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Маъруза № 1

Мавзу: Анъанавий хом ашёлар: ўсимлик, ҳайвон, микроорганизм хом

ашёлар.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга ўсимлик, ҳайвон, микроорганизм хом

ашёлари ва улардан олинадиган препаратлар тўғрисида маълумот бериш.

Маъруза режаси:

1. Табиий хом ашёлар

2. Биологик хом ашёлар тавсифи

3. Микроорганизмлардан олинадиган препаратлар



Табиий дори воситалари олишда бир неча яқинлашув бўлган: (лидаза,

тўқималарда гиалурон кислоталарини)

1. Юрак касалликларида юракдан олинган дорилардан истеъмол

қилинган, кўз касалликларида кўздан олинган.

2. Ҳамма заҳарли моддалар маълум миқдорда дори дейилган.

Аспирин 320 йил олдин чиқарилган. У заҳарли бўлиб, йиллар давомида

ижобий эмас, балким салбий таъсирини кўрсатиб келмоқда.

Ҳозирги давргача олимлар аспириннинг заҳарли таъсирини камайтириш

устида ишламоқдалар. Албатта заҳарли моддалар кам миқдорда дори ролини

ўйнайди, лекин ҳаммаси эмас. Распутин заҳардан оз-оздан еб, ўз

организмини чиниқтириб юрган. Илон заҳарини оз-оздан истеъмол қилса ҳам

организм чиниқади.

Ҳозирги пайтда ингибитрлар, заҳарли дори сифатида ишлатилмаслик

йўлидан кетиляпти.

Симоб жуда кучли заҳар, лекин Қорақалпоғистонда уни дори сифатида

ишлатиб келинмоқда. У маълум дозада микроорганизмларни ўлдиради,

лекин организмга кучли таъсир кўрсатади.

Охирги вақтларда одамларни ўз метоболитларини дори сифатида

ишлатиш йўлидан кетяпти. Инсон қон босимини возоппрессин пептиди

туширади. Босимни туширишда папаверин, дибазол каби дорилар

қўлланилади. Улар фақат маълум вақтга тушириб, оширади.

Осмоцин, вазопрессин ассоциациаларида дорилар ишлаб чиқарилса,

уларни ген инженерия йўли билан олиш мумкин бўлар эди.

Ҳар қандай доривор мода ёки метаболит олиш учун биринчи навбатда

хом ашё танланади. Метаболит ёки доривор моддаларнинг табиатига қараб

хом ашё танланади, хом ашёлар бир неча хил бўлади. Бунинг учун хом ашё

танлаш жуда муҳим роль ўйнайди.

Бу хом ашёларнинг ичида биологик хом ашёлар катта аҳамиятга эгадир.

У ҳам ўз навбатида уч гуруҳга бўлинади.



Одам ва ҳайвон аъзолари хом ашёга жуда ҳам бой ҳисобланади.

Масалан: альбумин, глобулин ва бошқалар олиш мумкин. Безлардан эса

турли хил гормонлар олинади. Ошқозон ости бези, жинсий безлар. Буйрак

усти безлари гормон манбаи ҳисобланади.

Микроорганизмлар. Буларда мосланиш жараёни жуда яхши кетади.

Уларни сорбентда ўстириб, аскорбин кислотани синтезини  кучайтириш

мумкин.

Микроорганизмлардан пенициллин, ампициллин, органик кислоталар

олинади. Микроорганизмларни хусусиятларини қуйидаги схемада кузатиш

мумкин.

Биотехнология сохаси фанида янги йўналиш бўлиб, технология бўйича

лаборатория ва корхона шароитида хохлаган моддалар олиш имкониятини

яратиб дори танқислиги муаммосига чек қўйишда ёрдам беради.

Айниқса, насл мухандислиги ёрдамида биологик усулда дори тайёрлаш

учун микроорганизм ёки ўсимликка наслни ўтказиб, тўқима ривожланиши

учун маълум шароит яратилади.

Насл мухандислиги ёрдамида интерферон, рибловин, инсулин,

самототропин гормонлари олинмоқда. Женьшен, раувальфия каби

ўсимликлар кўпайтирилмоқда. Замбуруғларни шу усулда кўпайтириб,

улардан простагландинларнинг хонаки дорилари (арахид кислотаси, ярим

тўйинган ароматик ёғ кислоталари) олинмоқда.

2000 йил биотехнология усулида олинадиган махсулот хажми 28,9

миллиард долларни умумий дори – дармонлар эса 8,5 млд. долларни ташкил

этади, деб тахмин қилинмоқда.

Япония дунёда аминокислоталар, антибиотиклар, спиртлар,

турғунлаштирилган ферментлар олиш бўйича энг йирик давлат бўлиб

хисобланади.



