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KIRISH

Biotexnologiya fanining yo‘nalishlaridan birt — bu fermentlar
muhandisligi bo‘lib, ushbu yo‘nalish turli sohalaming rivojlani-
shida muhim rol o‘ynaydi. Fermentlar, ya'ni enzimlarning kim-
yoviy reaksiyalardagi ko‘plab yangi xususiyatlarining ochilishi,
biotexnologik yo‘l bilan ularing barqaror shakliarining yaratili-
shi bir nechta yo‘nalishlarning paydo bo‘lishiga va taraqqiy eti-
shiga imkon yaratdi. Enzimologiya muhandisligi schasining jadal
tusda rivojlanishi asosida enzimologiyada fundamental tadqiqot-
lar bilan birga, natijalarni amaliyotga tatbiq etish birgalikda olib
borildi. Biologik faol moddalarm ma’lum manbalardan ajratish,
tozalash va amaliyotda qo‘llash sohasidagi yutuglar yuqon da-
rajada katta ahamivat kasb etdi. Biokatalizatorlarning noyob xu-
susivatlari, ya'ni ularning spetsifikligi va yuqori katalitik faolligi
hamda ferment molekulalan strukturasini tutuvchi bog‘larning
xususivatlari hagidagi ma’lumotlar, bir qator ilmiy masalalarmi
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 aniglab berdi. Tibbiyotda va sanoatda tur-
li fermentlardan foydalanishning samarasi yuqoriligiga garamay,
turli biologik faol moddalaming o‘zgaruvchanligini va boshqa
xususiyatlarini hisobga olish zarur.
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Nativ holatdagi, ya'nt bog‘lanmagan holatdagi fermentlar
ma’lum muddat saglanganda o'z fermentativ faolligini vo‘qotishi
va shu bilan birga fermentlar biologik sistemalarda bargaror
bo‘lmasligi to‘g ‘nsidagi ma’lumotlar ko‘plab ilmiy adabiyotlar-
da keltirilgan. Shuning uchun ham fermentiarning turli sohalar-
da keng qo‘llanilishi birmuncha chegaralangan. Ushbu kamchi-
liklarni bartaraf etish ko‘p villardan bert dolzarb muammolardan
biri bo'lib kelmoqda. Bugungi kunda ushbu muammolarni fanda,
amaliyotda fermentlar bilan birga, turli tabiiy va sintetik tashuv-
chilar vositasida immobillash orqgali bartaraf etish usullari ishiab
chiqilib, amaliyotga joriy etilmoqda.

. Enzimologivaning jadal rnivojlanishi uning tibbiyot va far-
matsevtika sohalanga tez sur’atlarda kirishida muhim asos bo‘ldi.
Faol moddalarning yangi xususiyatga ega bo‘lishini modifi-
katsiyalash orqali hal etilishi, nazariy va amaliy masalalarni vzil-
kesil yechishga olib keldi. Biroq bu o‘rinda shuni gayd etish lo-
zimki, barqaror biologik sistemalarni, shuningdek faol moddalarni
ishlab chiqarishda, ozig-ovqat sohasida, tibbiyotda, farmatsevti-
kada, diagnostikada va boshqa turli sohalarda qo*ifash bog‘langan
biologik faol moddalarni o‘ziga xos sharoittarda o‘rganishni tago-
zo etadi.



1-BOB. FERMENTLAR

1.1, Fermentlar va ularning xossalari

Fermentlar (lotincha «fermentum» - bijg'imoqg, achitqi)
barcha tirtkk hwayralarda mavjud bo‘lgan va biologik kataliza-
tor vazifasini bajaruvchi spetsifik oqsillardir 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
oqsilli komponent (apoferment) va ogsil bo‘lmagan qism — ko-
fermentlardan tashkil topgan. Fermentlarning ta’sir samaradorligi
oraliq ferment-substrat kompleksining hosil bo‘lishi natijasidagi
katalizlanish energiyasining kamayishi bilan aniqlanadi. Substrat-
larning bog‘lanishi fagatgina ma’lum substratlar bilangina faol
markazlarda sodir bo‘ladi. Fermentlarning xususiyatlaridan biri
yo‘naltirilgan va boshgariladigan ta’sirga egaligidir Shu sababli,
barcha turdagi moddalar almashinuvi, faol moddalar sintezi, fer-
mentlar ishtirokida boradigan boshqa turli jarayonlar muvofiglik
asosida amalga oshadi va nazorat gilinadi.

Yana shuni gayd etish lozimki, fermentlar molekuialari struk-
turasining fazoviy tuzilishi ham muhim ahamiyatga ega bo‘lib,
buning asostda uning faolligi xarakterlanadi. Ushbu holat fer-
mentlar ta’sir tezligining o‘zgarishi bilan aniglanadi va substrat
hamda kofaktorlar konsentratsiyasi, muhit pH, haroratga, shu-
mingdek, aktivatoriar va ingibitorlarning (masalan, adenil nuk-
leotidlari, karbonil, sulfogidril birtkmalar) ishtirokiga bog'liq
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bo‘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 muvofig sub-
stratlar orqali faollanuvchi indutsirlanuvchi fermentlar ajratiladi.
Bir-biri bilan o‘zaro funksional bog'langan fermentlar hujayrada
strukturaviy tuzilmalar — poliferment komplekslarmt hostl giladi.
Ko‘pchilik fermentlar yoki ferment komplekslari hujayra mem-
branasi yoki organocidlani (mitoxondriya, lizosoma, mikrosoma)
bilan mustahkam bog‘langan bo‘ladi va moddalarning membrana
orgali faol transportida ishtirok etadi.

Hozirgi kunda 20000 dan ortiq fermentlar ma’lum bo‘lib,
ularning ko‘pchiligi tirik hujayralardan ajratb olingan. Birinchi
kristall ferment (ureaza) amerikalik biokimyogar D.Samner to-
monidan 1926-yilda kristall holatda olingan. Fermentlarning ami-
nokislotalar ketma-ketligi o‘rganilgan va uch o‘lchamli fazoda
polipeptid zanjirlaming joylashishi tushuntinib berilgan. Labora-
toriya sharoitida ribonukleaza fermentining sun’iy kimyoviy sin-
tezi amalga oshirilgan. Fermentlar preparatlaridan turli jarayon-
larda, jumladan, faol moddalamni olish va migdorini aniqlashda,
gen muhandisligi usullarida nuklein kislota molekulalaridan nus-
xa ko‘chirish, o°zgartirishda, turli yuqumli va autoimmun kasal-
liklar diagnostikasida va ularni davolashda, shuningdek, bir qator
yengil sanoat; ozigq-ovqat va farmatsevtika sanoatida, texnologik
jarayonlarda keng foydalaniladi. Shu bilan birga biokatalizatorlar
ularning oqsil fabiatidan kelib chiquvchi gator spetsifik sifatlar
bilan ta’riflanadi. Bu sifatlar fermentlarni oddiy tipdagi kataliza- -
torlardan ajratib turadi. Bunga fermentlarning barqarorligi (haro-
rat ta’sirida o‘zganishi), ularning muhit pHi giymatiga bog‘ligligi,
spetsifikligi 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 yuqori haroratda ular-
ni denaturatsivaga 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 bogligligi 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 vaqtda sekinlik bilan gayta faollashgan
ferment miqdont uning ogsil gismining denaturatsiyasi hisobiga
ortadi. 50" C dan yuqori haroratda fermentli ogsil denaturatsiyasi
birdaniga tezlashadi va substratning qayta hosil bo‘lish reaksiya
tezligi oshsa-da, ferment faolligi pasayadi.

So‘nggi villarda harorat oshishi bilan ferment faolligi orti-
shi hagidagi batafsil tadqiqotiar shuni ko‘rsatadiki, bu bog'liglik
yugorida gayd etilgandek murakkab xarakterga ega. 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 o'z
faolligini maksimal namoyish etish harorati uning optimum ha-
rorati deb yuritilib, ferment molekulasi faolligining ortishi uning
harorat ta’sinda ferment molekulasi harakatining kuchayishi bi-
lan xarakterlanadi. Fermentning optimum harorati uning ganday
manbadan ajratib olinganiga qarab, turlicha bo‘lishi mumkin.

Umumiy holda bayvon organizmidan ajratib olingan ferment-
far uchun harorat ko'rsatkichi 40 va 50" C, o'simliklar uchun
esa 50 va 60" C oralig'ida yotadi. Lekin ancha yugori harorat
optimumiga ega fermentlar ham mavjud, masalan, papainning
{o'simliklardan ajratib olingan, ogsil gidrolizint tezlashtiruvchi
ferment) optimumi 80" ni tashkil etadi. Katalaza fermentining
(H,0, ning H,0 va O, ga parchalanishini tezlashtiruvchi ferment)
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optimal harorati esa 0 va 10" C oralig‘ida, yugori haroratlarda esa
fermentning energetik oksidlanishi va uning inaktivatsiyasi ke-
chadi. s

Fermentlar faolligi pH muhitga bog*lig bo'lib, ushbu omilning
ta’sin ustida ko‘pgina olimlar tadgiqot ishlanni olib borganlar.
Ohib borilgan ilmiy izlanishlar asosida shu narsa ma’lum bo‘ldik,
har bir ferment uchun uning maksimal faolligini ko*rsatuvchi mu-
hitning pH qiymati mavjud ekan. Bir gancha fermentlar uchun pH
muhitda uning maksimal faollig), neytral nuqta yaqinida namo-
yon bo‘lar ekan. Kuchlr kislotalt yoki kuchli 1shqoriy muhitda esa
faqatgina ba’zi fermentlar yaxshi ishiar ekan,

Vodorod 1onlarining yugor yoki past (optunal bilan solish-
tirganda) konsentratsivaga o‘tishi, ferment faolligining bir tekis
pasayishi bilan bog ligdir.

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 tonlashgan bo‘lishi
mumkin: Bundan tashqgari, muhitning pH substratning 1onlanish
darajasiga, ferment-substrat komplekst va reaksiya mahsulotlari-
ga ham ta’sir ko‘rsatadi. Shuningdek, fermentning holatiga un-
dagi kation va anion markazlar mutanostbligi ham Kkatta ta’sir
ko‘rsatishi mumkin.

Fermentlarning substratlar bilan o‘zaro ta’siri, ya'ni spetsi-
fiklik — fermentlaiming eng asosiy xususiyatlaridan biridir. Ular-
ning bu xususivati o'tgan yuz yillikda, ya'm strukturast jihatdan
vaqin moddalar -- fazoviy izomerlarida (a- va B-metilglukozidlar)
efir bog'larining uzilishi, ikkita biologik faol moddalar yordami-
da amalga oshirilishi aniglangandan so‘ng ma’lum bo‘igan. Fer-
mentlar spetsifikligi hagidagi ma’lumotlar, aynigsa. fermentlar
bir-biridan sezilarsiz farglarga ega kimyoviy birikmalarni ham,
masalan, metilglukozid molekulalaridagi 1-uglerod atomidagi
vodorod atomini va metoksil radikaliming fazoviy joylashuvini
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ajratishi mumkinligi ma’lum bo‘lgandan so‘ng yanada mustah-
kamiandi.

flmiy adabiyotlarda ko'rsatilishicha, ferment substrat bilan
xuddi «kalit-quif» prinsipr asosida bog‘lanar ekan. Ushbu naza-
riva [894-yilda E.Fisher tomonidan ta’riflangan. Shundan kelib
chiggan holda, fermentning ta’sir spetsifikligi, qat’ry ravishda
substrat va ferment faol markazining geometrik strukturasi mosli-
g1 asosida amalga oshar ekan.

Biroq ushbu prinsip o‘tgan asming o‘rtalarida D Koshlandning
substrat va fermentning indutsirlangan mosligi gonuniyati bilan
almashiinildi. Uning mohiyati, substrat va ferment faol markazi-
ning fazoviy moshigi, ularning bir-bin bilan xuddi «go‘lqop-qgo‘l»
prinsipi asostda bog'lanishi orgali amalga oshishi bilan tushuntiri-
hib berildi. Ushbu jarayonga aniqlik kintiladigan bo‘lsa, substrat-
da ba’zi bog‘larning o' zganshi, ferment molekulasida esa konfor-
matsion qayta tartiblanish sodir bo‘lishi yuz beradi. Ferment faol
markazining o‘zgaruvchanligi, Koshland nazariyasi bo‘yicha, fer-
mentlarning faollanish va mgibirlanish ta’siri hamda ular faolligi-
mng turli omillar ta'sirida boshqgarilishi ushbu qonuniyat yorda-
mida qoniqarli darajada asoslab benldi. Xususan, ferment faolligi
o‘zgarish jarayonida undagi konformatsion qayta tartiblanishlarni
Koshland o‘rgimchakning o‘ljasi (substrat) tushgan paytdagi teb-
ranishi bilan taqqoslagan.

Hozirgt kunda Koshland farazining o'raini sekinlik bilan topo-
kimyoviy muvofiglik gipotezasi egallamogda. Topokimyoviy mu-
vofiglikka ko‘ra, substrat va fermentning bir-birini indutsirtovchi
asosiy holatlarini saglagan holatda, fermentning ta’sir spetsifikli-
g1, birinchi navbatda, substratning kataliz jarayonidagi o‘zgarmay
goladigan qismlarini tamshi orqali borishi tushuntiriladi. Bu. ho-
latda substratning o‘zgarmas qismi va fermentning substrat mar-
kazi orasida ko‘p sonli gidrofob boglanishlar va vodorod bog‘lar
paydo bo‘lishi bilan xarakterlanadi.
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" 1.2. Fermentiarni ajratish, tozalash
texnologiyalari

“Uzoq yillar davomida barcha fermentlar ogsil tabiatli modda-
lar deb sanalib kelingan. 80-yillarga kelib, quyimotekular ribo-
nuklein kislotalami turli holailarga o‘tish reaksiyalarini tezlash-
tirishda fermentlerning roli mavjudligi ma’lum bo‘ldi. Bu esa
ribozirnlar deb ataluvchi poliribonukleotid tabiatiga ega ba’zi fer-
mexntlar haqidagi qarashlaming paydo bo‘lishiga olib keldi va bir
qator fermentlar, jumladan ribonuklieazalar, lizotsim, ferredoksin,
sitoxrom S kabi fermentlarning laboratoriya sharoitidagi sintezi
amalga oshirildi. Sintetik fermentiarning olinishi murakkab va
gimmat bo‘lganligi sababli, hozirgi kunda fermentlarni olishning
eng samarali yagona usuli, bu utarmi biotogik obyektiardan ajratib
olish hisoblanadi. |

Fermentlarni ajratishning maxsus usullari mavjud bo‘lsa-da,
fermentlarni boshqa ogsillar singari klassik yoki biospetsifik usul-
lar yordamida ajratish samarali hisoblanadi. Lekin fermentlarning
nativ xususiyatlarini tozalash jarayonida yaxshi saglanuvchi usul-
lacdan bin, bu glitserin bilan ekstraksiva qilish, shuningdek, 10°
C dan yuqori bo‘lmagan haroratda tez suvsizlantirish va asetonli
kukuntar yordamida ajratish kabi metodlamni aytib o‘tish mumkin.
Ushbu usullar qatoriga fermentlarni adsorbentga adsorbsiyalash
yo'li bilan olinishini ham kiritish mumkin. Adsorbsion metod fer-
mentlar kimyosiga A Y Danilevskiy tomonidan kiritilgan bo‘lib,
termentologiya yo‘nalishining rivojlanishida muhim turtki bo‘ldi.
Hozirda fermentiarni ajratish va tozalashning adsorbsion metodi
batafsil o‘rganilgan. Shular gatorida ionalmashinuvli xromatog-
rafiya, elektroforez va asosan izoelektrofokuslash kabi metodlar
ham keng gqo‘llaniimoqda. Adsorbsion metodning modifikatsiya
gilingan usullaridan biri affin xromatografiva 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 qavatli (affin
sorbsiya — elutstya)m 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 yuqorida gayd 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
go‘shimchalar ishtirokida olib borish kerak.

HS* CHY/ CH,"/ NH HS*/ CHY/ CH(OH) */,CH(OH) %/,
CH,Y/ SH

Sisteamin  Ditiotreitol

Fermentlarni ajratib olishning barcha bosqichlarida past ha-
roratni ushlab turish kerak, chunki ular ogsil tabiatli bo‘iganligi
sababli, harorat yugori bo‘lsa o‘z faolliklarini yo‘qotishlari mum-
kin.

Ferment preparatining tozalik darajasini, ya’ni gomogenli-
gini baholash uchun ogsil kimyosida mavjud metodlarga taya-
niadi. Yuqori tozalikka ega, gomogen ferment preparatlami
olish usullarining takomillashishida, birinchi marta 1906-yilda
A D Rozenfeldning fermentlar ustida olib borgan tadgigotlari mu-
him rol o‘ynadi. Olim tomonidan aniglangan fermentning kris-
tall (turpdan oksidaza fermentni ajratib, kristallar ko‘rinishida
taqdim etgan edi) holatda bo‘lishi mumkinligining ko‘rsatilishi
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fermentologiyada keskin bunlishga sabab bo‘ldi. Shundan so‘ng,
boshga enzimolog olimlar tomonidan katta tadgiqot ishiari olib
borildi va ular bir gator fermentiami kristall holatda dj:atlb olish-
ga muvaffaq bo‘ldilar. '

. Ferment preparatining tozalik darajasi uning bloloﬂ'ik faolhi-
g1 bilan xarakterlanadi. Agar uning faolligi tozalash jarayonining
keyingi bosqichida ortmasa, preparat o‘zining maksimal faolligi-
ga erishgan, deb hisoblash mumkin. Bu o‘rinda shuni gayd etish
lozimki, bugungi kundi fermentologivada fermentlar ro‘yxatiga
kiritilgan 2000 dan ziyod fermentdan 1500 tasi turli usullar yor-
damida ajratib olingan bo‘lib, ular turli darajada tozalangandir.
Ulardan ba’zilari kristall holatda olingan.

Fermentlar va boshga ogsil moddalar har xii ‘erimaydigan bi-
rikmalarga adsorbsiyalanishi (so‘rilishi) mumkin. Bu xususiyat
ogsil aralashmalarini ajratishda va aynigsa, fermentlarni labo-
ratoriva sharoitida tozalashda hamda gomogen bo‘lgan ferment
preparatiarini olishda muhim rol o‘ynaydi. Adsorbsiya usuli, shu
bilan birga, kolonkali xromatografiya usullari fermentlarni yuqori
darajada toza va ko‘p migdorda olish imkonini berad;.

Ogsillarning muhim adsorbentlari bo‘lib, har xil ion alma-
shuvchilar, ya’ni kalsiy fosfat, aluminiy gidroksid gellard va
ma’lum tipdagi fermentlar uchun maxsus bo‘lgan har xil aftin
adsorbe:nt moddalar hisoblanadi. Fermentlarni tozalash va ogsit-
lami yjratish texnologiyasi quyidagicha amalga oshiriladi. Bunda
feument preparatining ogsil aralashmasi fermentga xos va mos
bo‘lgan eriivchida (buferda) eritiladi va shu erituvchi bilan mu-
vozanatlangan kolonkaga yuboriladi. Keyin esa shu kolonkadan
bufer yoki konsentratsiyasi ortib boruvchi gradiyentfi yuvish
eritmasi yoki bo‘lmasa ushbu ferment uchun maxsus bo'lgan
boglovchi (ligand) yordamida ogsit bosqichma-bosgich yuviladi.
Kolonkadan yuvish natijasida olingan ferment preparatlari frak-
siyalarga ajratilgan holda yig‘iladi va fermentning toza preparati-
m olish uchun boshlang‘ich material bo'lib xizmat qiladi.
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1.3. Ionalmashuv xromatografiya usuli

fonalmashuv xromatografiya usulida ogsillar elektrostatik
kuch yordamida bog'lanadi, ya’ni ushbu jarayon zaryadlangan
oqsil guruhlari va zaryadlangan ionalmashuv birikma guruhlari-
ning zich gatlami asosida yuzaga keladi.

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

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

Birinchi usul — buferning pH ko‘rsatkichini ma’lum dara-
jada o‘zgartirish bilan ion kuchini oshinib, adsorbent va ogsil
o‘rtasidagi elektrostatik o‘zaro ta’sirni 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 takomillashtirilmogda. Bunda yuvish jarayonida amfolit ti-
pidagt buferlardan foydalaniladi.

Ikkinchi usu! — keng migyosda foydalanilayotgan kaliy yoki
natriy xlond tuzlan 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'rinfarini fuz
ionlariga bo‘shatadilar va o‘zlari kolonkadan yuvilib chiga bosh-
laydilar. Shu bilan birga tuz ionlari ta’sirida adsorbentlar o‘zaro
vaqinlashib, ogsil harakati uchun tor yo‘lkalar hosil giladi va bu
hodisa fermentlarning kolonkadan chigishida fraksiyalarga ajratib
olish imkonini beradi.

Jonalmashuvchiga bog‘langan fermentni esa ushbu jarayonda
affinli yuvish yordamida ajratish mumkin. Buning uchun kolon-
kaga oqsil bilan bog‘lanadigan maxsus ligand yuboriladi. Bunda
ogsil ligand bilan birgalikda tezda kolonkadan yuvilib chigadi.
T.ekin kerakli ogsilni taniydigan va uni sorbentdan ajratib oladi-
gan ligandni topish juda mushkul vazifadir. Shu bilan birga li-
gandning qanday zaryadlanganligi va konsentratsiyasiga alohida
e’dbor berish kerak. Aks holda qarama-qarshi holatda ligand o‘zi
ionalmashuvchiga bog‘lanib golishi mumkin.

1.4. Affinli (biospetsifik) xromatografiya usuli

Aflinki (biospetsifik) xromatografiya usuli ogsil va ferment-
lamni tozalash va ajratishning adsorbsiya hodisasiga asoslangan
usullari ichida alohida o‘rin egallaydi. Ko‘pincha ushbu usul affin
xromatografiya yoki bicaffin, yoxud biospetsifik xromatografiya
deb yurititadi.

Ma’lumki, barcha biologik faol birikmalar, xususan, ferment-
lar ham ligandlar yoki affinhi ligandlar deb nomlanadigan bink-
malarga maxsus bog‘lanish xususiyatlariga egadir. Agarda shun-
day ligandlar inert matritsaga kovalent bog'lansa, fagat kerakli
fermentni bog‘lovchi va golgan ogsil moddalarni o‘tkazib yubo-
ruvchi maxsus adsorbentni hosil gilish mumkin. '

Maxsus yuvuvchi buferlar yordamida yoki jarayon optimal
sharoitlarini yaratish asosida, ligandning fermentga bo‘lgan
xusustyatini o‘zgartirish orqali desorbsiyalash yo‘li bilan bitta
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yugqori tozalikka ega bo‘lgan ferment preparatini olish mumkin-
dir. Birog ligandni va matritsani, ya’'ni sorbentni tanlash juda
gtyin vazifadir. Ko‘pechilik hollarda athin adsorbentlarni sintez
gilishda tozalanayotgan fermentning xususiyatlarini e’tiborga
olish kerak. '

Sorbent vuqori spetsifiklikka ega bo‘Imasligi, boshqa ferment-
larni, turli moddalarni ham ushlab qolishi 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 saglaydt 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, ogsit moddalar hech qiyinchiliksiz ular-
ga kelib bog'lanishi va buning uchun esa matritsa bilan ligand
o‘rtasida hech ganday qo‘shimcha komponent ko‘prikcha vazi-
fasini o‘tamasligi lozim. Bundan tashqan, ligand xromatografiya
jarayonida boshqga birikmalar bilan o‘zaro bog‘lanmasligi, sor-
bentni yuvishda va regeneratsiya }arayonianda 0‘z xususiyatlarini
o‘zgartirmashig) zarr.

Sorbentlarga qo‘yilgan ushbu shartlardan ko‘rinib turibdi-
ki, affin xromatografiva 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, lipolitk fermentlar ana shu usul asosida tozalangan.
Birog 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 ligandlarni to-
pish, shuningdek, suvli eritmalarda erimaydigan, bo‘kmaydigan
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va boshqa ijobiy xususiyatlarga ega bo‘lgan sorbentlami sintez
gilish kerak bo‘ladi.

1.5. Gel xromatografiya usuli

Amalty enzimologiyada yuqori haroratga chidamli bo‘lmagan
fermentlarni va boshqa biologik faol moddalarni past haroratda
o‘ziga x0s sharoitda ajratish, tozalash ishlari amalga oshiriladi.
Enzimiarni 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 preparatiarini turli usullar asosida tezda fraksiyalarga aj-
ratish ishlarini amalga oshirish talab etiladi. Sababi, ferment pre-
parati tarkibidagi boshqa birikmalar, asosiy ferment preparati fa-
olligiga sathiy ta’sir ko*rsatishi mumkin. Natijada tozalanayotgan
asosiv_ ’f‘é'rment preparatining fermentativ faolligi ancha pasayadi.

Ferment preparatini tozalash usullari orasida ko'p go‘l-
laniladigan usuliardan biri gelfiltratsiya, elektroforez, izoelektrik
fokuslash kabi usullar hisoblanadi.

