘zinin
soddaligi bilan ajralib turadi. Bu usul bilan fermentni xohlagax%

34

geometrik konformatsiyada (sferik zarrachalar va h.k.) olish va
fermentning tashuvchi ichida bir tekis tarqalishiga ‘erishish mum-
kin : ' G

Ko‘pchilik polimer gellar o‘zlarining mexanik va kimyoviy
Issiqqa chidamliligi bilan ajralib turadi. Bu xususiyatlar esa fer-
mentlarni bir necha marotaba ishlatish imkonini beradi: Bu ‘usul
universal usul bo‘lib, nafagat barcha xildagi fermentlar, balki po-
liferment tizimlar, hujayra va hujayra fragmentlarini immobili-
zutsiya qgilishda ham qo‘llash mumkin. Bu usulning ijobiy tomon-
laridan yana biri — immobillangan fermentning barqaror holatga
0'tishidir. Ushbu usulda immobilizatsiya qilingan ferment bakte-
riologik 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-
rikslari substratning diffuziyasiga xalaqit beradi va shu tufayli
ferment faolligi past bo‘lishi 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 qilish

Yarimo‘tkazgich membranalar yordamida immobilizatsiya qi-
lish 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. .

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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gi fermentlarning tashqariga chiqishi ancha mushkul. Kapgi
ni olish usuliga qarab, ularning o‘Ichami har xil bo‘ladi (1
100 mikrometrgacha). ‘

Mikrokapsulalar olishning bir necha usulj mavjuddir. B
fermentning suvdagi eritmasi PAV (sirti faol moddalar) sa(
chi dietilefiri bilan kuchlj aralashtirish natijasida dispers hg
o‘tkaziladi. Bu yerda PAV emulgator vazifasini bajaradi, ,
bo‘lgan emulsiyaga to‘xtatmasdan polimerning efirdagi eritn
qo’shib boriladi.

Polimer (nitrat selluloza) suvda erimasligi sababli, em
siyaga tekkan joyida yupqa membrana, mikrokapsula hosil qil
Tayyor bo‘lgan mikrokapsula sentrifuga yordamida yoki filtrla
yo‘li-bilan ajratib olinad; 8
Mikrokapsula hosil qilishning ikkinchi yoli — ikki moddan :

fazalararo polikondensatsiya qgilishiga asoslangan. Moddalard
biri suvning mayda emulsiyalarida, ikkinchisi esa organik faz
da erigan bo‘ladi. Ko'p tarqalgan va tadgiqotlarda qo‘llaniladiga
mikrokapsulalardan biri poliamiddir. '
Poliamid mikrokapsula 1,6-geksametilendiamin (suv. fazg
-si) va sebatsin kislotasining xlor gidridi (organik faza) asosid
olinadi. Bu usul faqatgina yuqori pH ga chidamli bo‘lgan (dia
min eritmasi) fermentlar uchun qo‘llanilishi magsadga muvo-
fig bo‘ladi. Mikrokapsula hosil qilish uchun ishlatiladigan fer-'
ment eritmasi 10% atrofida inert ogsil moddasi (gemoglobin)
saqlashi lozim. By ogsil kapsula ichida kerakli bosim bo‘lishini
hamda fermentning mo‘tadilligini ta’minlaydi. Fermentning
mo‘tadilligini oshirish uchun glutaraldegid bilan ishloy beriladi,
ba’zida esa adsorbsiya yoki gelga kiritish yo‘li bilan immobili-
zatsiya qilinadi.
- Ba’zi holatlarda immobilizatsiya qilish uchun molekulalari

kovalent. bog‘langan ogsillardan tashkil topgan membranalardan
ham foydalanish mumkin.

36

Kitniya qilganl'ar va membrana
suvda erimaydigan pol

0
- l l

sosida immobillash usuli bir qator

ni lgirlash a nr . A
‘:;“‘"““:;; E;\r':]slcl)tﬁanib, enzimlarni immobillashning mavj
Wlarga e

i iladi. Ushbu usul
iklari bilan farq giladi.
os ustunliklan bl. far et
M?l'nn uttl%:p’a{raﬁ immobilizatsiya qlllngaptia[l;l isiyasi v
'?:::'::‘ zritmasining e 8 potl)lmesrl(ll:g; dispersiya qili-
! i bir bor =
| Tayyor emulsiya yana D v o
i Cememmn s, i
0 ) e ; ’
i i emulsiyasi ho R
e 'l((ple’;:rn:;n (;?tga)di va immobillangan ferment saglo
AN Organt N GOERGH VR IHD
\mer zarrachalari hosil bo‘ladi.

i Ini modifi-
i kabi olimlar ushbu usu 10di
| iy o kl?osil giluvchi materiallar sifatida

aega
: ‘rniga, katta molekular massaga €
1mezll(;rr(;lafxa%oydala.nishni tavglyah e;gﬂg.:
immobilizatsiya qilish deb ata- |
‘ membranalarda immot kiritish, mik-
:lu’lﬂn;‘u;l;lmsl“z';‘:‘qari tolaga kiritish, llpolT::“;ag; mavjud. Fer-
adi. Bu T i bir qator usu ; 1lash
: il qilish kabi e P immobillas
“mmlmsrll)i]aertrlli?gifcllaSh asosida amalg§ OSh;;lilatif?rrllardan saglash
mentlar ; : | moddalarni tas )
il tabiatli biologik faol m lar va yillar davo-
pgsil tabiat saqlanganda (oy AN
: atlar uzoq saq . ohshlga
‘"h:jn )bllrz%:r’lis;ef?aflliklaﬁni juda ham kam migdorda yo'q S
mida) u |

olib keladi.

o' lgan suyuq uglevodoro

. . e . ll sh --
1.16. Fermentlarni kimyoviy immobilla

e ini hga usul-

eni ki iy i llash usulining bos' .

i kimyoviy immobi . e st o

s en’da falr i szundaki, bunda lmqloblllza;c‘s;z: J ory She

lardan asosiy ta’;lir natijasida, ferment bllanShtaSbu usulldua imasmo:»

kimyovi e

dZ" shim}éﬁa )llcovalent bog* paydo bo‘ladi. ‘U
qo’s

37



bilizatsiya qilingan fermentlar yuqorida qayd etilgan usullar ya
damida immobillangan fermentlardan ba’zi ustun jihatlari bilg
farq qiladi. Birinchidan, ferment va tashuvchi orasidagi kovalen
bog*, hosil bo‘lgan konyugatni yuqori darajada mustahkam qil
di. Boshqacha gilib aytganda, ferment ishtirokida o‘tadigan
aksiyalarda pH muhitning o‘zgarishi, shuningdek harorat ortisk
va boshqa ko‘rsatkichlaming texnologik jarayonda 0‘zgarishi,
ferment molekulasining desorbsiyalan
olinadigan mahsulotning ifloslanishiga
Bu o‘rinda shuni qayd etish lozim
va shu bilan birga boshqa biologik faol moddalarni immobillash
yo'li bilan barqaror formalarin; olish
yotda, ozig-ovqat sanoatida, analitik is
da o‘ta muhim ahamiyat kasb etadi.
difikatsiya fermentning faolligi va m
keladi. Faqatgina kimyoviy yo‘l bil
natijasida fermentning mo‘tadilligi
ehtiyotkorlikni va 0‘ziga x0s yon
soblanadi. Sababi,
da modifi

olib kelmaydi.

o‘tadilligining oshishiga olib

katsiya qilish ferment molekulasi faolligining qisman,
ba’zida esa butkul yo‘qolishiga olib kelishi mumkin Shu sababli,
fermentlarni tikuvchi reagent yordamida modifikatsiya qilishda
tikuvchi konsentratsiyasini tanlash muhim rol o‘ynaydi.

Tashuvchilarga yetarli darajadagi yuqori bog‘lanuvchanlik xu-
susiyatini berish uchun ba’za

n uning sirtini «faollashga» to‘g‘ri
keladi. 2-rasmda ogsilning polisaxarid matritsasidagi immobil-
lashning klassik metodlari keltirilgan. Birinchi bosqichda ta-
shuvchi kaliy periodat asosida aldegid guruh paydo bo‘lgunga
qadar oksidlanadi. So‘ngra esa ferment molekulasi, faollangan
tashuvchi hamda azometin bog‘lari bilan bog‘lanadi. Bunda ogsil

hamda tashuvchi orasidagi bog‘laming bargaror bo‘lishi uchun
natriy borgidrid yordamida ishlov beriladi.
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ishiga va shu bilan birga

ki, ferment molekulalarinj
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"‘"‘"!‘35 fi r entning tabiati muhim aha-xmlyatga edg(z;'(.llami £ s
E lmga‘ e";“ shuni qayd etish kerakkl,' fgol mo S
i rlt{a:s}zlluvchining geometrik ko‘l.mlshlanalmu kiChil;: it
h'“u?‘hdahd turli ko‘rinishdagi tashuvchilar, mas 'ana,lar i
mobillashda halar. trubachalar, tola, g‘ovak plastm‘ g
m“"d'ar,‘t?ajazrl‘;vchi ’membranalar va boshga tur ko‘rnishg
arnmo ‘ 4 : |
'V"S‘“'Wh“af keng(iqoféﬁnn;?t?;ni polielektrolit kompleksm ;ag:dl;
BUS“‘?S‘ lmsIZ)szliangam immobillash usuli. ham tla(tig;gosu‘]da
lub‘ Oll'Shldg'a ];unda tashuvchini suvda eriy.dlgan h;‘)' a iridedfas
9 ”aml.a y holatga o‘tkazish (eritmaning 100 kuc i yonni R
mmay('h'gan ‘li bilan) va teskari holatda, ushbu jaray i
*"Zga“{f{Sh o la]i fermentlarni immobillashni amalga 0in 4
n 05‘?‘"5[}; 01:3 bajarish vaqtida immobillanga.n femengn gs o
lr"]litar:kliir;etilscgsi ga tashuvchi jic:)diy ta’s:irS:o;::tt)ls:tli lr::ixir‘nMa.salan’
‘ idagilarni inobatga O : Aasean,
fliﬁii ‘\llcahransh(cll‘i]y;idﬁ‘ailiif natijasida yuzaga tl;el?c:)ligl::: ?;ng;:lgi_
% i r substratlan
lam'i 5 fer'ment‘n}nlg m:lksr\?lzr;t(;ftllca‘lrl,a‘ingibitorlar, .vo.doro.d va blostl:lc::
s ey t'o » arﬁ ,en'tma va matritsa oralig‘idagi y?lyl %sh]ar
eﬁekt(’flm‘;:g ()Sl?ivgidrofob bog'lanishlar, vodorod bo;glaban:) e
(clelpgms yd etilgan holatlami tadgiqotlarda chgil 418
o - ny ik jarayonda tashuvchini yo%u immobi amo g
uc'h}u?,:r’l(lzcs,hogqafli erishish mumkin. Ba’zida, masalan, yoy
roitini

|\u|imcrizatsiya metqdi (3h
flyalanishga qulaylik uchun
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effektlaridan katalizato
foydalanish mumkin. g

Anionli polielektrolitlarda boradigan immobillanish jarayg
nida esa (4-rasm, a) manfiy zaryadga ega matritsa zonasida
gidroksil ionlarining konsentrlanishi sodir bo‘ladi, bu esa ¢ if
ma bilan solishtirilganda ferment mikroo‘ramini xarakterlov,
PH ning lokal giymati «kislotali tomonga» siljishini ta’minlaydj

Natijada kuzatilayotgan katalitik faollikning pH profili, bufer pH

ning yuqori qiymati tomon o‘zgaradi. Kation polielektrolitdag
immobillashda esa, teskari bo

rga boshga bir Xususiyat berish maqsadig

g°liglik uchun yuz beradi (4-rasm,
b). e
Polisaxarid
CH,OH CH.OH
H O n HJO, H H
s \ H
NANOH HOA » Y 7 4 ¥ aN
o o o ﬁ ﬁ 2 H_N = Ferment
H H A
CH,0H - CH,OH
O exs NaBH, H O, H
e . YDA e .
NNE mA NAY BA,
oy Y¥o - C
¥R e
NH NH
Fcnncnt/ \Fcnnem

Ferment ¢ N Ferment

2-rasm. Fermentning polisaxaridli tashuvchiga kovalent birikishi.

Modifikatsiya
—_——
Monomer
3 analogi bilan

Sopolimerizatsiya
\’

Gelning polimer
magsadlari

3-rasm. Fermentning polimer geldagi hmnobillahishi uchun
sopolimerlanish metodi.
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) : tlarni va bir qator faol fn?ddalam.mg i
'Ma lumk; ii)r;n;:susiyatlaﬁ yuqorida ta k1<.ilanlg.em18(111?11;,i s;z i
:i:rllh\ilzi: dzésarli doim uchraydig‘an nrlii::ioo;g;n;nziri :;:Siﬂar s g
T pH' m%lhlm::lllgdrl:esskl‘xﬁ (;aiga?ali, f;nngntl_a}'ni uzoql .mlg::f
ot O‘ngsilr ml‘lovakl.i tashuvchilarga biriktirish f.)rqa;s ;uvcm
mqlas'hda i (;'g alash mumkin. Natijada, fermentmx}g i)
e bllan‘mu}'mhiazshuningdek, turli ferment-fermentli bqg =
o b'og la'msl ,kula: inaktivatsion jarayonlar, agregatsnyi.1 izj .
ﬁpidag{ POhfmr(r)nZntlar mavjud mubhitlarda, avtol?z jarayo
lzre(::tlfi(;lk:t;lr(nkzniyati bloklanadi.(yo.ki ‘?;ylgel:l:ll:;;)i.y o 7
Fe'rmenﬂin;:nrgafolr‘rlna:’:g:;sgazsglarishini, fermeqt m;lek;lg::;
kUIaflmg faz ;)ash orqali to‘sib qo‘yish mumkin. pkelﬁriSh
sun’ly - amb. ancha prinsiplar va yondaspuvlanukm, i
o‘zini .oqlagan ;r Rqasmda ko‘rsatilganidek, ogsil mf)le_ o :rs 50
?umlz;ns;irl?:;?g.a halgalar kiritilganda, molekulaning barq
azov
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ligi yanada ortadi (ogsillarni bifunksional reagentlar bilan i
molekular «tikish» orgali (5-rasm, a), fermentni tashuvchiga
valent yoki nokovalent birlashtirish natijasida (5-rasm, b) y«
uni tashuvchining «tor» poralariga mexanik kiritilishi (5-rasm
orqali ham ferment barqarorligini oshirish mumkin). Shu b
birga oqsil denaturatsiyasini (inaktivatsiya). bir necha ming,
toki million marta sekinlatish mumkin. Yuqoridagi yondashuy
asosida fermentlarni, masalan, optimal haroratdan past harorat
yoki bo‘lmasa, yuqori 80°C haroratda soatlab yoki sutkalab, hi
toki oylab ishlatish mumkin. |

Shuningdek, tarkibida suv kam bo‘lgan organik erituvchils
da fermentlarni ishlatish masalasi ham hal etildi. Bunday holatd
ikki fazali sistemalar, jumladan suv-suv bilan aralashmaydigat
organik erituvchidan foydalaniladi (7-rasm). "

Geterogen reaksion mubhitni, odatda, fermentning organik
muhitdagi suvli eritmasi, mikroemulsiya singari yoki meto'
va texnologik jihatdan yanada qulay fermentning suvli eritmas
bilan to‘yintirilgan organik fazadagi (shisha, keramika va boshs

qalar) g ovaksimon tashuvchilarning suspenziyalari ko*rinishid: A
hosil qilinishi mumkin. Bunday reaksion muhitda ferment sirti
faol moddaning (detergent, lipid) mitsellasiga bog‘langan holda
bo‘lib, bir necha yuz ming suv molekulalarini tutuvchi o‘ziga
xos mikroreaktorda harakat giladi (7-rasm, b). Ushbu jarayon
bugungi kunda turli tadqiqot va texnologik jarayonlarda keng
qo‘llanilib kelinmoqda. Fermentlarni 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 qo‘llashda va

ishlab chiqarishda ulardan keng foydalanish imkoniyatini ochib
bermoqda. :
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8-rasm. Fermentning fotoimmobillanish sxemasi.
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O-rasm. Fruktoza va alken-oksidlami olishning texnologik jarayonlari.