Доривор ўсимликлар хом ашёси ва улардан олинадиган доривор

препаратлар республикамиз ахолисини дори – дармонлар билан

таъминлашда салмоқли ўрин эгаллайди.

Барча доривор ўсимликлар таркибида турли хил кимёвий бирикмалар

мавжуд. Уларнинг баъзилари барча ўсимликларга хос бўлса, айримлари

махсус ўсимликлардагина учрайди. Бу бирикмаларнинг хаммаси хам таъсир

этувчи моддалари, махсулот таркибидаги асосий таъсир этувчи моддалар деб

аталади.

Бу моддалар кўпинча айрим ўсимликларга хос алколоидлар, кумаринлар,

эфир мойлари, витаминлар ва бошқалардан иборат.

Ўсимлик хужайрасида тўхтовсиз равишда биокимёвий ўзгаришлар юз

бериб туради.

Бундай ўзгаришлар натижасида вужудга келган биологик фаол моддалар

маълум вақт ва шароитда турли ўзгаришларга учрайди. Натижада улар бошқа

бирикмаларга айланади: мураккаб молекулали моддаларнинг синтезида

иштирок этади ёки ўзидан энергия чиқариб, оддий бирикмаларга парчаланиб

кетади. Парчаланиб кетган биологик фаол  моддалар ўрнига янгиси вужудга

келади. Бундай биокимёвий жараёнларда фаол қатнашади. Шунинг учун бу

моддалар узлуксиз равишда ўзгаришда бўлади, яъни маълум бир вақтда

вужудга келади, миқдори ошади ёки камаяди, ёхуд бошқа бирикмаларга

айланади.

Ўсимлик хужайрасида узлуксиз равишда бўлиб турадиган ўзгаришларга

ўсимликнинг ёш ёки қарилиги, ўсиш (вегетация) даври, ташқи мухит (ўсиш

жойи намлик миқдори, тупроқнинг таркиби, иқлим ва бошқалар) катта

таъсир кўрсатади.

шунинг учун бир турдаги ўсимлик таркибида унинг ўсиши учун керакли

шароитга қараб турли миқдорда биологик фаол моддалар тўпланиши

мумкин.



Биологик фаол моддалар ўсимликнинг ер устки органларида, масалан:

поя, барг, гулларида, асосан гуллаш даврида, ер остки органларида, вегетация

даври охирларида (кўпинча кеч кузда) максимал миқдорда тўпланади.

Баъзи доривор махсулотлар таркибидан асосий биологик фаол

моддаларнинг максимал миқдорда тўпланиши юқорида айтиб ўтилган даврга

тўғри келмаслиги мумкин. Баъзи бир алкалоидлар ўсимликни энди кўкариб,

илдиз олди барги чиқаётган даврда максимал миқдорда тўпланиб, сўнгра аста

секин камайиб, ўсимликнинг гуллаш даврида бошқа бирикмаларга айланиб

кетади. Бундай ўзгаришлар фақат алкалоидларгагина хос бўлмай, балки

бошқа биологик фаол моддаларда хам юз бериши мумкин.

Доривор махсулотларни таркибида асосий таъсир этувчи моддалар

максимал миқдорда тўпланган вақтдагина тайёрлаш лозим.

Юқорида айтиб ўтилган шарт – шароитларни хисобга олган холда

тайёрланган доривор махсулот юқори сифатли ва таркиби керакли

моддаларга бой бўлади.

Биологик фаол моддалар хар хил кўринишда бўлади, айримлари хатто

тайёр холда хам бўлиши мумкин, лекин бунақаси жуда кам учрайди.

Кўпинча улар ёд моддалар билан бирга учрайди. Шунинг учун уларни

тозалаш керак бўлади.

Биологик фаол моддаларни сақлашни хам биотехнологияда ахамияти

катта, чунки тайёр бўлган моддани керакли вақтгача сақлаб, сўнг ишлатиш

учун олиш мумкин, яъни уларни қуритиб, турли формаларга ўтказиб,

намлигини чиқариб хохлаганча сақлаш мумкин. Кўпинча биологик фаол

иоддалар бузилмасдан сақланиши учун – 15 0С даражада музлатиб сақлаш

қўл келади.

Уларни сақлашнинг яна бир усули бу инерт моддалавр билан хом ашёни

аралаштириб сақлашдир. Масалан, ўсимлик ёғи сувдан енгил бўлиб, хом

ашёда плёнка хосил қилади ва шу тариқа махсулотга ташқи таъсирлар

тегмайди. Натижада микроблар хам катта таъсир қила олмайди. Бундай

моддаларга мисол қилиб толуол, бензин, гексанларни айтиш мумкин.