Ferment preparatlarini tozalash usullari orasida amaliy ahami-
yatga ega bo‘lgan usullardan biri — 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‘iadi. Donachalarda mayda teshikchalar mavjud bo‘lib, ularga
fagat juda kichak melekulali birikmalar kiradi, yirik molekulalar
esa kirmaydi va natijada kirmay qolgan molekulalar gel yuzasidan
tezda yuvilib, kolonkadan fraksiyalarga ajralib chiga boshlaydi.
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Gelfiltratsiya jarayoni esa shu sababdan ham, moddalarning mo-
lekular og'irliklari asosida fraksiyalarga ajralishiga asoslangan.

Fermentlami tozalash va ajratish nafaqat laboratoriya sharoiti-
da, balki sanoat migyosida ham amalga oshiriladi. Gelfiltratsiya
uchun yugorida qavd etilganidek. dekstran (sefodekslar va sefak-
rillar) gellaridan, poliakrilamid (biogellar), aknlamid, -agaroza
gellaridan (ultrageliar), boshqa qattiq ('/.-sefarozalat va S-sefakril
kabi gellardan foydalaniladi. Kolonkada ferment eritmasining bir
gismi gel donachalar orasida va bir qismi esa donachalarning te-
shikchalari ichida joylashadi. s :

Gelfiltratsiva jarayoni eritilgan moddalar eritmaning yuzasida
joylashgan harakatchan va ichki tomonida joylashgan kam hara-
katli gismlarida amalga oshadi. Kolonkada eritifgan moddaning
ushlab qolinish darajasi, uning gel teshikchalariga kira olish qo-
biliyatiga bog'ligdir. Shuningdek, gelfiltratsiya jarayonida kolon-
kadan avval vuqori molekulali moddalar va keyin esa kichik mo-
lekulalilari birin-ketin chiga boshlaydi, bunda gel molekular to'r
vazifasini bajaradi. Bu jarayon mukammal ravishda olib borilishi
uchun, gel tayyorlangan komponent, erigan birikmalar ta’siriga
juda ham inert bo‘lishi kerak.

Afsuski, bugungi kunda ishlatilayotgan barcha gellar inert
emas va ba’zan ma’lum pH ko‘rsatkichida salbiy jihatlarni namo-
yon gilishi mumkin. Masalan, shunday gellarga sefakrillarni kiri-
tish mumikin. Biroq ba’zi jarayon davomida uchraydigan kamchi-
lik, giyinchiliklarga qaramasdan gelfiltratsiya usuli ajratish mush-
kul bo‘lgan, turli xil moddalarni mayda gel donachalarida yuqori
bosim ostida ajratish imkonini beradi. Yugori bosim ostida amal-
ga oshirish mumkin bo‘lgan ushbu suyuq xromatografiva uslubi
gisqa vaqt ichida ko*p komponenth moddalarni ajratish mumkin-
ligi bilan ajralib turadi va shu bilan birga ushbu usul biologik faol
moddalarni tozalashning so‘nggi bosg Jlanilsa ham
juda samarali hisoblanadi. S




1.6. Biologik faol moddalarni organik erituvchilar
yordamida cho‘ktirish

Biologik faol moddalami, jumladan fermentiarni organik
erituvchilar yordamida cho'ktirish uchun ishlatiladigan organik
entuvchi suv bilan to‘liq aralasha oladigan bo‘lishi zarur. Aso-
san bu jarayon uchun etil spirti, aseton va 1zopropil spirti keng
qo‘llaniladi. Metanol, n-propanol, dioksan, 2-metoksietanol va
boshqga spirtlar, shu bilan birga ketonlar, efirlar va uvlarning ara-
lashmalan kamroq ishlatiladi. Erituvchilami tantashda ularning
toksikligiga, portlash xavfidan xoliligiga va regeneratsiya bo‘la
olish xususiyatiga e’tibor berish kerak. Ishiab chigarishda ferment-
larni cho’ktinsh uchun etil spirti va izopropanol ko‘p qo‘ilaniladi.
Aseton esa biroz kamroq ishlatiladi.

Yuqorida gayd etilgan erituvchilar yordamida ferment prepa-
ratlarini - kompleksiarga ajratish yoki fraksiyalar holida choktirib
oltsh mumkin.

Ferment preparatlarini cho‘ktirish uchun nafagat erituvchining
tabiati va konsentratsiyasi, balki elektrolitlar ishtiroki, cho'ktirish
vaqtidagi harorats, muhit pH ko‘rsatkichi, qurugq moddalaming
tarkibi va migdor kabi bir qancha omillarga e tibor berish kerak.

Cho‘ktirish  vaqgtida eritmadagi ba’zi  ionlar ferment
mo‘tadilligiga ta’sir qilishi mumkin. Masalan, Ca? ionlan
a-amilaza, proteinaza, glukoamilaza fermentlari faolligiga ijobiy
ta’sir qilsa, magniy, marganes, kobalt kabi metall 1onlari ferment
faol markazini himoyalash vazifasini bajaradi. Bu o‘rinda shu-
ni qayd etish lozimki, ba’zi metallarning (Fe'?, Pb*™, Cu'? Ag'?,
Ni*2, Al**, Hg" va h.k.) ionlan ferment molekulasiga salbiy ta’sir
ko‘rsatadi. Shuning uchun ham ularning eritmada bo‘lishi mag-
sadga muvofig emasdir. Eritmada elektrolitiarning bo‘lishi eri-
-tuvchi sarfinl kamaytirishga va cho'kma strukturasini yaxshilash-
ga xizmat qgiladi, '
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Ferment eritmasi va erituvchining harorati fermentni
cho‘ktirish jarayonida past bo‘lishi kerak. Sababi, etanol va fer-
mentning suvli eritmasi aralashtirilganda issiglik ajralib chiga-
di va aralashma harorati 5-10°C ga ko‘tariladi. Agarda organik
erituvchi (etanol) oldindan sovutilgan bo‘lmasa, fermentlarmning
inaktivatsiyasini kuzatish mumkin. Ushbu holat nafaqat termoi-
naktivianishga, hattoki ferment molekulasining denaturatsiyala-
nishiga olib keladi.

Ferment preparatlanm cho‘ktinishda muhit pH ko'rsatkichi
juda katta ahamiyatga ega. Ba’zi ferment eritmalarida har xil
muhit pH ko‘rsatkichi ta’sirida bir-biridan cho’kma miqdori va
ferment faolligi bilan farq qiluvchi preparatlar olish mumkin.
Ma’lumki, fermentlar o‘zlarining izoelektrik nugqtalarida ogsil
agregatianni hosil gilib, to'liq cho‘kmaga tushadilar. Ogsillarni
izoelektrik  nugqtalarida cho‘ktiruvchi  reagentlar ishlatmay,
choktirish jarayoni izoelektrik cho‘ktirish deyiladi.

Organik cho'ktiruvchilar yordamida ferment preparatlarini
izoelektrik nuqtasida cho‘ktirish, erituvchining kam miqdorda
sarflanishiga yordam beradi. Bordi-yu, cho‘ktirish jarayonida
muhit pH ko‘rsatkichi izoelektrik nugta bilan'bir xil bo‘lmasa,
cho‘kma miqdori va ferment faolligi 30— 50% oacha kamaytshml
kuzatish mumkin, R

Organtk cho'kitruvchilar yordamida faol ferment preparatini
olish uchun eritmada 10-12% atrofida qurug modda bo‘lishi ke-
rak. Ko*p tadgiqotlardan ma’lumki, fermentlarni cho’ktirishda, ay-
nigsa, proteolitik fermentlarning, qurugq moddaning eng mo‘tadil
miqdort 10% bo‘lishi kerak. :

Yuqorida gayd gilingan omillar bil_étn bir gatorda ferment erit-
malarini entuvchi bilan ta’sir etish _muddati ham katta ahamiyat-
ga ega. Ishlab chiqarish sanoatida ferment preparatlarini uzluksiz
ishiab chiqarish jarayoni optimaliashtirilib, yugorida gayd etilgan
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salbiy ta’sir etuvchi omillamni chetlab otuvchi usullari ishlab chi-
qilgan.

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

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

Organik erituvchilar bilan cho'ktirish samaradorligi, pro-
dutsent ostirillgan oziqa muluti tarkibiga va ferment preparati-
ning quyuqlashtirilganlik darajasiga ham bog'liqdir.

1.7. Enzimlarni barqarorlashda ishlatiladigan
tashuvchilar

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

Immobilizatsiya jarayonida «tashuvchi» sifatida ishlatiladigan
sorbentlarga quyidagi talablar qo'vyiladi:
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¢ kimyoviy va biologik mo‘tadillik;
o mexanik nuqgtayi nazardan mustahkamlik;
- @ ferment va uning substrati uchun otkazuvchanlik;
. @ texnologik jarayonlar uchun zarur bo‘lgan shaklda olish
mumkinligi;

e faol guruhlaming yuzasida mavjudligi (granula, membrana,

kukun va boshqa holatlarda yuzasida guruhlar bo‘lishi);
- @ reaksion muhitda o‘zgarmasligi; _ -

® yugori gidrofilligi (immobilizatsiya jarayonini suvli muhit-
ga o‘tkazish uchun); ' T

e arzonligi.

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 pofimerli tashuvchilami ikki sinfga bo'lish mum-
kin: tabiiy polimerlar va sun’iy polimerlarga. O‘z navbatida, ta-
bily polimerlarni ham biokimyoviy xossalariga qarab guruhlarga
bo‘lish mumkin: polisaxaridiar, ogsil, lipid tabiatli tashuvchilar.
Sun’iy, ya’ni sintez yo'li bilan olingan polimerlar ham gurohlarga
bo‘linadi, masalan, makromolekulalarni asosiy zanjirning kimyo-
viy tuzilishiga garab, polimetilen, poliamid, poliefir tashuvchilar-
gavahk '

Immobilizatsiya qilish usulini amalga oshirish jarayonida, fer-
mentning xususiyati va ishlatilishiga qarab, «tashuvchi»larga bir
qator qo‘shimcha talablar qo‘yiladi: masalan, kovalent immobili-
zatsiya qilinganda «tashuvchi» fermentning faolligini ta’minlovchi
markaz 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 qator omillarga e’tibor
berish kerak bo‘ladi. Masalan, «Tashuvchi» va ferment har xil
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zaryadlarga ega bo‘lsalar, immobilizatsiya jarayoni tez va mus-
tahkam kechadi, aksincha, bir xil zaryadga ega bo‘lsalar jarayvon
kiyin kechadi; «tashuvchi» granulalari gancha kichik bo‘lsa, sorb-
siya qilish xususiyati shuncha katta bo‘ladi. Immobilizatsiva ja-
rayonida ko‘proq polimetilen tipidagi «tashuvchivlar boshqgalarga
nisbatan kengroq ishlatiladi.

Noorganik tashuvchilar sifatida kremnezyom, alumin, titan
va boshga elementlar oksidlari, alumosifikatlar {loylar), shisha,
sopol, faollashtirilgan ko'mir va boshqalar keng ishlatiladi.

Organik tashuvchilar orasida keng targalganlaniga har xil
polisaxaridlarni, polimerli ionalmashuv smolalarni, kollagen,
tovuq suyaklari asosidagi tashuvchilarni va boshqa turdagi ta-
shuvchilarni kiritish mumkin, Tashuvchilar turli ko‘rinishda, ku-
kun, kichik sharchalar, granulalar, membrana, ipsimon shakllar-
da ishlatilishi mumkin. Ba’zi hollarda tashuvchilar gidrodinamik
qarshilikni pasaytirish maqgsadida, tor parallel kanallar saqlovchi
monolitlar sifatida ham chiqariladi. Tashuvchilarning eng asosiy
xususiyati sorbstya qulish xususiyati hisoblanib, bunda teshikcha-
larining o‘lchami, mexanik va kimyoviy barqarorligi eng muhim
parametrlardan hisoblanadi. Ferment va «tashuvchi» orasida-
gi adsorbsion o‘zaro ta’sirming tabiati «tashuvchi» yuzasiga ad-
sorbsiya bo‘lgan ferment molekulalani har xil kuchlar hisobiga,
masalan, nospetsifik Van-der-Vaals, elektrostatik, o‘zaro ta’sirlar,
vodorod bog'lan va gidrofob boglar orqali amalga oshiriladi. Sa-
nab o‘tilgan bog larning nisbiy ishtiroki, ferment molekulasidagi
faol guruhlarga yoki «tashuvchirning kimyoviy tabatiga bog‘lig
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 «tashuvchiyning
tuzilishida o‘zgarish sodir bo‘lisht mumkin, Masalan, ba’zi
o‘simlik hujayralarini sitodeks granulalariga adsorbsiya gilingan-
da hujayra devori deformatsiyaga uchragani kuzatilgan.
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1.8. Fernientlarni fizikaviy usulda immobillash

. Tashuvchilar bilan bog‘langan «immobillangan fermentiar
deb nomianuvchi bicorganik «katalizatorlar»ning yangi barga-
ror ferment preparatlari yaratilishi natijasida, amaliy enzimologi-
ya oldida yangi istigboliar ochildi. Nilson va Griffin 1916-yilda
invertaza fermentini toshko mir yoki alumogelda adsorbsiva qi-
lishni muvaffagivatli amalga oshirib, termentlarmi immobillash
vordamida katalitik faolliklarint saglash usulini va ularni barqga-
rorfashni ko'rsatib berdilat. Shundan so‘ng, ferment preparatlari
ustidagi itmiy izlanishlar tez sur’atda rivojlanib ketdi. Getero-
gen katalizatorlarni ishlab chiqarishga yo nalt:rﬂoan tadqlqotlar
50-yillarda katta istigbollarga erishdi.

«Immobillangan fermentlar» atamasi rasmiyiashtiri]ganligiga
uncha uzog vaqt bo'lmadi. Umuman, «immobillanishy» tushun-
chasini shunchaki fermentning suvda erimaydigan tashuvchilar
bilan bog‘lanishidan ko'ra kengrog tushunish kerak. Bunga ogsil
globulalarining quyi molekular bifunksional reagentlar bilan ichka
molekular «tikilishi» yoki fermentning suvda eriydigan polimerga
bog‘lanishi orqali erishish mumkin. Lekin bunday preparatlarni,
odatda, immobillangan deb atalmaydi: ularni mos ravishda «ti-
kuvchi» yoki polimer reagentlar bilan o‘zgartirilgan fermentlarga
kiritish magsadga muvofiq hisoblanadi. -

Immobillangan va o‘zgartirilgan ferment preparatlar ularning
«nativy oldingi vakillari bilan solishtiniganda (amaliy magsadlar-
da ishiatilishida) bir gator muhim afzalliklarga ega faol moddalar
hisoblanadi. Birinchidan, reaksion muhitdan geterogen kataliza-
torni oson ajratish mumkin. Ushbu jarayon quyidagicha amalga
oshirilishi mumkin: :

1) reaksiyani to‘xtatish;

2) katalizatorni qaytadan qo‘llash;

23



3) ifioslanmagan ferment asosida mahsulot olish.

Qayd etilgan yuqori ko‘rsatkichlarga ega bo‘lgan ferment pre-
paratlarini ozig-ovqat va farmatsevtika sanoatida ishlatish mum-
kin. Ikkinchidan, geterogen katalizatorlar fermentli jarayonlarni
to‘xtovsiz o‘tkazish (masalan, ogadigan reaktorlarda) va kataliz-
lanuvchi reaksiyalar tezligini (yoki mahsulot chiqishini) oqum tez-
ligi bo‘yicha boshganishga imkon beradi. Uchinchidan, ferment-
farni immobillash yoki meodifikatsiyalash ferment xususiyatini,
jumladan, uning spetsifikligi (asosan makromolekular substratiar-
ga munosabatiga ko‘ra), muhit pH ko‘rsatkichining o*zgarishiga
va uni denaturlovchi omillarga bargarorligini magsadga muvofiq
o‘zgartirishga imkon yaratadi.

Aynan mana shu uch jihat «enzimologiya muhandisligi» deb
ataluvchi 1imiy-texnikaviy yo‘nalishning asosini tashkil etadi.

Enzimologiya muhandisligining vazifasi fermentlar asosida
ma’lum xususiyatlarni ko‘zlagan holda bicorganik katalizatorlarni
(shu jumladan, o‘sish xususiyatiga ega bo‘lmagan sun’iy polifer-
ment komplekslarni va hatto hujayralarni qo‘llagan holda) ishlab
chiqarishdan iborat. Enzimlar xususiyatlan amaliyot uchun zarur
ekanligini yodda tutish kerak. Masalan, ma’lum reaksiya sharoit-
larida katalizatorning barqarorligi (termo va kislotaga barqarorfi-
giga bog‘ligligi), o‘ziga xos reaksiyalarni katalizlashi (spetsifik-
lik), katalitik faolligi, ba’z ta’sirlarga chidamliligi va boshqalar

Immobillash metodlari. Fermentlarni tashuvchilar bilan
bog‘lash imkoniyatim 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 oksidlan va gidroksidlari, po-
lisaxaridlar, organik smolalar va boshga tashuvchilarga adsorb-
styalash mumkin, Adsorbsiyani tezlashtirish uchun fermentlarning,
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sirtiga ton va gidrofob guruhlarim to‘ldiruvchi oqgsil globulalarini
kiritgan holda, ba’zan esa ular kimyoviy jihatdan o‘zgartirilgan
holda adsorbsiyalash amalga oshiriladi.

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

3. Fermentlarni kovalent bog* yordamida immobillash imko-
nini beruvchi kimyovity usul kataliz uchun ahamiyatli bo‘lmagan
funksional guruhlan orqali, jumladan, -NH,, -COOH, -SH, -OH
va boshqa guruhlar yordamida amalga oshiriladi. Noorganik ta-
shuvchilarga yoki funksional gurublani bo‘lmagan tashuvchilarga
(masalan, g‘ovak shisha, keramika, temir), tabily materiallarga
(masalan, selluloza, xitin, dekstran, agaroza) yoki sintetik poli-
merlarga {masalan, neylon, polistirol, poliakrilamid, ion alma-
shuvchi smolalar) kimyoviy immobillash jarayoni go‘shimcha
bog‘ hosil qilish (bordi-yu imkom bo‘lsa) orgali amalga oshirila-
di.

Yuqorida ko‘rsatib o‘tilganidek, fermentlari immobillashda,
ular o'z xususiyatlarini saqlagan holda substrat yoki effektorlar
bilan o‘zaro reaksiyaga kirishish gobiliyatlarini yo*qgotmasliklari
zarur. Shu sababdan ham fizikaviy usulda immobillashda, bir ne-
cha usullardan foydalanish mumkin. Masalan, suvda erimaydi-
gan «tashuvchinlarga adsorbsiya qgilish; gel g'ovaklariga kintish;
yarimo‘tkazgich membranalar yordamida fermentni immobiliab,
reaksion tizimm boshqa gismidan ajratish; liposomalarga immo-
bitlash yoki kinitish. Bunday sharoitda ferment ikki fazali reak-
sion muhitga kiritiladi va ushbu sharoitda ferment suvda eruv-
chan boladi va ikkinchi fazaga o‘ta olmaydi.
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fermentlarni immobilizatsiyalash usullari

T / % / @ [ : Matritsaga (N) voki tashuvchiga (F) -
“

I-rasm. Fizik usulda immobilizatsiya qilish.

Keltirllgan klassifikatsiva shartlidir, chunki bu usullar orasida
aniq ajrimlarni o matish mumkin emas. Masalan, gel g'ovaklariga
kintish usuli bilan immobilizatsiya qilishni, yarimo‘tkazgich
membranalar orqali ajratib turish, deb qarash mumkin. Shunga
qaramasdan, yuqorida qayd etilgan usullar fizikaviy usullar bilan
immobilizatsiya qilishni bir tizimga solishda yordam bera oladi.

Adsorbsiya qilish orqgali immobilizatsiya qilish- eng  qu-
lay usullardan hisoblanadi. Shu sababdan ham vuqorida ay-
tib o‘tilganidek, 1916-yilda J Nilson va E Gritfinlar adsorbsion
usulda invertaza fermentini faollashtinlgan ko‘mirga va alumi-
niy gidroksid gelida immobilizatsiyalashni amalga oshirganiar.
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Aynan ushbu usuldan foydalangan holda keyinroq, 1969-yilda
1.Shibata L-aminoatsilaza fermentini immobillab, N-atsenl-DL-
aminokislotalarni bir-birlaridan ajratishni ko‘rsatib bergan. Ush-
bu usul sanoat miqyosida hozirgacha ishlatilib kelinmogda. Umu-
man, adsorbsiva usulida immobilizatsiya qilish boshqa usullardan
osonlig:, vazifam tez bajarish mumkinhligi, tashuvchilarning ar-
zonligi va boshqa bir gator ustunliklari bilan boshqa usullardan
ajralib turadi va shu sababdan ham fermentlar muhandisligida
keng qo‘llanilib kelinmoqda.

1.9. Adsorbsion immobilizatsiya qilish usullari

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

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

Aralashtirish uchun magnit aralashtirgich, mexamk aralash-
tirgich yoki mikrobiologik tebratgichdan foydalanish mumkin.
Bu usul oldingisidan ancha ustun bo‘lib, «tashuvchi» yuzasida
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fermentning bir tekis joylanishini ta’minlab beradi. Ba’zida ad-
sorbsion immobilizatsiva qilish uchun elektr choktirish usulidan
foydalaniladi. Buning uchun ferment eritmasiga ikkita elektrod
tushiriladi, ulardan bitiasining yuzasida bir gatlam «tashuvchi»
joylashtirilgan bo‘ladi. Elektrodlar tokka ulanganda ferment
yuzasidagi faol guruhlar (-NH,; -COOH va h k) harakatlanadi va
tashuvchi yuzasida cho‘kadi.

Ishlab chiqarishda foydalanish uchun eng qulay usul kolon-
kalardan o‘tkazish usuli hisoblanadi. Ushbu usulni kolonkaning
tkki tomonidan tepadan pastga garab, mikronasoslar yordamida
ferment eritmasi haydaladi va teskarisi, pastdan tepaga garab
terment entmasi yo‘naltiradi. Kolonkadan o‘tkazish usulida fer-
meatni haydash, yuvish, tozalash va shu bilan birga toza mahsu-
lost olish jarayonlarini birgina kolonkaning o‘zida amalga oshirish
roumkin. Ushbu usulda hech ganday manipulatsiya jarayonlari
amaiga oshiriimaydi.

1.10. Fermentlar adsorbsiyasiga ta’sir etuvchi omillar

- Adsorbsiya o‘tish jarayoni va ferment bilan «tashuvchi» orasi-
dagi bog'ning mustahkamligi, ko‘pchilik hollarda tmmobilizatsiya
gilish sharoitiga bog‘liq bo‘ladi. Ferment adsorbsiyasiga ta’sir
etuvchi omillarga quyidagilar kiradi: tashuvchining g‘ovakligi va
uning sirt faolligi.

Tashuvchini sorbsiya qilish hajmi uning sirtining faolligiga
to'g'ri proporsional ogsil yoki fermentga keiganda bu qonuni-
yat fagatgina tashuv,chining g‘ovakligi ogsil molekulasidan an-
chagina katta bo*lgandagina o'z kuchini saglaydi. Tashuvchining
“g‘ovakligi judz kichik bo‘lganda, fermentlar g ovaklarga kira ol-
masa, fermentlar uchun tashuvchilar sathining ma’lum bir gismi-

" gina foydali bo‘ladi, xolos. Bunday vagtlarda tashuvchining sorb-
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siya qilish imkoniyatlant juda kam bo‘ladi, boshqacha qilib ayt-
ganda, g'ovaklar qancha kichik bo‘lsa, tashuvchining adsorbsiya
gilish imkontyatlari shuncha kam bo‘ladi. G*ovaklaming mo‘tadil
hajmini hisoblashm birinchilardan bo‘lib 1976-yilda R Messing
taklif etgan. U shisha va sopal materiallardan tashuvchi sifatida
foydalanib, ularning g ovaklari kattaligini (hajmini) o‘lchab chig-
di va g'ovaklarning kattaligi ferment molekulasidan taxminan
2 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‘imog‘i va sorbstya gilingan ferment g‘ovaklariga
bemalol kinb turishi lozim.

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 gilish uchun, uning substrati bo‘lgan sellulozadan keng
foydalaniladi. Bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, enzimlarni
immobillashda tashqgi omillar katta ta’sir ko‘rsatadi. Masalan, pH
reaksion muhit immobilizatsiya qilish jarayonida, ajrniqsa, sorb-
siya, elektrostatik o‘zaro ta’sit yordamida amalga oshiriigan ho-
latlarda muhim rol o‘ynaydi.

Bunga asosty sabab, pH o‘zgarishi bilan ogsil yoki tashuv-
chining sorbsiva uchun javobgar bo‘lgan ionogen guruhlarning
iontashuvi o‘zgaradi. Ionalmashuv xossalariga ega bo‘lmagan
tashuvchilardan foydalanganda, sorbsiya ogsil yoki fermentning
1zoelektrtk nugtasida amalga oshirilsa yaxshi natija beradi.

Ammo ushbu qonunyatni chetlab o‘tish hollari ham uchrab
turadi. Masalan, albuminning lateksga sorbsiya bo‘lishini har xil
pH da o‘rganib chiqilganda bu jarayonning pH muhitga bog'ligligi
aniglangan, ko‘mirga albumin adsorbsiya qilinganda esa, mo‘tadil
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pH 3 dan 6 gacha o‘zgarishi, bu o zgansh ko'mirning tabiatiga
bog'ligligi isbotlangan.