Energiya va massaning biokonversiyasi to‘g‘risidagi masala-
lar, avvalo, mikrobiologik yo‘l bilan hal gilingan va qgilinmoqda.
Biroq 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 gayta ishlash va fotokimyoviy aylanishlar yordamida ta’sir
qilish amalga oshirilishi ma’lum. Ushbu holat ferment-tashuvchi
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Wida D-glukoza D-glukozonga

hoea bilan D-fruktozagacha qayt

shimcha mahsulot (vodorod pero

Nanadi. Ko‘rinib turl
Utlashtirilgan: fermentativ (1
krobiologik (3-bosgich). Bu jarayonning yarmi ozugaviy (fruk-
i), yarmi organosintetik (epoksi
smillashgan, kompleks va chigindisi

mumkin.

immobillangan piranozo-z-oksidaza
cha oksidlanadi; ikkinchi bos-
odorod ta’siri ostida olingan
ariladi. Birinchi bosgichning
ksidi) D etilen yoki propi-

Iflnehi  bosqichda

p palladiy katalizatoridagi Vv

ksidlargacha mikrobiologik oksidlanishiga
bdiki, bu jarayonda uchta sintetik metod
-bosgich), kimyoviy (2-bosgich) va

ing tegishli epo

dlar), shuning uchun uni ta-
z biotexnologiya deb atash

1-bobga doir nazorat savollari:

| Fermentlar faolliklariga ta’sir etuvchi omillarga nimalar ki-

radi1?
2 Substrat bilan

nasiz?
3. Fermentlarni ajratishning ganday maxsus usullari mavjud?
4 Ferment preparatlarining tozalik darajasi qanday aniglanadi?
5 Fermentlarni tozalash texnologiyasi ganday bosqichlardan

iborat?
6. Fermentlarni biospetsifik xromatografiya usulida tozalash-

ning qanday afzallik jihatlan mavjud?

7. Xromatografiyada ishlatiladigan ligandlarga qo‘yiladigan
talablar nimalardan iborat?

8. Biologik faol moddalarni cho‘ktirishda organik erituvchilar-
ning ta’sirl ganday?

9. Immobillash jarayonida tashuv
qo‘yiladi?

10. Fermentlarni imm

ferment spetsifikligi deganda nimani tushu-

chilarga qanday talablar

obillashning qanday usullari friévjud‘?
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Olingan glukozaning tozaligiga va jarayonning iqtisodiy sa-
uradorligiga qarab, uni tibbiyotda, farmatsevtikada, oziq-ovqat
noatida, kimyoviy texnologiyalarda yoki texnik mikrobiologiya
aliyotida qo‘llash mumkin.
Ma’lumki, glukozani bijg‘itib undan etanol olish, keyin esa
undan har xil yo‘llarda foydalanish mumkin. Masalan, yoqilg‘i
g'inida ishlatish mumkin va shu bilan birga etanolning degid-
Iulatsiyasi, zamonaviy «katta kimyo»ning asosi bo‘lgan etilen
plishda qo‘llash mumkin.

Selluloza eng ko‘p miqdorda hosil bo‘ladigan xomashyo hi-
goblanadi. Ekspertlarning hisob-kitobiga qaraganda, har yili 100

¥

-

2-BOB.._SE;LLULO_LITIK FERM

2.1. Selluloiigi
lulo’itik fermentlar, ularning funks; lari ~
Xususiyatlarj e

'
{

ENTLAR

Tabiatdg : - .
Aol ta?ldi?ém?mk mnkr()organizmlar mavjud bo‘Ji
51 nafagat amorf gismni, balk jrigser lrllbi “
) O atd,

plam' :

gi sellulozap;
i 8lukozagach :
ya’ni sellulazalarm; sintezfq;ilaei?rchalovchl fermentlar to-

qishlog xo vl in tutuvchi
% q 5 _Jihk ?:?;ndl?andan foydalanilsa ya‘n}?’: f,?;.s"’"_?a‘ yoki
bo‘ladi ‘qindilarni yo qotish — utilizatsiya rhué(::i Ulzal
osi
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mird. tonnaga yaqin selluloza hosil bo‘lar ekan. Bu mahsulotning
inson tomonidan ishlatilishi selluloza saglovchi chigindilarning
{o'planishiga olib keladi. Bunday chigindilarning juda kam miqg-
dorini fermentativ yo‘l 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. 3 bl w
Sellulaza fermentining substratga ta’sir etishi bir necha bos-
qichda amalga oshadi. Sellulolitik fermentlarning o‘z substratiga
ta’sir gilishiga 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, glukezagacha
parchalovchi fermentlar kiradi. Eslatib o‘tish kerakki, «endo-»
va «ekzo-» qo‘shimchalari polimer substratning katta yoki kichik
qismini parchalaydigan fermentlar nomiga aniqlik kiritish magsa-
dida qo‘yiladi.
Agar ferment polimer substratning oxirgi gismidan bir polimer
molekula uzoglikda joylashgan bo‘lakni parchalasa, bu ferment
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endota’sirli ferment deyiladi. Agar oxirgi gismlarini parel
ekzo ta’sirga ega fermentlar deyiladi. .

Odatda, tabiatda polimer substratlarning degradatsiy
kibida ham endo-, ham ekzofermentlarni tutuvchi polifel
komplekslar ta’sirida yuz beradi. Ularning hamkorlikdagi |
polimer moddalarni optimal samaradorlik bilan monomerlarg
parchalaydi. Ushbu hosil bo‘lgan moddalar organizm uchut

rak bo‘lgan moddalarni hosil gilish uchun muhim qurilish mé
allari bo‘lib xizmat giladi.

Sellulazani parchalashda birinchi bo‘lib endoglukonaza K
shadi. Endoglukonazaning har bir muvaffaqiyatli hujumi poli
zanjirning uzilishiga va kaltalashgan selluloza molekulasida ki¢
fragmentlar va shu bilan birga ikkita so‘nggi qism hosil bo‘lisk
olib keladi. Oxirgi qismlar ko‘paygan sari ekzofermentlar ta’s
kuchayadi. Boshqacha qilib aytganda, endofermentlar yordam

selluloza degradatsiyasi kuchaygan sari ekzofermentlarning ta’s
ham kuchayib boradi.

Qisman parchalangan sellulozaga ta’sir giluvchi ekzoferme
lar ikki turdan iborat selluloz kompleksida namoyon bo‘lag
Birinchi ferment oxirgi mahsulotgacha sellulozani parchalasa
ikkinchi ferment o‘zining faol markazi xususiyatiga ko‘ra sellulg
zani sellobiozagacha, ya’'ni glukoza dimerigacha parchalaydi. Bi
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.
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a}slﬁl!dl topgan bo‘lib,
; | etadi. Selluloza tarkj
0 Ziga xos bo‘lgan kris ,\_l

yinning segmentlarida glukoza

lar B

ping uchun selluloza nafaqat suvda erimaydi, balki
kristall holatdagi gismi har ganday kimyoviy agentlar,
gn kuchli kislotalar uchun ham parchalanishi ancha
kul bo‘ladi. Ammo glukozali zanjirlar buzilgan joylarda
Hilozaning sirtidan zanjir qayrilgan joylarda, shuningdek,
Wlozaga maxsus ishlov berilgandan keyin, masalan, o‘ta
dalangandan keyin) uning molekulasida amorf gismlar
o bo'ladi.
Ayni mana shu xususiyat sanoat sharoitida mikrokristalli sel-
logalar olish magsadida ishlatiladi. Tabiiy sellulozaga kislota
lluloza tarkibidagi amorf gism yengil

Jan ishlov berilganda se
jehalanib eritmaga o‘tadi. Bunda kichik mikrokristallar hosil

u'ladi. Bu mikrokristallar esa kimyoviy reagentlar ta’siriga o‘ta
Phidamli bo‘ladi. :
Bugungi kunda sellulozali chigindilardan fermentlar yordami-

da gandli moddalar olish texnologiyasi ishlab chiqgilgan va ush-

h jarayonlar yanada takomillashtitilmoqda. Buning sababi, o‘ta

yugori fermentativ faollikka ega transgen ferment preparatlari-
ning texnologik jarayonlarda qo‘llanilishi bilan bog‘ligdir. Ushbu
jarayonni ishlab chigarishda reaktorlar qo*llaniladi.

Sellulozaning fermentativ gidrolizi boradigan reaktorning aso-
sy xususiyatlari quyidagilardan iborat:

1. Kolonkali reaktorning ishchi zonasi selluloza bilan zich qi-
lib to‘ldiriladi. Buning bilan gidroliz jarayonining tezligi 40-60%
gacha oshiriladi;

2 Sellulazani — sellulozaga affin xromatografiyasi prinsipi bi-

lan adsorbsiyalash yordamida reaktorda ushlab turiladi; bu bilan,

qo*shimcha membranalarsiz fermentni reaktorda ushlab turishga

erishiladi; bu esa jarayonning sezilarli darajada arzonlashishiga

olib keladi;
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3. Undan tashqari, kam miqdorda sellulaza ferme
lovchi kultural suyuqliklardan foydalanish mumkin. Ular
da adsorbsiya hisobiga konsentrlanadi; L

4. Proteazalar va boshqa sellulazalamni inaktivatsiya g
fermentlar reaktordan selluloza gidrolizi boshlanguniga
chigarib yuboriladi. Chunki ular sellulazaga qaraganda sell
ga yomonroq adsorbsiyalanadi; i

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

Shunday qilib, selluloza bir gator sellulolitik fermentlar )
damida gidrolizlanadi. Ushbu texnologik jarayon maxsus real
larda olib borilsa, magsadga muvofiq bo‘ladi. Bunda olingan
glukoza asosida, glukoza siropini ham olish mumkin. Avval §
koza siropi ikki marotaba tozalanadi va keyin esa 60-70% gag
quyultiriladi. Olingan glukoza siropidan turli tarmoglarda fo

laniladi. ' ‘

2.3. Kristall fruktoza olish texnologiyasi

Fruktoza ketogeksozalarga mansub uglevod hisoblana d
Fruktoza glukozaga nisbatan kislotalar va ishqorlar ta’siriga ans
" 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 amalgti
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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Fruktozani saxarozadan olish Jarayoni 12-rasmda ko‘rsatilga
Keltirilgan sxemaga ko‘ra, tarkibida 50% gacha shakar saqlag
eritma avval mineral moddalardan ionalmashinuy xromatografiy
usulida tozalanadi. Tozalangan eritma inversiya qilinadi. Inve
siya jarayonida moddalar ayval biroz kislotali muhitda ushla
inkubatsiya gilinib ishloy beriladi. Bunday ishloy berilgan mog
da spektr nurini chap yoki o‘ng tomonga burish Xususiyatiga eg;
bo‘lishi bilan farglanadi. Shundan so‘ng ushbu moddalar Xroma
tografik usul asosida, glukoza va fruktoza eritmalariga ajratiladi
Bunday jarayonlarni o‘tkazishda Ca* bilan yarim to‘yintirilgan
kationit mavjud bo‘lgan kolonkadan foydalaniladi. Agar inver .
siya alohida amalga oshirilsa, xromatografik ajratish kationitda
bug‘lantiriladi. Bunda kolonkadan nafaqat fruktoza, balki glu-
koza fraksiyalarining toza eritmasini olish imkoniyati tug‘iladi,
Xromatografik ajratishdan so‘ng, fruktoza siropi ma’lum harorat-
da buglantirilib, asta sovutiladj va natijada kristall fruktoza hosil
qilinadi. f e '
Fruktoza siropini kristallash asosida 50% li kristall fruktoza
olish. mumkin. Agar kristallanishda metanol ishlatilsa, kristall
fruktoza chiqimi 80% gacha o°sadi.

Tarkibida 100% li fruktoza tutgan 1 kg mahsulot olish uchun
1,5 kg saxaroza talab etiladi. Shirin ta’m beruvchi mahsulot si-
fatida, saxarozadan olingan fruktozaning qo‘llanilishj s-
o‘rnini bosishga imkon beradi. ,

Yuqorida qayd etilganidek, fruktozani glukoza-fruktozali
siropdan ham ajratish mumkin, Glukoza va fruktozali sirop-
lardan (GFS) fruktozani ajratishda ham Xromatografik usullar
qo‘llaniladi. Bunda o‘lchami 0,3-0,35 mm li smola zarrachalari
bilan to‘ldirilgan kolonka ishlatiladi. Kolonkaning yuqorigi qis-
miga GFS-42 solinadi va u suv bilan siqib chiqariladi. Ajratish
uchun sulfopolistirol smoladan foydalaniladi. Sulfopolistirol
smolaga fruktoza yaxshi bog‘lanishi uchun 4-6% [ divinilben-
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i o'ta qovushqoqligi
Jotgn glukoamilaza fermen
Amalga oshiriladi. Ushbu jarayonni 3
it 4,5 da (4,2-4,7) 48-72's davomida o
ning shakarlanishi

da ishlatiladigan fermentning miqdori, umumiy ishlatiladigan
mentning 2/3 gismini tashkil etadi. Suyultirishning 2-bosqichi-
i shakarlanish darajasi 14-17% gacha yetadi.