Технологик жараённи бошлашдан аввал эса моддаларнинг

учувчанлигидан фойдаланиб учириб юборилади ва жараён олиб борилади.

Табиий сақловчи моддаларга мисол қилиб эса салицил кислота, лимон

кислотаси (анор мевасидан биофаол моддани ажратиб олишда) сарбин

кислотаси (инсон организмига зарарсизлиги учун).

Тиббиётда қўлланиладиган доривор воситаларнинг 38 – 40 фоизини

ўсимликлардан олинадиган препаратлар ташкил қилади. Масалан баъзи оғир

касалликларни даволашда ишлатиладиган мухим аҳамиятга эга бўлган

доривор препаратларни шу вақтгача синтез йўли билан олиб бўлмайди.

Уларни олиш манъбаи хозирча фақат ўсимликлар бўлиб қолмоқда.

Ҳайвон хом ашёлари яъни уларнинг айрим органлари ва улардан

олинган биофаол моддалар, қадимдан шифобахш восита сифатида

қўлланилиб келмоқда.

Инсон ўз касаллигини даволаш, қийнаб турган оғриқни қолдириш ва

шунга ўхшаш бошқа холларда ўсимлик маҳсулотлари, минерал бирикмалар

билан бир қаторда хайвон махсулотларидан хам кенг фойдаланилган.

Шуни қатъий таъкидлаш мумкинки, хар иккала гурух воситалари хам

энг қадимий ва жуда кенг миқёсда халқ табобатида қўлланган ва

қўлланилмоқда.

Абу Али Ибн Синонанинг дунёга машхур асари «Тиб қонунлари» нинг

иккинчи китоби оддий доривор воситаларга бағишлангандир.

Хозирги вақтда тиббий физиологик фаол моддаларга бой бўлган

хайвонлардан хом ашё сифатида фойдаланиш кенг қўлланилмоқда. Булардан

ферментларни амалий тиббиётда қўллаш катта ахамиятга эгадир. Шундай

ферментлардан пепсин, трипсин ва бошқаларни мисол келтириш мумкин.

Пепсин ошқозон ширасининг асосий протеолитик ферменти бўлиб, 1836

йилда Шваин олими томонидан очилган. Пепсин молекуласи ўзида бирламчи

полипептид занжирини номоён этади, тахминан 340 та аминокислоталар

қолдиғидан иборат.



Микроорганизмлар талайгина тиббий махсулотларни саноат йўли билан

олиш учун жуда қулай объектдир. Улар жуда тез кўпаяди масалан: биомасса

олишга ярим соат давомида икки баробар кўпайиши мумкин. Биомассани

ўстириб бориш ва ишлаш жараёнларини технологик жихатдан йўлга қўйиш

осон, уни автоматлаштириш мумкин.

Ген мухандислиги ривожланиши билан микроорганизмларни бошқа

усуллар билан олиш қийин бўлган. Одам учун керакли моддаларни

синтезлашга мажбур қилиш имконияти туғилди. Масалан: дори тариқасида

ишлатиладиган интерферонли ё одам қони лейкоцитларидан ёки шу оқсилни

синтезловчи одам хужайралари ўстирилаётган культура суюқлигидан

олинади. Бундай усуллар жуда қимматга тушади.

Шунинг учун хам микроорганизмлардан анъанавий хом ашё сифатида

фойдаланиш жуда мухим рол ўйнайди.

Саволлар

1. Табиий хом ашёлар тавсифи

2. Биологик хом ашёлар (ўсимлик, ҳайвон ва микроб дунёси

3. Микроорганизмлардан олинган дори препаратлари



Маъруза № 2

Мавзу: Хом ашёлар ассоциациялари

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга ассоциациялар ҳақида тушунча, хом

ашёларни сақлаш шароитлари, ўсимлик, ҳайвон, микроорганизмлардан дори

препаратларни (синтез) олиш усуллари ҳақида тушунча  бериш.



Маъруза режаси:

1. Ассоциациялар ҳақида тушунча

2. Хом ашёлар сақлаш шароитлари

3. Ўсимлик, ҳайвон,  микроорганизмлардан дори  препаратларини

(синтез) олиш усуллари.

Интерферон грипп билан ва саратон (рак) касаллиги билан касал бўлган

одам қонидан олинган.

Аспиргиллар ноёб системада: гўшт, бульонида, шакар сиропида кўпаяди.

Триходермалар қатиқ, вино ачишида ўсаверади.

Аспиргилдан триходерма ассоциациясини олсак, оддий шароитда

аспиргил оқсилларни синтез қилаверади.

Гормонлар олмоқчи бўлсак, тимус гормонлари учун қалқонсимон безини

олишимиз мумкин.

Ҳайвонларнинг фақат туригагина эмас, уларнинг қайси органларида

бизга керакли мода бўлади, шуни билишимиз керак.