Ton kuchi ferment bilan tashuvchi orasidagi bog'lanish ku-
chiga ta'sir ko‘rsatuvchi omil hisoblanadi. Ushbu holda, bordi-
yu, tuzlarning konsentratsivasi yuqori migdorda bo‘lsa, bunda tuz
ionlari tashuvchi sirtidan elektrostatik yo i bilan bog’ 1anga,n fer-
mentni siqib chigaradi.

Boshgacha qilib aytganda, ion kuchmmg oshm}u bilan fer-
mentning desorbsiyalanishi oshib boradi. Ba’zi hollarda bunga
aksincha ta’sir ham bo‘lishi mumkin. Bunday hollarda ogsilning
«tuzlanishi» sodir bo‘lishi mumkin.

Fermentning migdoriy konsentratsiyasi. Eritmada ferment-
ning migdori oshib borgan sari, uning sorbstya bo‘lishi va immo-
bilizatsiya bo'lgan fermentning katalitik faolligi ortib boradi.

Immobilizatsiya bo‘lgan ferment faolligini, eritmadagi fer-
ment migdoriga nisbatan taqgoslab o‘rgamlganda, shu narsa
ma’lum bo‘ldiki, fermentning eritmadagi miqdorining oshib bo-
rishi bilan immobillangan fermentning katalitik faolligi ham
oshib boradi, keyin esa faollik o‘zgarmasligini va hatto kamayi-
shint ham kuzatish mumkin.

Tadqiqotlar shuni ko‘rsatdiki, fermentning faolligi tashuvchi
sathini butunlay goplab olgunga qadar ortar ekan. Shundan so‘ng
esa, tashuvchi yuzasida ferment molekulalanining gavatma-qavat
joylashishi sodir bo‘ladi. Bunda tashuvchi yuzasining eng yuqo-
n gismida joylashgan fermentlargina faollik ko‘rsata oladi. Quyi
gismida, ya’'ni ferment molekulasining molekula ostida joylash-
ganlari esa substrat bilan reaksiyaga kirisha olmaydilar. Shu sa-
babdan, ferment konsentratsiyasini muttasil oshirish, immobillash
jarayoniga ijobiy ta’sir etmay, ferment molekulas;nmg, ortigcha
sarf bo'lishiga olib keladi.

Haroratning oshishi adsorbsiva jarayoniga ikki xil ta’sir qi-
ladi. Birinchidan, haroratning oshishi fermentning inaktivatsiya
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{denaturatsiva)siga olib keladi, ikkinchi tomondan esa haroratning
oshishi ferment molekulalarini tashuvchi g'ovaklariga diffuziya-
sint kuchaytirisht natyasida, ferment faolligining oshishiga olib
keladi, Demak, adsorbsiva yo‘li bilan immaobilizatsiva qilishning
mo‘tadil sharoiti bo‘lish zarur,

Adsorbsiya jaravomda tashuvchi yuzasiga boglig bo‘lib, har
bir ferment yoki tashuvchi uchun ushbu omil tajribalar asosida
aniglanadi. Shunday qilib, fermentlarni adsorbsiya yo‘li bilan im-
mobilizatstya qilish bir qator omillarga bog'liq 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 qilish adsorbsiya
kuchini keskin oshirishga olib keladi. Bundan tashqan, ferment
molekulasi atrofida maxsus sharoit yaratilishi natijasida, oldindan
modifikatsiya gilingan tashuvchida immobilizatsiya qilingan fer-
mentning katalitik faolligt ortadi.

Modifikatsiva qilmasdan adsorbsiya qilish, ferment faolli-
gining butunlay yo‘qolishigacha olib kelishi mumkin. Masalan,
agar fermentning barqarortigi nordon sharoitda past bo‘lsa, silika-
gelga sorbsiya qilingan fermentning faolligi butunlay yo*qoladi,
chunki stlikagelning yuzasi nordon muhitga ega (pH 4,0).

Bunday sharoitda, immobilizatsivadan oldin silikageln
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
mavjud bo‘lgan holatlarda, olib borilayotgan tadqiqotlarda kelib
chigishi mumkin. Bunga sabab, ba’zi bir tashuvchilar o‘zlariga
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metall ionlarini tortib olish xususiyatiga egalar. Bunday tashuv-
chilarda adsorbsiya gilingan fermentlar, o‘z facl markazidagi me-
tallning chigib ketishi hisobidan faoliyatlarini yo*qotishlari mum-
kin, Ushbu holni bartaraf etish uchun, tashuvchini maxsus metall
ionlan saglagan eritmalarda uzoq vaqt ushlab turish va shu tufayli
uning metall ioniga nisbatan bo‘lgan ehtiyojini qondirish mumkin
bo'lad:.

Tashuvchilarni metall ionlari bilan to‘yintirish adsorbsiya yo'li
bilan immobilizatsiya qilishni mo‘tadillashtirishda ham ishiatila-
di. Tashuvchi sirti metall ionlari bilan to‘yintirilganda (buning
uchun Ti, Sn, Zr, V va Fe ishlatiladi), fermentni sorbsiya gilish
xusustyat: ortadi, bunga sabab metall ioni ferment bilan tashuvchi
orasica ko‘prik bo‘lib xizmat qilishidir, Immobilizatsiyaning bu
1suli selluloza, neylon, shisha, filtr, qog‘oz kabi tashuvchilardan
foydalanilganda yaxshi natijalar berishi isbotlangan.

1.12. Modifikatsiya qilingan fermentlarni
immobilizatsiya qilish

Fermentlarni ionalmashuvchi tashuvchilarga adsorbsiya yo'li
bilan immobilizatsiya qilishda, fermentlaming izoelektrik nugta-
si va pH muhit mo‘tadilligi bir-biriga yaqin bo‘lgan holatlarda
tajriba o‘tkazilsa, bir qator muammolar paydo bo‘lishi mumkin.
Bunday holatda ferment bilan tashuvchi orasidagi mustahkam
bog‘lanish faqatgina izoelektrik nugtadan uzogrog bo‘lgan pH
muhitda, ya'ni fermentning katalitik xususiyati past bo* lgan sha-
roitda amalga oshiriladi.

Shuning uchun ham fermentni oldindan modifikatsiya qilish,
ya’'ni ferment molekulasiga yangi ionogen guruhiar kiritish maqg-
sadga muvofiq boladi. Masalan, L-ximotripsin xlortriazin bilan
aralashtirilganda, uning izoelekirik nugtasi ishqoriy tomonga sil-
jishi va shu tufayli ferment ko‘pgina tashuvchilarga adsorbsiya
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bo‘lishi, natijada esa katalitik faolligi saglanib qolishi isbotlan-
gan.

Boshqga bir misol, L-ximotripsin KM-selluloza bilan modifi-
katsiva qilinsa. ferment neytral pH muhitda DEAE-sellulozaga
yoki DEAE-sefodoksga o'z faolligini saglagan holda immobili-
zatsiyalanishi muvaffagiyatli amalga oshadi.

Immobilizatsiya bo‘lgan fermentnt tashuvchi yuzasidan oson
yuvilib ketmasligi uchun adsorbsitya gilingan ferment gatlamiga
bifunksional agentlar bilan ishlov berish kerak bo‘ladi. Natijada
tashuvehn yuzasida fermentlarning bir-birlariga bog'langan holati-
dan iborat yupqa plyonka hosil bo‘ladi. Bifunksional agent sifati-
da glutaraldegid, gossipol va boshqalarni ishlatish mumkin.

Immobilizatsiya qilishning original yo*li professor K. Martinek
tomonidan amalga oshiriigan. Bunda tadqigot davomida gisman
kimyoviy destruksiyaga uchragan neylon iplaridan foydalanilib,
ushbu tashuvchi ferment eritmasiga solinadi va mexanik ravish-
da tortiladi. Natjada neylonning g‘ovaklan viriklashib, unga
fermentning joylashishi osonlashadi. Ma’lum vaqtdan keyin ta-
shuvchini tortish jarayoni to*xtatiladi. Bunda neylon yana o°z ho-
latiga gaytadi, ferment molekulalari esa g*ovaklarga sigilib kirib
adsorbsiyalanadi.

Elektr toki yordamida faol moddani adsorbsiyalash usuli im-
mobilizatsiyaning yangi usullaridan bo‘lib, membranalar yorda-
mida ajratilgan elektrodlar bilan kollektorlarda elektr maydoni
hosil qilish orqali amalga oshiriladi. Tashuvchi sitatida silikagel,
ionalmashuv smolalarini, turli minerallarmi ishlatilish mumkin.

Ferment kollektordagi tashuvchida elektrostatik va dipol-di-
pollik o‘zaro ta’sir kuchlan orgali ushlab turiladi. Ushbu usul-
ning salbiy jihati shundan iboratki, immobilizatsiva jarayoni but-
kul elektr toki ta’sirida bo‘lishi shart. He]ﬂr tokmmg uzatilishi
to‘xtatilsa, bunday holatda ferment ta tezda yuvilib
ketadi.




Bu o'rinda shuni qayd etish lozimki, adsorbsiva vo‘li bilan
immobilizatsiya qilishning o'ziga xos afzalliklan va kamchihiklan
mavjuddir. Adsorbsiya jarayonining ijobily xususiyatiga sorbent-
ning arzonligi, tadqiqot o‘tkazishning osonligi, bir vaqtning o‘zida
ferment preparatini tozalash mumkinligini kiritish mumkin. Ush-
bu usulning kamchiliklariga esa, ferment va tashuvchi orasidagi
bog‘ning mustahkam emasligi, umumiy yagona yo‘rignomaning
yo'qligini kiritish mumkin.

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

Fermentlarni gel ichiga kiritish yo'hi bilan immobilizatsiya qi-
lish usulining mohiyati shundan iboratki, ferment molekulasi, gat-
tiq to‘gilgan polimer zanjirlaridan tborat bo‘lgan gel hosil giluv-
chi elaklarga o‘rnatiladi. Zanjir bog‘lari orasidagi masofa ferment
molekulasidan kichik bo‘lgani uchun, u mahkam sigilib turadi va
polimerdan chigib keta olmaydi. Ferment bilan tashuvcht orasi-
dagi bog‘ning mustahkamligini oshiruvchi omil rolini ferment
va tashuvchi gel orasida paydo bolgan vodorod bog‘lari ham
o‘ynashi mumkin. Bunda polimer zanjirlan orasidagi bo‘shlig
suv bilan to‘ldirilgan bo‘ladi. Masalan, akril kislotasi hosilalari
asosida paydo bo‘lgan gelda, uning miqgdoriga garab, 50 dan 90%
gacha suv bo‘lishi mumkin.

Fermentlarni gelda immobilizatsiya qtlishning ikki usuli bor.
Birinchisi, ferment monomer eritmasida eritiladi, so‘ngra polime-
rizatsiva gilinadi. Bunday eritmaga kopchilik holiarda bifunksio-
nal agentlar ham go‘shiladi.

Ikkinchisi, P Bertfeld va J Uenlar ishlatgan N-N’ metilen-biak-
rilamidni polimerizatsiya qilish asosida olinadigan immobilizatsi-
yalangan fermentlardir.

Gelga kiritish yo'hi bilan immobilizatsiya qilish usult o*zinung
soddaligi bilan ajralib turadi. Bu usul bilan fermentni xohlagan
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geometrik konformatsiyada (sferik zarrachalar va h'k.) olish va
fermentning tashuvchi ichida bir tekis tarqalishiga erishish mum-
kin.

Ko‘pchilik polimer gellar o‘zlarining mexanik va kimyoviy
isstqqa chidamililigi bilan ajralib turadi. Bu xususiyatlar esa fer-
mentiami bir necha marotaba ishlatish imkonimi beradi. Bu usul
untversal usul bo‘lib, nafagat barcha xildagi fermentlar, balki po-
liferment tizimlar, hujayra va hujayra fragmentlarini immobili-
zatsiya gilishda ham go‘llash mumkin. Bu usulning ijobiy tomon-
Jaridan yana biri — immoebillangan fermentning bargaror holatga
o‘tishidir. Ushbu usulda immobilizatsiya gilingan 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-
tikslari substratning diffuziyasiga xalaqit beradi va shu tufayh
ferment faolligi past bo‘lishi mumkin. Jarayon davomida ferment
substratlart yuqort molekulali moddalar bo‘lsa, u holda ushbu
usul yaxsht 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. Kapsulalar-
ni olish usuliga garab, ularning o‘lchami har xil bo‘ladi (10 dan
100 mikrometrgacha).

Mikrokapsulalar olishning bir necha usuli mavjuddir. Bunda
fermentning suvdagi eritmasi PAV (sirti faol moddalar} saglov-
chi dietilefiri- bilan kuchli aralashtirish natijasida dispers holatga
o‘tkaziladi. Bu yerda PAV emulgator vazifasini bajaradi. Hosil
bo‘lgan emulsivaga to‘xtatmasdan polimerning efirdagi eritmast
qo‘shib boriladi.

Polimer (nitrat selluloza) suvda erimasligi sababli, emul-
siyaga tekkan joyida yupqa membrana, mikrokapsula hosil giladi.
Tayyor bo‘lgan mikrokapsula sentrifuga yordamida yoki filtrlash
yo‘li bilan ajratib oiinadi. _

Mikrokapsula hosil qulishning ikkinchi yo'li — ikki moddaning
fazalararo polikondensatsiva qilishiga asoslangan. Moddalardan
biri suvning mayda emulsiyalarida, ikkinchisi esa organik taza-
da erigan bo‘ladi. Ko'p tarqalgan va tadgiqotlarda go‘llanitadigan
mikrokapsulalardan bin poliamiddir.

Poliamid mikrokapsula 1,6-geksametilendiamin (suv faza-
si) va sebatsin kislotasining xlor gidridi (organik faza) asosida
olinadi. Bu usul fagatgina yugori pH ga chidamli bo‘lgan (dia-
min eritmasi) fermentlar uchun qo'llanilishi magsadga muvo-
fiq bo‘ladi. Mikrokapsula hosil gilish uchun ishlatiladigan fer-
ment eritmasi 10% atrofida inert ogsil moddasi (gemoglobin)
saqlashi lozim. Bu ogsil kapsula ichida kerakli bosim bo'lishini
hamda fermentning mo‘tadilligini ta’minlaydi. Fermentning
mo‘tadilligini oshirish uchun glutaraidegid bilan ishlov beriladi,
ba'zida esa adsorbsiya yoki gelga kintish yo'li bilan imimobili-
zatsiya qilinadi.

Ba’zi holatlarda immobilizatsiya gilish uchun molekulalarn
kovalent bog'langan ogsillardan tashkil topgan membranalardan
ham foydalanish mumkin.
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1.15. Fermentlarni emulgirlash asosida immobillash

Fermentlarni emulgirlash asostda immobillash usuli bir qator
afzalliklarga ega hisoblanib, enzimlarni immobillashning mavjud
usullaridan o'z1ga xos ustunliklan bilan farq qiladi. Ushbu usul
bilan ferment preparati immobilizatsiya gilinganda, avvalo, fer-
ment suvdagi eritmasining organik polimerdagi emulsiyasi tay-
yorlanadi. Tayyor emulsiya yana bir bor suvda dispersiya qili-
nadi. Natijada, fermentning suvdagi eritmasini saglagan organik
moddaning (polimeming) emulsiyasi hosil bo‘ladi. Vaqt o'tishi
bilan organik eritma gotadi va immobillangan ferment saglovchi
polimer zarrachalari hosil bo'ladi.

1972-yilda S.Mey va N.Li kabi olimlar ushbu usulni modifi-
katsiya gilganlar va membrana hosil qiluvchi materiallar sifatida
suvda erimaydigan polimer o'rniga, katta molekular massaga ega
bo‘lgan suyuq uglevodorodlardan foydalanishni tavsiva etganlar.
Ushbu usul suyuq membranalarda immobilizatsiya qilish deb ata-
ladi. Bundan tashqari, tolaga kiritish, liposomaga kintish, mik-
roemulsiya hosil qilish kabi bir qator usullar ham mavjud. Fer-
mentlarni emulgirlash asosida amalga oshiriladigan immobillash
oqsil tabiatli biologik faol moddalarmi tashqi ta’sirfardan saqlash
bilan birga, preparatlar uzoq saqlanganda (oylar va yillar davo-
mida) ularning faolliklarini juda ham kam migdorda yo'qolishiga
olib keladi.

1.16. Fermentlarni kimyoviy immobillash

Fermentlarni kimyoviy immobiltash usulining boshga usul-
lardan asosty fargt shundaki, bunda immobtlizatsiya jarayoni-
da, kimyoviy ta’sir natijasida, ferment bilan tashuvchi orasida
go‘shimcha kovaleat bog* paydo bo‘ladi. Ushbu usulda immo-
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bilizatsiya qilingan fermentlar yugorida gayd etilgan usullar yor-
damida immobillangan termentlardan ba’zi ustun jihatlari bilan
farq qiladi. Birinchidan, ferment va tashuvchi orasidagi kovalent
bog*, hosil bo‘lgan konyugatni yuqon darajada mustahkam qila-
di. Boshgacha qilib aytganda, ferment 1shtirokida o‘tadigan re-
aksiyalarda pH muhitning o‘zgarishi, shuningdek harorat ortishi
va boshga ko‘rsatkichlarning texnologik jarayonda o‘zgarishi,
ferment molekulasining desorbsiyalanishiga va shu bilan birga
olinadigan mahsulotning iflostanishiga olib kelmaydi.

Bu o‘ninda shuni gayd etish lozimki, ferment molekulalanni
va shu bilan birga boshqa biologik faol moddalarni 1immobillash
yo'li bilan barqaror formalarini olish va yaratish, ayniqsa, tibbi-
yotda, ozig-ovqat sanoatida, analitik ishlar uchun reaktivlar olish-
da o‘ta muhim ahamiyat kasb etadi. Ikkinchidan, kimyoviy mo-
difikatsiya fermentning faolligi va mo‘tadilligining oshishiga olib
keladi. Fagatgina kimyoviy yo‘l bilan, ko'p nuqtalik bog‘{anishlar
natijasida fermentning mo‘tadilligim oshirish 0°z o‘rnida bir qator
ehtiyotkorlikni va 0°ziga xos yondashuvni talab etadigan usul hi-
soblanadi. Sababi, ba’zi holatlarda fermentlarni tikuvchi vordami-
da modifikatsiya qilish ferment molekulasi faolligining gisman,
ba’zida esa butku! yo‘golishiga olib kelishi mumkin. Shu sababli,
fermentlarni tikuvchi reagent yordamida modifikatsiya qilishda
tikuvchi konsentratsiyasini tanlash muhim rol o‘ynayd.

Tashuvchilarga yetarli darajadagi yuqon boglanuvchanlik xu-
susiyatini berish uchun ba’zan uning sirtini «faollashga» to‘g'ri
keladi. Z-rasmda ogsilning polisaxarid matritsasidagi immobil-
lashning klassik metodlan keltirilgan. Birinchi bosqichda ta-
shuvchi kaliy periodat asosida aldegid guruh paydo bo‘lgunga
gadar oksidlanadi. So‘ngra esa ferment molekulasi, faollangan
tashuvchi hamda azometin bog‘lari bilan bog‘lanadi. Bunda ogsil
hamda tashuvchi orasidagi bog'larning barqaror bo‘lishi uchun
natriy borgidnd yordamida ishlov beriiadi.
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Faol moddalami kimyoviy tmmobillash usullaridan biri — bu so-
polimerizatsiya metodi (3-rasm). Birinchi bosgichda sopolimenza-
tsiyalanishga qulaylik uchun ferment molekulasiga qo‘shbog lar
kiritiladi. Masalan, ferment akniloxlorid bilan atsillanadi. Keyin
akritolirlangan fermentni monomer eritmasiga kiritish orqali so-
polimerizatsiyalanadi. Natijada ferment gelning polimer to‘riga
kimyoviy «tikilgan» ko‘rinishda joylashadi. Faol moddalami 1m-
mobillashda tashuvchini tantash va immobillash usuli va shu bi-
lan birga fermentning tabiati muhim ahamiyatga ega.

Bu o‘rinda shuni qayd etish kerakki, faol moddalarni immo-
billashda tashuvchining geometrik ko‘rinishiari muhimdir. Im-
mobiltashda turli ko‘rinishdagi tashuvchilar, masalan, kichik gra-
nulalar, sharchalar, trubachalar, tola, g‘ovak plastinalar (filtrlar),
yarimo‘tkazuvchi membranalar va boshga tur ko‘rinishga ega
tashuvchiiar keng qo‘llaniladi.

Bugungi kunda fermentlarni polielektrolit kompleksni egal-
lab olishiga asoslangan immobillash usuli ham tadqiqotiarda
qo‘ltaniladi. Bunda tashuvchini suvda eriydigan holatdan suvda
erimaydigan holatga o*tkazish (eritmaning ion kuchi yoki pH ini
o‘zgartirish yo'li bilan) va teskari holatda, ushbu jarayonni amal-
ga oshinsh orqali fermentlami immobillashni amalga oshirish
mumkin. Usulnt bajarish vagtida immobillangan fermentning ha-
rakat kinetikasiga tashuvchi jiddiy ta’sir ko‘rsatishi mumkin. Shu-
ning uchun quyidagilarni inobatga olish talab etiladi. Masalan,
ichki va tashqi diffuziya natijasida yuzaga keladigan qiyinchilik-
tarni, fermentning makromolekular substratlari bilan reaksiyalar-
dagi sterik to'siqlarni, substratlar, ingibitorlar, vodorod va boshga
effektorlarning suvli eritma va matritsa oralig‘idagi yoyilishini
(elektrostatik yoki gidrotob bog'lanishiar, vodorod bog‘lanishlar
hisobiga). Qayd ectilgan holatlarni tadgiqotlarda chetlab o‘tish
uchun, texnologik jarayonda tashuvchini yoki immobillanish sha-
roitini tantash orqali erishish mumkin. Ba’zida, masalan, yoyilish
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effektlaridan katalizatorga boshqa bir xususiyat berish maqsadida
foydalanish mumkin.

Anionli polielektrolitlarda boradigan immobillanish jarayo-
nida esa (4-rasm, a) manfiy zaryadga ega matritsa zonasidagi
gidroksi! ionlarining konsentrlanishi sodir bo‘ladi, bu esa erit-
ma bilan solishtirilganda ferment mikroo'ramint xarakterlovchi
pH nming lokal giymati «kislotali tomonga» siljishini ta’miniaydi.
Natijada kuzatilayotgan katalitik faollikning pH profili, bufer pH
ning yuqori gqiymati tomon o‘zgaradi. Kation polielektrolitdagi
tmmobillashda esa, teskari bog'liglik uchun yuz beradi (4-rasm,
b).
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2-rasm. Fermentning polisaxaridli tashuvchiga kovalent birikishi.
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3-rasm. Fermentning polimer geldagi immobillaniéhi uchun
sopolimerlanish metodi.
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4-rasm. Benzilpenitsillinning penitsillinamidaza bilan gidrolizi
maksimal tezligining pHl muhitga bog ligligi: a ~ nativ ferment;
fermentning polikation (b) va polianion (a) bilan kompleksi.

Ma’lumki, fermentlarni va bir qator faol moddalarning faollik-
lari va o°‘ziga xos xususiyatlari yuqorida ta’kidlanganidek, atrof-
muhitda deyarl doim uchraydigan mikroorganizmlar, shuningdek
harorat, pH muhitning keskin o‘zgarishi, mexanik ta’sirlar natija-
sida o‘zgarishi mumkin. Shu sababli, fermentlami uzoq muddat
saglashda mikrog‘ovakli tashuvchilarga biriktirish orgali ekran-
lash bilan muhofazalash mumkin. Natijada, fermentning tashuvchi
bilan bog‘lanishi, shuningdek, turli ferment-fermentli bog‘lanish
tipidagi polimolekular inaktivatsion jarayonlar, agregatsiya yoki
proteclitik fermentlar mavjud mulitlarda, avtoliz jarayonining
kechish imkoniyati bloklanadi (yoki giyin kechadi).

Fermentlarning inaktivatsiyasi va denaturatsiyasini, mole-
kulaning faol konformatsion o°zgarishini, ferment molekulasini
sun’iy mahkamlash orqali t0'sib qo‘yvish mumkin Bu o‘rinda
o‘zini oglagan bir qancha prinsiplar va yondashuvlarm keltirish
mumkin (5-rasm). Rasmnda korsatilganidek, ogsil molekulasining
fazoviy tuzilishiga halgalar kinitilganda, molekulaning bargaror-
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ligi vanada ortadi (ogsillarni bifunksional reagentlar bilan ichki-
molekular «tikish» orqali (5-rasm, «), fermentni tashuvchiga ko-
valent yoki nokovalent birlashtirish natijasida (5-rasm, ) yoxud
uni tashuvchining «tor» poralariga mexanik kiritilishi (5-rasm, d)
orgali ham ferment bargarorligini oshirish mumkin). Shu bilan
birga oqsil denaturatsiyasini (inaktivatsiya) bir necha ming, hat-
toki million marta sekinlatish mumkin. Yuqortdagi yondashuvlar
asosida fermentlarni, masalan, optimal haroratdan past haroratda
yoki bo‘lmasa, yugori 80°C haroratda soatlab yoki sutkaiab, hat-
toki oylab ishlatish mumkin.