Kraxmalni suyultirishdan keyin, olingan gidrolizat 34-35%
ndli modda bo'lib, u yod bilan ko‘k rang bermaydi. Ushbu erit-
bilan xarakterlanadi. Qovushqoq mahsu-
ti ta’sir ettirilib, shakarlanish jarayoni
0-60°C haroratda, pH mu-
‘tkazish mumkin. Sirop-
i, shakarlanish 97-98% ni tashkil etgunga qa-
dur olib boriladi. Glukoza miqdori 97-98% gacha yetkazilganda

kraxmalning shakarlanishi to‘xtatiladi. Buning uchun sirop 90°C
hiaroratgacha isitiladi. Shakarga aylangan siropni eriydigan bosh-
ga moddalardan tozalash uchun, u mexanik filtrlash stansiyasiga

yuboriladi.
Eritmani eriydigan moddalardan tozalash uchun esa, ion al-

mashinuv va komirli tozalash usullari qo‘llaniladi. Ko‘mir yor-
damida tozalashda 10-15 kg ko‘mir kukuniga yoki granulasiga,
taxminan 1 t ga yaqin sirop tozalash uchun qo’ shiladi. Tozalash
jarayonida ishlatilgan granulali ko‘mirni, ya’'ni sorbentni 600—

800°C haroratda suv bug‘i bilan regenerirlash mumkin. Buning

natijasida ushbu sorbentni qaytadan gandli mahsulotlami toza-

lashda ishlatish mumkin bo‘ladi.
Bo‘yovchi va eruvchi moddalardan tozalangan glukoza si-

ropi ion almashinuv tozalashga yuboriladi. Odatda, sulfostirol
kationitlar va kuchsiz asosli anionitlardan, masalan, KU-2-8 va
ANT-E21 dan foyda.laniladi. Kolonnalar ionitlar bilan, odatda,
juft bo‘lib ishlaydi — sirop kation va anion almashinuvdan ketma-
ketlikda o‘tadi va kolonkalardan o’tgan sirop tozalangan gandli

modda hisoblanadi.
hma holatidagi ba’zi fraksiyalar saxaro-

Ushbu holatda aralas
za eritmasini tayyorlash uchun ishlatiladi. Glukoza eritmalarini
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0 saxarozadan ustup

Minlakatlarda ozig-ovqat mahsulotlarini tayyorlashda va ishlab
thigarishda qo‘llaniladi. Masalan, AQSHda shakarni iste’mol qi-
#h 1970-yildan 1986-yilga kelib 46 kg dan 28 kg gacha kamay-
Ushbu davr mobaynida GFSning ishlatilishi 0,3 dan 183 kg
gicha oshdi. Glukoza-fruktozali siroplarni ishlab chigarish uchun
Jhosiy xomashyo sifatida, tarkibida ikki xil uglevod tutuvchi poli-
Mxarid, ya'ni kraxmal ishlatiladi. Kraxmal glukoza qoldiglaridan
thorat bo‘lib, chizigli (amiloza) va tarmoqlangan (amilopektin)
fan iboratdir.

GFSni kraxmaldan ko‘p bosgichli fermentativ yo‘l bilan ajra-
iib olish mumkin. Bunda bir gator amilolitik ferment preparatlari
(jo'llaniladi. Jumladan, amilaza, amiloglukozidaza va glukoizo-
meraza fermentlaridan foydalaniladi. Ko‘p hollarda ishlab chiga-
rishda tarkibida 42,6% li (ba’zi hollarda 90%) fruktoza tutuvchi
GFS ishlab chiqariladi.

[zomerizatsiya uchun substrat sifatida 35-50% konsentra-
tsiyali glukoza (sellulolitik chigindilarni sellulaza fermenti aso-
sida gidroliz qilish orqali olingan glukozadan ham foydalanish
mumkin) eritmasidan foydalaniladi. Glukozaning fruktozaga
izomerlanish reaksiyasi qaytar reaksiya hisoblanadi. Reaksiya
natijasida hosil bo‘lgan massa o‘z tarkibida 48-52% fruktoza
saqlaydi. Shuni qayd etish kerakki, ushbu texnologik jarayon-
ni amalga oshirishda izomerlanish reaksiyasi haroratga o‘ta
bog‘ligligi 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 gilish muhim omillardan
biri hisoblanadi.




1-jaq

j‘“'ﬂyoniga ta’siri

Izomerlanishdan
keyin fruktoza

konsentratsiyasi, %

izo'm.erlam'shi hisoblanadi
loza — 30%, polistiro] — Rhpi i i DEAE-selly-

kmzomeraza ferment pri

1 . . ..
8a oshirishda optimal sharojtnj ishlab

an, ushbu Jjarayonni
. amal iri
S B 8a oshirishda

abiyotlardan ma’[ym

55-57°C harorat va pH
82 muvofiq bo‘ladi. Aq
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fermentining ingibitorlari kislorod, kalsiy, mis, nikel, rux ionla-
1l va boshqa ba’zi moddalar hisoblanadi. Fermentni barqarorlash
uchun magniy tuzlari va natriy gidrosulfit qo‘shish kerak. Odatda,
izomerlanishda 40-45% konsentratsiyali sirop ishlatiladi. Siropni
ferment bilan inkubatsiya qilish davomiyligi 20-24 soatni tash-
kil giladi. Izomerlanishdan oldin fermentni faollashtirish uchun
siropga MgSO, (0,025-0,015 mol/l) yoki CoSO, (0,0003-0,003
mol/l), 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-
gachd 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 ogsillar shakllanadi. O°simlik va mik-
roorganizmlarning o‘zlari ularga kerak bo‘lgan barcha amino-
kislotalarni sintezlay oladi. Bunda ular sodda kimyoviy birikma-
lardan foydalanadi. Vaholanki, odam organizmi 20 ta aminokis-
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lot:jld-an' hayotiy faoliyati uchun juda kerak bo‘lgan faqatgina 1
tas1-m 51.ntezlay oladi. Qolgan 8 ta aminokislota almashmaydigan
afmnokjslotalar deb nomlanib, organizmga tashqaridan — ozuq
bnle.xn kelishi kerak. Almashmaydigan aminokislotaning bitt
yetishmasa ham organizm o‘sishi sekinlashadi, patologiya na"‘
moyon bo‘l'adi. Shuning uchun bu aminokislotalarni davolash
va ’proﬁlaktl.ka magqsadlarida, oziqlanish ratsioni va boshqalarni
me’yorlashtirish uchun sanoat miqyosida sintezlash muhimdir ]
E‘;gc(iian t)asllzqari, aminokislotalar (almashadigan va almash-.*
igan) ko‘pgina bio ik j im
B -5 [ﬁinadi_ texnologik jarayonlar uchun muhim
Aml.noknslotalar sanoat miqyosida kimyoviy (ogsillar gidrolizi
va ku_:hlk @01ekular birikmalardan sintezlash), mikrobiologik va v
shu bilan birga biotexnologik usullar bilan olinadi (2-jadval).

2-jadval :

Aminokislotalarning sanoatda ishlab chiqarilishi

A icta

Aminokis- Ishlab T .
chiqarishi; | exnologik iyt B
” lotalar ?/yil * | jarayon turi Qo‘llanilishi
L-alanin 130 1, 3¢ Ozig-ovqat ishlab
chiqarish
DL-alanin 700 5 Ozig-ovqat ishlab
i chiqarish
Loargima 1000 1, 3a Kosmetika
L-asparagin 50 ke Tibbiyot
L-aspartat ~ 4000 1, 3¢ Ozig-ovqat ishlab
chigarish

150

3a, 3¢

Ozig-ovgat ishlab

L-valin chigarish
L-gistidin 200 3a Tibbiyot
Glitsin 6000 2 Organik sintez
L-glutamat | 370000 3a CRATOvaut [y
chigarish
L-glutamin 500 3a Tibbiyot
L-izoleysin 150 3a Oznq-o'vqa'f ipaiah
chiqarish
' Oziq-ovqat ishlab
L-leysin 150 1,3a chigatish
L-lizin 70000 jpli 2l ORGT—
chlqaﬂSh L
DL-metionin 70000 2 S e g
chiqarish
L-metionin 150 3c Tibbiyot
L-ornitin 50 3a, 3¢ Tibbiyot
L-prolin . «|: - 100 3a e ia
L-serin’ 50 3a, 3b Kosmetologiya
Oziquiiqat ishlab
L-tirozin 100 1, 3¢ chiqgarishi, orga-
“'nik sintez -
L-treonin 160 3a OZl,(}-(.).anF ishinb
: “‘chiqarish
L-triptofan 200 4% 30 . |\ OGRPRAR IS0 &
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chigarish, tibbiyot




2-jadvalning day

Tibbiyot, ozig
L-fenilalanin 3000

3a 3¢ .ovq'at ishlab
chiqarish, ozuq
viy qo‘shimchal
L-sistein 700 1 Ozig-ovqat ishls

chiqarish =

Izoh: 1 - ogsillar gidrolizi: 2 — kim
logik sintez (a—to*
matsiya; ¢ —
lishi).

yoviy sintez; 3 — mikro bi
gri fermentatsiya; b — mikrobiologik transft
fermentlar va immobillangan hujayralarning ishlag

Biotexnologik usullar bilan aminokislotalar olish texnologil
jarayonini 3 ta asosily guruhlarga birlashtirish mumkin:

=D, L-aminokislotalar aralashmasi va ularning hosilalarin

optik faol izomerlarga fermentativ parchalanish usullari; ‘

— aminokislotalarning enzimatik sintez usullari; i

— aminokislotalarning mikrobiologik (fermentativ) sintez usul N

lari. ' |

Ratsematlarning fermentativ parchalanishi.
kimyoviy usul bilan olingan D-

L-aminokislotalarni ajratib olish u

olinadi, so‘ng ularga ferment yo
ishlov beriladi (3-jadval).

Odatda,

ki fermentlar aralashmasi bilan ,

3-jadval
Ratsematlarning gidrolizi bilan L-aminokislotalar olish
Xomashyo Ferment Mahsulot
N-atsetil-D, L-ami- | e L'a‘glf;?hzlotalar
nokislotalar 1noatsilaza (nor onlardan
tashqari)
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va L-shakldagi aralashmadan
chun aminokislotalar hosilalari

D,L- gm a1 Gidrolaza L-lizin
minokaprolaktam .
b L-2-amino- Repsmuza b K. L-sistein
2:(iazolin-4-karb0n gidrolaztflA "Idifél oy b
 kislota (D,L-ATK) kamm01§l I < T
e Digidropiri- (alanin, valin, ley-
(iidantoin 'St . : _ :
hosilalari midinaza sin, fenilalanin)
.l Gidantoinaza, PRI
(yidantoin karbamoilgid- L-aminokislo
hosilalari rolaza’
L- -aminokislotalar
in)tﬁ[{nokislotalar Esterazalar L-amino
efirlari

; iv eidrolizi xo-
N-atsetil-D L-amiHOkiSlomlml.ng .fen-nemt:l‘vat%lr(lha?nli ishla-
'sh— oni alm;shtirib turish va bir xil bwkﬁtri 11: g roarercin
:?;\ siaroitida aminokislotalarning butun spe :
: i - inokislo-
qamrab oladt. 1alarini idrolizi qator faol aminok
i in hosilalarining gidrolizt - qawon - | fiko-|
| Glid acr)lltic:l?ga imkon beradi. ngldrf)pmf’;;dlz?za vzatorbunda
::loi?mashﬁruvchi gidantoinl?.lrrtl)l . %drl?oel;m?rllt yordamida ala-
inokislotalar hosil bo ladi. . G R
N-karbamdlam;?r? serin, fenilalaninlarming gl@antmpl} hosil;?i)ali
nfg’ Yazlgna;y lizin 04 asparagin kislotalar hosilalarining g
gl roil ) 3
: ’ai 1 dl : - o n
Zlgit?i;;;qglﬁgﬁng kombinatsion “STUhh%Tboy(c)r i%ﬂé’gmyy?ﬁy
g it if etilgan. Birincht .OS 1 ;
firmasi tomonidan takli D.L-b-amino-e-kaprolaktamga
: iiasida siklogeksan D, i s i
reakSIy:ila;k;?:gﬁi bosgichda fermentlar yoirdarrllvda.op:tﬂ:I ;izr'gmmét'-'
A iehi amalga oshadi, bunda hosil bo‘fadigan i
lalr(mng' ajrkaall;srolaldam gidrolaza fermenti ta’sirida L-lizinni
rik amino
giladi.
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2.7. Enzimatik sintez

aminokislota olish

hosil il ishga asoslangan. Ushby sj

matsi'yc::h:lm-(S)ll:jldlga.',1 ’meashyodan fo;):als’ﬂ?gzda aminokij A

tez natijalari 4 natijasida aminokislotalar a]{uhb’. uning tra
va 5-jadvallarda keltirilgano o8

4.1'

: ani keltirib chi
biotra : 1b chiqaruvchi

nsformatsiya asosida aminokilsll(l)lt(:;lmalami 1

ar olish

Amlflokislotani Kkeltirib
chiqaruvchi modda
b-Ketoizokapron kislota
b-Ketomoy kislota

Mahsulot

L-Leysin

m
1l kislota 7
it it o A

S-jadval

keltirib chigaruvchi
kislota

moddalar
68

Ammoniy fumarat

Wenol, pirouzum
| kislota, ammiak

L-fenilalanin va
pirouzum kislota

fIpirouzum va L-
ragin kislotalar

Transaminaza

Degidrogenaza L-aminokislotalar

Keto va b-oksikis-
lar

'

Aspartat-v-
dekarboksilaza

Asparagin kislota

e

Tirozinfenolliaza

-t1rozin

Indol, serin Triptofanindolliaza
v-Xlor-L-alanin,|q o ¢
natriy sulfid Sisteindesulfgidraza m

Serindegidraza

Venol, serin Tirozinfenolliaza

o, pifOEC Triptofanindolliaza

kislota, ammiak

Glitsin, metanol

Serintransmetilaza -

Glitsin, tetragidrofolat

2.8. Mikrobiologik sintez

olishning mikrobiologik (fermentativ)
sharoitlarda mikroorganizmlarning barcha

sintezlash xususiyatiga asoslangan. Bunda
kislotalarni yugori sintezlash sharo-

qari sﬁ ;sisterriési bu-
yo‘naltirilgan selek-

Aminokislotalar
sintezi ~ma’lum
1-aminokislotalarni
mikroorganizmlarning amino
itlari ta’minlanadi.