Ўрик таркибида калий (К/Н), натрий миқдори кўп, у эшитишни

яхшилайди. Алколоидларни ўсимликдан, олма, лимон кислоталари каби

органик кислоталар микроорганизмлардан, витамин В ни

микроорганизмлардан, каротин сабзидан, РР витаминни балиқдан, гормонлар

ҳайвонлардан олинади.

60 йиллардан бошлаб микроорганизмларни бактерия, бактериофагларни

узоқ муддатга сақлаш учун паст даража қўлланиб келинмоқда.



Микроорганизмлар рефрижераторларда музлатиш даражаси – 12 дан, то-

80 С.

Ассоциациялар

ўсимлик, ҳайвон,                      микроб

Ўсимлик – ҳайвон ассоциацияси

Ўсимлик – микроб ассоциацияси

Микроб – ҳайвон ассоциацияси

Ҳайвон - ҳайвон ассоциацияси

Микроб – микроб ассоциацияси

Юқорида келтирилган кўрсатмалардан кўриниб турибдики, булар

умумлаштириш, бирлаштириш ассоциациялари дейилади.

Масалан, одам хом ашёси билан микроб аралашмаси ёки ўсимликлар

билан микроорганизмлардан ассоциация бўлиши мумкин. Булардан биологик

фаол моддалар жуда тез олинади.

Алколоид билан микроб ассоциациясини олсак, микроб алколоидни

синтез қила бошлайди. Масалан: Эфидрин+микроорганизм. Чунки бу

ассоциацияда ҳам микроорганизмлар, ҳам эфедрин генлари бор. Албатта

илдизли, баргли ўсимлик эмас, балки яшил масса ҳосил бўлади. Ундан

эфедрин алколоидини олиш мумкин.

Охирги йилларда микроорганизмларни сақлаш учун азотли

рефрижераторлар қўлланилмоқда, жумладан:

Газли-фазовий (-130, -170 С) ва суюқ-фазовий (-196 С), шунингдек жами

10 дан то 35 л бўлган рефрижераторлар. Суюқ азотли лиафил сақламайдиган

микроорганизмлар сақланиб, буларга мисол қилиб, баъзи автотроф

бактериялар, микроорганизмлар ава турли хил вирусларни олиш мумкин.



Суюқ азотда жуда яхши сақланадиган сут-қатиқ бактериялар, шунингдек

дрожжилар бўлиб, уларни витаминлар ва антибиотиклар активлигини

аниқлашда ишлатиш мумкин.

Микроорганизмларни яхлатиб, яхдан туширишда ҳаёт фаолиятини

сақлаш авваламбор табиатдаги организмларга, ёшига шунингдек яхлатиш ва

яхдан тушириш тезлигига боғлиқ. Хаттоки баъзи турдаги штамлар паст

даражани сезувчанлиги билан фарқланади.

Турли хил микроорганизмларда оптимал совутиш тезлиги мавжуд.

Масалан баъзи бактериялар (Eshericha coli, Pseudomnas aeruginosa,

Azotobacter chroococcum ва бошқалар) совутиш тезлигида сақланиб қолиш

даражаси 5-40 С/дақиқа, дрожжилар эса – 7 С/дақиқа.

Хом ашёларни сақлаш энг муҳим масалалардан бири ҳисобланади.

Жумладан, микроорганизмларни қуритиб, спораларга айлантириб ёки

музлатиб сақлаш лозим.

Ҳайвонлар тўқималарини совуткичларда сақлаш зарур. Кийик шохидан

пантокрин олинади. Шох майдаланиб сақланади.

Хом ашёларни қуритишда, леофилизация (пуркаб қуритиш),

сублимациялаш каби жараёнлар қўлланилади.

Хом ашёларни шундай сақлаш керакки, бунда керакли моддалар яхши

сақланиб қолиши керак.

Шундай қилиб, ўсимлик, ҳайвон, микроорганизм хом ашёларидан дори

препаратларини олиш ва сақлаш усуллари ҳозирги вақтда долзарб

масалалардан бири ҳисобланади.

Саволлар

1. Табиий хом ашёлар тавсифи

2. Биологик хом ашёлар (ўсимлик, ҳайвон ва микроб дунёси

3. Микроорганизмлардан олинган дори препаратлари



Маъруза № 3

Мавзу: Табиий хом ашёлардан биологик фаол моддаларни

экстракциялаб олиш.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга табиий хом ашёлардан экстракция

усуллари билан технологиясини ўргатишдан иборат.