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

Geterogen reaksion muhitni, odatda, fermentning organik
muhitdagi suvli eritmasi, mikroemulsiya singari yoki metodik
va texnologik jihatdan yanada qulay fermentning suvli eritmasi
bilan to‘yintirilgan organik fazadagi (shisha, keramika va bosh-
qalar) g*ovaksimon tashuvchilarning suspenziyalari ko‘rinishida
hosil gitinishi mumkin. Bunday reaksion muhitda ferment sirt
faol moddaning (detergent, lipid) mitsellasiga bog‘langan holda
bo‘lib, bir necha yuz ming suv molekulalarini tutuvchi o'ziga
xo0s mikroreaktorda harakat qiladi (7-rasm, b). Ushbu jarayon
bugungi kunda turli tadqiqot va texnologik jarayonlarda keng
qo‘llanilib kelinmoqda. Fermentlarni barqarotlashning ilmiy
asoslari yaratilishi, denaturatsiyalangan fermentlarning gayta
faollanishi va kofaktortarning regeneratsiyasi, ularni bir necha
marotaba gayta ishiatish bilan birga. ularning fizik-kimyoviy
xusustyatlarini o‘rganishda, texnologik jarayonda go‘llashda va
ishlab chiqarishda ulardan keng foydalanish imkontyatini ochib
bermogda. .
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S-rasm. Ferment globulalan strukturasini mustahkamlashga vordam

beruvchi fizik-kimyoviy omillar: @ — ichki molekular «tikishy»; b —

tashuvchiga kovalent yoki nokovalent birlashish: 4 - tashuvchining
«tory poralariga mexanik ulanish.
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6-rasm. Ferment faolligining haroratga bog ligligi;
I - sopolimerlanish usulida pohakrilamid gelida immobillangan
ximotripsin (3-rasmga qarang); 2 - erkin ferment,
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7-rasm. «Suv-suv bilan aralashmavdigan organik ertuvchi»
qo zhfazali sistemasi. Tashuvchining porasiga kiritilgan ferment
bilan (a) va sirti-faol moddaning organik erituvchidagi mitsellasiga
fermentning ulanishi {5).

Immobiliangan fermentlarni qo‘llashning asosiy sohalariga
organik sintez, diagnostika, farmatsevtika, bioelektronika, nano-
texnologiya va ozig-ovqgat sanoatlarimi miso! gilish mumkin.

Fermentlarning organik sintezda qollanilishi, birinchidan,
ko'pgina organik reagentlar xuddi fermentativ reaksiyalarning
mubhitidek, suvli muhitda yomon eriydi yoki umuman erimaydi.
Qo’shfazali metodning ilmiy asostanishi fermentativ sintezning
rivojlanishida muhim turtki bo‘lib xizmat qildi (7-rasm). Sintetik
organik kimyo uchun fermentning ikki fazali reaksion muhitlari-
dagl Katalitik faolligini hatto suvning juda kam (foiz migdotini)
miqdorida ham saqlaydi. Shu sababli katalizlanuvchi reaksiya-
ning muvozanatini (mahsulotning chigishini) tadqigotchi kerakli
organik erituvchini tanlagan holda, katta diapazonda nazorat qi-
lisht raumkin.

Immobillangan fermentlar ko'p komponentli organik birik-
malar (ba’zi holatlarda noorganik) sistemalarining «reagentsiz»
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o‘zgarmas tahlili uchun yangi usullarning yaratilishiga turtki ber-
di. Bu usullaming asosiy qatori «fermentli elektrodiar» va «fer-
mentli termistorlamdir. Kelajakda atrof-muhitni nazorat gilishda
va klinik diagnostikada bioluminessent tahlil hamda immunoen-
zim tahlili kabi usullar muhim o‘nin egallayd.
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&-rasm. Fcrmentning fotoimmobillanish sxemasi.
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9-rasm. Fruktoza va alken-oksidlami olishning texnologik jarayonlari.

Energiya va massaning biokonversiyast to‘g'nsidagi masala-
lar, avvalo, mikrobiologik yo‘l bilan hai qilingan va qgilinmogda.
Birog bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, immobillangan fer-
mentlar ular asosida boradigan fotoliz va bioelektroliz jarayonini
amalga oshirishda real yoqilg‘t olish mumkinligining ko‘rsatilishi
biotexnologiya sohasining rivojiga sezilarli hissa qo‘shdi.

Kuchsiz signallarning sun’iy fermentativ kuchaytirish immo-
billangan fermentning faol markaziga tashuvcht orqah, ultrato-
vushli gayta ishlash va fotokimyoviy aylanishlar yordamida ta’sir
gitish amalga oshirilishi ma’fum. Ushbu holat ferment-tashuvchi
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' si'siénianing katalitik faolligini mexanik, ultratovush va yorug‘lik
signallari ta’sirida boshgarish imkonini berdi. Ushbu jarayon aso-
sida mexano- va ovoz sezuvchi datchik qurilmalari yaratildi va
kumushsiz fotografiyaga keng yo‘l ochildi.

Fermentlarni immobillash usuli yordamida tasvirlami olish
g oyasi juda ham oddiy (8-rasm). Dastlabki tashuvchining funk-
sional guruhlari ferment bilan bog‘lanmasligi lozim, birgina
yorug'likning ta’siri ostida fragmentlarming hosil bo'lishi (K-X)
natijasida fermenini kimyoviy biriktirib olish xususiyatini paydo
qiluvchi kimyoviy o‘zgarishlar amalga oshadi.

Shunday qilib, yorug‘lik tushgan gismlarda ferment immobil-
langan holatga o‘tadi, yoritilmagan joylarida esa ushbu jarayon
amalga oshmaydi. Boshqgacha aytganda, fermentning fotoimmo-
billanish: natijasida «yashirin tasvir» paydo bo‘ladi. «Tikilgan»
fermentni yorug'lik ta’sirida bo‘yalgan mahsulotga aylanuvchi
substrat eritmasi bilan taglikni gayta ishlab vizualtashtirish mom-
¥in. Umuman, substratli taglikning paydo bo‘lishida har bir foto-
immobillangan ferment molekulasi millionlab bo‘yalgan mahsuoiot
molekulalarini (birlamchi signali kuchayishining katalitik effektr}
to‘playdi. Shu sababli, yashirin tasvirni oddiy ko‘z bilan ko‘rish
mumkin bo‘lib qoladi. Ushbu jarayonning boshqa fermentativ-fo-
tografik jarayonlardan farqi shundaki, fotoimmobillash usuli va
immobillangan fermentni aniglash, faol modda tabiatiga bog’ l;q
bo‘lmasligiga qaramay, universal hisoblanadi.

Immobillangan fermentlarga asoslangan texnologik jara-
yonlar birinchi navbatda ozig-ovgat va farmatsevtika sanoatida
qo‘llanilgan. Bu yerda biz aytib o‘tmoqchi bo'lgan asosty g'oya
shundan 1boratki, biokataliz ozig-ovgat va organosintetik texno-
logiyalar orasidag: birlamchi chegaralarni yo‘qotadi. Yaqqol mi-
sol — AQSHda «CETUS Corporation» firmasi ishlab chigaruvchi
fruktoza va alken oksidlarning olimish jarayoni ishlab chlqllnan
(9-rasm).
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Birinchi  bosqgichda immobillangan piranozo-2-oksidaza
ta’sirida D-glukoza D-glukozongacha oksidlanadi; ikkinchi bes-
gichda palladiy katalizatoridagi vodorod ta’siri ostida olingan
glukoza bilan D-fruktozagacha gaytariladi. Birinchi bosqichning
qo‘shimcha mahsuloti (vodorod peroksidi) D etilen yoki propi-
lenning tegishli epoksidlargacha mikrobiologik oksidlanishiga
sarflanadi. Ko‘rinib turibdiki, bu jarayonda uchta sintetik metod
birlashtinlgan: fermentativ (1-bosqich), kimyoviy (2-bosqich) va
mikrobtologik (3-bosqich). Bu jarayonning yarmi ozuqaviy (fruk-
toza), yarmi organosintetik {epoksidlar), shuning uchun uni ta-
komillashgan, kompleks va chiqindisiz biotexnologiya deb atash
mumkin. '

1-bobga doir nazorat savollari:

1. Fermentlar faolliklariga ta’sir etuvchi omillarga nimalar ki-
radi?

2. Substrat bilan ferment spetsifikligi deganda nimani tushu-

nasiz?

. Fermentlarni ajratishming qanday maxsus usullari mavjud?

. Ferment preparatlarining tozalik darajasi qanday aniglanadi?

5. Fermentlamni tozalash texnologiyasi qanday bosgichlardan
iborat?

6. Fermentlarni biospetsifik xromatografiya usulida tozalash-
ning qanday afzailik jihatlari mavjud?

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

8. Biologik faol moddalarni cho‘ktirishda organik erituvchilar-

" ning ta’siri qanday?

9. Immobillash jarayomida tashuvchilarga qanday talablar
qo‘yiladi?

10. Fermentlarni immobiliashning gqanday usullan mavjud?

el
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2-BOB. SELLULOLITIK FERMENTLAR

2.1. Sellulolitik fermentiar, ularning funksiyalari va
xususiyatlari '

Tabiatda sellulolitik mikroorganizmlar mavjud bo‘lib, ular
selluloza tarkibidagi nafagat amorf gismni, balki kristall holatda-
gi sellulozam gilukozagacha parchatovchi fermentlar to‘plamini,
ya'ni sellulazalarni sintez giladi.

Selluloza saglovchi materiallarning sirtiga tushgan mikroor-
ganizmlar dastavval ularga mustahkam yopishib oladi va keyin
selluloza fermentlarini sintez gilib, sekin-asta ularni yemirib,
plukozaga aylantirib boradi. Bunday mikroorganizmlar glukoza-
dan asosiy ozuqa mubhiti sifatida foydalanadi, ko‘payadi va shu
tufayli ko*proq maydonni egallab, yanada ko‘proq sellulaza fer-
mentini ishiab chiqaradi. Bu hodisa, toki selluloza saglovchi ta-
tertallar tamom bo‘lguncha davom etadi. Biroq tabity sharoitda
ushbu jarayonlar juda sekin amalga oshadi. Tuprogga tushgan
g‘o'zapoyaning to‘liq parchalanishi uchun bir necha yiHar kerak
bo‘ladi. '

Agar ushbu mikroorganizmiardan selluloza fermentlari ajra-
tib olinsa va sellulozaga qo‘shilsa, bu jarayon tezlashadi. Bunda
hosil bo‘lgan glukoza mikroorganizmlar tomonidan iste’mol gi-
linmaydi va reaksiya mahsuloti to‘planib boradi. Agar substrat si-
fatida toza sellulozadan emas, balki selluloza tutuvchi sanoat yoki
qishloq xo‘jalik chigindilaridan foydatanilsa, yana bir eng muhim
muammo - chigindilarm yo‘qotish — utilizatsiya muammosi hal
bo‘ladi, ** "
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Olingan glukozaning tozaligiga va jarayonning iqtisodiy sa-
maradorligiga qarab, uni tibbiyotda, farmatsevtikada, ozig-ovqgat
sanoatida, kimyoviy texnologiyalarda yoki texnik mikrobiologiya
amaliyotida qo‘llash mumkin. :

Ma’lumki, glukozani bijg‘itib undan etanol olish, keyin esa
undan har xil yollarda fovdalanish mumkin. Masalan, yoqilg‘i
o‘rnida tshlatish mumkin va shu bilan birga etanolning degid-
ratatsivasi, zamonaviy «katta klmyo»mng, asosi bo‘lgan etilen
olishda qo‘llash mumkin.

Selluloza eng ko‘p miqdorda hosil bo‘ladigan xomashyo hi-
soblanadi. Ekspertlarning hisob-kitobiga qaraganda, har yili 100
mird. tonnaga yaqin selluloza hosil bo‘lar ekan. Bu mahsulotning
inson tomonidan ishlatilishi selluloza saglovchi chigindilarning
ta'planishiga olib keladi. Bunday chigindilarning juda kam mig-
dorint fermentativ vo'l bilan foydali mahsulotga aylantirilgan-
da ham anchagina ozuqa uglevodiari va neftni almashtiruvchi
mahsulotlar tayyortash mumkin bo‘ladi. Shuning uchun ham bu
muammortt yechish ustida oxirgi yillarda juda ko‘p olimlar ishla-
mogdalar.

Sellulaza fermentining substratga ta’sir etishi bir necha bos-
gichda amalga oshad:i Sellulolitik fermentlarning o'z substratiga
ta’sir gilishiga va sellulozaning parchalashiga qarab, fermentlar-
ni 4 guruhga ajratish mumkin: birinchi guruhn endofermentlar
tashkil etadi, keyingt ikki guruhga ekzofermentlar va to‘rtinchi
guruhga selluiozani kichik fragmentiardan tortib, glukozagacha
parchalovchi fermentlar kiradi. Eslatib- o‘tish kerakki, «endo-»
va «ekzo-» qo‘shimchalari polimer substratning katta yoki kichik
gismini parchalaydigan fermentlar nomiga aniglik kiritish maqsa-
dida qo‘yiladi.

Agar ferment polimer substratning oxirgi qismidan bir polimer
molekula uzoglikda joylashgan bo‘lakni parchalasa, bu ferment
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endota’sirli ferment deyiadi. Agar oxirgt gismlanm parchalasa,
ekzo ta’sirga ega fermentfar deyiladi. ;

Odatda, tabiatda polimer substratiarning dcgraddtmyd& tar-
kibida ham endo-, ham ekzofermentlarm tutuvchi poliferment
komplekslar ta’sirida yuz beradi. Ulaming hamkorlikdagi ta’sin
polimer moddalarni optimal samaradorlik bilan monomerlargacha
parchalaydi. Ushbu hosil bo‘lgan moddalar organizm uchun ke-
rak bo‘lgan moddalarni hosil qulish uchun muhim qurilish materi-
aliari bo‘lib xizmat giladi.

Sellulazani parchalashda birinchi bo‘lib endoglukonaza kiri-
shadi. Endoglukonazaning har bir muvaflaqiyath hujumi polimer
zanjirning vzilishiga va kaltalashgan selluloza molekulasida kichik
fragmentlar va shu bilan birga ikkita so‘nggi qism hosil bo‘lishiga
olib keladi, Oxirgi qismlar ko‘paygan sart ekzofermentlar ta’sin
kuchayadi. Boshgacha qilib aytganda, endofermentlar yordamida
selluloza degradatsiyasi kuchaygan sari ekzofermentlarning ta’sini
ham kuchayib boradi.

Qisman parchalangan sellulozaga ta’sir giluvchi ekzofenment-
far ikki turdan iborat selluloz kompleksida namoyon bo‘ladi.
Birinchi ferment oxirgi mahsulotgacha sellulozani parchalasa,
ikkinchi ferment o'zining faol markazi xususiyatiga ko‘ra sellulo-
zani sellobiozagacha, ya’ni glukoza dimerigacha parchalaydi. Bi-
rinchi ferment ekzoglukozidaza fermenti, ikkinchisi esa ekzosel-
lobiogidrolaza fermentt hisoblanadi. Nihoyat, seilobioza, seliulaz
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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I0-rasm. Sclluloza biodegradatsiyasi.

Zanjirlar gidrolizi endoglukanazaning 1,4-bog‘larini zich
bo'lmagan bloklarga parchalaydi. So‘ng ekzoglukanazalar va
sellobiogidrolazalar oligosaxaridlarning gisman gidrolizlangan
zanjirtarini reduksiyalanmagan uchidan ajratadi. So‘ngra gluko-
zidaza sellobioza va sellotriczaning glukozaga aylanishini kata-
lizlaydi. -

Shunday qilib, reaksion sistemada glukoza, ya'ni oxirgi mah-
sulot hosil bo‘lishi uchun reaksiva boshlang‘ich substratning
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gisman degradatsiyalaridan iborat bo‘lgan bir nechta bosqich
voki darajalaridan o‘tishi lozim. Bu bosgichlaming otish tezli-
giga fermentning tarkibi va miqdori, boshlang‘ich substratning
holati (uning polimerizatsiyva darajasi, kristallik holati va hoka-
z0), boshlang‘ich selluioza migdon, reaksiya o‘tkazish shari-
sharoitlar ta’sir qilishi mumkin. :

2.2. Sellulozali chiqindilar gidrelizi

Ma’'lumki, selluloza ofzaro 1 4-glukozid bog‘lar bilan
bog‘langan D-glukoza zanjiridan tashkil topgan bo‘hlib, umng
uzunligi 1000 ta glukoza birligini tashkil etadi. Selluloza tarkibi-
dagt D-glukoza joylashgan bo‘lib, u o‘ziga xos bo‘lgan kristallik
darajasiga ega (11-rasm).

H H
HO A .-
i 0
H
CH,OH ™0

11-rasm. Seltuloza pelimer zanjirining segmentlarida glukoza
qoldiglarining 1.4-boglar bilan bog lanishi.

Glukozaning joylashishi va uning mustahkambligi ofzaro
ko‘ndalang joylashgan vodorod bog'lar bilan «tikilgan» bo'lib,
ayni mana shu bog‘lar sellulozaning mustahkamligim belgilab
beradi.

Alohida olingan vodorod bog‘lann unchalik mustahkam
bo‘lmasa-da, ushbu zanjirda minglab bo‘lganligi sababli, o‘ta
mustahkam blokni tashkil giladi.
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Shuning uchun selluloza nafaqat suvda erimaydi, balki
uning kristall holatdagi qismi har qanday kimyoviy agentlar,
jumiadan kuchli kislotalar uchun ham parchalanishi ancha
mushkul bo‘ladi. Ammo glukozali zanjirlar buzilgan joylarda
(sellulozaning sirtidan zanjir qayrilgan joylarda, shuningdek,
sellulozaga maxsus ishlov berilgandan keyin, masalan, o‘ta
maydalangandan keyin) uning molekulasida amorf gismlar
paydo bo‘ladi. .

Ayni mana shu xususiyat sanoat sharoitida mikrokristalli sel-
lulozalar olish magsadida ishlatiladi. Tabiiy sellulozaga kislota
bilan ishlov berilganda selluloza tarkibidagi amorf gism yengil
parchalanib eritmaga o‘tadi. Bunda kichik mikroknstatlar hosil
bo‘tadi. Bu mikrokristallar esa kimyoviy reagentiar ta’siriga o‘ta
chidamli bo*ladi.

Bugungi kunda sellulozali chigindilardan fermentlar yordami-
da gandii moddalar olish texnologiyasi ishlab chigilgan va ush-
bu jarayonlar yanada takomillashtirilmogda. Buning sababi, o‘ta
vuqori fermentativ faollikka ega transgen ferment preparatlari-
ning texnologik jarayontarda qo‘llanilishi bilan bog‘ligdir. Ushbu
jarayonni ishlab chigarishda reaktorlar qo‘Haniladi.

Sellulozaning fermentativ gidrolizi boradigan reaktorning aso-
siy xususiyatlart quyidagilardan iborat:

1. Kolonkali reaktorning ishchi zonasi selluloza bilan zich qi-
lib to‘ldiriladi. Buning bilan gidroliz jarayonining tezti'gi 40-60%
gacha oshiriladi, )

2. Sellulazani -- sellulozaga atfin xromatografiyasi prinsipi bi-
lan adsorbsiyalash yordamida reaktorda ushiab turiladi; bu bilan,
go‘shimcha membranalarsiz fermentm reaktorda ushlab turishga
erishiladi; bu esa jarayonning sezilarli darajada arzonlashishiga
olib keladi:



3. Undan tashqari, kam miqdorda sellulaza fermentini saq-
lovchi kultural suyugliklardan foydalanish mumkin. Ular reaktor-
da adsorbsiya hisobiga konsentrlanadi;

4. Proteazalar va boshqga sellulazalarm inaktivatsiya qiluvchi
fermentlar reaktordan selluloza gidrolizi boshlanguniga qadar
chigarib yuboriladi. Chunki ular sellulazaga qgaraganda selluloza-
ga yomonrog adsorbsiyalanad;

5. Fermentativ gidroliz jarayom muntazam ravishda selluloza
qo‘shib borilishi, ko'p martalab sellulaza ishiatilishi va doimty
fermentlar regeneratsiyasi hisobiga uzluksiz davom etad.

Shunday qilib; selluloza bir gator sellulolitik fermentlar yor-
damida gidrolizlanadi. Ushbu texnologik jarayon maxsus reaktor-
larda ohib borilsa, magsadga muvofiq bo‘ladi. Bunda olingan toza
glukoza asosida, glukoza siropini ham olish mumkin. Avval glu-
koza siropi ikki marotaba tozalanadi va keyin esa 60-70% gacha
quyulticiladi. Olingan glukoza siropidan turli tarmoglarda foyda-
laniladi.

2.3, _l{rist_all fruktoza olish texnologiyasi

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

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

Fruktoza olishning bir necha usuli mavjud: saxarozani gidro-
liz qilish asosida, fruktoza-glukoza siropidan, glukozani 1zomer-
lash asosida.
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Boshga uglevodiami tutuvchi eritmalardan ham fruktoza turli
usullar bilan ajratilishi mumkin.

Sanoat miqyosida kristall fruktozani saxarozadan ajratish
mumkin. Fruktoza ishlab chigarilishining samarali usuli — ion ai-
mashinuv texnologiyasini qo‘llash yordamida saxarozadan ajra-
tish orgali amalga oshinladi. Ushbu usulda saxarozaning gidrolizi
ion almashinuv smola yordamida olib borilib, bunda texnologik
va biokimyoviy jarayonning optimal sharoiti ishlab chigilishi dar-
kor.

[ Saxaroza crittnasi ] [Kra ol suspenziyasi]

B i y k.
on arastinuy [ Shatarianish |
XIome asos. tozalash ‘
| —--_—-»[ 1. Glukoza eritmasi }
| Irwer@
Ton aknashinuv

J tozalash
] Xromatografik ajralish ]

] : ¥ Glukoza
: siropi
E.’J_ Fruktoza en'tmasi]
3
Ton alml-ish'muv | Izomerlanish | | Kristaflash |
tozalash - A
Ion almashinuv Kristall
Frukioza tozalash glukoza

Sirt)pi Bug‘latish

l Kristallash l
¥

| Kristall frukioza |

Bug'latish

I 2-rasm. Fruktoza va glukoza olish texnologik sxemasi.
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Fruktozani saxarozadan olish jarayonm 12-rasmda ko‘rsatiigan.
Keltirilgan sxemaga ko'ra, tarkibida 50% gacha shakar saqlagan
eritma avval mineral moddalardan ionalmashinuv xromatografiya
usulida tozalanadi. Tozalangan eritma inversiya qilinadi. Inver-
stya jarayonida moddaiar avval biroz kislotali muhitda ushiab
inkubatsiya qilinib ishlov beriladi. Bunday ishlov berilgan mod-
da spektr nurini chap yoki o°ng tomonga burish xususiyatiga ega
bo‘lishi bilan farglanadi. Shundan so‘ng ushbu moddalar xroma-
tografik usul asosida, glukoza va fruktoza eritmalariga ajratiladi.
Bunday jarayonlarni o‘tkazishda Ca® bilan yanim to'yintirilgan
kationit mavjud bo‘lgan kolonkadan foydalaniladi, Agar inver-
siya alohida amalga oshirilsa, xromatografik ajratish kationitda
bug'lantiritadi. Bunda kolonkadan nafagat fruktoza, balki glu-
koza fraksiyalarining toza eritmasini olish imkoniyati tug‘iladi.
Xromatografik ajratishdan so‘ng, fruktoza siropi ma’lum harorat-
da bug‘lantirilib, asta sovutiladi va natijada kristal! fruktoza hosil
qilinadi.

Fruktoza siropini kristallash asosida 50% Ii kristall fruktoza
olish mumkin, Agar knstallanishda metanol ishlatilsa, knstall
fruktoza chiqimi 80% gacha o‘sad:.

Tarlabida 100% h fruktoza tutgan 1 kg mahsulot olish uchun
1,5 kg saxaroza talab etiladi. Shirin ta’'m beruvchi mahsulot si-
fatida, saxarozadan olingan fruktozaning go‘llanilishi s-saxaroza
o‘rnini bosishga imkon beradi.

Yuqorida qayd etilganidek, fruktozani glukeoza-fruktozali .
siropdan ham ajratish mumkin. Glukoza va fruktozali sirop-
lardan (GFS) fruktozani ajratishda ham xromatografik usullar
go‘llaniladi. Bunda o‘lchami 0,3--0,35 mm i smola zarrachalan
bilan to‘ldirilgan kolonka ishlatiladi. Kolonkaning vugorigi gis-
miga GFS-42 solinadi va u suv bilan sigib chiqariladi. Ajratish
uchun sulfopolistirol smoladan foydalaniladi. Sulfopolistirol
smolaga fruktoza yaxshi bog‘lanishi uchun 4-6% 1i divinilben-
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zol ishiatiladi. Sulfokislotali guruhlar kalsiy ionlarini tutadi.
Fruktoza esa ushbu kalsiy 1onlari bilan kompleks hosil qilish
xususivatiga egadir. Shu sababli, fruktoza sorbent gqavatidan
glukozaga qaraganda sekinroq o‘tadi. Glukoza esa kolonkadan
tez yuviladi va izomerlanish jarayonini amalga oshirish uchun
ishlatiladi. Kolonkadagi fruktoza fraksiyasi esa asta ajratiladi.
Ajratish 60°C haroratda o‘tkazilib, fruktozali fraksiya 90% ga
yvaqin {GFS-90) bo‘lganda jarayonm to‘xtatish zarur. Ushbu
usulda olingan toza fruktoza fraksiyasi, tarkibida fruktozasi
kamroq bo‘lgan siropga, masatan, GFS-42 ga qo‘shilsa, GFS-
55 qandli siropini olish mumkin. Fruktoza bilan to‘yingan sirop
ionitlarda qo‘shimcha tozalanadi va faol ko‘mir bilan 75-77%
gacha konsentrlanadi hamda GFS-55 mahsulot ko‘rinishida
iste’molchilarga yuboriladi. GFS-42 1-avlod siroplari, GFS-55
esa 2-avlod siroplant deb nomlanadi.