«Gipersintezlash» offekti faqatgina bosh
zilgan huj ayralarda, ya’ ni tabiiy shtammlarni
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siya yo‘li bilan olj
olish esa, gan 'ngan mutantlarda bo‘lish;

richia coliq)gada-Ydl-r m'kroorganizm K re:Sl.n'm umkin, M
javob bemVChiglb:ld (kerakli mahsulot leplyent (ko' prcl
matsiya) o'li 'ge arni tutUVChi) plaz . rmenﬂmmng p
yo i bllan amalga OSh]nlad mldalaml k'lnt]Sh N‘
1.

billashtiriladi
l; S $ k - J
© 18 vakuum-parlatish amalgu;n:ﬁi on.
S I‘lladl So‘

b < .
ug I\;zx}:lugllgan eritma standartlanadj
sulotd inoki Bl
moddadan 10';: ;::ll:m;ls‘maning oxirgi konsentr.
a B s ntratsi
Agar hosil b 0‘layotgarqlamsm kerak. atsi

aratlari sifatida i an aminoki
Paratlari sifatida ishlatilsa, y lhnoollslaslf)t;llar keyinchalik dori pr
18 ab ' e-.

yasi asosiy

odl g hiqarish . .
ar yordamida qo‘shimcha tozz)l{:glatf Ny
’ 0s-

qichlari kiritilad;
K < - ] -
i (())kl I;ir::] apnnokislotalar
arning ishlab ch;
q

shuni }

2 il:}llxingdelg almashmaydi gan
‘ — kimyoviy sanoatnj
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§) Ko‘pchilik biotexnologi
yeeh qanday gimmatga €ga emas.

sunoat daraj asida,
pshirilgan, dunyo

farmog‘idir. Vaholanki, kimyoviy metodlar yordamida

jokislotalar optik izomerlarining aralashmasi, ya'ni L-va
aminokislotalar olinadi. Bu aralashmaning L- va D-shaklidagi

gkulalari izomerlardan ib Kimyoviy reaksiyalarda bu

oratdir.
grlar deyarli farqlanmaydi, vaholanki, odam organizmi  fa-
ina L-aminokislotalarni

o‘zlashtiradi (metionindan tashqa-
k jarayonlar uchun D-aminokislotalar

Ratsemik aralashma deb ataluvchi L- va D-amiiioli@otalar
i rga ajratilishi,

ulashmasining, ularning tashkil etuvchi izomerl
tlar yordamida ‘amalga

immobillangan fermen

dagi birinchi jarayon hisoblanadi. Ushbu jara-

yon 1969-yilda Yaponiyada «Tanabe Seyyaku» kompaniyasida
yil davomida bu jarayon ami-

gmalga oshirilgan. O¢sha davrda 15
joatsilaza erituvehi fermentining qo‘llanilishi bilan otkazilgan,
atdan samarali hisoblanmagan. Ushbu jara-

lekin u igtisodiy jih

yonni amalga oshirishda immobillangan aminoatsilazadan foy-
dalanish yo‘lga qo‘yilgandan so‘ng, jarayonning iqtisodiy sama-
radorligi 1,5 martaga o‘sdi va hozirgi vaqtda kompaniyada 5 ta
[-aminokislotalar ishlab chiqarilishi sanoat darajasida amalga
oshirilmoqda. Ulardan 4 tasi almashmaydigandir (metionin, valin,

fenilalanin, triptofan).
Boshlang‘ich mod
damida olingan atsillangan

Aminoatsilaza bitta atsil

niladi.
dan atsil guruhni ajratadi va shu
ksion sistemadagi atsil-D-izomerlarga

I-aminokislotalarni rea

nisbatan eruvchanligini oshiradi. Shundan keyin moddalar bir-
biridan ma’lum fizik-kimyoviy metodlar bilan oson ajratila-
di. Shu tarzda toza L-aminokislota ajratiladi. Qolgan atsil-D-
aminokislota isitilganda ratsematsiyalanadi, ya'ni atsillangan
D-L-aminokislotalar aralashmasiga o‘tadi va jarayon (qaytadan

da sifatida oddiy kimyoviy sintez yor-
D,L-aminokislotalardan foydala-
1.-izomerni gidrolizlab, un-
bilan birga, hosil bo‘layotgan

n




«anadi. Shu tarzda davom etgan jarayon natijasida ya
“ahsulot bo‘lib L-aminokislota hosil bo‘ladi. Shunisi aniq
diki, aminoatsilaza uchun qaysi aminokislotani gidrolizl;
hech qanday ahamiyatga ega emas. Bu ferment uchun atsil
ruh muhim bo‘lib, ferment o‘ta spetsifik faol modda hisob
nadi. Buning natijasida immobillangan aminoatsilaza bilan
xil feaksion kolonna turli L-aminokislotalarni ishlab chiqariskh
qo‘llanilishi mumkin. A
Immobillangan fermentni tayyorlash oson, chunki u mas s
smolada oson adsorbsiyalanadi, so‘ng uni reaksion kolo
joylashtiriladi. Immobillangan fermentning yarim inaktivats _
muddati, sanoat sharoitida 65 sutkani tashkil etadi. Katalizator : A
olligi normadan pastroqqa tushadi, kolonnaga yangi ferment e
masi qo‘shiladi (bir necha oyda bir marta) va uy yana tashuvchig
adsorbsiyalanadi. Shuni qayd etish lozimki, ba’zi sifatlj polimg
tashuvchilarning barqarorligi yugqori bo‘lib, ularni texnolo
Jarayonda uzoq ishlatish mumkin. Masalan, «Tanabe Seyyakuy
yapon kompaniyasi ishlatgan tashuvchi 8 yildan ko‘proq vagqt
mobaynida bir kolonkada aminokislota olish jarayonida ishlatil- _,
gani ma’lum.

-2.9. Lizin olish texnologiyasi

Lizin (b, e-diaminokapron kislota, HZNCHZCHZCHzCH2
CH(NH,)COOH) almashmaydigan aminokislotalarga kiradi_
2001-yilga kelib, jahon miqyosida lizin ishlab chiqarish migdori
550 ming tonnani tashkil qildi. Bu lizin aminokislotasiga bo‘lgan
ehtiyojning yanada o‘sib borayotganligini ko‘rsatadj.

Lizinning sanoat produtsentlari bo‘lib Brevibacterium Slavum

va Corynebacterium glutamicum, Micrococcus bakteriya turlari-
ning auksotrof shtammlari hisoblanadi.
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a) ekish materialini olish; .
b) oziga muhitini tayyorlash;

. () havoni sterillash;

¢) fermentatsiya; i -
i3 “shtli nli agarda qattiq oziqa pf‘Obll:-
Dastlab kultura go‘shtli pepto gavomida e

: z ratda bir sutka 2 s
R Sgahnai::n suspenziyasi steril suyuq oziqa muhitiga
0!

in bir sutka o‘stiriladi.
adi ichda 180-200 tez/min bir sutk Al
E ‘kwl?dl: Val‘(it::r?rtlieriali deb ataladi. Onallkle:l(}sh materiall
nalik € o R ‘stiriladi.
:(l:slfqa kolbalarga ko* ch'mb;) tkﬁf:,ﬁld:?s:ntslari biotinga bog‘liq
it tarkibi. Lizinning barc : itda biotinning

.kl\r/g;’;:gtz:;rzmlar hisoblanadi. Shu sa?ag‘v:l::gtm oo B
ol : i mal o‘sis :

i i mikrob hujayraning nor : i (29 mki/)
quiorll;;?llgan miqdorga (4-5 mk.l). msbatalr:g/lyugczlilm(pasayﬁﬁl_
kL(a- hi kerak. Agar biotin miqdorm.l 1-2 m Y sl
bo lll.S 1) biosir'lteZi sekinlashadi, lekin shu bilan
sa, 11zin

; . : ‘lishi kuchayadi. ; ; p §
g h(')ts;:nt;r(:l:: va qator aminokislotalarning manbay1
Biotin, Vi

L ili melassada
i dodk kti va lavlagili me 3
s akkajo‘xori_ekstraktl - josintezi
bo 111?, Odaj(df;’o:in kattaj bo‘ladi. Lizinning makslT;l/ b;:xm;oza
ularing almlrguhitlarda kuzatiladi (6_?adva.l)- 310 k1:1 Saxaro-
$axaroz lhitdan ko‘'p miqdorda lizin olish mur?sish.ining 8.
tutgan mu ori konsentratsiyalarida produtsent o prren 4N
Zarllllr-lg yutc;zligi pasayédi va shakar konversiyasi
lishtirma )
(YP/S) kamayad,‘t'l
Sanoat sharot 130 e
selluloza tutuvchi xomashyo gidrolizatl

sirka kislotadan foydalaniladi.

§0'ngra mikro

i i sifatida melassa, gidrol,
g e manbay;; kraxmal, shuningdek,
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Brevibacteri,
ctertum flavum produtsenti bilan L-lizinning bios

ziga uglerod manbayining ta’siri
(konsentratsiya 7,5 %)

&

¢
f

{
Y

i

—
ered | sameych | elered O
g/l g assimilatsiyasi, | YP,
Glukoza 15,2 22,0 ’;/06 4
Saxaroza 18,2 25.0 7’1 0,3
I(z'a-]‘flktoza 2.0 10 0’7. 0,42
‘ zs}loza 5.2 35 2’5 0,02 )
Mannoza . 9.3 6.0 4’5- 0,06
Ramnoza 36 20 - 0,10 ‘:
Arabinoza 1,0 0:1 (l)j 0,03

Azot manbalari sifatida kopj
sy E oA : : plpcha ammoniy tuzlari )
e ek A::.:k}:t, lflzlzeln yoki achitgilarning kislotali gic;lra:)llinalt(lk‘
S ammOkiqll ar va kazein o‘zida auksotrof shtamm Zl? : ‘
2080 1 s otalaf va vitaminlarni g
%8, i 8 opt}mal nisbati 11:1 ni tas
e q ori oshib ketsa, lizin chiqishi p
planadi). Ozuqa muhitida, shuni

ishl

tuzlari bo‘lishi kerak.

Ekuvchi material
balarda, so‘ngra ekish

10 m® ni tashkil qilishi lozim.

tikaFerment.atsiya sharoitlari
shartlariga qattiq rioya q
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ikki bosqichda ko* Ji ‘
. paytiriladi:
e . A i, 1. avval kol-

- Suyuq lizin olish jarayonida asep-
ilish kerak. Lizin produtsenti kul-

tutadi. Muhitda uglerod
hkil gilishi zarur (ugle=
asayadi, kamaysa, alanin
ngdek, kaliy, magniy va fosfor

ng hajmi, odatda,

(| dagiqada 1 havo hajmiga 1

atda, davriy usullar bilan fermenterlarda
%) amalga oshiriladi. Ekiluvchi materi-
10% miqdorda fermenterga yubori-
50°C gacha isitilgan havo beriladi
hajm ozuqa muhiti, 0,12-0,13 MPa

fasining o‘stirilishi, od
{hajmi 50, 63 yoki 100 m
al 0zuga muhiti hajmidan 5—
|udi. Ekilgandan keyin unga

hosimda).
Fermentatsiya dav
on muhitni intensiv aralashtirga
muhit 7,0-7,5 da (muhitga ammi
o'tkaziladi. ;
Kultivatsiyalash, ya’ni fermentatsiya jarayoni ikki bosgichdan
ha yaqin uglevod-

{borat. Birinchi sutkalarda hujayralar 25% gac
lar va azot moddalarni iste’'mol giladi; bu vaqtda deyarli butun

biomassa to*planadi. Ikkinchi bosqgichda biomassa to* planishining
tezligi keskin pasayadi, lekin kultural suyugqlikda lizin to‘ planishi
amalga oshadi. Jarayon oxirida titrlanuvchi agent (ammiakli suv)
iste’mol gilinishi to‘xtaydi va lizin konsentratsiyasi 60—100 g/l ni

tashkil gilganda fermentatsiya to‘xtatiladi.
hlatishga qarab, turli holatdagi

Lizinni qanday magqsadda is
lizinni olish mumkin. Masalan, lizinning suyuq konsentrati, li-
zinning quruq yem konsentrati, kristall lizin shular jumlasidandir

(13-rasm).
Lizinning quruq konsentrati. Lizinning suyuq konsentra-

tidan lizinning quruq yemli konsentratini olish uchun 10-13%
li kultural suyuglik HCI bilan pH 5,0 gacha nordonlashtiri-
ladi va lizinni barqarorlash uchun 0,15% li natriy gidrosulfit
eritmasi qo*shiladi. Barqarorlashtirilgan kultural suyuqlik va-
kuumda 35--40% gacha bug‘lantiriladi. Ana shu usulda olin-

gan lizin suyak uniga, oziqa
qo‘shib quritiladi. Bunda «soc
olish mumkin.

omiyligi 55-72 soatni tashkil qiladi, jara-
n holda, 28-32°C harorat va pH
akli suv qo‘shib ushlab turiladi)

hiluvchan quruq 0ziqa lizinni»
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hinish xromatografiyasidan so‘ng, lizin 0,5-5,0% ammiak

PO 1 i i |
u yuvib olinadi. Xlorid kislota bilan nordonlashtirilib, so‘ng

! " lln.ti{'iladi. Lizinga ).d'orid kislota ta’sir ettirilganda monoxlor-
{ lizin hosil bo‘ladi va ushbu preparat 10-12 °C da sovutil-

% oy sarg‘imtir kristall lizin hosil bo‘ladi. Yugori tozalikka ega

'lgan preparatni olish uchun tozalash jarayonida eritmaga faol
g i - mir bilan ishlov berish zarur va shu bilan birga 50% li etanol
Bug lati Biomassaning
ratilishi
Lizin syyy '
q konsentratj o
Lizin sorbsj a
‘yﬂ, d%orbsnya ’

nmida qayta kristallantirish talab etiladi.