Маъруза режаси:

1. Табиий хом ашёлар таркибидаги биологик фаол моддалар

2. Хом ашё биологик фаол моддаларни экстракция йўли билан олиш

усуллари

3. Хом ашёларни сақлаш усуллари

4. Ферментни олиш усули

Табиий хом ашёлардан биологик фаол моддаларни экстракция усули

билан олиш. Қуйидаги келтирилган жараёнлар асосида борилади.

Авваломбор, керакли моддани бегона моддалардан ажратиш жуда

қийин. Керакли мода эркин ҳолда бўлмайди, у тўқималарда бошқа моддалар

билан боғланган бўлади. Уни эркин ҳолатга яъни эритувчига ўтказиб

чиқазиш зарур. Бунинг учу насосан жараён схемада келтирилган:

Биологик фаол мода

↓

эритувчи

(спирт, эфир)

↓

тайёр маҳсулот

Юқоридаги схемада кўриниб турибдики, биологик фаол моддани кўпроқ

эритувчига ўтказиш мақсадга мувофиқдир.

Мисол учун, пахта уруғидан ёғ олиш учун 1) қобиғи олиб ташланади. 2)

спирт, эфир, хлороформ, бензол каби яхши, арзон бўлган эритувчи

танланади. Бунинг учун энг қулай бензин ҳисобланади. Унинг таркибида 90-



94 фоиз ёғ, 5-6 фоиз сув бор. Ва ниҳоят 3) экстракторда экстракция олиб

борилади.

Облепиха эзилади ва 2) уни бензинда эмас, балки сувда экстракция (анти

экстракция) қилинади.

Фитин хом ашёнинг таркибида 12 %  бўлади, завода ўсимликдан 3,7 %

гина  фитин олинади. Чунки у ўсимликлар тўқимасида оқсиллар ва бошқа

моддалар билан мустаҳкам боғланган бўлади. Шунинг учун оқсиллар

полисахаридлар (целлюлоза) халақит беради. Яъни биотехнологияни қўллаб,

целлюлоза, протенназа, амилаза ферментларини хом ашёга бериб,

маҳсулотнинг чиқиш унумини 8 % га ошишини кузатишди.

Хом ашё → Т-билан ишлов бериш → экстрагент → экстрагент

Фермент → сув+экстракт – t ра таъсирида кераксиз нарсалар чўкмада

қолади.

Микробиолог олим Рахимов М.М.  биотехнология услубларини қўллаш

билан маҳсулотнинг чиқиш унуми ошди.

Экстракциядан сўнг фильтр қоғоздан, фильтр кортондан ёки бўз матодан

ўтказилиб сузилади, сўнг центрифуга қилинади.

Шундан сўнг мода экстрактга эркин ҳолда ўтадию Энди экстрактни

тозалаш зарур. Уни ё чўктириш, буғлатиб конденсациалаш ёки бошқа

нарсаларни чўктириб, уни эритмада қолдириш керак.

Яна бир мисол. Пепсин ферменти фақат ошқозон ости безининг

ширасида бўлади. Ошқозонгам овқат тушиши билан хлорид кислотаси пайдо

бўлиб, у пепсиногенни пепсинга айлантиради.

Ширдонни олиб экстракция қилинса, пепсин чиқмайди. Хлорид кислота

берилгач, реакция кетишини кузатиш мумкин. Бундай реакцияга 45-50 соат

зарур бўлади.

Экстракт олингач, пепсин эритмадан ажратиб олинади. У органик

эритувчиларда чўкмайди. Фақат NaCl тузи таъсирида чўкмага тушади.

Диализ қилинса, туз сувга ўтади, ярим ўтказгичли мембрана ичида пепсин

қолади.



Демак, экстракция қилган захоти уни ажратиш зарур. Чунки эритмада

хар хил реакциялар кетиши мумкин, натижада керакли мода бузилади.

Ажратиш турли хил усулларда олиб борилади:

1. Кимёвий

2. Физикавий

3. Физик-кимёвий

Табиий хом ашёлардан доривор воситаларни  экстракциялаб олишнинг

хар хил усуллари бор.

Баъзи ферментлар автолизга кам учрайди, сув ва туз аралашмаси билан

экстракция қилинса бўлади. Масалан:

Карбоксипептидаза, амлаза, эластаза (панкреатопептидаза), коллогеназа

ферментларини NaCl (электролит) эритмасида экстракция қилса бўлади.

Ошқозон ости бези ферментларни электролитга экстракция қилса

рибонуклеазани чиқарса бўлади, чунки бу фермент автолизга учрамайди.

Кислотали эксттракцияга қилса рибонуклеаза, дезоксирибонуклеаза,

химотрипсин, спиртларининг сувли эритмалари ёки цетоплазмаларида

экстракция қилса бўлади. Гиалуронидазани хлороформ қўшилган физиологик

эритмада экстракция қилинади.