Bu o‘rinda shuni ta'kidlash lozimki, frukfoza chiqimini
oshirish uchun texnologiyada glukoza siropr 1zomerlanadi va
izosirop olinadi. Olingan izosirop glukozadan fargli, saxaroza
kabi shirin va shu sababli shakar o‘rnini bosuvchi uglevod si-
Jatida ishlatiladi. Ushbu siropni xromatografik usulda ajratish
orgali fruktoza olish mumkin. Bunda 1 kg toza fruktoza olish
uchun, texnologik jarayonda 2,1 kg glukozani izomerlash talab
etiladi.

2.4. Kristall glukoza olish texnologiyasi

Saxarozadan fruktozadan tashqari, glukoza siroplarini va shu
bilan birga toza kristall glukoza ham olish mumkin. Glukozani har
xil maqgsadda, bir gator sohalarda ishlatish ma’lum. Biroq gluko-
zani C vitamini ishiab chiqarishda keng ishlatilishinl va shuning
bilan uning o‘rni turli sohalarda nihoyatda muhimligini ta’kidlash
lozimdir. Shu sababli, bugungi kunda glukoza olish texnologik
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jarayoniarini ishlab chigish va shu bilan birga ularni takomiilash-
tirssh, glukozani olishda dastlabki manba bo'lib xizmat giladigan
arzon xomashyo manbalarini topish o‘ta doizarb muammolardan
hisoblanadi. Bu o‘rinda shuni qayd etish lozimki, glukozani, ya'ni
qandhi moddalarni sellulozali chigindilarni fermentativ gidroliz-
lash asosida voki tarkibida kraxmal tutgan xomashyolarni kerakli
fermentlar yordamida parchalash yordamida olish mumkin. Qu-
yida ghikozani kraxmaldan olish texnologik jarayoni keltirilgan.
Kraxmal gidrolizi asosida glukoza olish. Kraxmalni gidroliz-
lash asosida kristall glukoza olish jarayoni 12-rasmda keltirilgan.
Ushbu jarayorni amalga oshirishda dastlabki xomashyo sifati-
da jo'xor kraxmalini ishiatish mumkin. Buning uchun dastlab
jo‘xort kraxmalining 38-40% i suspenziyasi tayyorfanib, krax-
mal quyultriladi. Quyultirilgan kraxmal yaxshilab aralashtirila-
di va ferment preparati bilan kraxmal ikki marotaba suyultiriladi
(asosiy ferment — beta-amilaza). Kraxmal suti nasos yordamida
to'plovechi uskunadan injektorga uzatiladi. Injektor suspenzi-
yani o'tkir bug® bilan tez isitish uchun mo‘ljallangan. Isitilgan
kraxmal kleysteri (110°C) ushlab turuvchi uskunaga yuboriladi,
u yerda kraxmal kleysteri 0,3-0.4 atm. bosim ostida ushlab tu-
rilad:, So‘ngra asbobning suyultiruvchi gismiga yuboriladi Bu
yerda kraxmal kleysteri qaynab ketsa, uning destruksiyasi sodir
bo‘lisht mumkin. Shu sababli, suyultiruvchi asbobda kraxmal
kleysteri 100°C haroratda inkubatsiya gilinadi. Bunda inkuba-
tsiya vaqti- 15-30 dagigadan oshmasligi kerak. Birinchi bosqichda
gidroliz darajasi 2-3% ni tashkil etib, qisman gidrolizlanish ja-
rayoni amalga oshadi. Qisman gidrolizlangan kraxmal injektorga
yuboriladi, bu yerda sirop 140 °C gacha isitiladi va bug‘latgichda
bug‘lantiriladi. Bug‘latgichdagi harorat 85-90°C ni tashkil etib, u
yerdan sirop ba’zida dekstrinizatsiya bosqichi deb atatuvchi su-
yultirishning ikkinchi pog‘onasiga yuboriladi. Bug‘latgichdan ke-
yin siropga beta-amilaza fermenti go*shiladi. Odatda, ushbu bos-

38



gichda ishlatiladigan fermentning miqdori, umumiy ishlatiladigan
fermentming 2/3 qismim tashkil etadi. Suyultinshning 2-bosgichi-
da shakarlanish darajasi 14-17% gacha yetadi.

Kraxmalni suyultirishdan keyin, olingan gidrolizat 34--35%
gandli modda bo‘lib, u yod bilan ko‘k rang bermaydi. Ushbu erit-
ma o'ta govushgogligi bilan xarakterlanadi. Qovushqoq mahsu-
lotga glukoamilaza fermenti ta’sir ettirilib, shakarlanish jarayoni
amalga oshiriladi. Ushbu jarayonni 50-60°C haroratda, pH mu-
hit 45 da (4,2-4,7) 48-72 s davomida o‘tkazish mumkin. Sirop-
ning shakarlanishi, shakarlanish 97-98% ni tashkil etgunga qa-
dar olib boriladi. Glukoza migdori 97-98% gacha yetkazilganda
kraxmaining shakarianishi to‘xtatiladi. Buning uchun sirop 90°C
haroratgacha isitiladi. Shakarga aylangan siropni eriydigan bosh-
ga moddalardan tozalash uchun, u mexanik filtrlash stansiyasiga
yuboriladi.

Eritmam eniydigan moddalardan tozalash uchun esa, ion al-
mashinuv va ko‘mirli tozalash usullari qo‘llaniladi. Ko‘mir yor-
damida tozalashda 10-15 kg ko*mir kukuniga yoki granulasiga,
taxmingn 1 t ga yaqin sirop tozalash uchun. qo‘shiladi. Tozalash
jarayohida ishiatilgan granulali ko‘mirni, ya'ni sorbentni 600
800°C haroratda suv bug‘i bilan regeneririash mumkin. Buning
natijastda ushbu sorbentni gaytadan gandli mahsulotlarni toza-
lashda ishlatish mumkin bo'ladi.

Bo‘vovchi va eruvchi moddalardan tozalangan glukoza si-
ropi ion almashinuv tozalashga yuboriladi. Odatda, sulfostirol
kationitlar va kuchsiz asosli aniomtlardan, masalan, KU-2-8 va
ANT-E21 dan foydalaniladi. Kolonnalar ronitlar bilan, odatda,
juft bo‘lib ishiaydi ~ sirop kation va anion almashinuvdan ketma-
ketlikda o‘tadi va kolonkalardan o‘tgan sirop tozalangan gandli
mocdda hisoblanadi.

Ushbu holatda aralashma holatidagi ba’zi fraksiyalar saxaro-
za eritmasini tayyorlash uchun ishlatiladi. Glukoza eritmalarini
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filtrlab, rangsizlantinilgandan keyin, sirop 50--70% li eritma hosil
bo‘lgunga gadar quyultiriladi va kerakii maqgsadda ishlatiladi.

- 2.5. Glukoza-fruktozali sirop olish

Bugungi kunda turli sohalarda saxarozaning to‘liq o'rnini
bosa oladigan gandli moddalarga bo‘lgan ehtiyoj tobora o'sib
bormocqda. Aynigsa, ushbu holat ozig-ovqat sanoatida ishiati-
ladigen glukoza-fruktozali siroplarga bo‘lgan ehtiyojning orti-
shi bilan bog‘ligdir. Glukoza-fruktozali siroplar (GFS) o‘zining
tarkibi va gqimmatli xususivatlari bilan saxarozadan ustun tu-
radi va shunga muvoliq shakarning o‘rnini bosishi, sharbatlar,
qandolatchilik va boshqa mahsulotiarni i1shlab chigarishda shi-
rin ta’m beruvchi asosiy komponent hisoblanadi. GFS va sha-
karning solishtirma tahlili, GFSning namni yaxshi ushlab tu-
rish xususiyatiga egaligini ko'rsatgan. Aynan ushbu xususiyat
qandolatchilik sanoatida o‘zining ta’mini, xususiyatlarini uzoq
saglab turish imkoniga ega bo‘lgan turli kremlar tayyorlashda
muhim rol o‘ynaydi. GFS past kristallanish xususiyatiga ega
bo‘lganligi sababli, u murabbo, jem, povidlo tayyorlashda ham
keng qo‘llaniladt va ushbu mahsulotlarni tayyoriashda GFS ish-
latilganligi sababli, ular shakarlanmaydi. GFSning yugori osmo-
tik bosimga chidamliligi uning asosida tayyorlangan mahsulot-
larni, shuningdek sharbatlarni sterillash imkoniyatini tug’dirib,
mahsulotlarni mikroorganizmlar ta’siridan saqlaydi. GF5li mah-
sulotlarni iste’mol qilish tishning kariyes bilan kasailanishining
oldini oladi. .

Tarkibida shakar o‘miga GFSni saqlagan mahsulotlar sha-
karga nisbatan 30-50% ga kamroq energetik gimmatga ega
bo'lganligi sababli, organizm tomonidan tezroq o‘zlashtiriladi.
‘GFS yuqorida gayd etilgan noyob xususiyatlariga ko‘ra, ko'pgina
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mamlakatlarda ozig-ovqat mahsulotlarini tayyorlashda va ishiab
chiqarishda qo‘llantladi. Masalan, AQSHda shakarni iste’mol qi-
lish 1970-yildan 1986-yilga kelib 46 kg dan 28 kg gacha kamay-
di Ushbu davr mobaynida GFSning ishlatilishi 6,3 dan 18,3 kg
gacha oshdi. Glukoza-fruktozali siroplarni ishlab chiqarish uchun
asosty xomashyo sifatida, tarkibida 1kki xal uglevod tutuvchi poli-
saxarid, ya'ni kraxmal ishlatifadi. Kraxmal glukoza qoldiglaridan
ihorat bo‘lib, chiziqli (amiloza) va tarmogqlangan (amilopektin)
dan iboratdir. .

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

[zonferizatsiva uchun substrat sifatida 35-50% konsentra-
tsiyalt glukoza (sellulolitik chigindilarni sellulaza fermenti aso-
sida gidroliz qilish orqali olingan glukozadan ham foydalanish
mumkin) eritmasidan foydalaniladi. Glukozaning fruktozaga
1izomerlanish reaksiyasi gaytar reaksiya hisoblanadi. Reaksiya
natijasida hosil bo‘lgan massa o‘z tarkibida 48-52% fruktoza
saqlayd:. 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-
fot chigimiga, shu bilan birga izomerlanish reaksiyasiga ma’lum
haroratgacha ijobiy ta’sir ko‘rsatar ekan. Shu sababli, glukoza
asosida GFS olishda haroratni nazorat qilish muhim omillardan
birt hisoblanadi.
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1-jadval

Haroratning glukoza izomerlanish jarayoniga ta’siri

Tzemerlianishdan
Harorat, °C keyin fruktoza
konsentratsiyasi, %
30 46,5
40 - 475
45 48,2
60 - 49,9
70 524
75 53,4
80 54,2
. 85 54,1

Glukozaning izomerlanishi. GFS ishlab chigarishning asosiy
jarayoni glukozaning fruktozaga izomerlanishi hisoblanadi.
Bunda qattiq asosga {imasalan, titan oksidi — 30%, DEAE-sellu-
loza — 30%, polistirol — 40%) biriktiriigan (immobillangan) glu-
koizomeraza ferment preparatlaudan foydalaniladt.

Glukoizomeraza hujayrachi, ya’ni endoferment bo‘lib,. ush-
bu ferment immobillangan shaklda ishiatilishi kerak. Immobil-
tashning eng yaxshi usuli fermentni turli tashuvchilarga adsorb-
siy2iash yoki uni gelga kiritish hisoblanadi.

Izomerlanishni amalga oshirishda optimal sharoitni ishlab
chigish zarurdir Masalan, ushbu jarayonni amalga oshirishda
55-57°C harorat va pH muhit 7,5+7,8 ni tashkil etsa, maqsad-
ga muvofiq bo‘ladi. Adabiyotlardan ma’lumki, glukoizomeraza
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fermentining ingibitorlan kislorod, kalsiy, mis, nikel, nix ionla-
1l va boshqga ba’zi moddalar hisoblanadi. Fermentni bargarorlash
uchun magniy tuzlari va natniy gidrosulfit go‘shish kerak. Odatda,
1zomerlanishda 40-45% konsentratsiyali sirop ishlatiladi. Siropni
ferment bilan inkubatsiya qilish davomiyligi 20-24 soatni tash-
kil giladi. Tzomerlanishdan oldin fermentni faollashtirish uchun
stropga MgSO, (0,025-0,015 mol/l} yoki CoSO, (0,0003-0,003
mol/1), mikroflora o‘sishini susaytirish uchun esa — natriy yolu
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 réaksiyva fruktoza konsentratsiyasi 40—42% ga vetganda
to‘xtatiladi. Glukoizomeraza fermenti 2830 sutka davomida ish-
latitadi, bupda u o‘zining faolligini yo‘qotishi mumkin. Bunday
holatda ferment texnologik jarayondan olib tashlanib, qaytadan
vangi ferment ishlatiladi. Izomerlanishdan keyin sirop ionitlar
{kationit, anionit} yordamida ba’zi qattiq tuzlardan tozalanadi va
faol ko‘mir bilan rangsizlantiriladi. So‘ngra eritma filtrlanadi va
70-74% gacha vakuum ostida konsentrlanadi, 25-30°C harorat-
gacha sovutiladi. '

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

2.6, L. va D aminokislotalar olish texnologiyasi

Aminokislotalar — organizmning asosty qurilish materiali
bo‘lib, undan peptidlar va ogsillar shakilanadi. O*simlik va mik-
roorganizmlarning o‘zlari ularga kerak bo‘lgan barcha amino-
kislotalarni sintezlay oladi. Bunda ular sodda kimyoviy binkma-
lardan foydalanadi. Vaholanki, odam organizmi 20 ta aminokis-
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lotadan hayotiy faoliyati uchun juda kerak bo‘lgan faqatgina 12
tasim sintezlay oladi. Qolgan 8 ta aminckislota almashmaydigan
aminokislotalar deb nomlanib, organizmga tashqaridan — ozuga
bilan kelishi kerak. Almashmaydigan aminokislotaning bittasi
vetishmasa ham organizm ofsishi sekinlashadi, patologiya na-
moyon bo‘ladi. Shuning uchun bu aminokislotalarni davolash
va profilaktika magsadlarida, oziglanish ratsiomi va boshqalarni
me’yorlashtirish uchun sanoat migyosida sintezlash muhimdir.
Bundan tashqari. aminokislotalar (almashadigan va almash-
maydigan) ko‘pgina biotexnologik jarayonlar uchun muhim
xomashyo hisoblanadi.

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

Z2-jadval

Aminokislotalarning sanoatda ishiab chigarilishi

P Isk
Aminokis- S lla.b Texnologik e
chigarish, | . . Qo*Uanilishi
lotalar . jarayon tari
tlyil
L-alanin 130 1, 3¢ Ozig-ovqat ishlab
_ chiqarish
DL-alanin 700 5 OZIquqvan ishlab
chiqarish
L-arginin 1000 l, 3a K osmetika
L-asparagin 50 1,2 Tibbiyot
1.-aspartat 4000 I, 3¢ Ozwq—qvan ishiab
chigarish




Oziqg-ovgat 1shlab

L-valin 150 3a, 3¢ chiqarish
L-gistidin 200 3a Tibbiyot
Glitsin 6000 2 Organik sintez
L-glutamat | 370000 3a Ozig-ovqat ishlab
chigarish
L-glutamin 500 3a Tibbiyot
L-tzoleysin {50 3a 021q—0'x qat ishlab
; chiqarish
L-leysin 150 L, 3a Ozig-ovqat ishiab
chiqarish
T-dizin 76000 3a, 3¢ 0zig-ovqat ishlab
chiqarish
DL-metionin | 70000 2 Ozig-ovqat ishlab
chigarish
L-metionin 150 3¢ Tibbiyot
L~ornilin 50 3a, 3c Tibbiyot
L-prolin 100 3a -
L-scrin 50 3a, 3b Kosmetologiya
Ozig-ovqat ishlab
L-tirozin 100 1, 3¢ chiqarishi, orga-
nik sintez
L-treonin 160 3a Oz1q-o.van ishiab
: chigarish
L-triptofan 200 3a, 3¢ 0ziq-ovqat ishlab

chiqarish, tibbiyot
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2-jadvalning davomi

leblyof1 Oziq..
L-fenilalanin 3000 3a, 3c F’VQ?VC ishlab
chiqarish, ozuga-
| viy qo‘shunchalar
1.-sistein 700 ’ 1 } Ozig-ovqat ishlab

| chigarish

zoh: 1 — ogsillar gidrolizi; 2 — kimyoviy sintez; 3 — mikrobio-
logik sintez (a — to‘g’ri fermentatsiya; b — mikrobiologik transfor-
matsiya, ¢ ~ fermentlar va immobillangan hujayralarning ishlati-
lishi).

Biotexnologik usullar bilan aminokislotalar olish texnologik
jarayonini 3 ta asosiy guruhlarga birlashtirish mumkin:

— D, L-aminokislotalar aralashmasi va ularning hosilalarini
optik faol izomerlarga fermentativ parchalanish usullan;

— aminokislotalarning enzimatik sintez usullari;

— aminokislotalarning mikrobiologik (fermentativ) sintez usul-
fari.

Ratsematlarning fermentativ  parchalanishi. Odatda,
kimyoviy usul bilan olingan D- va L-shakldagi aralashmadan
L-aminokislotalarm: ajratib olish uchun aminokislotalar hosilalari
olinadi, so'ng ularga ferment yoki fermentlar aralashmasi bilan
ishlov benladi (3-jadval).

3-jadval

Ratsematlarning gidrolizi bilan L-aminokislotalar olish

Xomashyo Ferment Mahsulot |

L-aminokislotalar
Aminoatsilaza (nordonlardan
tashqart)

N-atsetil-D, L-ami-
nokislotalar
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D.L-

: Gidrolaza L-lizin
aminokaprolaktam
D, L-2-amino- Ratsemaza ATK,
2-tiazolin-4-karbon i gidrolaza ATK, L-sistein

kjsllota (D,L-ATK) | karbamoilgidrolaza |

D-aminokislotalar

G:d'angor'n .D.a.gi_dropm- (alanin, valin, ley-
hostakan midinaza . . 2

. sin, fenilalanin)
Gidantoin Gidantoinaza,
e o karbamoilgid- L-aminokislotalar
hosilatan .

rolaza’ :
D.L- PR
aminokisiotalar Esterazalar L-aminokislotalar
Le{irlari N

N-atsetil-D,L-aminokisiotalarning fermentativ. gidrolizt xo-
mashyoni almashtirib turish va bir xil biokatalizatorlarni ishla-
tish sharoitida aminokislotalaming butun spektrini olish imkonim
gamrab oladi.

Gidantoin  hosilalanning gidrolizi qator faol aminokislo-
talarni olishga imkon beradi. Digidropirimidinaza gator mo-
no-almashtirovchi  gidantoinlarni gidrolizlaydi va bunda
N-karbamolaminokislotalar hosil bo‘ladi. Ferment yordamida ala-
nin, valin, leysin, serin, fenilalanintarning gidantoinli hosilalarnt
gidrolizlanadi; lizin va asparagin kislotalar hosilalarining gidroli-
ziga 1a’sir gitmaydi. '

L-lizin olishning kombinatsion usuli «Toyo Reyon» yapon
firmasi tomonidan taklif etilgan. Birinchi bosgichda. kimyoviy
reaksiyalar natijasida siklogeksan D,L-b-amino-e-kaprolaktamga
aylanadi. Ikkinchi bosgichda fermentlar yordamida optik izomer-
laming ajralishi amaiga oshadi, bunda hosil bo‘ladigan asimmet-
rik aminokaprolaktam gidrolaza fermenti ta’sirida L-lizinni hosil
qiladi.
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2.7. Enzimatik sintez

Ushbu usulga ko‘ra aminokislotalar olish jarayoni aminokis-
lotalamni keltirib chiqaruvchi old moddalami enzimlar ta’sirida
aminokislota olishga asoslangan. Ushbu sintezda aminokisiotani
hosil qila oladigan xomashyodan foydalanilib, uning transfor-
matsiyalanishi natijasida aminokislotalar olinadi. Enzimatik sin-
tez natijalari 4 va S-jadvallarda keltiriigan.

4-jadval

Aminekislotani keltirib chigaruvchi moddalarai
biotransformatsiya asosida aminokislotalar olish

Aminokislotani keltirib

Mahsulot

b-Ketoizokapron kislota

L-Leysin

b-Ketomoy kislota

L-Izoleysin

D-Treonin L-Izoleysin
Indol L-Triptofan
Antrani! kislota L-Triptofan
Glitsin L-Serin ]
S-jadval
Fermentlar yordamida L-aminokislotalar sintezi
Aminokislota B
keltirib chigaruvchi Ferment Mahsulot
____moddalar
. ) l.-asparagin
Ammoniy fumarat Aspartaza Kislota
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Fenipirovzum va L-

L-fenilalanin va

asparagin kislotalar fansaminaza pirouzum kislota
b—Keto va b-oksikis- Degidrogenaza L-aminokislotalar
lotalar
o Aspartat-v- .
L-A n kisl . L-alanin
Sparagia kisiota dekarboksilaza

Fenol, pirouz L . ..

enol, pirouzum Tirozinfenolliaza L-tirozin
kislota, ammtak
Fenol, serin Tirozinfenolliaza L-tirozin
Indol, pirouzum Triptofanindolliaza | L-tr tofah
kistota, ammiak P P
Indol, serin Triptofanindolliaza | L-triptofan

-Xlor-L-alani o . .
voaror atanin, Sisteindesulfgidraza | L-sistein
natriy sulfid
Glitsin, metanol Serindegidraza I.-serin
Glitsin, tetragidrofolat: Serintransmetilaza | L-serin

2.8. Mikrobiologik sintez "~

Aminokislotalar  olishning  mikrobiologik  (fermentativ)

sintezi  ma’lum

sharoitlarda

mikroorganizmlaming

barcha

L-aminokislotalarni sintezfash xususiyatiga .asoslangan. Bunda
mikroorganizmlarning aminokislotalarni yugori sintezlash sharo-

itlari ta’minlanadi.

«Gipersintezlash» effekti fagatgina boshqarish sistemasi bu-
zilgan hujayralarda, ya'ni tabily shtammiarni yo‘nalarijgan selek-
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siya yo'li bitan olingan mutantlarda bo‘lisht mumkin. Mutantiarm
olish esa, gandaydir mikroorganizm — retsiptyent {ko‘proq £sche-
richia coli)ga gibnd (kerakli mahsulot fermentlartming sinteziga
javob beruvchi genlami tutuveln) plazmidalarm kintish {transfor-
matsiya) yo‘li bilan amalga oshiriladi.

Biosintezda aminokislotalar produtsentlari bo‘lib ko‘pincha
Corvnebacterium, Brevibacterium, Fscherichia aviodlariga kira-
digan bakteriyalar xizmat giladi. Aminokisiotalar ishlab chigari-
lishida mikroorgamzm substratlan sifatida, uglevodlt xomashyo
(melassa, kraxmal va selluloza gidrolizatlan), etanol, sirka kis-
lotast yoki boshqa organik kislotalar, shuningdek, boshga turi:
uglevodiar ishlatiladi. Azot manbayi sifatida ammoniy tuzlari,
nitratlar, shuningdek, aminokislotaiardan foydalamladi. Amino-
kislotaning maksimal ishiab chiqaniishi, qoidaga binoan, biomas-
sa o'sishi deyarli to‘xtayotganida amalga oshadi. Shuning uchun
fermentatsiyaning birinchi bosqichida ozuga muhitt hujayralarim
tenglashtirilgan, mugobil o*sishini, ikkinchi bosgichda esa — ke-
‘rakli aminokislotaning gipersintezi uchun sharoitlarni ta’minlashi
kerak. Aminokislota preparatlarini olish jarayonlarni mahsuloini
qo‘llash bilan bog'liq bo‘lgan gator farglarga ega. .

Yemlarga qo‘shiladigan aminokislotali qo‘shimchalarni tay-
yortash uchun ulami konsentrlashdan oldin kultural suyuqlik sta-
billashtiriladi, so‘ng vakuum-parlatish amalga oshiriladi. So‘ng
bug'lantirilgan eritma standartlanadi.

Mahsulotda aminokislotaning oxirgi konsentratsiyasi asosty
moddadan 10% gacha farqlanishi kerak.

Agar hosi! bo‘layotgan aminokislotalar keyinchalik dori pre-
paratlari sifatida ishlatilsa, u holda ishlab chiqarish sxemasiga
mahsulotni maxsus metodlar yordamida qo‘shimcha tozalash bos-
qichlan kintiladi.