2.10. L-lizinning enzimatik sintezi va qo‘llanilishi

|.-lizinning enzimatik sintez orqali ishlab chiqarilishi DL-b-
ino-e-kaprolaktam (AKL)ning kimyoviy sinteziga asoslan-
n. Bu modda L-AKLning L-lizingacha selektiv fermentativ
ldrolizi uchun ishlatiladi; D-AKL fermentativ ratsematsiya-
g uchraydi va gidroliz uchun yana substrat bo‘lib ishlatiladi.
tidrolizlovchi ferment Cryptococcus laurendii hujayralaridan,
fmsemizatsiyani katalizlovchi ferment esa Achromobacter obae
hujayralaridan olinadi.

L-lizin olishda substratga ikki fermentning birgalikdagi
fn'sirini ishlatish maqsadga muvofiqdir. Buning uchun DL-b-
amino-e-kaprolaktam suvli eritmasiga gidrolaza va bakterial faol-
likni namoyon qiluvchi achitqi va bakterial hujayrailaming kerakli
miqdori kiritiladi. Ikkala fermentning ta’siri uchun optimal pH

13-rasm. 1 izin Preparatlarin; ; muhit ko‘rsatkichi 8,0-8,5 va harorat 30-50 °C ni tashkil etishi

_ texnologik sxenf:;?b Ch]qaﬁShn.ihg . kerak. Bu jarayonda L-lizinning chigimi 99,8% ni tashkil qiladi.

,Bundan tashqari, krigta]] limins : : L-lizin asosan yemga qo‘shimcha sifatida ishlatiladi. Bu
huj?y Ta suyuqligidan Bio ‘Z“_‘m _ham olish mumkin Bul esa ushbu aminokislotaning o‘simlik yemlarida kam miqdorda
naf:h. Shquan 50°'ng cho kI::SSa ajratiladi vy Mmassa ] o bo‘lishi bilan bog‘liq. Tozalangan lizin ozig-ovqat mahsulotla-
ratib olinad; Keyingi bos ; }f dﬁhflanad‘. riga qo‘shimcha siftida, shuningdek, tibbiyot preparatlarida va
Xromatografiyas; ygy); o_q PG biolagyl boshqa magsadlar uchun ishlatiladi. Lizin tutuvchi preparatlar

o‘simlikshunoslikda ham keng qo‘llaniladi. Aminokislotalardan
tashqari boshga biostimulatorlarni ham tutuvchi bunday prepa-

T




el

lishi issiqxona :

¢ e dala qishlog xo‘ialik a
ga o}xb keladi Lizinning oksiligin 0]1 am‘( -
, anemiyaga qarshj v, oy

ratlarning qo‘Jjan;
hosilim'ng oshishi

.

3.bSan9at miqyosida fry
0sqichlarinj tushuntin'ng ‘

4. Kraxmaj o; .. i '
dan iboratgl v(;n!))tz-l asosida glukoza oljsh bosgichlari nimalg
5 Glukoza-finiktoy ;l?r:iyon;ja qanday Xomashyolar ishlr.::t:rirll i
‘ ] ro i X K a1
6 Eﬂar ishlab chiqarilagiy > CHidarishda qanday fe
» AAminokislotalar jghj i<l
7 ;Suuan Mmavjud? “ chigarishning qanday biotexnologik
~ Hzin olish texnologivac -
; ; 8iyasi bosqich
mlkroorgamzmlarga misollar ]C(]elﬁ

ktoza olish texnologik Jjarayoni

¥

lari va unda ish

latiladi ¥
ring atiladigan
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3-BOB. FERMENTLARNING ANALITIK
KIMYODA QO‘LLANILISHI

Zamonaviy biotexnologiya — bu rekombinant ogsillar olish,
ftansgen hayvon, o‘simlik va mikroorganizmlar yaratish va ular
msosida biologik faol moddalar olish jarayonlaridir. O“tkir raqo-
bat ostida bugungi kunda biotexnologiya yo‘nalishi muvaffaqi-
yatli rivojlanmoqda. Sababi, turli mahsulotlarga bo‘lgan ehtiyoj,
aholi sonining ko‘payishi bilan keskin ortib bormogda. Shuning
ychun transgen hayvon zotlarini va o‘simlik navlarini yaratish,
rekombinant ogsillar olish uchun qat’iy sharoitlar va kataliza-
torlar zarur.

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

Fermentlar o‘zining noyob xususiyatlarini (samaradorligini,
tanlovchanligini) hujayra tashqarisida ham saglaydi. Kimyoviy
katalizatorlarga qaraganda fermentlar zaharli emas, ularning sa-
noatda qo‘llanilishi igtisodiy va ekologik nuqtayi nazardan qulay
hisoblanadi. Sanoat hajmiga ko‘ra fermentlar aminokislotalar va
antibiotiklardan keyin uchinchi o‘rinni egallaydi va to‘qimachilik,

79




tet}', se?luloza-qog‘oz sanoati, tibbi
qo trllamlmoqda. Turli sinf fermen
antropogen organik birikm i
ishlatiladi. o
" Ferr.n.entlar tibbiyot sohasida ham
roteolitik fermentlar (amilaza, I

yot, kimyo sanoatlarida keng
parchalash va o‘zgartirish uchun

muhim rol o‘ynaydi.

da proteinazani p i
Nazaning o‘sma hujayralarni davolashda qo‘llanilishi

yaxshi 3 igi

midaﬁ(:gt:l&;:&; b;gan.hgl ‘ma’!um. Proteolitik fermentlar qon to-

g m arm yo qotishda ham ishlatiladi

v ) .osﬂ‘ bo _hshmi tarqatishda, elastaza esa

i dls ni to"xtatish uchun qo‘llaniladi.
.q~,a ,larda}, masalan, miokard infarktini

davolashda ishlatiladi. ;

Im i
mobillangan fermentlar tibbiyotda, birinchidan past dara

ateroskleroz
Fermentlar diagnostik
oki jigar kasalliklarini

: adag: . -
{l Che:lg;_, ;_;il}larg 1\1/;1 allergik ta’sirga ega dori vositalarini yaratish
chdi. Dunyodagi birinchi immobillangan ferment

preparati i

kinshi:;,taln,(:sit:;lt?;tc;l::lrlxaza)»qon-tomir kasalliklarida ishlatildi. Ik-

i ,yo‘naﬁi " angan ferment preparatlari organizmga do-

inede h.n e , g'an' transporti muammolarini yechdi. Fer-
mobillanishi va ularning sanoatda qo‘llanilishigra

misol sifati i inoki
atida alanin aminokislotasi va model sistemalardagi ko

fem ] - - -

e q?lrix:) rl:egl??rﬁtmyasmagl (NAD) o‘zgarmas jarayonlarni mi
. rishmumkin. Bu si i ¢ (it

i : sistemada dastlabki sub

lard:.al)a(i::(stran NA'D va ikkita NADga bog‘liq degi‘:irztr:; (sut_

reakt;,rga g va alanmdetgidrogenazada immobillangan kgam:Z-

gt :l:)Ss yor_damxda beriladi; reaktorning qarama qarsh;

1yaning mah i i :
oot & mahsuloti ultrafiltratsiya metodi asosida
Bu turdagi ¥
Silidong ;:::igrle\r:zkto.rlax farmetsevtika sanoatida, masalan gidro-
atoiddan prednizolon preparatini sintez (iilishda
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tlari atrof-muhitga tushuvchi

3 . : paza) oshqozon-i jigar
a oshqozonosti bezi -kasalliklarida qo‘llanilgdi Of;);(;fr‘;( y:lllg ¢
. ar-

. Kollagenaza

qo‘llaniladi. Immobillangan fermentlar va kofermentlar yordami-
da bog‘langan kimyoviy reaksiyalarni (almashinmaydigan meta-
bolitlar biosintezini hisobga olgan holda) yo‘naltirilganlik asosida
amalga oshirish mumkin. Shu asnoda, yangi metodologik yon-
dashuvlar yordamida fan «sintetik biokimyo» sohasiga o‘zining
birinchi gadamlarini qo‘ymoqda.

Tadgiqotlarning yangi muhim yo‘nalishlari bo‘lib hujayra-
ning immobillanishi va genotexnika metodlari (gen muhandis-
ligi bo‘yicha loyihalash) asosida mikroorganizmlarning sanoat
shtammlarini, ya’'ni vitaminlar va almashinmaydigan aminokis-
lotalarning produtsentlarni yaratish mumkinligi hisoblanadi. Bio-
texnologiya yutuglarining tibbiyotda qo‘llanishiga misol sifatida
biologik suyugliklar yoki to‘qima ekstraktlaridagi tireotrop gor-

monini aniglash uchun, qalqonsimon bez hujayrasining immobil- -

langan shakllari yaratilishini ta’kidlash mumkin.

Yana shuni ta’kidlash lozimki, kaloriyasiz shirinliklar, jum-
ladan, yuqori kaloriyaga ega bo‘lmagan, shirinligini his qilish
mumkin bo‘lgan, shakarning o‘rnini bosa oladigan qandli
moddalarni olishning biotexnologik usuli yaratilishini aytish
lozim. Shunday istigbolli moddalardan biri tarkibida dipeptid
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‘rinishida tarqaladi. As-
partam, shubhasiz, tibbiyotda ham, ozig-ovqat sanoatida ham
keng qo‘llaniladi. Masalan, AQSHda uni bolalar ozugqalarini
tayyorlashda va parhezbop koka-kola tayyorlashda ishlatila-
di. Genotexnika metodlari asosida aspartamni ishlab chiqarish
uchun faqatgina erkin asparagin kislotasi va fenilalaninni
emas, balki bu dipeptidning biosintezini katalizlovchi bakterial

fermentni ham olish zarurdir.
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3.1. Test-sistemalarda, mikroanalizda va biologik qur
malarda fermentlarning qo‘llanilishi '

Biosensorlar — analitik qurilma bo‘lib, ulardagi sezuy
qatlam biologik materiallardan iborat va u ma’lum bir komyj
nentning mavjudligi yoki aniq bir konsentratsiyaga funksi J
bog‘langan holda elektr signal orqali reaksiyani amalga oshil
di. Biologik material sifatida fermentlar, to‘qimalar, bakteriyal
zamburug‘lar, antigen va antitanalar, liposomalar, organell
retseptorlar, DNK va shu bilan birga fizik datchiklarga immob;
langan hujayralar ham ishlatiladi. Biosensor texnologiyasi biols
giya va mikroekologiya fanlari asosida yaratilgan. ‘

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

Kopchilik biosensorlar biologik suyugliklarning tahlilida
qo‘llaniladi. Masalan, qon tarkibida 1000 dan ortig turli faol
moddalar mavjud bo‘lib, ushbu moddalaming konsentratsiyasini
tez va sezuvchan usul yordamida aniglash talab etiladi. Diab et

bilan xastalangan kishilar uchun glukozaning konsentratsiyasini}
aniglash juda muhim hisoblanadi. Bugungi kunda biosensorlar

yordamida ushbu muammoni tez hal etish mumkin.

Biosensorlarni 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 aniglashning biolo-
gik elementi vazifasini bajarib, aniqlanayotgan komponentning
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(Wnigrog‘i, kimyoviy bog’ haqidagi.mz'i’lumotm) f‘zil'(n?{,ofel;:;
yoviy tarkibi hagidagi ma’lumotni .51gna¥ga ay k::nllar .umla-.
Biokimyoviy biotransduser sifatida blologlk_stru. 1ural r, ‘J,a ot
dan, fermentlar, antitana, retseptorla.r, nul.d-em kis s(‘)ita ar —
{o tirik hujayralami ishlatish mqulr?. Flzlk.tran‘lus: 8 n(;l »
payotgan komponentni aniqlash asom_da hosil bo ga 2 i e
maxsus qurilma yordamida elektron s?gnal.ga ayl-antnra.l1 ;mhi o
fotni o‘gish va yozish uchun signalni regl.strat'myz? qll( -‘-Jh-ansdu_
tezlashtiruvchi elektron sistemalar qo‘llanllladlA fm vy
gerlarning ko‘pgina turlari mavjud: elc?ktr k]my-owy,' ls(pe; o
pik, termik, gravitatsion, pluzoelektrik, kalorimetrik,

s ar va boshqalar. ¥ hoicd
mtg?:slelektor elezlentlaming barcha turlan{u turli ?<11 transgu:
serlar bilan kombinatsiya qilib, biosensorlar_mng .tgrl-l-tumartxlavli)
larini yaratish mumkin. Biosensor bi'oasban-tahllll.n; .zamto = y
metodlar bilan taqqoslash shuni ko‘rsatdiki, tahhlmnagl ea e%,l:
yuqori spetsifiklikka egaligi, gimmatbaho asbob-;:;lku; ;a,rkgemkli
tiyoj yo‘qligi va shu bilan birga murakka}b arala.s . adag (o
birikmalarni yuqori selektivlik bilan amqlasb im Ot:lfll = Sh‘;
ushbu biogqurilmaning har tomo_nlama} qulayligini 'ko rsa ‘“.amSh
sababdan ham, biosensorlarni yaratls.h va ulammg 90 ot
doirasini kengaytirish hozirgi zamonaviy bxotexnologlyanmz-,“ s
siy vazifalaridan biri hisoblanadi.