Сақлаш усуллари
Хом ашёни пўлат ёки эмалланган идишларга солиб, 40-60 С да

сақланади. Сўнг музлаган хом ашёни – 15 – 18 С да сақланади.

Майдаланган хом ашёга паст ҳароратда ацетон ёки этил спирт қўшилса,

липидпротеин комплекслари парчаланиб, ферментлар яхши чиқади.

Сувсизлантирилган хом ашёни бир йилгача ишлатса бўлади. Унда

биоспецифик хрматография усули билан тозаласа бўлади.

Панкреатин олиш учун туз ишлатилади.

1. Хом ашё  майдаланади.

2. Экстракцияланади.

3. Тузланади.



4. Суюқ фазадан оқсил ажратилади.

5. Тозаланади.

6. Кристалланади.

7. Қуритилади.

Майдалаш.

Майдалаш қуйидаги жараён асосида боради:

- музлатиш – эритиш (дефростация)

- автолиз

- органик суюқлик

- босимни ўзгартириш

- механик майдалаш ёки пресслаш

- ультротовуш билан

- экстрактни қаттиқ фазадан ажратиш  учун вакуум фильтрда, фильтр

прессларда фильтрлаш мумкин.

- экстрактдан ферментни олиш органик суюқлик билан (этил, метил,

изопропил, спирт, ацетон, хлор, диоксан) ёки тузлар билан (аммоний

сульфат, натрий сульфат, магний сульфат, натрий ацетат, натрий хлор)

чўктирса бўлади.

- ферментни энди туздан ажратиш керак. Гельфильтрация йўли билан

юқори молекулали бирикмаларни (оқсил-фермент) паст молекулали

бирикмалардан (туз ва ҳакозо) ажратилади. Оқсил молекулалари гелга

ўтаолмайди шунинг учун колоннадан тез тушади, паст молекулали

бирикмалар гелни ичида ушланиб қолади.

-фермент эритмаси сублимацион қуритилади. Ферментларни цехларда

стерилланган флаконларга, ампулаларга солиб, музлатиладиган камераларга

сўнг қуритиш учун қуйилади. Қуриган флаконларни стерилланган пробка

билан бектилади ёки ампулалар учи кавшарланади.

Саволлар

1. Табиий хом ашёлар таркибидаги биологик фаол моддалар



2. Хом ашё биологик фаол моддаларни экстракция йўли билан олиш

усуллари

3. Хом ашёларни сақлаш усуллари

4. Ферментни олиш усули

Адабиётлар

Гел хроматографияси

Р.Блок, Р.Лестранж, Г.Цвейг. Хроматография на бумаге. /перев. С анг.

М.Г.Бражниковой/под. ред. проф. Г.Ф.Гаузе //изд иностранной литературы.

М:, - 1954 г. с. 197.

Маъруза № 4

Мавзу: Моддаларнинг тозалашнинг хроматография усуллари.

Адсорбцион ва ион алмашинуви хроматографияси.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга хроматография усуллари ва уларни

амалиётда қўллаш ҳақида тушунча келтирилган.



Маъруза режаси:

1. Хроматография усуллари ва уларни амалиётда қўллаш.

2. Адсорбцион хроматография

3. Ион алмашинув хроматография

Хроматография  ташкилотчиси М.С.Цвет бўлиб, ҳозирги вақтда бу усул

кенг кўламда ривожланиб келмоқда. Ҳозирда хроматография усулларининг

Янги вариантлари ишлаб чиқарилмоқда, буларга ион алмашинув, адсорбцион

хроматографиялари кириши мумкин.

Охирги йилларда бу хроматография усуллари кўпгина биохимик

кузатувларда кенг кўламда қўлланилмоқда. Бу усул биохимия саволларигша

фойдали бўлиб, гормонлар, витаминлар, антибиотиклар ва бошқа биологик

моддаларни кузатиш ишларида қўлланилиб келинмоқда.Хроматография

усули даволаш муассасаларида, клиник анализларни аниқлашда ҳам

ишлатилиб келинмоқда.

1850-1910 йиллар даврида баъзи изланувчилар – Рунге, Шенбейн ва

бошқалар қоғоз хроматографияси усулини қўллаб келганлар.

Масалан, олим Плиний темир сульфат папирусини аниқлашда

шимдирилган ёнғоқ экстрактини қўллаган. Фильтр қоғозда бирикмаларни

бўлиши адсорбция ва ион алмашинувига боғлиқ бўлиши мумкин.

Адсорбцион хроматография учун олим Гоппельсредер ўз тадқиқотида

органик ва ноорганик эритмаларни фильтр қоғозда аниқлаш йўлларини

кузатиб чиққан.



Моддаларни фильтр қоғозида адсорбциялаш учун турли хил бирикма

компонентлари эритмасини қоғоз орқали ўтказиб, ажратиб олинади.