Ko‘pgina aminokislotalar, shuningdek, almashmaydigan
aminokislotalarning ishlab chiqarilishi — kimyoviy sanoatning
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yirik tarmog‘idir.  Vaholanki, kimyoviy metodlar yordamida
aminokislotalar optik izomerlarining aralashmasi, ya’ni L-va
D-aminokislotalar olinadi. Bu aralashmaning 1.- va D-shaklidagi
moiekulalari izomerlardan iboratdir. Kimyoviy reaksiyalarda bu
1zomerlar deyarli farglanmaydi, vaholanki, odam organizmi fa-
qaigina L-aminokistotalarni o‘zlashtiradi (metionindan tashqa-
). Ko‘pchilik biotexnologik jarayoniar uchun D-aminokislotalar
hech qanday gimmatga ega emas.

Ratsemik aralashma deb ataluvchi L- va D-aminokislotalar
aralashmasining, ularning tashkil etuvchi izomerlarga ajratilishi,
sanoat darajasida, immobillangan fermentlar yordamida amalga
oshirilgan, dunyodagi birinchi jarayon hisoblanadi. Ushbu jara-
yon 1969-yilda Yaponiyada «Tanabe Seyyaku» kompaniyasida
amalga oshirilgan. O‘sha davrda 15 yil davomida bu jarayon ami-
noatsilaza erituvchi fermentining qo‘llanilishi bilan o‘tkazilgan,
lekin u iqtisodty jihatdan samarali hisoblanmagan. Ushbu jara-
yonnt amalga oshirishda immobillangan aminoatsilazadan foy-
dalanish yo‘lga qo‘yilgandan so‘ng, jaraypnning igtisodiy sama-
radorligi 1,5 martaga o‘sdi va hozirgi vaqtda kompaniyada S ta
L-aminokislotalar ishlab chigarilishi sanoat darajasida amalga
oshiriimoqda. Ulardan 4 tasi almashmaydigandir (metionin, valin,
fenilalanin, triptofan).

Boshlang'ich modda sifatida oddiy kimyoviy sintez yor-
damida olingan atsillangan D,L-aminokislotalardan foydala-
niladi. Aminoatsilaza bitta atsil-L-izomerni gidrolizlab, un-
dan atsil guruhni ajratadi va shu bilan birga, hosil bo‘layotgan
L-aminokislotalarnt reaksion sistemadagt atsil-D-izomerlarga
misbatan 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
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boshlanadi. Shu tarzda davom etgan jarayon natijasida yagona
mahsulot bo*hb L-aminokislota hosil bo‘ladi. Shunist antglan-
diki, aminoatsilaza uchun gays: aminokislotani gidrolizlashi
hech qanday zhamiyatga ega emas. Bu ferment uchun atsil gu-
ruh muhim bo'lib, ferment o'ta spetsifik faol modda hisobla-
nadi. Buning natijasida immobillangan aminoatsilaza bilan bir
xil reaksion kolonna turh I.-aminokisiotalarni ishlab chiqarishda
qo‘llanilishi mumkin. '

Immobillangan fermentni tayyorlash oson, chunki u maxsus
smolada oson adsorbsiyalanadi, so‘ng uni reaksion kolonnaga
joylashtinladi. Immobillangan fermentning yarim inaktivatsiva
muddati, sanoat sharoitida 65 sutkani tashkil etadi. Katalizator fa-
olligi normadan pastroqqa tushadi, kolonnaga yangi ferment erit-
masi qo‘shiladi (bir necha oyda bir marta) va u yana tashuvchiga
adsorbsiyalanadi. Shuni qayd etish lozimki, ba’zi sifatli polimer
tashuvchilarning barqarorligi yuqori bo‘lib, ularni texnologik
jarayonda uzoq ishlatish mumkin. Masalan, «Tanabe Seyyaku»
yapon kompaniyasi ishlaigan tashuvchi 8 yildan ko‘proq vaqt
mobaynida bir kolonkada aminokislota olish jarayonida ishlatil-
gani ma’lum.

2.9, Lizin olish texnologiyasi

Lizin (b, e-diaminokapron kislota, H,NCH,CH,CH,CH,
CH(NH,)COOH) almashmaydigan aminokislotalarga kiradi.
2001-yilga kelib, jahon miqyosida lizin ishlab chiqarish miqdori
550 ming tonnani tashkil qildi Bu lizin aminokislotasiga bo‘lgan
ehtiyojning vanada o‘sib borayotganligini ko‘rsatadi.

Lizinning sanoat produtsentiari bo'lib Brevibacterium flavum
va Corynebacterium giutamicum, Micrococens bakteriya turlari-

ning auksotrof shtammlan hiseblanadi.
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a) ekish materialini olish;

b) oziqa muhitini tayyorlash;

d) havoni sterillash;

¢) fermentatsiya;

f) lizin ajratish.

Dastlab -kultura go'shtli peptonh agarda gattig oziga probir-
kalarida 28-30°C haroratda bir sutka davomida o‘stirib olinadi.
So‘ngra mikroorganizin suspenziyasi steril suyuq oziqa muhitiga
o‘tkaziladi va tebratgichda 180-200 tez/min bir sutka o‘stirifadi.
Bu onalik ekish materiali deb ataladi. Onalik ekish materiali
boshqga kolbalarga ko‘chirib o‘tkaziladi va o'stirtladi.

Muhit tarkibi. Lizinning barcha produtsentlari biotinga bog‘lig
mikroorganizmlar hisoblanadi. Shu sababli muhitda biotinning
miqdori mikrob hujayraning normal o'sishi va nivojlanishi uchun
kerak bo‘lgan miqdorga (4-5 mkl) nisbatan yuqon (29 mki/i)
bo‘lishi kerak. Agar biotin miqdorini 1--2 mkg/1 gacha pasaytiril-
sa, lizin biosintezi sekinlashadi, lekin shu bilan bir vaqtda gluta-
min kislota hosil bo‘lishi kuchayadi.

Biotin, vitaminlar va qator aminokislotalarning manbayi
bo‘lib, odatda, makkajo‘xori ekstrakti va lavlagili melassada
ularning miqdori katta bo‘ladi. Lizinning maksimal biosintezi
saxarozali muhitlarda kuzatiladi (6-jadval). 10-12% saxaroza
tutgan muhitdan ko‘p miqdorda lizin olish mumkin. Saxaro-
zaning vuqori konsentratsiyalarida produtsent o'sishining so-
lishtirma tezligi pasayadi va shakar konversivasi koeffitsiyenti
(YP/S) kamayadi.

Sanoat sharoitlarida uglerod manbayi sifatida melassa, gidrol,
setluloza tutuvchi xomashyo gidrolizatlan, kraxmal, shuningdek,
sitka kislotadan foydalaniladi. '
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O-jachval

Brevibacterium flavum produtsenti bilan L-lizinning biosinte-
ziga uglerod manbayining ta’siri
(konsentratsiya 7,5 %)

Uglerod ASB*, { Lizin, .Ug‘levo‘d .
. assimilatsiyasi, | YP/S
manbayi g/l g N
/’0 N

Glukoza 15.2 22,0 76 0,37
Saxaroza 182 25,0 7,1 0,42
Galaktoza 2,0 1.0 0,7 0,02
Ksiloza 5,2 3.5 2.5 0,06
Mannoza 9,3 6,0 4,5 - 0,10
Ramnoza - 3,6 2.0 1,3 0,03
Arabinoza 1,0 0,1 0,7

Azot manbalari sifatida ko‘pincha ammoniy tuzlari va makka-
jo‘xori ekstrakti, kazein yoki achitqilaming kislotali gidrolizatlar
ishlatiladi. Achitgilar va kazein o‘zida auksotrof shtammga kerak
bo‘lgan aminokislotalar va vitaminlarni tutadi. Muhitda uglerod
va azotning optimal nisbati 11:1 ni tashkil gilishi zarur (ugle-
rod migdori oshib ketsa, lizin chigishi pasayadi, kamaysa, alanin
to*planadi). Ozuqa muhitida, shuningdek, kaliy, magniy va fosfor
tuzlan bo‘lishi kerak,

Ekuvchi material ikki bosgichda ko‘paytiriladi: avval kol-
balarda, so'ngra ckish apparatida. Fermenterming hajmi, odatda,
10 m® ni tashkil gilishi lozim.

Fermentatsiya sharoitlari. Suyuq lizin olish jarayonida asep-
tika shartiariga qattiq rioya qilish kerak Lizin produtsenti kui-
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turasining o‘stirilishi, odatda, davriy usullar bilan fermenterlarda
(haymi 50, 63 yoki 100 m*) amalga oshiriladi. Ekiluvchi mateni-
al ozuga muhiti haymidan 5-10% miqdorda fermenterga yubori-
ladi. Ekilpandan keyin unga 50°C gacha isitilgan havo benladi
(1 daqigada 1 havo hajmiga 1 hajm ozuqa mubhiti, 0,12-0,13 MPa
bosimda).

Fermentatsiva davomiyligi S5-72 soatni tashkil qgiladi, jara-
yon muhitni intensiv aralashtirgan holda, 28-32°C harorat va pH
muhit 7,0-7.5 da (muhitga ammiakli suv qo‘shib ushlab turiladi)
o‘tkaziladi.

Kultivatsiyalash, ya’ni fermentatsiya jarayoni ikki bosqichdan
iborat. Birinchi sutkalarda hujayralar 25% gacha yaqin uglevod-
lar va azot moddalami iste’mol giladi; bu vaqtda deyarli butun
biomassa to‘planadi. Tkkinchi bosqichda biomassa to‘planishining
tezligi keskin pasayadi, lekin kultural suyuqlikda lizin to‘planishi
amalga oshadi. Jarayon oxirida titrlanuvchi agent (ammiakli suv)
iste’mol qilinishi to“xtaydi va lizin konsentratsiyasi 60—100 g/l ni
tashkil gilganda fermentatsiva to'xtatiladi.

Lizinni ganday magsadda ishlatishga qarab, turli holatdagi
lizinpi olish mumkin. Masalan, lizinning suyuq konsentrati, li-
zinning guruq yem konsentrati, kristall lizin shular jumlasidandir
(13-rasm).

Lizinning qurieq kounsentrati. Lizinning suyuq konsentra-
tidan lizinning quruq vemli konsentratini olish uchun 10-13%
li kultural suyuglik HC1 bilan pH 5,0 gacha nordonlashtiri-
ladi va lizinni bargarorlash uchun 0,15% li natriy gidrosulfit
eritmasi qo‘shiladi. Barqarorlashtirilgan kultural suyuglik va-
kuumda 35-40% gacha bug‘lantiriladi. Ana shu usulda olin-
gan lizin suyak uniga, oziqa achitqilariga, bug‘doy kepagiga
qo‘shib quritiladi. Bunda «sochiluvchan quruq oziqa lizinni»
olish mumkin.
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l Ozuwga muhit 1 LEkish materiali ] L Steril havo J
4 4

3

Fennentatsiya

4

L Kuliural |

‘ b

Bug'latish Biomassaning
ajratilishy
[ Lizin suyug konsentrati-'i' [ Lizin sorbsiya, desorbsiya 1

i

rQurjtish . Eluattami bug'lansh Biomassa
Lizinni | I Kristallizatsiva !
yemili

Filirlash

Quritish

[ Kristall lizin [

13-rasm. Lizin preparatlarini ishiab chiqarishning
texnclogik sxemasi.

Bundan tashqari, kristail lizinni ham olish mumkin. Bunda
hujayra suyugligidan biomassa ajratiladi va massa sentrifugala-
nadi. Shundan so‘ng cho‘kma filtrfanadi va tozalangan massa aj-
ratib olinadi. Keyingi bosqichda biologik massani ionalmashinish
xromatografiyasi usuli yordamida tozalash davom ettiriladi. Ion-
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almashinish xromatografiyasidan so‘ng, lizin 0,5-5,0% ammiak
suvida yuvib olinadi. Xlorid kislota bilan nordonlashtirilib, so‘ng
bug'lantiriladi. Lizinga xlord kislota ta’sir ettirilganda monoxlor-
gidrat lizin hosil bo‘ladi va ushbu preparat 10~12 °C da sovutil-
ganda sarg‘imtir kristall fizin hosil bo'ladi. Yuqori tozalikka ega
bo‘lgan preparatni olish uchun tozalash jaravonida eritmaga faol
ko'mir bilan ishlov berish zarur va shu bilan birga 50% li etanol
vordamida gayta kristallantirish talab etiladi.

2.10. L-lizinning enzimatik sintezi va qo‘llanilishi

L-lizinning enzimatik sintez orqali ishlab chiqarilishi DL-b-
amino-e-kaprolaktam (AKL)ming kimyoviy sinteziga asoslan-
gan. Bu modda L-AKLning L-lizingacha selektiv fermentativ
gidrolizi uchun ishlatiladi; D-AKL fermentativ ratsematsiya-
ga uchraydi va gidroliz uchun yana substrat bo‘lib ishlatiladi.
Gidrolizlovehi ferment Cryplococcus lawrendii hujayralaridan,
ratsemizatsiyani katalizlovchi ferment esa Achromobacter obae
hujayralaridan olinadi.

L-lizin olishda substratga ikki fermentning birgalikdagi
ta’sinni ishlatish magsadga muvofiqdir. Buning uchun DL-b-
amino-e-kaprolaktam suvli eritmasiga gidrolaza va bakterial faol-
likni namoyon qiluvchi achitqi va bakterial hujayralaming kerakli
miqdon kiritiladi. lkkala fermentning ta’siri uchun optimal pH
muhit ko‘rsatkichi 8,0-8.5 va harorat 30-50 °C ni tashkil etishi
kerak. Bu jarayonda L-lizinning chigimi 99,8% ni tashkil giladi.

L-lizin asosan yemga qo‘shimcha sifatida ishlatiladi. Bu
esa ushbu aminokistotaning o‘simlik yemlarida kam migdorda
bo‘lishi bilan bog‘liq. Tozalangan lizin oziq-ovqat mahsulotla-
riga qo‘shimcha siftida, shuningdek, tibbiyot preparatlarida va
boshga magsadlar uchun ishlatiladi. Lizin tutuvchi preparatiar
o‘simlikshunoslikda ham keng qo‘llaniladi. Aminokislotalardan
tashqari boshga biostimulatorlarni ham tutuvchi bunday prepa-
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ratlarning qo‘Hanilishi issigxona va dala gishlog xo‘jalik ekinlar
hosilining oshishiga olib keladi. Lizinning oksilizin shakli va fitin
kislotali tuzlari anemiyaga qarshi va anabolik ta’sirga ega. Lizin
atsetil-aspartati miokard, jigar kasalliklan, endogen yoki ekzogen
kelib chigishga ega bo‘lgan intoksikatsiyalar va boshqa kasallik-
larni davolashda qo‘llanilishi mumkin.

2-bobga doir nazorat savollari:

1. Sellulolitik fermentlar deganda nimani tushunasiz, ushbu
fermentlarning sanoat va qishlog xo‘jaligidagi ahamiyati
qanday?

2. Sellulozali chigindilardan qandli moddalar olishning sama-
rali usullari nimalardan iborat?

3. Sanoat miqyosida fruktoza olish texnologik jarayonining
bosqichlarini tushuntiring.

4. Kraxmal gidrolizi asosida glukoza olish bosqichlari nimalar-
dan iborat va bu jarayonda ganday xomashyolar ishlatiladi?

5. Glukoza-fiuiktozali siroplarni ishlab chigarishda ganday fer-
mentlar 1shlab chiqariladi?

6. Aminokislotalar ishlab chigarishning ganday biotexnologik
usullari mavjud?

7. Lizin olish texnologiyasi bosqichlari va unda ishlatiladigan
mikroorganizmlarga misollar keitiring,
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3-BOB. FERMENTLARNING ANALITIK
KIMYODA QO‘LLANIJILISHI

Zamonaviy biotexnologiva — bu rekombinant ogsillar olish,
transgen havvon, o'simiik va mikroorganizmlar varatish va ular
asosida biologik faol moddalar olish jarayonlaridir. O‘tkir rago-
bat ostida bugungi kunda biotexnologiya yo‘nalishi muvaffaqi-
yatli rivojlanmoqda. Sababi, turli mahsulotiarga bo‘lgan ehttyoj,
aholi sonining ko*payishi bilan keskin ortib bormoqgda. Shuning
uchun transgen hayvon zotlarini va o‘simlik navlarini yaratish,
rekombinant ogsillar olish uchun qat’iy sharoitlar va kataliza-
torlar zarur.

Biotexnologiyvaning tirik hujayralardan (ma’lum kimyoviy
reaksiyalarda katalizatorlar vazifasini bajaruychi bakteriya sifa-
tidagi achitqi zamburug‘lan va alohida enzimlar kabi mikroorga-
nizmlar) foydalangan holda farmatsevtika sanoati uchun biologik
faol moddalarning olinishi va qo‘llanilishi yangi imkoniyatlarm
yaratdi. Birgina noyob spetsifiklikka ega bo‘igan enzimlarning
immobillangan shakllan asosida chiqindisiz toza mahsulot olish
texnologiyalari varatildi.

Fermentlar o‘zining noyob xususiyatlarini (samaradorligini,
tanlovchanligini) hujayra tashqaristda ham saqglaydi. Kimyoviy
katalizatorlarga garaganda fermentlar zaharh emas, ularning sa-
noatda go‘llanilishi igtisodiy va ekologik nuqtayi nazardan qulay
hisoblanadi. Sanoat hajmiga ko‘ra fermentlar aminokislotalar va
antibiotiklardan keyin uchinchi o‘rinni egallaydi va to‘qimachilik,
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teri, selluloza-qog‘oz sanoati, tibbiyot, kimyo sanoatlarida keng
qo‘llanilmogda. Turli sinf fermentlari atrof-muhitga tushuvchi
antropogen organik bidkmalarni parchalash va o*zgartirish uchun
ishlatiladi.

Fermentlar tibbiyot sohasida ham muhim rol o‘ynaydi
Proteolitik: fermentlar (amilaza, lipaza) oshqozon-ichak, jigar
va oshqozondsti bezi kasalliklarida qo‘llaniladi. Oxirgl yillar-
da proteinazaning o‘sma hujayralami davolashda qo‘llanilishi
vaxshi samara berganligi ma’lum. Proteolitik fermentlar qon to-
mittaridagi tromblarni yo‘qotishda ham ishlatiladi. Kollagenaza
chandiglar hosil bo‘lishini tarqatishda, elastaza esa ateroskleroz
rivoplanishini to‘xtatish uchun go‘ilaniladi. Fermentlar diagnostik
magsadlarda, masalan, miokard infarktini yoki jigar kasalliklarini
davolashda ishiatiladi.

Immobillangan fermentlar tibbiyotda, birinchidan, past dara-
jadagi zaharli va allergik ta’sirga ega dori vositalarini yaratish
uchun yo‘l ochdi. Dunyodagi birinchi immobillangan ferment
preparati {streptokinaza) gon-tomir kasalliklarida ishlatildi. Ik-
kinchidan, inkapsullangan ferment preparatlari organizmga do-
rilarning yo'naltirilgan transporti muammolarini yechdi. Fer-
mentlar immobitlanishi va ularning sanoatda qo‘llanilishiga
misol sifatida alanin aminckislotasi va model sistemalardagi ko-
ferment regeneratsivasidagi (NAD) o'zgarmas jarayonlarni mi-
sol qilib keltirish mumkin. Bu sistemada dastlabki substrat (sut
kistota) dekstran NAD va ikkita NADga bog‘liq degidrogenaza-
larda: laktat va alanindegidrogenazada immobillangan kamera-
reaktorga nasos yordamida beriladi; reaktorning qarama-qarshi
tomonida reaksiyaning mahsuloti ultrafiliratsiva metodi asosida
yo‘qotiladi.

° Bu turdagi reaktorlar farmetsevtika sanoatida, masalan, gidro-
*kortizon antirevmatoiddan prednizolon preparatini sintez gilishda
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qo‘llanitadi. Immobillangan fermentlar va kofermentiar yordami-
da bog'langan kimyoviy reaksiyalami (almashinmaydigan meta-
bolitlar biosintezini hisobga olgan holda) yo'naltirilganlik asosida
amalga oshirish mumkin. Shu asnoda, vangi metodologik yon-
dashuvlar yordamida fan «sintetik biokimyo» sohasiga o‘zining
birtnchi qadamlanim qo‘ymoqda.

Tadaigotlarning yangi muhim yo‘nalishlan bo‘hib hujayra-
ning immobillanishi va genotexnika metodlan (gen muhandis-
ligt bo‘yicha loyihalash) asosida mikroorganizmiarning sanoat
shtammlarini, ya'ni vitaminlar va almashinmaydigan aminokis-
lotalarning produtsentlarni yaratish mumkinligi hisoblanadi. Bio-
texnologiya yutuglarnining tibbiyotda qo‘llanishiga misol sifatida
biologik suyuqliklar yoki to‘qima ekstraktlaridagi tireotrop gor-
monini aniqiash uchun, gqalgonsimon bez hujayrasining immobil-
langan shaktlarn yaratilishini ta’kidlash mumkin.

Yana shuni ta’kidlash lozimki, kalortyasiz shirinliklar, jum-
ladan, yuqori kaloriyaga ega bo‘lmagan, shirinligini his qgilish
mumkin bo‘lgan, shakarning o‘rnini bosa oladigan gandli
moddalarni olishning biotexnologik wsuli yaratilishini aytish
lozim. Shunday istigbolli moddalardan biri tarkibida dipeptid
metil efiri — aspartilfenilalanin tutgan aspartam hisoblanad:.
Aspartam shakardan ko‘ra 300 marta shinnrog, zararsiz va
organizmda uchraydigan tabity erkin aminokislotalar: aspara-
gin kislota (aspartat) va fenilalanin ko‘rinishida tarqaladi. As-
partam, shubhasiz, tibbiyoida ham, ozig-ovqat sanoatida ham
keng qo‘llaniladi. Masalan, AQSHda uni bolalar ozuqalanni
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 katahzlovcm bakterial
felmentnl ham olish zarurdir. '
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3.1. Test-sistemalarda, mikroanalizda va biologik quril-
malarda fermentlarning go‘llanilishi

Biosensorlar -- anahtik qunilma bo'lib, ulardagi sezuvchi
gatlam biologik matenallardan iborat va u ma’lum bir kompo-
nentning mavjudligi yoki anig bir konsentratsiyaga funksional
bog'langan holda elektr signal orqali reaksiyani amalga oshira-
di. Biologik material sifatida fermentlar, to‘qimalar, baktenyalar,
zamburug'lar, antigen va antitanalar, liposomalar, organellalar,
retseptorlar, DNK va shu bilan birga fizik datchiklarga immobsl-
langan hujayralar ham ishlatiladi. Biosensor texunologiyasi biolo-
giya va.mikroekologiya fanlari asosida yaratilgan.

Bunday qurilmani yaratish g‘oyasi deyarli yaginda, 1960-yil-
larda ilgari surildi. Birinchilardan bo‘lib buni  1967-yilda
L. Klark va KLiney ushbu yo'nalishga asos solishdi. Klark
o‘zimng g'oyalarida fermentli elektroddan, va'ni yuzasiga fer-
ment immobillangan elektr kimyoviy datchikdan foydalangan
holda, biror biologik faol moddani juda kichik migdorda aniglash
mumkinligini ta’kidladi va ushbu jarayonni ilmiy asoslab berdi.
Shundan so‘ng «biosensom tushunchasi fanda paydo bo‘ldi.

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

- Biosensorlarmi turli magsadlarda varatish mumkin. Biosensor-
lar ikkita — biokimyoviy va fizik transduserlardan iborat bo‘lib,
ular biokimyoviy jarayonlarda o‘zaro gqisqa kontaktlashadi.
Biokimyoviy biotransduser voki bioselektor aniglashuing biolo-
gik elementi vazifasini bajarib, aniglanayotgan komponentning
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(aniqrog‘i, kimyoviy bog‘ hagidagi ma’lumotni) fizik yoki kim-
yoviy tarkibi hagidagi ma’lumotni signalga aylantirib beradi.
Biokimyoviy biotransduser sifatida biologik strukturalar, jumla-
dan, fermentlar, antitana, retseptorlar, nuklein kisiotalar va hat-
to tirtk hujayralarnt ishlatish mumkin. Fizik transduser anigla-
nayotgan komponentni aniglash asosida hosil bo‘igan signalni
maxsus qurilma yordamida elektron signalga aylannradi. Axbo-
rotni o'qish va yozish uchun signalnt registratstya giluvchi va
tezlashtiruvchi elektron sistemalar qo‘llaniladi. Fizik transdu-
serlarning ko‘pgina turlari mavjud: elektr kimyoviy, spektrosko-
pik, termik, gravitatsion, pluzoelektrik, kalorimetrik, rezonans
sistemalar va boshqalar.

Biosetektor elementlaming barcha turlarini turhi xil transdu-
serlar bilan kombinatsiya gilib, biosensorfarning turli-tuman tp-
larini yaratish mumkin. Biosensor bioasbobi tahlilini zamonaviy
metodlar bilan taqqoslash shuni ko‘rsatdiki, tahlilning tezligt,
yuqori spetsifiklikka egaligi, qimmatbaho asbob-uskunalarga eh-
fiyo] yo'gligt va shu bilan birga murakkab aralashmadagi kerakl
binkmalarni yuqgori selektiviik bilan aniglash tmkonini berishi,
ushbu bioqurilmaning har tomonlama qulayligini ko‘rsatdi. Shu
sababdan ham, biosensorlarni yaratish va ularning go‘llamsh
doirasini kengaytirish hozirgi zamonaviy biotexnologiyaning aso-
sty vazifalaridan biri hisobianadi.