" 3.2. Fermentli bioSensprlar

Bugungi kunda xemi va bioluminessensiya asosidg fermgnttlllf
elektrodlar, fermentli mikrokalorimetrik uzatgichlar, biouzatgichli
sensorlar yaratilgan. = " MBI

Fermentli yoki reagefitsiz' elektrodlar fex??enta'tly 0l Zfdn::
jarayonida hosil bo‘luvchi moddani elektroku_nyowy us uU }lllbu
damida aniglashga asoslangan moslamalar hisoblanadi. ‘Us

83




biomoslamalar tuzilishi jihatidan bir yoki bir necha immob
gan fermentlardan (ba’zida ferment erigan holda membrang
shovida elektrodga yaqin holda joylashishi mumkin) iborat
lam bilan o‘ralgan elektroddan iborat bo‘ladi. Elektrod asos ¥
day uslubga asoslanganiga qarab, moslama potensiometrik
amperometrik turlarga bo‘linadi. " 4

Fermentli mikrokalorimetrik datchiklar, ya’ni uzatgie
fermentativ reaksiyalarning issiqlik effektidan foydalani
asoslangan moslamalardir. Fermentli biosensorlar tashuyel
immobillangan fermentli va termistor qismdan tashkil to :'
O‘Ichovchi gism orqali tahlil gilinayotgan namuna o‘tkazilgar
issiglik effekti namoyon bo‘ladigan kimyoviy reaksiya amal
oshadi. Aynan o‘sha issiqlik effekti o‘lchagichda qayd etiladi
reaksiya natijasi aniglanadi. / 4

Xemi va bioluminessentli datchiklar fermentativ reaksj|
mahsulotlarini turli to‘lgin uzunligida yorug‘lik nurlarining
nishi asosida olinadigan ma’lumotni qayd qilishga asoslang:
Tuzilishi bo‘yicha ushbu biomoslamalar ferment preparatlari ix
mobillangan (lutsiferaza yoki peroksidaza bilan) tashuvchi ham
da yoruglik gabul qiluvchi moslamadan iborat. By sistem‘
qo‘llaniladigan datchik tipiga asoslangan analitik uslub yuqor
sezgirligi bilan ajralib turadi va, 0°z navbatida, juda kichik kon
sentratsiyali moddaning (102 M) miqdorini aniglash imkonig
ega. \
Immobillangan fermentlar qo‘llanilgan elektrodlar chidamli
bo‘lib, ular yordamida bir necha yuz namunani o‘Ichash mumkin.
Tabiiy ferment preparatlari qo‘llanilgan elektrodlar asosida esa
50 tagacha namunani o‘Ichashni amalga oshirish mumkin. 4

Hozirgi davrda qon tarkibida qandni aniqlashda (immobillan~
gan glukozoksidaza asosida) qo‘llaniladigan amperiometrik bio-
sensor keng tarqalgan. Ushbu biosensor yaratilgan bioqurilmalar
ichida birinchi yaratilgan biosensor hisoblanadi.
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fermentli sensorlar quy

Wng produtsentlari ishlab chiqarggr-l oTu
‘nlqdorini nazorat qilish uchun, penitsilaz

fligan elektrod qo‘llaniladi.

: i ish lozimki, bugungi kunda
B il Sh_“m ‘l;lalzll(lliafitl i‘oji(zizalar ko'ns'e’ntratsiyasigi
il alan, penitsillin antibiotigi-
1qa muhitidagi penitsillin
a fermenti asosida yara-

piglashda ham keng qo‘llaniladi. Mas

: b
iy transduser) asoslangan biose

Kislorodli elektrodga (fizikav stratlari-

ing sub
ar esa. turli moddalarni, masalan, f:lr{’ile.?tlt?;i;t;g g
‘ , inoki ing salitsila , aks ni,
e h imkonini beradi.

yorl g
nl, laktatlarni, L- : . il s

. i larning anionlarini aniq , e %
i karbogolr{ll::(zfzriiamicgla muammoli holatlarni hal gilish mum
en

in Xususan, substratning ma’lum konsen.tratsiyamda. amct[‘;a:llﬁ:
kin. N aj (potensial) asosida, aynan bir fer‘mentm.ng oo
yf)tg’an'mlgnh Br:mda reaksiya natijasida hosil l?o_lgan slgnka ta?iﬁk
B‘"“ am?’ ast.subs'crat konsentratsiyasini, balk} fermem ;1 o

u,lda r ?q}? aniqlash mumkin. Biosensorla‘r?lig% :anaus? u1 v};
molhgml ar: aligi qon tarkibidagi fermentlzafn?mqg fal(? l%i“:) iy
:uiﬁﬁﬁ;yfm aniglash imkonini yarat:adi_. Yur?krg: lz:eaﬁnkj-
h((:g‘liq ba’zi'fermentlalfni{lg (a§p-a§?tMIn§Frt?§: e;élinil’( sharoitda

aza kabilar) faolligini aniqlash-, 0 z‘n'av‘;a :11 el
::iz(gcard infarkfini aniglab, tashxis qo‘yishda qo‘llan s

Bios

3.3. Hujayrali biosensorlar

i iri, tirik hujayra-

Biotexnologiya fanining yutuqlandan‘ yana b;:{qu;:hl; Vjc }31/1 *
larni polimerlar va turli tabiatga ega b(') lgar{ q - ermegany
arld PO iritib. ‘ularni turli sohalarda 1shlatlsh b} an’ g :
- klcl; £y ratilgan biomoslamalarni hpjajfrah. blos.ensor- ar
g y::m  Ushbu''sensorlar tibbiyotda, mﬁll;roblol‘oqglzz
e mulrano'szh'é.' tarmoglarda keng do‘llaniladi: Bu .O‘Ifl..nm
Sano%mda c‘l/ a'(i h 1(cl)zimki hujayrali bioSeﬁsof!qr“mlkr(?qrgé.;lék—
;hl'l:;lrgla:’rinietusrli tashuvciﬁlarg‘a immobillashga asoslangan.
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roorganizm hujayralarini turli fizikaviy va kimyoviy usullat
immobillash mumkin, Immobillangan hujayralaming bargaro
ularning metabolizmi, shuningdek, tashuvchining va mubhitnij
xossalari bilan belgilanadi.

Immobilizatsiya uchun yengil kultivatsiyalanadigan, qa
tiklanadigan mikroorganizm hujayralari, shuningdek o°simlik
hayvon va odam hujayralari keng qo‘llaniladi.

Fermentlardan farqli ravishda immobillangan hujayralar
qo‘llashda tozalash bosqichini qo‘llash talab etilmaydi. \
jud uslublar ferment faolligini 100% saglagan holda uzoq vac
oralig‘ida (ba’zi holatlarda bir necha yillar davomida) faoliy
ko‘rsatadigan hujayralar yaratishga imkon beradi. Ko‘p turdagi
hujayralar uchun, aynigsa, mikrobli hujayralar uchun tarkibi"
yugqori darajada ogsil va ferment ishlab chiqish xususiyatiga ega
dir. Bunda hujayra ogsilni sintez qilish xossasini saqlab qolgar
holda, sensor yordamida turli namunalarni aniqlashning yuqo :
samarali uslublarini yaratish mumkin. :

Hujayrali biosensorlarning asosiy kamchiliklaridan biri,
qo‘llanilayotgan 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- k
kin. Biroq yuqorida qayd etilgan muammolar, o‘z navbatida, bak- -
teriya hujayralarini qo‘llash Jarayonida antibiotiklarni qo‘shish
yoki immobillangan o‘simlik hujayralari uchun fitogormonlar
tangisligini sun’iy yaratish asosida, o'sish jarayonini sekinlash-
tirish yo°li bilan hal etish mumkin. Shu sababli, bugungi kun-
da mikroorganizm hujayralari asosidagi biosensorlarni yaratish
uchun turli mikroorganizmlar qo‘llaniladi. Chunonchi, Nigros-
pora eyropea ammiakni aniqlash uchun, Azotobacter vinebudit —

86

nitratlarni aniglash uchun. Aspergillus niger zamburug'i ::::ilbdi
bir guruh yapon olimlari tomonidan go*sht mahsullotlan 5
| ot i aniglashga mo‘ljallangan biosensorlar yar -
dagi aminlamni aniglashga moljalls i kesmalari, qovoq
KT . itea - ‘chqa jigari va buyragi #
Shuning bilan birga cho’chq; : ‘llanilmogqda.
oy lektrod yaratishda qo :
va banan kesmalari to‘gimali e latda hujayralarni
‘- lligi saqlangan holatda hujayralar
Boshlang‘ich davrlarda fao : ", 5 alginat Kalsiy
. ; biiy materiallar: jelatin, agar, algi E
Ry sl Hozirgi vaqtga kelib, hujayralari sin-

karraginanlar qo‘llaniladi. llari ishlab chiqildi va rivojlan-

tetik polimer gellariga kiritish usu
llr‘l?)l‘ziq-ovqat farmatsevtika, to‘gimachilik, ldmyq—m;ta}ll:;lrizra
G f halarida turli kimyoviy bir -
va sanoatning boshqga ko‘p so 1 aiaence
i sifati . lar yaratish mumkin.
i tashuvchi sifatida qo‘llab, sensor :
lt:lu tiatilmobillangan hujayralar asosida yarajulgan sen§orlar );f(.lig
xo‘jaligining turli sohalarida, shuningdek, bxot?anloglyz; usxé =
aminokislotalarni sintez gilishda hm keng qo l-lznnl;noq a‘.)‘naSh
dan tashqari, biosensorlarni quyidagi magsadlarda ham q.
kjn: - - - . . -‘ - -
'“Ufil ozig-ovqat mahsulotlarining ozuqaviy giymatini, yangiligini
vfsizligini aniqlashda; G :
iy x—abevosit(fa bemorning qonini ekspress. tahlil qlhsl?da:i ot
_ atrof-muhitning zararlanganligini, ifloslanganlik daraja

. d ; : p ; . i - .
amq_la:ll;y? molekulali moddalar, toksinlarning konsentratsiyasini

iqlashda; SRS TR
amq—aoqova suvlardan metallarni ajratib ohsh;ir :
i i lashda va h k.

— tabiiy va ogova suvlarni toza . . 4

U:r?ulmyan olganda, immobillangan blomatinz:(llarga t:s:ssilya:li

i i juda kichik konsentra

bioqurilmalar bugungi kunda jude : : '

f::dd;loa?'ni aniglashda, zamon talabiga J.avob beradigan }(: ta.stie;a

ir usullardan biri bo‘lib goldi. Ba’zi bm,,sepsprlq uy sd a'roalni g

igrlldividual go‘llash uchun (asosan. qon tarkibidagi gandni aniq
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«sun’ity organlarni» ; :
. ¥ yaratishga imk é ez X
larnin sabsloieniics, g on beradigan t !
i i iy i ot
: s qo‘ya oladigan bi o Bt Ki
bir qator vazifalar turibdjy oladigan biosensorlarni yardl s‘%
Mol : e " .
gan Yu:ul:]ulzr I?IOIOglya va mikroelektronika sohasida vare
bt e ildlosensorlau tuzilmalarini yaratuvchilarniy ar

hisobla's'i1 s Sa:;_]lamoqda.. Analitik signal va tahlil natij )f ,

mikroprots 5 'ld?’ sensor-transduser, raqamli ko‘r ;

pravina r;;‘SSOml birlashtirgan biochip yaratish texnoslatg.lc
ishioh oraya, qoplamalashning yarimo' tkazgichli Nt
larnin iqish istiqbolli rejalar hisoblanadi. Zanim My

Sauzefnylflrinhsmga 1975-yilda E.Sauzern tomonigz;y bloacl;

-blot asos bo‘ldi. Bunin ' yasalg

shuvchi P L ing uchun E Sa B,

keﬂigi;ig:m!)llr;k;lnlgan DNK fragmentlarining u;:sr:siqat;lq

foydalandi ;]{os .UChun ,belg_i_langan nuklein kislotalar yat Ry,

RFA molel;u.lars;l‘y?da biochiplar A D. Mirzabekoy rah(:) (;n

iologiya instituti 3 arligid
boshladi. gtya institutida 1980-yillar oxirida YarS‘: ;
Mikro‘:hiplar texnologivasi Iahar “

Sheit = ogtyasi laboratori - % g "

sipial - ‘ oriya tad b
sl i o, o iy s
chiplarni y;zﬁa;. o‘tkazish imkonini beradi. DNK yoileOO.
S ey chun aynan DNK yoki ogsillaming minslab
day Kiokik natgr Cuarge: joylashiiuiladi.s Hogil W«
0‘zaro ta’sirlasiz?ianljart blilo_llogik makromolekulalaminggspets;}?; ‘,

1 " anii qlllSh uchu 3 s . i ]'
f?rl:grlna:; Z(-)ndlar. sifatida olig_onukleotidl:r ZZ::L?;!aSL e
agmentlari, ogsillar, retseptorlar, ligand] » i DNK, RNK
qiladi. » l1gandlar va boshqalar xizmat
Qisqa vaqt mobayni :

: ynida biochiplar ; _
giya, mol . yordamida mol ; |
ﬁlﬂdamw::lui:crj genetika, molekular biO‘cexnologiY(:leslzulilalr b'IOIOT

' %qot muammolari hal.gilindi va shu bilinar:)(ii?:la ’

lashd
a) keng targalmoqda. Navbatda hid bilish va ta’m
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Wimalda qo‘llanila boshladi.

mikron oralig'ida yotadi va har

hbiyotda, farmakologiya, ekologiya, sud-tibbiyot ekspertizasida

Biochiplarning hozirgi vaqtda bir qator turlari mavjud:
matritsali (immobillangan DNK bilan) biochip;

mikrofluidli (kapillarli) biochip;

rangli kodga ega bo‘lgan mikrosferalar qo‘llanilgan bio-

ghiplar.
acheyka o‘lchamlari 50-200

Zamonaviy mikrochiplarda y
bir yacheykaning hajmi esa

tahlil gilinayotgan makromo-

| ml dan 1 mkl ni tashkil qiladi;
cha bo‘ladi. Chipdagi

lekula konsentratsiyasi esa 10 mkM ga
yacheykalarning umumiy miqdori 10>10° ni tashkil etadi. Uning
chizigli o‘lchamlari esa taxminan 1 sm ga teng. Namuna bilan
\’sirlashadigan mikrozondlar pochta markazi o‘lchamidan katta
bo‘lmagan tashuvchiga joylashtiriladi. Har bir mikrozond tomchi
shaklida bo‘lib, ko‘ndalang kesimi bo‘yicha 100 mikronni tash-
kil giladi. Bitta mikrozondning yacheykalari o‘lcham bo‘yicha
bir xil bo‘lib, 1 mm da 10-30 gacha tomchilar joylashadi. Fer-
mentativ reaksiyalar amalga oshadigan chiplarda, yacheykalar sa-
yozroq bo‘ladi. DNK reaksiyalar amalga oshadigan chiplarda esa,
yacheykalar zichroq joylashgan bo‘ladi. Bunday texnologiya bitta
biochipda, 30 dan 100 mingtagacha genni tahlil gilish imkoni-
ni beradi. Bunda qo‘yilgan maqsadga qgarab, 6 tadan bir necha
minggacha nukleotidlardan tashkil topgan DNK uchastkalarini

aniglash mumkin.
hun ko‘p hollarda shisha, plastik, yarim-

Chiplar tayyorlash uc
o‘tkazgich yoki metall plastinkalar qo‘llaniladi. Ularning sirtla-
riga tahlil gilinayotgan eritma tarkibida bo‘lgan moddalarni tan-

lab bog‘lash qobiliyatiga ega bo‘lgan biologik makromolekulalar

(DNK, ogsillar, fermentlar) joylashtiriladi.
Barcha bir necha faol moddalar asosida boradigan jarayon-

larni aniglashda ishlatiladigan biochiplarda ma’lum bir kimyo-
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— genda turli kasalliklar bilan bog‘liq bo‘lgan mutatsi
aniqlash; :

— genlarning faolligini kuzatish;

— infeksion kasalliklarning diagnostikasi va ularni dave

ning samarali uslublarini aniqlash; it

— qishloq xo‘jaligi ekinlari hosildorligiga mas’ul bo‘lgan
larni aniqlash; g

— patogen hamda foydali mikroorganizmlarni skrining qilk

Turli «sezgir» ogsilli biochiplar yaqgin kelajakda
ko‘lamdagi dorivor moddalarni, jumladan gormonlarni, natk
tiklarni, zaharlarni, tahlil gilinayotgan namuna (qon, suv, oz
ovqat yoki tuproq)dagi pestitsidlarni hamda turli allergenlar
onkogenlarni, biologik faol moddalarni, hatto genetik defektl
aniglash imkonini beradi. Ogsilli bochiplar yaqin kelajakda b
tun bir immunologik laboratoriyalarning vazifasini o‘z zimmasig
olib, ko‘pchilik diagnostik uslublarning samaradorligini bir ne
ming marta oshirib, tahlilning tannarxini sezilarli darajada pas y-
tirishi kutilmoqda.