Фильтр қоғозда моддаларни ажратиш, масалан ишлов берилган

алюминий гидроксиди адсорбцион хроматография  мисол бўла олади.

Ион алмашинув хроматографияси қоғозда моддаларни ажратишда ўз

таъсирини кўрсатиши мумкин. Ион аралашмасини ажратишда целлюлоза

гуруҳи ифлосланиш орқали бериши мумкин.

Ҳамма адсорбцион ва хроматография усуллари фильтрловчи қоғозда

аниқланади, лекин икки аралашмайдиган фаза орасидаги бўлиниш муҳим рол

ўйнайди.

Копсден аминокислота аралашмасини бўлиш ишида шуни кузатдики,

маълум миқдорда сув аралаштирилган эритмани қўллаш яхши ажратмаларни

ошишга таъсир қилиши мумкин экан.

Сув билан тўйинтирилган эритма қоғоздаги ҳарорати билан аралашмани

бўлинишига олиб келади.

Целлюлоза тўқимаси сувга кучли таъсир кўрсатиб, органик эритмага ўз

кучини кўрсатади, шунинг учун қоғозни, стационар сувли фазани ташувчи

сифатида келтириш мумкин.

Эритувчи, қоғоз участкаси орқали йўналганда, таркибидаги эриган

модда, органик ва стационар сувли фаза харакати орқали бўлиниш содир

бўлади.

Шундай қилиб, баъзи мода қисми қоғоздан органик моддага ўтади.

Қачонки харакатланувчи суюқлик, қоғоз участкасига етганда таркибида

эрувчи модда, қолмаганда, Яна қайта тақсимлаш ҳосил бўлади. Бу галл

эрувчи узлуксиз йўналишда, икки фаза оралиғида қайта тақсимланиб, мода,

қоғоздаги бир нуқтадан иккинчи нуқтага ўтади.

Фильтрловчи қоғозда хроматография вақтида борадиган жараённи,

суюқлик-суюқлик системасидаги узлуксиз экстракциясига солиштириш

мумкин.



Бунга Мартин ва Синдис олимларнинг аминокислоталарни ажратиш

экспериментида, узлуксиз экстракцион колоннада, суюқлик-суюқлик

системасини мисол қилиб келтириш мумкин.

Бу мураккаб иш, енгиллаштириб, бир фазани иммобиллаш йўли билан

яхшилайди, яъни инерт ташувчини кучсиз адсорбцион хусусияти орқали

силикагелда, крахмалда ёки қоғозда амалга оширилади.

Бу изланувчи олимлар, хроматографияни яратиб, фракцион колоннадаги

дистилляцион жараёнга асосландилар. Бу иш хроматография колонкаси

жойини, эритилган модда концентрация жараёни ва колонка узунлиги,

ажратиш қобилияти тавсифини кўрсатиб бериш мумкин.

Хроматографик  колонка эриган модданинг ўртача концентрациясини

харакатсиз (селикогел) фаза қатламини тенглигини кўриб чиқишга муваффақ

бўлинди. Адсорбцион, ион алмашиниш ва бошқа хроматография  усуллари

турли хил олимлар билан турлича усуллар билан келтирилган.

1960 й. Шенбейн «капилляр анализ» хроматография  усулини кўриб

чиқди.

Гордон ва Мартин биринчи бўлиб, аминокислота аралашмасини қоғозда

бирикмайдиган хроматография усули асосида ажратишни эълон қилишди. Бу

усул қуйидагича:

Хроматография  учун аппарат, фильтр қоғознинг юқори қисми латокка

туширилган, эритувчидан, эритувчидан ташкил топган.



Бу усуллардан ташқари микробиологик ва фермент усуллари мавжуд.

Микробиологик усул, витаминлар ва антибиотикларни хроматографик

баҳолашда қўлланилади. Оқсил ферментларини бўлиш усули қоғоз

хроматография йўли билан амалга оширилади.

Хроматография усули билан бўлиш, доимий даража асосида

бажарилиши мақсадга мувофиқдир. Ёки хроматография камерасига жойлаб,

электр термостат бошқарувида олиб бориш мумкин. Камера эритувчи

аралашмаси билан таъминланиши зарур. Бунинг учун 24 соат олдин

камерага, эритувчи солинган идиш қўйилиши керак. Бошқа усули камера

деворига фильтр қоғоз ўрнатилади, фильтр қоғознинг бир қисми камера

пастида. Эритувчи солинган идишга туширилган бўлиши керак.

Хроматографиядаги стандартга солиштирилади.

Адсорбцион ва ион алмашинув хроматография усулларини амалиётда

қўллаш ва конкрет Амалий масалаларни хал қилишда асосий меъзон

ҳисобланади.