3.2. Fermentli biosenserlar

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

Fermenthi yoki reagentsiz elektrodlar fermentativ o‘zgarish
jarayonida hosil bo‘luvchi moddan elektrokimyoviy uslub yor-
damida aniglashga asoslangan moslaraalar hisoblanadi. Ushbu
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biomoslamalar tuzilishi jihatidan bir yoki bir necha immobillan-
gan fermentlardan (ba’zida tferment erigan holda membrana qur-
shovida elektrodga yaqin holda joylashishi mumkin) iborat qat-
lam bilan o‘ralgan elektroddan iborat bo‘ladi. Elekirod asost gan-
day uslubga asoslanganiga garab, moslama potensiometrik yoki
amperometrik turlarga bo‘linadi.

Fermentli mikrokalorimetrik datchiklar, ya’ni uzatgichlar
fermentativ  reaksiyalarning issiqlik eftektidan foydalanishga
asoslangan moslamalardir. Fermentli biosensorlar tashuvchiga
immobillangan fermentli va termistor gismdan tashkil topgan.
O‘Ichovchi gism orgali tahlil gilinayotgan namuna o°tkazilganda
issiqlik effekti namoyon bo‘ladigan kimyoviy reaksiya amalga
oshadi. Aynan o‘sha issiglik effekti o'Ichagichda qayd etiladi va
reaksiya natijasi aniglanadi.

Xemi va bioluminessentli datchiklar fermentativ reaksiya
mahsulotlarini turli to‘lgin uzunligida yorug'lik nurlarining- si-
nishi asosida olinadigan ma’lumotm qayd qilishga asoslangan.
Tuzilishi bo‘yicha ushbu biomosiamalar ferment preparatlari im-
mobillangan (Jutsiferaza yoki peroksidaza bilan) tashuvchi ham-
da yorug‘lik qabul qiluvchi moslamadan iborat. Bu sistemada
qo‘Haniladigan datchik tipiga asoslangan analitik uslub yuqori
sezgirligi bilan ajralib turadi va, o‘z navbatida, juda kichik ken-
sentratsiyali moddaning (10 M) miqdorini aniglash imkoniga
ega.

Immobillangan fermentlar go‘llaniigan elektrodlar chidamh
bo‘lib, ular yordamida bir necha yuz namunani o‘lchash mumkin.
~ Tabiy ferment preparatlari qo‘llanilgan elektrodlar asosida esa
50 tagacha namunani o‘lchashni amalga oshirish mumkin.

Hozirgi davrda gon tarkibida gandni aniglashda (immobillan-
gan glukozoksidaza asosida) qo‘llaniladigan amperiometrik bio-
sensor keng tarqalgan. Ushbu biosensor yaratilgan bioqurilmalar
ichida binnchi yaratilgan biosensor hisoblanadi.
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Bu o‘rinda yana shuni qayd etish lozimki, bugungi kunda
fermentli sensorlar quyi moiekulali moddalar konsentratsiyasini
amglashda ham keng qo‘llanifadi. Masalan, penitsillin antibiotigi-
ning produtsentlari ishlab chiqargan ozuqa mubhitidagi penitsillin
miqdorim nazorat qilish uchun, penitsilaza fermenti asosida yara-
tilgan elektrod qo‘ltaniladi.

Kislorodh elektrodga (fizikaviy transduser) asoslangan biosen-
sorlar esa, turli moddalarni, masalan, fermentlarning substratlari-
ni, laktatiarni, L-aminokisiotalarning salitsilatlarini, aksolatlarni,
ayni karbon kislotalarning anionlarini aniqlash imkonini beradi.

Biosensorlar yordamida muammoli holatlarni hal gilish mum-
kin, Xususan, substratning ma’lum konsentratsiyasida aniglana-
yotgan signal (potensial) asosida, aynan bir fermentning faolli-
gini aniglash. Bunda reaksiya natijasida hosil bo‘lgan signal aso-
sida nafaqat substrat konsentratsiyasini, balki ferment katalitik
faolligini ham aniglash mumkin. Biosensorlaming ana shunday
xususiyatga cgaligi qon tarkibidagi fermentlarning faolligini va
konsentratsiyani aniqlash imkonini yaratadi. Yurak faoliyati bilan
bog'liq ba’zi fermentlarning (aspartataminotransferaza, kreatinki-
naza kabilar) - faolligini aniglash, o‘z navbatida, klinik sharoitda
miokard infarktini aniglab, tashxis qo“yishda go*Haniladi.

3.3. Hujayrali biosensorlar

Biotexnologiya fanining yutuglaridan yana bin, tirik hujayra-
larni polimerlar va turli tabiatga ega bo‘lgan gattiq tashuvchilar
tarkibiga kiritib, ularni turli sohalarda ishlatish bilan bog'liqdir.
Buanday tipda yaratilgan biomoslamalarni hujayrahi biosensorlar
deb atash mumkin Ushbu sensorlar tibbiyotda, mikrobiologiya
sanoatida va boshqa tanmoglarda keng qo‘llaniladi. Bu o‘rinda
shuni qayd etish lozimki, hujayrali biosensorlar mikroorganizm
hujayralarini turli tashuvchilarga immobillashga asoslangan. Mik-
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roorganizm hujayralarint turh fizikaviy va kimyoviy usullarda
immobiliash mumkin. Immobillangan hujayralarning bargarorligi
ularning metabolizini, shuningdek, tashuvchining va muhitning
xossalari bilan belgilanadi.

Immobilizatsiva uchun yengil kultivatsivalanadigan, qayta
tiklanadigan mikroorganizm hujayralan, shuningdek o‘simiiklar,
hayvon va odam hujayralari keng qo‘llaniladi.

Fermentlardan fargli ravishda immobillangan hujayralarni
qo‘llashda tozalash bosqichini qo‘llash talab etilmaydi. Mav-
jud uslublar ferment faolligini 100% saglagan holda vzoqg vaqt
oralig‘ida (ba’zi holatlarda bir necha yillar davomida) faoliyat
ko‘rsatadigan hwayralar yaratishga imkon beradi. Ko‘p turdagi
hujayralar uchun, ayniqsa, mikrobli hujayralar uchun tarkibida
yugori darajada ogsil va ferment ishlab chigish xususiyatiga ega-
dir. Bunda hujayra oqsilni sintez qilish xossasini saglab qolgan
holda, sensor yordamida turli namunalarni aniglashning yugori
samarali ustublarini yaratish mumkin.

Hujayrali biosensorlamning asosiy kamchilikfaridan bir,
qo‘ilanilayotgan elektrod sekinlik bilan javobni amalga oshira-
di hamda hujayra yoki to‘gimada bir necha ferment sistemalar
ishtirok etishi sababli, namoyon bo‘ladigan javob reaksiyasi past
selektiviikka va spetsifikiikka ega. Bundan tashqari, o'sish va
ko‘payish jarayonida intakt hujayralar tashuvchini parchalashi va
shu bilan birga hosil bo‘layotgan mahsulotni ifloslantirishi mum-
kin. Birogq yuqorida qayd etilgan muammolar, o'z navbatida, bak-
teriya hujayralarini qo‘llash jarayonida antibiotiklarni qo‘shish
yoki immobillangan o‘simlik hujayralart uchun fitogormoniar
tanqisligini sun’ty yaratish asosida, o‘sish jarayonini sekinlash-
tirish yo'li bilan hal etish mumkin. Shu sababli, bugungi kun-
da mikroorgamzm hujayralan asosidagi biosensorlarni varatish
uchun turh mikroorganizmlar qo‘llanitadi. Chunonchi, Nigros-
pora eyropea ammiakm aniglash uchun, Azotobacter vinebudit ~
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nitratlami aniqfash uchun. Aspergillus niger zamburug'i asosida
bir guruh yapon olimlari tomonidan go‘sht mahsulotlan tarkibi-
dagt aminlarni aniglashga mo‘ljallangan biosensorlar yaratilgan,
Shuning bilan birga cho'chqa jigart va buyragi kesmalari, qovoq
va banan kesmalari to*gimali elektrod yaratishda go‘llanilmoqda.

Boshlang‘ich davrlarda faolligi saqlangan holatda hujayralarni
immobillash uchun tabily matenallar: jelatin, agar, alginat kalsiy,
karraginanlar qo‘llaniladi. Hozirgi vaqtga kelib, hujayralarni sin-
tetik polimer gellariga kiritish usutan ishlab chigildi va rvojlan-
tirildi.

Ozig-ovqat, tarmatsevtika, to*gimachilik, kimyo-metallurgiya
va sanoatning boshqa ko‘p sohalarida turli kimyoviy birikmalar-
ni tashuvchi sifanda go‘llab, sensorlar yaratish mumkin. Ush-
bu immobillangan hujayralar asosida yaratilgan sensorlar xalq
xo‘jaligining turli sohalarida, shuningdek, biotexnologiya usulida
aminokislotalarnt sintez gilishda ham keng qo‘llanilmogda. Bun-
dan tashgan, biosensorlarni quyidagi magsadlarda ham qo‘llash
mumkin;

- ozig-ovgat mahsulotlarining ozugaviy qumatlﬂl yangiligim
va xavfsizligint aniglashda; o

~ bevosita bemoming gonini ekspress tahltl qlh:.hda

-~ atrof-muhitning zararlanganligini, iflostanganlik darajasini
aniglashda;

~ quyl molekulali moddalar, toksinlarming konsentratsiyasini

. aniglashda;

~ oqova suvlardan metallami ajratib olishda,

— tabity va ogova suvlarmi tozalashda va h.k.

Umuman olganda, immobillangan biomateriallarga asoslan-
gan bioguriimalar bugungi kunda juda kichik konsentratsiyali
moddalarni aniglashda, zamon talabiga javob beradigan o‘ta sez-
gir usullardan birt bo‘lib goldi. Ba’zi biosensorlar uy sharoitida
individual qo‘llash uchun (asosan qon tarkibidagi qandni anig-
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lashda) keng tarqalmogda. Navbatda hid bilish va ta’'m bilish
«sun’ily organlarni» yaratishga imkon beradigan tirik organizm-
larning retseptorlari o‘rnini egallay oladigan hamda qator kasal-
Iiklarga aniq tashxis qo‘'ya oladigan biosensorlarni varatish kabi
bir gator vazifalar turibdi.

Molekular biologiva va mikroelekironika sohasida yaratil-
gan vutuglar biosensoriar tuzilmalarnim yaratuvchilarni yangi
yechimlarga ildamlamogqda. Analitik signal va tahlil natijalarini
hisobiash magsadida, sensor-transduser, ragamli ko‘rsatgich va
mikroprotsessorni birlashtirgan biochip yaratish texnologiyasini
(fotolitografiya, qoplamalashning yarimo‘tkazgichli texnikasi)
ishlab chiqish istigbolli rejalar hisoblanadi. Zamonaviy biochip-
larning yaratilishiga 1975-yitda F.Sauzem tomonidan yasalgan
Sauzern-blot asos bo‘ldi. Buning uchun E Sauzern qattig ta-
shuvchiga biriktirilgan DNK fragmentlarining xususiy ketma-
ketligini aniglash uchun belgilangan nuklein kislotalar qatoridan
foydalandi. Rossiyada biochiplar A D Mirzabekov rahbarligida
RFA molekular biologiya institutida 1980-yillar oxinda yaratila
boshladi. '

Mikrochiplar texnologiyasi laboratoriya tadqiqotlarining prin-
sipial jihatdan yangi bosqichi bo‘lib, bir vaqtming o‘zida 1000 ta
namunani testdan o‘tkazish imkonini beradi. DNK yoki ogsilli
chiplarni yaratish uchun aynan DNK vyoki ogsillarning minglab
molekulalani plastinkalarga joylashtiniiadi. Hosil bo‘lgan bun-
day kichik moslamalar biologik makromolekulalarning spetsifik
o‘zaro ta’sirlashuvim tahlil qilish uchun qeo‘llaniladi Bunday
chiplarda zondlar sifatida oligonukieotidiar, genomli DNK; RNK
fragmentlan, ogsillar, retseptorlar, ligandlar va boshqalar xizma
qiladi. '

Qisqa vaqt mobaynida biochiplar yordamida molekular biolo-
giya, molekular genetika, molekular biotexnologiya sohalaridagi
fundamental tadqiqot muaminolari hal qilindi va shu bilan birga
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tibbivotda, farmakologiya, ckologiya, sud-tibbiyot ekspertizasida
amalda go‘llanila boshiadi.

Biochiplarning hozirgi vaqtda bir gator turlart mavjud:

— matritsali (timmobillangan DNK bilan) biochip,

— mikrofluidti (kapillarii) biochip;

— rangli kodga ega bo‘lgan mikrosferalar qo Ham!gan bio-
chiplar.

Zamonaviy mikrochiplarda yacheyka oflchamlari 50-200
mikron oralig‘ida yotadi va har bir yacheykaning hajmi esa
I mi dan 1 mkl] i tashkil giladi; tahlil qilinayotgan makromo-
lekula konsentratsiyast esa 10 mkM gacha bo‘ladi. Chipdagi
vacheykalarning umumiy migdori 10*-10° mi tashkil etadi. Uning
chizigli o‘lchamlari esa taxminan 1 sm ga teng. Namuna bilan
ta’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,
vacheykalar zichroq joylashgan bo'ladi. Bunday texnologiya bitta
biochipda, 30 dan 100 mingtagacha genni tahlil qilish imkoni-
ni beradi. Bunda qo'yilgan magsadga garab, 6 tadan bir necha
minggacha nukleotidlardan tashkil topgan DNK uchastkalariqi
aniglash mumkin.

Chiplar tayyorlash uchun ko‘p hollarda shisha, plastik, yatim-
o‘tkazgich yoki metall plastinkalar qo‘lianiladi. Ulaming sirtla-
riga tahlil gilinayotgan eritma tarkibida bo‘lgan moddalarni tan-
lab bog‘lash qobiliyatiga ega bo'lgan biologik makromolekutalar
{DNK, ogsillar, fermentlar) joylashtiriladi.

Barcha bir necha faol moddalar asosida boradigan jarayon-
larni aniglashda ishlatiladigan biochiplarda ma’lum bir kimyo-
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viy ta’sirlashuv mexanizo kuzatiladi. Chipning bir necha ming
yacheykalaridan biriga joviashtirilgan tadqig qilinayotgan namuna
molekulalari o°z «jufti» (mikrozond) bilan bog'lanadi va reaksiya
amalga oshadi. Masalan, DNK tolalari o'zining komplementar
jufti bilan bog'lanadi, antigen o‘zining antitanasi bilan, substrat
esa.o‘ziga xos ferment molekulast bilan bog'lanadi Namunani
aniglashda luminessentli usuldan foydalamladi. Gibridlanishni
o‘rganishda fluoressenstiya usuli asosiy uslub bo'lsa-da, yagona
usul hisoblanmaydi. Gibridlanishni tavsiflovchi ma’lamotlarni
mass-spektrometriya, atom kuchlanish, mikroskopiya kabi usullar
asostda ham aniglash mumkin.

Qo lHanilayotgan makromolekulalarga qarab, ma’lum magqsad-
larga yvo‘naltirilgan turlt biochiplar mavjud. Hozirgi vagtda DNK
molekulalari adsorbsiyalangan tashuvchi matritsali DNK-chiplar
ishlab chigarishda ishlatilayotgan chiplarning 94% ini tashkil gi-
ladi. Qolgan 6% ini esa ogsilli chiplar tashkil giladi.

DNK bilan immobillangan barcha turdagi biochiplarni ishlash
prinsipi (tamoyil) asosida Uotson-Knk goidasi bo‘yicha (A\T
yoki G\S) to‘g‘n va komplementar DNK oraligida aniq mutano-
siblik yotadi. Gibridlanayotgan DNK, odatda, polimeraza zanjiriy
reaksiya (PZR) yordamida aniglanadi. Keyinchalik reaksiya ja-
rayonida chipda komplementar zanjirlarning ta’sirlashuvi amal-
ga oshadi: ulardan bin nukleotidlarning ma’lum ketma-ketligiga
ega bo‘lib, plastinkada joylashtinigan bo'ladi, bir zanjirli DNK-
nishon esa fluoressentli nishon bilan nishonlangan bo‘lib, DNK
chipga joylashtiriladi.

Immobillanayotgan DNK sirt sathiga mexanik robotning ni-
nasimon prnten yvordamida joylashtiriladi. Gibridlanayotgan
DNK, eritmada fluoressentli yoki radioaktiv nishon yordamida
nishonlanadi. Fluoressentli bo‘yoqning xossalari DNK tarkibi
(A\T yoki G\S) temperaturaga juda ham bog‘liq bo‘lishi kerak
emas. Tadqig qilinayotgan modda oldindan shu’lalanadigan (fluo-
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ressent) bo'yoq bilan ishlanadi va o‘rganilayotgan modda biochip
bilan o'zaro ta’'sirlashganda o'ziga mos yacheykalarda kimyo-
viy reaksivalar amalga oshadi va aynan shu vaqgtda yacheykalar
shu’jalanadi. Sodir bo'layotgan reaksiya ganchalik kuchli bo'lsa,
shu’lalanish ham shunchalik kuchli bo‘ladi. Ta’sirlashgan chiplar-
ning analizi analizator chip-detektor yordamida avtomatik ravish-
da amalga oshadi. Analizator kompyuter va videokamera ulangan
keng maydonli mikrosikopdan tashkil topgan. Xususan, biochip
analizatorining ishlash mohiyati kuchlt shu’lalangan yacheykalar-
ni aniglab solishtirishdan iborat. Bunday usul bilan namunaning
turli xarakteristikalari aniglanadi. Masalan, organizmda u yoki bu
infeksiya qo‘zg atuvchilarning mavjudligini yoki genomda mav-
jud bo‘lgan o‘zgargan genlarni aniglash va boshqalar.

Gelli biochiplarda DNK shishaning maxsus ishlangan sir-
tiga qotitilgan, qalinligi 10-20 mikron bo‘lgan poliakrilamidli
gel gqatlamiga immobilizatsiya qilinadi. Bunda immobilizatsiya
ultrabinatsha nuri bilan nurlantirilganda, amalga oshadigan fo-
toreaksiva natijasida, kovalent bog‘lar hosil bo‘ladi. Gelli bio-
chiplarda DNK molekulalari orasidagi o‘zaro ta’sirlashuv erit-
madagi kabi bo‘ladi. Bundan tashqgari, yacheyka uch o‘lchamga
ega bo‘lgani uchun bunday turdagi biochiplarda immobillanadi-
gan DNK molekulalar soni boshqga turdagi mikrochiplardagidan
ko'proq bo‘lib, yacheykadagi fluoressensiya signalining kuch-
lirog bo‘lishiga olib keladi. Tadqiqotchilar DNK-chiplar vara-
tish uchun, kremniyli protsessorlarni tshlab chiqarish jarayoniga
o‘xshash fotolitografiva jarayonimi yaratishdi. Magsalan, «Affi-
metrix» (AQSH)} kompaniyasi tarkibida DNK ketma-ketligini
tutgan yuqori zichlikdagi chiplar asosida, «Gene chip» texnolo-
giyasint varatdi.

DNK-mikrochtplan bugungi kunda odam va boshga tirik or-
ganizmlarning genomini tahiil gilish va olingan natijalarni amal-
da qo'llash magsadida ishlatiladi. Chunonchi: '
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— genda turli kasalliklar bilan bog'liq bo‘lgan mutatsiyalarm
aniqlash;

— genlarning faotligini kuzatish;

— infeksion kasalliklarning diagnostikasi va ularni davolash-
ning samarali uslublarini aniglash;

— gishloq xo‘jaligi ekinlari hosildorligiga mas’ul bo‘lgan gen-
larni amglash;

— patogen hamda foydalt mikroorganizmlarnt skrining qilish.

Turhh  «sezgir» oqsilli biochiplar yaqin kelajakda keng
ko‘lamdagt dorivor moddalarni, jumladan gormonlari, narko-
tiklarni, zaharlarni, tahlil qgilinayotgan namuna (qon, suv, ozig-
ovqat yoki tuproq)dagi pestitsidlarni hamda turli allergenlarni,
onkogentarni, biologik faol moddalarni, hatto genetik defektlami
amiqlash 1mkonini beradi. Ogstlli bochiplar yaqin kelajakda bu-
tun bir immunologik [aboratoriyalarning vazifasini o'z zimmasiga
olib, ko‘pchilik diagnostik uslublarning samaradorligini bir necha
ming marta oshinb, tahlilning tannarxini sezilarll darajada pasay-
tirishi kutilmoqda.

Oqgsilli mikrochiplar quyidagi magsadlar uchun qo‘llanilishi
taklif giltnmoqgda:

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

— dori vositalarining sifatini baholashda;

~ ogsillaming alohida turdagi hujayralar tomonidan sintezla-
nishidagi tafovutlarim aniqlashda;

— ogsillaming tuzilishi va funksiyalari orasidagi o‘zaro
bogliglikni o‘rganishda; '

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

- ogsillar va boshqa molekulalar orasidagi o zaro ta’sirlashuvni
o‘rganishda.
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3-bobga doir nazorat savollari:

1. Biosensorlarning qanday turlari mavjud va ular ganday
magqsadlarda 1shlatiladi?

2. DNK mikrochiplari qanday kasalliklarni aniqlashda ishlati-
ladi?

3. Ogsilli mikrochiplar qanday kasalliklarni aniglashda ishla-
tiladi?
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4-BOB. BIOCHIPLARNING O‘RNI VA
AHAMIYATI

Biochiplar ilmiy maqsadlar bilan birga, amaliy tibbiyotda ham
qgo‘llaniimoqda. Ular turli genlarni aniglashda va funksiyalanni
baholashda yordam beradi. Qisqa muddat oralig'ida genetik mu-
tatsiyalarni tavsiflash hamda odamning ma’lum bir kasallikka,
masalan, onkologik kasalliklarga moyilligini (60 % saraton bilan
kasallanganlarda aniglanadi) aniglashga imkon beradi. Hozirgi
vaqtda leykemiva kasalligining diagnostikasi uchun mo‘ljallangan
biochip sertifikatlashtirish jarayonidan o‘tmoqda.

Genli onkomarkerlardan tashqari, ogsilli onkomarkeriar (sara-
ton haqida signal beruvchi molekulalar) ham mavjud bo*lganligs
sababli, ushbu markerlarga xos biochiplar ishlab chigildi. Bemor
organizmi gepatit va OITSga tekshirilayotganda, qon quyish ja-
rayonida moyillikni aniglashda qo‘llaniladigan biozondlar ham
yaratildi.

Biochiplar yordamida irsiy kasalliklarni diagnostika qilishdan
tashqari, hayot davomida genetik koddagi mutatsiyalar natijasi-
da yuzaga keladigan kasalliklarni ham aniglash mumkin. Mikro-
chiplar molekular mexanizmlarni o‘rganishda va turli dori vosi-
talarining ta’sirini tadgiq gilishda qo‘llaniladi. Organlarni gayta
ko‘chirib o*tkazishda biochiplar alohida o‘rin egallaydi. Gistomo-
yillikning asosiy omillarini ogsillar tashkil qilib, ular, o'z nav-
batida, odam organizmidagi hujayralami identifikatsiyalaydigan
mikrochip vazifasini bajaradi. Implantatsiya gilingan donor organ
gabul gilishi uchun, donor organ to‘qimalaridagi ogsil markerlar
iloji boricha bemoring oqsil markerlaridan kamroq farglanishi
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kerak. Shu nuqtayi nazardan immun sistemasining salbiy reak-
sivalarini kamaytirish magsadida, moyilligi vugori bo‘lgan organ
tanlash vazifasini biochiplar yengillashtirib beradilar.

Bundan tashqari, silning turli shakllarini tashxis gilish uchun
biochiplar yaratilmogda. Ma’lumki, hozirda antibiotik ta’siriga
barqaror bo‘lgan bir necha turdagi sil tayoqchalari aniglangan. Oz
navbatida, biochip barcha ma’lum bo‘lgan sil qo‘zg atuvchilarini
antqlab, kasallikning aynan shaklini davolash uchun gandan anti-
biotiklarni ishlatish mumkinlik imkoniyatini yaratadi. Tashxis ja-
rayonini, uzogq muddathi ustublardan fargli ravishda, gisga muddat
ichida amalga oshirish mumkin bo‘ladi. :

Biochiplarni o‘ta xavfli bakteriyalarni — qorason, o‘sma,

brutselloz va o‘latni aniqlashda, gripp diagnostikasida qo‘liash
maqsadga muvofiqdir. Biochiplar bo‘yicha olib borilgan tadgi-
“qotlarning natijalari asosida, masofadan turib ishlaydigan mos-
lamalar yaratildi. Xususan, Rossiya va AQSH olimlari hamkor-
likda biochiplardan tashkil topgan avtonom sistemalar yordami-
da, yer sharidan tashqaridagi obyektlarda (sayyoralar, yulduzlar
va boshgqalar) tinklik va bayot belgilant mavjudligini aniglashga
mo‘ljallangan dasturni 1shlab chiqdilar.

Yugorida keltirilgan misollar yaqin vaqt ichida biochipiar tex-
nologiyasi ildamlik bilan rivojlamshini va ulaming turli sohalarda
keng ko‘lamda qo‘llanilisht mumkinligini ko‘rsatadi.