Ogsilli mikrochiplar quyidagi magsadlar uchun qo llamlls i
taklif: qilinmoqda:

'~ turli kasalliklar, hatto ularning turli bosqichlari uchun xos
bo‘lgan ogsilli bimarkerlarni aniglashda;

— dori vositalarining sifatini baholashda; _‘

— ogqsillarning alohida turdagi hujayralar tomonidan sintezla- i
nishidagi tafovutlarini aniqlashda; ,

— ogsillarning tuzilishi va funksiyalari ora51dag1 o‘zaro
bog‘liglikni o‘rganishda;

— yangi dorivor moddalar uchun nishonlarni aniglash magsa-
dida ogsillarning ekspressiyasini baholashda;

—'ogsillar va boshqa molekulalar orasidagi o*zaro ta’sirlashuvni
o‘rganishda.
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jessent) bo‘yoq bilan ishlanadi va
bilan ozaro ta’sirlashganda o‘zi

o‘rganilayotgan modda biochip
ga mos yacheykalarda kimyo-
yly reaksiyalar amalga oshadi va aynan shu vaqtda yacheykalar
yhu’lalanadi. Sodir bo‘layotgan reaksiya ganchalik kuchli bo‘lsa,
yhu’lalanish ham shunchalik kuchli bo‘ladi. Ta’sirlashgan chiplar-
fing analizi analizator chip-detektor yordamida avtomatik ravish-
da amalga oshadi. Analizator kompyuter va videokamera ulangan
keng maydonli mikroskopdan tashkil topgan. Xususan, biochip
analizatorining ishlash mohiyati kuchli shu’lalangan yacheykalar-
ni aniglab solishtirishdan iborat. Bunday usul bilan namunaning
wrli xarakteristikalari aniqlanadi. Masalan, organizmda u yoki bu
infeksiya qo‘zg‘atuvchilarning mavjudligini yoki genomda mav-
jud bo‘lgan o‘zgargan genlarni aniglash va boshgalar.

Gelli biochiplarda DNK shishaning maxsus ishlangan sir-
tiga qotirilgan, qalinligi 10-20 mikron bo‘lgan poliakrilamidli
gel gatlamiga immobilizatsiya gilinadi. Bunda immobilizatsiya
ultrabinafsha nuri bilan nurlantirilganda, amalga oshadigan fo-
toreaksiya natijasida, kovalent bog‘lar hosil boladi. Gelli bio-
chiplarda DNK molekulalari orasidagi o‘zaro ta’sirlashuv erit-
madagi kabi bo‘ladi. Bundan tashqari, yacheyka uch o‘lchamga
ega bo‘lgani uchun bunday turdagi biochiplarda immobillanadi-
gan DNK molekulalar soni boshga turdagi mikrochiplardagidan
ko‘progq bo‘lib, yacheykadagi fluoressensiya signalining kuch-
liroq bo‘lishiga olib keladi. Tadgiqotchilar DNK-chiplar yara-

tish uchun, kremniyli protsessorlarni ishlab chiqarish jarayoniga
o‘xshash fotolitografiya jarayonini yaratishdi. Masalan, «Affi-
metrix» (AQSH) kompaniyasi tarkibida DNK ketma-ketligini
tutgan yugori zichlikdagi chiplar asosida, «Gene chip» texnolo-
giyasini yaratdi. :

DNK-mikrochiplari bugungi kunda odam va boshqa tirik or-
ganizmlarning genomini tahlil qilish va olingan natijalarni amal-
da qo‘llash magqsadida ishlatiladi. Chunonchi: :
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rak. Shu nuqtayi nazardan immun sistemasining salbiy reak-
slyalarini kamaytirish maqsadida, moyilligi yuqori bo‘lgan organ
funlash vazifasini biochiplar yengillashtirib beradilar.

Bundan tashqari, silning turli shakllarini tashxis gilish uchun
blochiplar yaratilmoqda. Ma’lumki, hozirda antibiotik ta’siriga
bargaror bo‘lgan bir necha turdagi sil tayoqchalari aniqlangan. O‘z
navbatida, biochip barcha ma’lum bo‘lgan sil qo‘zg‘atuvchilarini
uniqlab, kasallikning aynan shaklini davolash uchun gqandan anti-
biotiklarni ishlatish mumkinlik imkoniyatini yaratadi. Tashxis ja-
rayonini, uzoq muddatli uslublardan farqli ravishda, qisqa muddat
fchida amalga oshirish mumkin bo‘ladi.

Biochiplarni o‘ta xavfli bakteriyalarni — qorason, o‘sma,
brutselloz va o‘latni aniqlashda, gripp diagnostikasida qo‘llash

4-BOB, BIOCHIPLARN ING O

‘RNI VA
AHAMIYATI -
Biochiplar ilmi ’
e Y magqsadiar pj i .
qo‘llan;im adlar bilan birga, amaliv tibhivmidn
b aholashd:gi:aﬂa; tu:;l genlarni ani‘-]lashd:;l ?aufl:::l}c’s(;?; .
. y €radi. Qi Gt .
tn«;i;ilzalalm tavsiflash hamdeci2 f)?;nr:]:iﬁdat e s
an, onkologik -kasalliklarga moyil

vaqtda | ;
1(?ch1p ::f;f‘;:z’jatisualhglmng diagno, magsadga muvofiqdir. Biochiplar bo‘yicha olib borilgan tadqi-
Genli OnkOmdrkeﬂ“ShJaTaYOnidan o‘tmoqda gotlarning natijalari asosida, ma§ofadan turib ishlaydigan mos-
ton haqida signal b ard@ tashqari, 0qsilli onkomark lamalar yaratildi. Xususan, Rossiya va AQSH olimlari hamkor-
eruvchi molekulalar) ham mavjud ;:r likda biochiplardan tashkil topgan avtonom sistemalar yordami-

da, yer sharidan tashqaridagi obyektlarda (sayyoralar, yulduzlar
va boshqalar) tiriklik va hayot belgilari mavjudligini aniglashga
mo‘ljallangan dasturni ishlab chiqdilar.

Yugqorida keltirilgan misollar yaqin vaqt ichida biochiplar tex-
nologiyasi ildamlik bilan rivojlanishini va ularing turli sohalarda
keng ko‘lamda qo‘llanilishi mumkinligini ko‘rsatadi.

anishda va turli dog vosi- 4-bobga doir nazorat savollari:

4 0'1in egal : A } )
i laydi. Gistomo- 1. Tibbiyotda biozondlar nima uchun ishlatiladi?

2. Biochiplar yordamida qanday kasalliklar diagnostika qili-
nadi? A
3. Genetik koddagi mutatsiyalar natijasida yuzaga keladigan

kasalliklarni ganday aniqlash mumkin? :
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Agar ve : ¢ o ini x0‘jayin hujay
o ge L e s likatsiya saytini y €Ii ‘Isa,
holda 1":;Slats‘lj}:'if§romosoma DNKsiga mo ?aﬂanga‘:{:‘?ayi“
. o i v T an,
di. Agaf i asining izchilligi bilan ta s Ao bo‘lishi ke-
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A o i ¥
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orm DNK de : 2
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DNK vektor

5'- AsMNPV
DNK fp

SK.Pt

2mkm-plazmida, a-segment

- LEU2

14-r asm. E 1 i A
Ul  filnpteat umumiy vektor ckspressivasi. |
tarning asosiy elem : : pressiyasi,
transkriptoni Kl entlari: eukan'otlaming pro e
b § mOtO A _‘:'

(p), klonlangan sayt (KS) va terminatsiya sigflall)iﬂvil

Ol1 N > 1

e.coli marker seleksiyasi (Amp)

Transformatsi i
atstya uchun achitqining 3 xili ishlatiladi. Birinchi

g NK b

ishlanadi yoki i |
Yok1 elektroporatsiya qilinadi (3). Transfeksiyalash J
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yloktroporatsiyada DNK - trans

um muhitda tirik organizm hujayrasidan
fosfat qoldig‘i yoki DeAe-dekstrakti (1)
formatsiyasini tozalab yaratish

{2) 4-bobda aytib o‘tilganidek, elektroporatsiya hujayraga qisqa
huchli elektr toki impulsining ta’siri bo‘lib, tashqi membranada
yoki hujayra devorida kovakchalar hosil qiladi, bir qancha vaqt-

mkin. Bir gqancha euka-

dan so‘ng DNK hujayradan chigishi mu
flot organizmlarda retsipiyent hujayraga DNKni yetkazib berish
ychun viruslardan foydalaniladi.

juyra DNKsini ma’l
kubatsiyalash, kalsiy

5-bobga doir nazorat savollari:

| Rekombinant ogsillar olish tibbiyotda ganday muammolarni
hal qilishga yordam beradi?
2 Fukariot organizmlaming vekt

gismlardan iborat?
3. Transformatsiya bosgichlarini tushuntiring.

or konstruksiyasi qanday
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6-BO/]'II.‘ISZ-ACCHAROMYCES CEREVISIA‘
IMINING EKSPRESSIYASI

Ek i i
eukadzlt)r:rsgx?z qﬂlljh uchun oddiy Saccharomyces  cerev s
i b Bhr;lnch?glazngban t;geni ishlatiladi. Bunga bir qan
fizi ik iih ¢ g ., hujayrali organi o
lmddoglk.thatdan 0 rganilib chiqilgan laboratgoar'":\lm’ P
ar Iz;d\:]a bioreaktorlardan ham olish ml,.lmkjn riyalardagi koll
inchidan, bu achitqiga ¢ . . ]
motgﬂar ajratilgan va tavii%]a!:{goasnbo i bic qauchn ko du
chinchidan, Saccharom :
die e s wesd D s . Cerevisige huj ini .
qlSl:fIl‘; ?r(:isrlm]gslats1ya qilish bilan modiﬁkatsiyalj:rfgr:rslmmg 1
cii an: Uncha kam bo‘lm A s
susi 4 5 ; agan achitqi illari xu
p a:};eﬁl;l:;itda s‘el.(retSI}’al.anadi; ‘agar geterolitikqlo;g]sﬂlllar.l 3
bot i s qilinsa, uning tarkibini tozlash ! T
o‘lmaydi. eyinchalik qiyi
Beshinchi }
chiqa;s:;::i‘:hil:hﬁ;n,_;]an_cha ylllardan beri achitqi non va pivo ishl +
MesAmicosds ‘:)t(‘)f}?l;- 3§ll)q-ovqm sifati Ishki ishlar bo‘limini
Saidebing 5 1yot va kosmetologl 2 toet
z:iafs?;ian G(}QSSH) S.cerevisiae ro‘yxatidan g«f)f'g:r(:is:am g
s k( \S, generally recognized as safe) deb!:] ulCh
_—ar ogsillar S.cerevisiae dan sintezlangan e opiigans
1 g allaqachon sifatli vaksinalar va f: et
ar yaratilgan. armatsevtik preparat-
Vaksina:
B gepatiti virusining antigeni
: g antigeni
Plazmodiya ogsili
HIV-1 ogsili
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Diagnostika:
C gepatiti virusining ogsili
Antigen HIV-1
Dorivor moddalar:
Epidermisning 0° sishiga ta’sir giluvchi omili
Insulin :
Insulinga ta’sir qiluvchi omil
Trombotsitga ta’sir giluvchi omil
Proinsulin
Fibroblastlarga ta’sir giluvchi omil
Granulotsitlarga va makrofaglarga ta’sir qi
a-antitripsin
Qon ivishiga ta’sir qiluvchi omil
Vektor plazmidadan allagachon sekretsiyalovchi yoki sek-
retsiyalanmaydigan geterolitik ogsil olingan. Strategik jihatdan
ikkinchi tip vektor hali ham olinmagan.