4-bobga doir nazorat savollari:

1. Tibbivotda biozondlar nima uchun ishiatiladi?
- 2. Biochiplar yordamida qanday kasalliklar diagnostika qili-
nac?
3. Genetik koddagi mutatsiyalar natijasida yuzaga keladigan
kasalliklarni ganday aniglash mumkin?
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5-BOB. EUKARIOT ORGANIZMLAR ASOSIDA
REKOMBINANT OQSIL OLISH

Eukariot organizmlardagi DNK geterolitik ogsil rekombi-_=
natsiyasini olish uchun prokaniot organizmlar ekspressiyasidan
foydalaniladi. Ba’zi holatlarda eukariot ogsili bakteriyalardan
sintezlanadi, biologik jihatdan faol yoki mustabkam bo‘lmaydi.
Bundan tashqari, toksinlardan tozalanganiga garamay, bu mod-
dalar odam va hayvonlarda yuqori temperaturada kasallik kel-
tinb chiqaradi. Bu muammolarni hal qilish uchun ogsillaring
rekombinatsiyasi tibbiyotda ishlatilishga mo‘ljallangan eukariot
organizm ekspressiyasida amalga oshinladi. Bunday ogsillarning
jismoniy va funksional tarkibi biockimyoviy yo‘l bilan identifika-
tstya qilinadi. Bukariot hujayralaridagi ogsillar posttranslatsiya
jaravonidan keyin o‘zgarishlarga chidamli bo‘ladi.

Disulfid bog‘larining shakllanishi. Bu reaksiyani disulfidi-
zomeraza fermenti katalizlaydi. Noto‘g‘ri ulanishi natijasida ogsil
nobargaror va nofaol bo'lib goladi.

Promotor poliedr geni juda kuchli, virus genini muallaq ush-
lab turmaydi.

Glikolizlanish: asosiy ogsil modifikatsiyasi stabillanadi. Gli-
kolizlanish reaksiyatarini ommalashtirish — bu spetsifik ogsilning
serin yoki treorin yoki bo‘lmasa asparagin aminokislotalarining
goldig‘idir,

Oqsit tarkibidagi aminokislotaning modifikatsiyasi: fostorfa-
nish, atsetillanish, atsillanish, gamma-karboksillanish, suifatda-
nish, mirstllanish va palmitillanish.

Bulaming barchasi prokariot xo‘jayin hujayrasi barcha ge-
terolitk aminokislotalardan ogsillarni to‘g'ri glikoliz gilishi va
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spetsifik modifikatsiya qilish uchun kerak. Bu jarayonda ogsit-
ning to'liq spetsifik modifikatsiyasini olish uchun eukariot orga-
nizmlarda har xil testlar o‘tkazish va biol ogik autordentifikatsiya
mahsulotini olish kerak. ; o

Eukariot organizmlardagi vektor konstruktoridagi bunday
shakllarni prokariot analoglari (14-rasm) tutgan bo‘lishi kerak,
ya'ni

- eukartot marker selektivi;

- eukariot promotori;

— signal poliadenil mRNK;

- eukariotlardagi terminatsiya, transkripsiya va translatsiya
bosqichlanm tutgan bo‘lishi kerak.

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

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

5. AsMNPV Pp SK Pt 3. AsMNPV
DNK DNK

2mkm-plazmida, a-segment

LEU2,

2mkm-plazmi
b-segment

i 4-rasm. Eukariot organizmlaming umumiyv vektor ekspressiyast.

Ularning asosiy elementlari: eukariotltaming promotor bilan
transkriptoni (p), klonfangan sayt (KS) va terminatsiya signali va
peiiadenillanishi (1); eukariot marker seleksiyasi (CM), eukariot
hujayrasidagi funksivalanuvchi initsiatsiya saytining replikatsi-
yasi (ori); e.coli dagi initsiatsiya saytining replikatsiyasi (ori e);
e.coli marker seleksiyasi {(Amp).

Transformatsiya uchun achitqining 3 xili ishlatiladi. Birinchi-
dan, ekzogen DNK achitqi hujayrasidan olinadi, hujayra devor
kimyoviy yoki enzimattk (protoplast) (1) yo‘li orqali yo‘qotiladi.
Begona organizm hujayra DNKsi olinib atsetat litty (2) bilan
ishlanadi yoki elektroporatsiya qilinadi (3). Transfeksiyalash --
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hujayra DNKsini ma’lum muhitda tink organizm hujayrasidan
inkubatstyalash, kalsty fosfat qoldig't yoki DeAe-dekstrakti (1)
elektroporatsiyada DNK transformatsiyasini tozalab yaratish
(2). 4-bobda aytib o‘tilganidek, elektroporatsiya hujayraga qisqa
kuchli elektr toki impulsining ta’siri bo‘lib, tashqi membranada
yoki hujayra devorida kovakchalar hosil giladi, bir gancha vagt-
dan so‘ng DNK hujayradan chigishi mumkin. Bir qancha euka-
riot organizmlarda retsipivent hujayraga DNKm yetkazib berish
uchun viruslardan foydalaniladi.

5-bobga doir nazorat savollari:

1. Rekombinant ogsiltiar olish tibbiyotda ganday muammolarni
hal gilishga yordam beradi?

2. Eukariot organizmlaming vektor konstruksiyasi qanday
qismlardan iborat? :

3. Transformatsiya bosqichlarini tushuntiring.
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6-BOB. SACCHAROMYCES CEREVISIAE
" TIZIMINING EKSPRESSIYASIH

Ekspressiya qilish uchun oddiy Saccharomyces cerevisiae
eukariot organizm klonlangan geni ishlatiladi. Bunga bir gancha
sabablar bor. Birinchidan, bu bir hujayrali organizm, genetik va
fiziologik jihatdan o‘rganilib chiqilgan, laboratoriyalardagi kolba-
larda va bioreaktorlardan ham olish mumkin.

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

Uchinchidan, Saccharomyces cerevisiae hujayrasining katta
gismi posttranslatsiya qilish bilan modifikatsiyalangan.

To‘rtinchidan, uncha kam bo‘lmagan achitgi ogsillari xu-
susiy muhitda sekretsiyalanadi; agar geterolitik ogsil hujayra-
dan sekretsiya qilinsa, uning tarkibini tozlash keyinchalik qiyin
bo‘lmaydi.

Beshinchidan, gancha yillardan beri achitqi non va pivo ishlab
chigarishda ishlatiladi. Qzig-ovqat sifati Ishki ishlar bo‘limining
nazorati ostida bo‘lib, tibbiyot va kosmetologlar vositasi faoi-
lashtirilgan (AQSH) S.cerevisige ro‘yxatidan «organizm uchun
zararsiz» (GRAS, generally recognized as safe) deb topilgan.
Ko‘pchilik ogsillar S.cerevisiue dan sintezlangan, diagnostika
uchun ham allagachon sifatli vaksinalar va farmatsevtik preparat-
lar yarattigan.

Vaksina:

B gepatiti virusining antigeni

Plazmodiya oqsili

HIV-1 ogsili
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Diagnostika:

C gepatiti virusining oqsili

Antigen HIV-1

Donvor moddalar:

Epidermisning o'sishiga ta’sir giluvchi omili

insulin

Insulinga ta’sir qiluvchi omil

Trombotsitga ta’sir giluvchi omil

Proinsulin

Fibroblastlarga ta’sir qiluvchi omil .

Granulotsitiarga va makrofaglarga ta’sir giluvehi omil

a-antitripsin

Qor 1vishiga ta'sir qiluvchi omil

Vektor plazmidadan allagachon sekretsiyalovchi yoki sek-
retsivalanmaydigan geterolitik ogsil olingan. Strategik jihatdan
ikkinchi up vektor hali ham olinmagan.

Achitqi hujayrasidan alohida xromosomani olish uchun
sun’iy achitqt DNK xromosomasi fragmentini klonlashga
mo‘ljallangan (100 t.p.n.). YS-vektor xromosomast ketma-ket-
ligim saglab turishi qanchalik nitsiatsiyada DNK replikatsiyasi
vazifasini bajaradi, achitqi hujayrasida alohida xromosoma si-
fatida bo‘ladi. YS-tizimi barqarordir. Uning yordamida odam
DNK genomi fizik kartasi va transkripton analizi, genom bib-
liotekasi yaratildi va individual odam DNK xromosomasini o'z
ichiga oladi. YS-vektor xromosomani eslatadi, o‘zida ketma-
ketlikni saqlaydi, DNK replikatsiyasi initsiatsiyasi singari funk-
siyani bajaradi, achitqi xromosomasi sentromeri va ketma-ket-
ligidan tborat, oxirida ikkala DNK linearizatsiyasi olingan va
amaldagl telomerazaga o‘xshash bo'lib, xromosomaning barqa-
rorligini ta’'minlaydi. Boshqa begona DNKni joylashtirganda Y'S
achitqining marker genini ushlab qoladi. Natijada mahsulot bu
genni hosil gilmaydi va hujayrada maxsus muhitda rangli reak-
styan hesil qiladi.
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S.cerevisiae to‘g'ri ekspressiyasi. «To'gri ekspressiya» ter-
mini vektor sistemasi uchun gabul gilingan, xo‘jayin hujayra si-
toplazmasida ogsil sintezlanishidan foydalamladi.

3-40Xx7
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15-rasm. Y S-klonlangan sistemasi.

YS8-plazmida (pYS). e.coli selektiv marker genim tutadi
(Amp); e.coli (orl) funksiyasini bajaradi; achitqi DNK segmentli;
URA3, CeN, TRP1 va ARS (CeN-sentrommer funksiyasim bajara-
di) uchastkalarini o°z ichiga oladi, ARS-achitqida avtonom repli-
katsiyasini bajaradi, achitqi initsiatsiya replikatsiyalanuvchi sayti,
URA3-uratsil biosintez genining bir gismi, TRP1-triptofan bio-
sintezining bitta geni. T-achitqi xromosomasining telomer gismi,
Smal-klonlangan sayt. pY'S avval Smal ni davolaydi, BamH]1 va
ishqony fosfataza, keyin uzun DNK fragmentini tikadi. 100 tp.n.
oxirgi genetik konstruksiva DNK klonini saqlaydi va achitgi hu-
jayrasining bargarorligini ta’minlab beradi.
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Superoksid-anioni — bu aerob nafas oluvchi organizm-
lardagi utilizatsiya jarayonidagi mahsuloti. U odamlarda im-
mun tizimining stimulatsiyasida qatnashib fagotsitoz javob
rcaksivasini beradi va infeksiyalarga qarshi leykotsitlar tomon-
gan qarab yo'nalish beradi. Sitotoksik potensialda kichik mod-
dalarni tutadi va sitoplazmadagi Cu/Zn-dismustaz superoksidi
{Cu/Zn-SOD) ferment qismlarini qabul qiladi. U superoksid
aniont bog‘ini katalizlaydi va vodorod peroksididan vodorod
ioni shakllanadi, ketma-ketlik bo‘yicha katalaza yoki peroksi-
daza substraktlari xizmat qiladi.

Birinchidan, DNK Cw/Zn-SOD e.cofi ekspressiya tizimidan
klonlangan holda olingan. Achitgi hujayrasi intrinollarni kesib
tashlash xususiyatiga ega emas, shuning uchun maxsus spetsifik
gen mahsulot tegishli DNKga javobgar yokt 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; achitqgi
hujayralaridagi plazmida replikatsiyasi; 3. Selektiv marker e.coli
geni ampitsillini (Amp) va replikatsiya initsiatsiyasi sayti; e.cofi
da faollashadi, o‘rtacha gen manipulatsiyasida amalga oshiriladi,
e.coli hujayrasida plazmidani yaratadi; 4. Odamdagi DNK Cu/Zn-
SOD, achitgi genidagi promotor geni glitsertlaldegidfosfatdegi-
drogenaza (GAPDp) va transkripsiyvada signal terminatsiyasining
o‘zida tutadi va poliadenil mRNK genini ham o‘zida saglaydi
{GAPDt).

Promotor (GAPDp) va poliadeni! (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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2mkm-plazmida, a-segment

2mkm-plazmida,
b-segment

16-rasm. S.cerevisiae vektor ekspressivasi.

Sekretsiyadagi getevolitik ogsillar S.cerevisiae dan sintez-
lanishi.

Achitgi hujavralardan faqat ogsil glikolizlanadi, shuning
uchun rekombirant ogsil olinadi, faol N- yoki O-glikoliz shaklini
saqiaydi. Buning uchun DNK ogsilni kodlaydi, pre-pro-alfa-omil
signal sifatica. (lider) joylashtiriladi. Rekombinatsiyadan sintez-
langan achitqgi ogsili ishlab chigariladi.

Giruidin geni Hirudo medicinalis umurtqasiziar hujayrasidan
olingar:. Bu ogsil antikoagulant va odamlarda immunologik reak-
styalami chagirmaydi. Uni faol holatda olish mumkin, vena goni-
dagi quyqalarni va trombozning boshqa belgilarini ham yo‘qotadi.
12142 ta kasaldan 4131 tasi yurak-qon tomirlari bilan kasallanadi.

Odamlarda 10 ta omil normal darajada disulfidizomeraza sin-
tezlandi. Supermahsulot disulfidizomeraza ogsillarni fagat disul-
fid bog'lari bilan bog‘laydi. Boshqa ogsillarning o‘zgarishi achit-
qi ogsil boshqa ogsil molekulasi bilan rekombinatsiyalanadi.
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Boshqa achitqi tizmining ekspressiyasi.

S.cervisiae izimining ekspressiyasi orqali har xil rekombinant
ogsillarni olish mumkin. Lekin ko‘pchilik hollarda ekspressiya
darajasi kichik. Bundan tashgari, boshga muammolar ham bor.

Geterolitik ogsil giperglikolizda bo‘ladi va har bitta oligosa-
xarid zanjiridagi mannoza o‘zida 100 dan ortiq qoldigni saglaydi,
shu bilan birga nativ ogsili 8 dan 13 tagacha oqsil zanjirini saq-
laydi.

Ko‘pchilik ogsillar sekretsiyalanishi kerak, periplazmatik
protransportda konsentrlanadi va tozalanadi.

Bularning hammasini olimlar geterolitik ogsilni olishda
achitqidan, eukariot organizmlardan va boshqa yo*lar bilan olish-
mogqda. Alternativ s.cerevisiaeni Kluyveromyces lactisda qo‘llash
mumkin, laktoza (beta-galaktozidaza) sanoatda ishlab chigiladi;
Schizosaccharomyces pombe, achitqi, yarrowia lipolytica, alkan
substraktidan foydalaniladi; Pichia pastoris va Hansenula poly-
morpha, metanol vglerod va energiya sifatida foydalaniladi.

3-40X1

A0xip  IiBsdg
17-rasm. P.pastoris uchun integratsiya ekspressiyasi vektori.
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Antigen B gepatiti virusining sintezlanishi. .

Metiltiofen achitqini Ppastoris katta qgimmat bloreaktor sano-
atida mehnatsiz olib bo‘lmaydi. Geterolitik ogsillar xojayin or-
ganizmidan faol mahsulotlardan olinadi. Oldin HBsAg gemidan
alkogoloksidaza 1 (AOX1) promotor qo‘yiladi va terminatsiya-
poliadenil {AOX1t) signali ham gen. AOX1 P.pasforis genining
faolligini metanol yordamida tartibga solinadi.

Promotor (AOX1p) va poliadeni] (AOX1t) terminatsiya sig-
nali alkogoloksidaza geni. 1. Ppastoris HBsAg HIS4-gen, gisti-
dinning, biosintezini kodlovchi ferment gistidinoldegidrogenaza.
Ppastoris (ori) initsiatsiya replikatsiyasini tutuvchi vektor, chi-
dam't ampitsillin (Amp) geni va initsiatsiya replikatsiyasi sayti,
faol e.coli (ori). 3-AOX1 ~ bu fragment 3-alkogoloksidaza fer-
metitining oxirgi ketma-ketlikdagi 1 Ppastoris “genini integra-
tsiyalovehi segment ko‘rsatilgan.

" {J hujayradagi barcha 30 % ogsilni alkogoloksidaza yordami-
da olib kelad, alkogoloksidaza metanolnt umuman sintezlamaydi.

Vektor keyingi elementlar konstruksiyalash orqali o‘rganiladi:

1. AOX1p-HBsAg-AOXI1t.

2. Ppastoris funksiyasini initsiatsiyalovchi replikatsiyalovchi
sayli. _

3. DNK fragmenti, initsiatsiya replikatsiya saytini tutuvchi
pBR322 plazmidi va e.coli selekiiv sayti.

4. 3-A0X1 fragmenti, DNK klonlash ]arayomda Xromosoma
saytini aniglash.

5. Glsudmoldegldrogenaza (HIS4) faol geni, kodlovchi fer-
ment, gistidin aminokislotasini sintez qilishda qatnashadi.
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_ DNK vektor

AOX 1!

HBsAg :

\\ .-
AOX1p

DNK genom

Gen AOXT

"

AOXIp HBsAg AOX1t HIS4

[8-rasm. Alkogoloksidaza vektor genining intcgratsiyalanishi.

1 P.pastoris. Ikkilamchi krossingover natijasida AOX1 geno-
mi va AOX1p uchastkasi va 3-A0OX1 DNK genomida vektor in-
tegratsiyasi bo‘ladi va alkogoloksidaza 1 (AOX1) geni xo‘jayin
xromosomasida katta qismini egallaydi. HIS4 gen mahsulotining
gistidinsiz muhitda o‘sish imkonini beradi. AOX1p metano-
li transkripsiya jarayonida HBsAg genini faollashtiradi, AOXIt
transkripton terminatsiyasini ta’minlaydi va poliadenillaydi.

C2 lizosoma sintezi.

Ppastoris lizosoma C2 DNK sidan kodlanuvchi to‘liq hajm-
li ogsil va asosiy peptid bog'larini, geterolittk ogsilni sekre-
tsiyalaydi. Lizosoma — bu oshqozon fermenti, bakteriya hujayra-
lari devorlarini eritadi; proteaza bilan pH diapazonida faolligini
saglaydi.

Vektor quyidagilar uchun yaratilgan: AOX1p-HBsAg-AOX1
t identifikatsivasi bo‘ladi, HBsAg bilan birgalikda kodlaydi. Bar-
cha HIS4 plazmidi genining nusxasi P.pasforis xromosomasidan
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integratsiya. gilinadi. Natijada lizosomoda integratsiya geni faol
(HIS4) integratsiya bo‘lib flankirlanadi va bitta (HIS4) gistodi-
noldegidrogenaza yetishmaydi. Fermentning 10 1 kulturasidan
yuqori darajada 200 ta uzluksiz yuqori darajada hujayrada 20 gr
lizosoma sintezlanadi.

Autentik geterolitik oqsil boshqa achitgi tizimlari orqali sin-
tezlargan. Masalan, DNK alfa va beta zanjiri odamdagi gemoglo-
biz A promotor (MOXp) va transkripsiyada signal terminatsiyasi
(MOXt) Hansenula polvmorpha metanoloksidaza geni va vektor
ekspressivasi bir-biriga qo’yiladi.

| DNX vekior
vd

. ?? tlefckt qismi DNK genom
FTN% RSOV N

HISq
l ,;Oy]mhtmlgan DNK pDNK

pd _~genom
HRSE T84
Ay Ny
funksional gea defekt gen
HIS4 - HiS4

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

Krossingover natijasida HIS4 plazmid genomi va HIS4 geno-

mi xo‘jayin hujayrasida barcha plazmid genlarmm;, integratsiya-

_ lamshl bo‘ladi, ﬂanklrlash jarayorum ko‘rsatadi va HIS4.p L geni
yetishmovchiligi va t-promotor AOX1, DNK dagi C2 lizosomasi
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va terminatsiya signal transkripsiyasida poliadenil javobgardir,
Qora chiziglar — HIS4 geni yetishmaydigan gismi.

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

Hasharotlar hujayrasi ckspressiyasidan kulturada foyda-
Ianish,

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

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

A.sal (AsMNPV) poliedroza ko'pchilik atom virusfarida foy-
dalaniladi. Bu bakteriya virus boshqa turdagi 30 mingdan ortiqg
hasharotlarni zararlaydi, ko‘pchilik hujayralar liniyasi kultura-
da vaxshi o‘sadi. Hujayra linivasi AsSMNPV rekombinatsiyasi
uchun ishlaydi, Spodoptera frugiperda kapalak qurtidan olinadi.
Promotor geni bunday hujayralarda juda ham faoldir va bakte-
riya virusning yovvoyi turi bilan zararlanishi ko‘pchilik oqsﬂlaml
sintezlaydi.

Bakteriya virusidagi asosiy ekspressnya]anuvchl vnruslar

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

DNK vektor
i

_Z_ B

5-AsMNPV  pp KS P 37~ AsSMNPV
DNK. DNK

20-rasm. Bakteriya virusi (AsMNPV) asosidagi vektor transpon
ekspressiyasining sxemasi.

Oqgsil gem — 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 AsMNPYV javobgar) fragmenti o‘rnatilgan,
‘hasharotlar hujayrasidagi DNK AsMNPV gomologik rekom-
binatsiyasi.
Hasharot hujayrasi kulturasi, transfitsiflangan AsMNPV
- DNKsi, keyin transport vektorini transtitsirlaydi, klonlangan gen-
ni tutib turadi. Ko‘pincha ikki marta transfitsirlangan hujayra-
larda ikkita krossingover bo‘ladi, natijada klonlangan gen bilan
blrgahkda promotor va ASMNPV DNKsi poliedr geni transkrip-
_ siyalangan signal terminatsiyasiga o‘rnatiladi. Virionlar bu genni
' tutmaydi, hujayra lizisdan hosil bo‘lgan, ularm rekombinant bak-
terioviruslardan olish mumkin.
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© - tashuvchi vektor

i ‘Pp klonlangan gen Pi

poliedrin
geni
DNEK AsMNPV
Pp klonlangan gen Pt

rekombinant DNK

21-rasm. AsMNPV poliedr genini o‘zgaﬁiﬁsh natijasida ikki hissa
krossingover 5-3-fragmentlarining vektor transport ekspressiyasi.
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Geterolitik oqsil, hasharot xo‘jayin hujayrasi kulturasidan sin-
tezlangan oqsil, zararlangan rekombinant bakteriovirusni 4-5 sut-
kadan keyin olish mumkin. Vektor ekspressiyasi tizimi yordamida
bakterioviruslarning 500 dan ortiq har xil geterolitik ogsillari olin-
gan, bunda 95% posttranslatsiyada to‘g‘ri modifikatsiyalangan.

Rekombinant bakteriovirusning olinishi.
Rekombinant bakteriovirusmi olish metodi bir qancha sabab-
larga ko'ra o‘zgartirilgan.

Maodifikatsiyalangan bakulovirus

Bsu3ol Bsu3ol

Gen 603 Poliedrin geni  Replikatsiya uchun zeror bo'lgan gen

Bsu361 vordamida parchalanish
Bsu36-fragment

Bsu361 bilan ishlov
berilgan baknlovims

Bsu3sl

Gen 503 Klonlashti- chliiya uchun zarur bo‘lgan gen
_ rilgan gen

Transport vektor

Rekombinant bakulovirus 1

Gen 603 Klonlashti- Replikatsiya uchun zarur bo‘tgan gen
rilgan gen ’

22-rasm. Rckombinant:bakﬁlovimsning olinishi.
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AsMNPV geni 603 ta gen va ORF1629 gen bo‘lib, hasharot-
lar hujayrasida bakulovirus replikatsiyasi uchun zarur, Bsu361-
saytini saqlaydi. BU gen poliedr AsMNPV genini flonkirlaydi.
Bsu36!1 rekombinant bakulovirusni inkubirlaydi, natijada frag-
ment mahkam tutadi, Bsu361 sayti orasida bo‘ladi. Hasharot hu-
jayrasidan transfitsirlanadi, Bsu361 tayyorianadi. Transport vektor
geni kionlanadi, promotor flankirlanadi (p) va poliedr geni termi-
natsiya saytida transkripsiyalanadi (t), yana butun 603 ta genning
haymi 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.

P PL

r

Amp'

ori F ori*k

23-rasm. Umurtqasizlardagi vektor ckspressiyasining umumiy
sxemasi.

DHFR geni inton splaysing saytida donor va akseptor sifa-
tida o‘matilgan, alfa gen sifatida va DHFR geni hamda klonlan-
gan gen eukariot organizmlarida promotor nazoratida bo‘ladi (p)
va poliadenil umumiy signal sifatida mavjud (pa). transkriptida -
splaysinglanmagan DHFR translatstyalaydi, ge’cerohtlk ogsil-taj-
riba transkriptonida protsessmglanadl :
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DHFR [ o gen pa

[:-:- bidamchi transkript

Translatsiya RNK protsessing
splaysinlangan
@ (.
Digidrofolatreduktaza l Translalsiva

@ a oqsil

24-rasm. Digidrofolatreduktaza (DHFR) genining koordinatsion
ekspressivasi va ogsil rekombinatsiyasi.

6-bobga doir nazerat savollari:

1. Ekspressiya qilish uchun ishlatiladigan Saccharomyces ce-

revisige mikroorganizmining sabablart nimalardan iborat?
2. Saccharomyces cerevisiae mikroorganizmidan qanday sifatli
vaksinalar va farmatsevtik preparatiar yaratilgan?

3. Rekombinant bakteriya virusini olishning ganday usullar

mavjud?
4, Umurtqasizlardagi vektor ekspressiyasini tushuntiring.
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