Achitqi hujayrasidan alohida xromosomani olish uchun
sun’iy achitqgi DNK xromosomasi fragmentini klonlashga
mo‘ljallangan (100 t.p.n.). YS-vektor xromosomasi ketma-ket-
ligini saglab turishi qanchalik initsiatsiyada DNK replikatsiyasi
vazifasini bajaradi, achitqi hujayrasida alohida xromosoma si-
fatida bo‘ladi. YS-tizimi bargarordir. Uning yordamida odam
DNK genomi fizik kartasi va transkripton analizi, genom bib-
liotekasi yaratildi va individual odam DNK xromosomasini 0‘z
ichiga oladi. YS-vektor xromosomani eslatadi, o‘zida ketma-
ketlikni saglaydi, DNK replikatsiyasi initsiatsiyasi singari funk-
siyani bajaradi, achitqi xromosomasi sentromeri va ketma-ket-
ligidan iborat, oxirida ikkala DNK linearizatsiyasi olingan va
amaldagi telomerazaga o‘xshash bo‘lib, xromosomaning barqa-
rorligini ta’minlaydi. Boshga begona DNKni joylashtirganda Y'S
achitqining marker genini ushlab qoladi. Natijada mahsulot bu
genni hosil qilmaydi va hujayrada maxsus muhitda rangli reak-

siyani hosil giladi.

luvchi omil
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s . . P

mini ::;tevuu.ze to g'ri ekspressiyasi. «To‘gri ekspressiya {

topl or sistemasi uchun qabul qilingan, xo‘jayin hujays
plazmasida ogsil sintezlanishidan foydalaniladi 6

3-40Xx1

HBsAg

15-rasm. Y S-klonlangan sistemasi. i
. YS- i :
(Ampi Tif:;:-l?:' (?‘UYS). e.c.oI.i selektiv marker genini tuta -“"
URA3: C.eN TRr;))1 nksiyasini bajaradi; achitqi DNK segmentli*'
& uchastkal’an'ni o‘vg ‘/l\uRS (CeN—sentromer funksiyasini bajara:f
el z ichiga ()‘lafll, ARS-achitqida avtonom repli-
HOE s 1] b. I, achitqi 1.n1.ts1atsiya replikatsiyalanuvchi sayti,
i GG tta1osm.tez genfmflg bir gismi, TRP1-triptofan biO: :
smal-kl_onlangahg::; 'lngt«shl;m :lr(;mosomasining telomer qismi, |
' : vval Smal ni davolaydi ’
Ls:ltzony fosf‘ataza, keym. uzun DNK fragmentini ch:lciiBaIHHl 2
oxirgii ,aneuk konstruksiya DNK klonini saglaydi :
Jayrasining barqarorligini ta’minlab beradi " ibalip lie

100 t.p.n.
Chltq1 hu-
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Superoksid-anioni — bu aerob nafas oluvchi organizm-
lardagi utilizatsiya jarayonidagi mahsuloti. U odamlarda im-
mun tizimining stimulatsiyasida qatnashib fagotsitoz javob
reaksiyasini 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 gismlarini gabul giladi. U superoksid
anioni bog'‘ini katalizlaydi va vodorod peroksididan vodorod
ioni shakllanadi, ketma-ketlik bo‘yicha katalaza yoki peroksi-
daza substraktlari xizmat giladi.

Birinchidan, DNK Cu/Zn-SOD e.coli ekspressiya tizimidan
klonlangan holda olingan. Achitqi hujayrasi intrinollarni 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 leysinni; 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 oshiriladi,
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 saglaydi
(GAPDt).

Promotor (GAPDp) va poliadenil (GAPDt) signal termi-
natsiyasi geni glitserilaldegid S cerevisiae. DNK Cu/Zn-SOD
odamda. LeU2 gen 2 mkm plazmidi, biosintezda leysin bitta ge-
nini kodlaydi. Ampitsillin (Amp) geni va replikatsiya initsiatsiya
sayti e.coli (ori) pBR322 plazmididan klonlangan.
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Antigen B gepatiti virusining sintezlanishi.
Metiltiofen achitqini P.pastoris katta qimmat bioreaktor §
atida mehnatsiz olib bo‘lmaydi. Geterolitik ogsillar xo‘jayin
ganizmidan faol mahsulotlardan olinadi. Oldin HBsAg geni
alkogoloksidaza 1 (AOX1) promotor qo‘yiladi va terminats
poliadenil {AOX1t) signali ham gen. AOX1 Ppastoris genin
faolligini metanol yordamida tartibga solinadi. _e
Promotor (AOX1p) va poliadenil (AOX1t) terminatsiya §
nali alkogoloksidaza geni. 1. Ppastoris HBsAg HIS4-gen, gi!
- dinning biosintezini kodlovchi ferment gistidinoldegidrogena:
F.pastoris (ori) initsiatsiya replikatsiyasini tutuvchi vektor, ¢l
damti ampitsillin (Amp) geni va initsiatsiya replikatsiyasi s
faol e.coli (ori). 3-A0X1 — bu fragment 3-alkogoloksidaza~_
mentining oxirgi ketma-ketlikdagi 1 Ppastoris genini integry
tsiyalovchi segment ko‘rsatilgan. &
U hujayradagi barcha 30 % ogsilni alkogoloksidaza yord
da olib keladi, alkogoloksidaza metanolni umuman sintezlamay(
Vektor keyingi elementlar konstruksiyalash orqali o‘rganiladi
1. AOX1p-HBsAg-AOXIt. !
2. Ppastoris funksiyasini initsiatsiyalovchi replikatsiyalovel
sayti. : : F:
3. DNK fragmenti, initsiatsiya replikatsiya saytini tutuvehi
pBR322 plazmidi va e.coli selektiv sayti. A
4. 3-AOX1 fragmenti, DNK klonlash jarayonida xromosom
saytini aniqlash. ]
5. Gistidinoldegidrogenaza (HIS4) faol geni, kodlovchi fi
ment, gistidin aminokislotasini sintez gilishda qatnashadi.

L

¥y,

Alll
)

A
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DNK vektor

DNK genom

18-rasm. Alkogoloksidaza vektor genining integratsiyalanishi.

1 Ppastoris. Ikkilamchi krossingover natijasida ‘AOXI geno-
mi va AOX1p uchastkasi va 3-AOX1 DNK genomida Yekt?r in-
tegratsiyasi bo‘ladi va alkogoloksidaza} 1 (AOX1) geni xo0 jayin
xromosomasida katta gismini egallaydi. HIS-'.J gen mahsulotining
gistidinsiz muhitda o°sish imkonini t.)e.radl. AO).(lp' metano-
li transkripsiya jarayonida HBsA'g genini faoll.ashtlfadn, AOXlt
transkripton terminatsiyasini ta’minlaydi va poliadenillaydi.
i ma sintezi. ;
Islz)c::grsi(; lizosoma C2 DNK sidan kodlan_uychi t(?‘li.q hajm-
li ogsil va asosiy peptid bog‘larini, geterthlk oqsﬂm §ekre-
tsiyalaydi. Lizosoma — bu oshqozon ferment-l, baktepya hu]a.yn-’aT
lari devorlarini eritadi; proteaza bilan pH diapazonida faolligini
i.
Saql{a/z:’l‘:tor quyidagilar uchun yaratilgan: 'AO)-(_lp-HBsAg-{\OXI
t identifikatsiyasi bo‘ladi, HBsAg bilan blrgah‘kda kodlaydl. lilar-
cha HIS4 plazmidi genining nusxasi F.pastoris xromosomasidan

107



integratsiya qilinadi. Natijada lizosomoda integratsiya geni faol
(HIS4) integratsiya bo‘lib flankirlanadi va bitta (HIS4) gistodi
noldegidrogenaza yetishmaydi. Fermentning 10 | kulturasidan
yuqori darajada 200 ta uzluksiz yuqori darajada hujayrada 20 g y
lizosoma sintezlanadi. 3 1
Autentik geterolitik ogsil boshqa achitgi tizimlari orqali sin=
tezlangan. Masalan, DNK alfa va beta zanjiri odamdagi gemoglo-
biu A promotor (MOXp) va transkripsiyada signal terminatsiyasi
(MOXt) Hansenula polymorpha metanoloksidaza geni va vektor
ekspressiyasi bir-biriga qo‘yiladi.

‘ L I
P —

defekt gismi

DNK genom
. | HIS4-
3. 14 33 (s Lo ik _ joylashtirilgan DNK . pNK
“HIS4 -
funksional gen * defekt gen
His4 HIS4

I é;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 ya HIS4,p L geni
yetishmovchiligi va t-promotor AOX1, DNK dagi C2 lizosomasi

108

va terminatsiya signal transkripsiyasida poliadenil javobgardir.
Qora chiziglar — HIS4 geni yetishmaydigan qisrpi. i

Achitqgi ekspressiyasi tizimi sanoat va tibbiyotda 'getel.'olmk
ogsilni olishda muhim rol o‘ynaydi. Lekin bulardan blttasx.ham
xohlagan gendan geterolitik ogsilni olishga kafolat bemaydl,

Hasharotlar hujayrasi ekspressiyasidan kulturada foyda-
lanish. . .

Bakteriya virusi faqatgina umurtqasizlarni zararlay.dl. Z:ar'ar-
lanish jarayonining ikki xil shakli bor. Bin'n.chisi alphxda virion
paydo bo‘ladi, xo‘jayin hujayrasini zararlaydi, o‘rta u}hak l}ula}f-
rasi va bu organning boshqa hujayralarini zararlayén. .Ikklr%ChI-
si ko‘pchilik virionlardan iborat. Oqsilning bu.matx_1ks1 Pohedr,
o‘zinin‘gvstrukturasi poliedrin deyiladi. Poliedrning sintezi 36—4?
soatdan keyin zararlashni boshlaydi va 4-5 ‘sutka da.von'x etadi,
zararlangan hujayra lizislanmaydi va xofjayin organizmi halok
bo‘lmaydi. : P

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

A.sal (AsMNPV) poliedroza ko‘pchilik atom v1r|:1slanda foy-
dalaniladi. Bu bakteriya virus boshqa turdagi 30 mingdan ortiq
hasharotlarni zararlaydi, ko‘pchilik hujayralar liniyasi- kul?urat
da yaxshi o‘sadi. Hujayra liniyasi AsSMNPV reko_mbmat.myas_,l
uchun ishlaydi, Spodoptera frugiperda kapalak qurtl.dan-. olinadi.
Promotor geni bunday hujayralarda juda ham faolfh.r va t;aktet
riya virusning yovvoyi turi bilan zararlanishi ko‘pchilik ogsillarni
sintezlaydi. i

Bakteriya virusidagi asosiy ekspressiyalanuvchi Vl.rus!ar.

Rekombinant bakteriya virus AsMNPV konst;uksxya;lmng

irinchi bosgichi yaratilgan transport vektoridan iborat. Trans-
zt)r:t cvel(tor qe.coliyplazmidining hosili, o‘zida AsMNPY DNK
fragmentini tutadi (20-rasm), buning uchun qlfy'adxlar. qo .s}.nladxz
1. Promotor zonalari va ASMNPV DNK ga birin-ketin kirib bo-
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it ‘ ’ it Lo 3 » hi vektor
rishi. 2. Klonlash uchun sayt. 3. Terminatsiya sayti — poliec et B
poliadenillangan gen va ikkinchi zonadan AsMNPV DNK bir

ketin kelishi.

pp lklonlangan gen ‘ pt

DNK vektor —

5 '-V Pp KS :
DNK

DNK o

geni

20-'rasm. Bakteriya virusi (AsMNPV) asosidagi vektor transport v
: ‘ ' ekspressiyasining sxemasi. : i

<R

Ogsil 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 AsMNPV
birgalikda promotor va AsMNPV DNKsi poliedr geni transkrip-
- siyalangan signal terminatsiyasiga o‘rnatiladi. Virionlar bu genni
tutmaydi, hujayra lizisdan hosil bo‘lgan, ularni rekombinant bak-
terioviruslardan olish mumkin. -

DNK AsMNPV

| i

Pp klonlangan gen Pt

3 | |

51

rekombinant DNK

» i ini o°zgartirish natijasida ikki hissa
21-rasm. AsSMNPV poliedr genini 0°Zg ooy

krossingover 5-3-fragmentlarining vektor transpo

: m
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teZlanGeté:;ohtl:;loqsxl, hasharot xo‘jayin hujayrasi kulturasidan
S keyic:lqOIi,S;mmlmgm rekombinant bakteriovirusni 4-5
L A I:nuslgkm Vekt‘or ekspressiyasi tizimi yordam
ool o, g 500 dan ortiq har xil geterolitik ogsillari @

© posttranslatsiyada to‘g‘ri modifikatsiyalangan

Il::ll:ombl?inant bakteriovirusning olinishi.
| czm inant bakteriovirusni olish metodi bir \
arga ko‘ra o°zgartirilgan. e

M(}diﬁkatsiyalangan bakulovirus

yen 603 Poli gem . Replikatsiya uchun zarur bo‘lgan gen

Bsu361 yordamida parchalanist
4 Bsu361-fragment

Bsu361 bilan ism.w
berilgan bakulovirus

4

Bsu361 Bsu361

" Klonlashti-

rilgan gen Replikatsiya uchun zarur bo‘lgan gen

Transport vektor

Rekombinant bakulovirus 1

Klonlashti-
rilgan gen

Replikatsiya uchun bo‘lgan gen
22-rasm. Rekombinant balmlovirusnit'lg olinishi.
112

lar hujayrasida bakul
saytini saglaydi. BU gen poli
Bsu361 rekombinant bakulovirusni i
ment mahkam tutadi, Bsu361 sayti orasi
jayrasidan transfitsirlanadi, Bsu361 tayy

AsMNPV geni 603 ta gen va ORF1629 gen bo‘lib, hasharot-

ovirus replikatsiyasi uchun zarur, Bsu361-
iedr ASMNPV genini flonkirlaydi.
nkubirlaydi, natijada frag-
da bo‘ladi. Hasharot hu-
orlanadi. Transport vektor

geni klonlanadi, promotor flankirlanadi (p) va poliedr geni termi-
natsiya saytida transkripsiyalanadi (t), yana butun 603 ta genning
hajmi va genomi replikatsiya uchun zarur. Natijada ikkinchi kros-
singover genom vazifasini bajaruvchi rekombinant bakteriya vi-
rusi hosil bo‘ladi. Bunday tizimda rekombinant bakulovirusning

99 % chiqadi.

—

G = i

ardagi vektor ekspressiyasining umumiy
sxemasl. _
aytida donor va akseptor sifa-
tida o‘rnatilgan; alfa gen sifatida va DHFR geni hamda klonlan-
gan gen eukariot organizmlarida promotor nazoratida. bo‘ladi (p)
va poliadenil umumiy signal sifatida mavjud (pa). transkriptida
splaysinglanmagan DHFR translatsiyalaydi, geterolitik ogsil-taj-
riba transkriptonida protsessinglanadi: * &1

23-rasm. Umurtqasizl

DHFR geni inton splaysing s
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P DHFR l agen pa J

(I B

Translatsiya

birlamchi transkript

RNK protsessing

@ _ splaysinlangan
RNK

Digidrofolatreduktaza Translatsiya

@ a ogsil

24-rasm. Digidrqfol&ec!uktaza (DHFR) genining koordinatsion
ekspressiyasi va ogsil rekombinatsiyasi.

6-bobga doir nazorat savollari:
71. Ekspressiya gilish uchun ishlatil

. e L
g Sc;vzszae mlkroorgamzmmmg sabablari nimalardan iborat?
- vaccharomyces cerevisige mi -

vaksinalar va farmatsevtik Preparatlar yaratilgan?

3. Rekombinant b . L AR L
Prer s < akteriya virusini olishning qanday usullari

4, Umurtqasizlardagi vektor ekspressiyasini tushuntiring.
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adigan Saccharomyces ce-

J

kroorganizmidan qanday sifatli
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