Саволлар

1. Хроматография тарихи?

2. Хроматография усуллари ва уларни амалиётда қўллаш.

3. Адсорбцион хроматография

4. Ион алмашинув хроматография

Адабиётлар

Гел хроматографияси

Р.Блок, Р.Лестранж, Г.Цвейг. Хроматография на бумаге. /перев. С анг.

М.Г.Бражниковой/под. ред. проф. Г.Ф.Гаузе //изд иностранной литературы.

М:, - 1954 г. с. 197.



Маъруза № 5

Мавзу: Моддаларни тозалашнинг хроматография усуллари. Гел

хроматография ва юксак самарадорли хроматография.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга моддаларни тозалашнинг

хроматографик усулларини шунингдек гел ва юксак самарадорлик

хроматографиясини ўргатишдан иборат.



Маъруза режаси:

1. Моддаларни тозалашнинг хроматография усуллари.

2. Гел хроматография

3. Юксак самарадорлик  хроматография

Моддаларни тозалашда хроматографиянинг хар усулларидан

фойдаланиш мумкин. Буларга мисол қилиб қуйидаги хроматография

усулларини келтириш мумкин:

1. Гел-фильтрация хроматография

2. Юксак самарадорли хроматография

3. Ион-алмашинув хроматография

4. Биоспецифик хроматография

Экстрагентдан модда ажратиб олинди, лекин у тоза эмас. Чунки унга

ўхшаш молекулалар, ўша шароитда эрийдиган моддалар ҳам ўтиши мумкин.

Уларни тозалаш йўллари бор, лекин баъзи моддаларни тозалаш йўллари

жуда мушкул. Уларни тозалаш учун 30-босқичли жараён олиб борилади. Уни

амалга оширсак, жуда қимматга тушиб кетади.

Цвет деган олим фильтр қоғозини ўсимлик ажратмасига туширганда хар

хил ранглар ҳосил бўлишини кўрган, шу тариқа хроматография (хромос-

ранг) вужудга келган.

Гел-фильтрация хроматографияси қаттиқ ҳам эмас, суюқ ҳам эмас. У

жуда тез шишади. Катта молекулалар гелнинг катта ғовакларига киради,

кичик молекулалар кичик ғовакларига киради.



Тешиги қанча катта бўлса, катта молекулалар тушади. Инглизчадан

таржима қилинса, гел- хроматографияси ғалвир хроматографияси дейилади.

Сефадекс, агароза каби адсорбентлар билан колонкани тўлатади. Қандайдир

эритма олиб юқоридан юборилса, бунда катта молекулалар биринчи бўлиб

тушади.

Юқори самарали хроматография – HPLC.

Ишлатилаётган адсорбент майда бўлса, унинг сатхи 1 гуруҳда кўп

бўлади моддаларни майдалаверсак, у зичлашиб, унга суюқлик ўтмай қолади.

Натижада модда эримай, хроматография кетмайди. Жуда майда

адсорбентларни йирик сорбентларга киргизилади. Бу хроматография усулини

физик-химиклар тақдим этишган.

Электролит моддаларнинг ионлари билан ион алмашинувчи сорбентнинг

ионоген гуруҳлари ўртасида бораётган ион алмашиниш жараёнига ион

алмашиниш хроматографияси дейилади.

Сўнгги вақтларда биоспецифик хроматография пайдо бўлди. Шу

хроматографияни кашф қилган олимлар Нобел мукофатига сазовор

бўлганлар.



Афин хроматографияси – биоспецифик хроматографиядир.

Табиатда шундай моддалар борки, бир-бири билан боғланганда, жуда

мустаҳкам боғлар пайдо бўлади. Мисол учун, витамин Н (биотин) ва авидин

(тухум оқсили) билан жуда кучли бирикма боради, 10 - та бегона

молекулалар ичидан 1 та молекула биотин бўлса, авидин уни тортиб олиб,

бириктириб  олади.

Трипсин ферментини мош, нўхотдаги ингибитори бўлиб, унинг

константаси 10 – та бегона молекулалар ичидан 1 та трипсин ингибитор

топиб бириктириб олиб, ингибирлаб қўяди.

Трипсин                             ингибитор                       трипсин+ Jкомплекси

Трипсин олдин ошқозондан сув билан экстракция қилинади, сўнг уни

(NH4)2SO билан чўктириб, трипсин олинарди. У ерда трипсин 1 % ҳам

бўлмасди.

Ҳозирда трипсиннинг ингибиторини бедадан олинади. Олинган

ингибиторларни қаттиқ жисмга уланади.

Ингибитор қаттиқ жисм-капроннинг таркибига уланиб қолади.

Трипсиннинг сувли эритмасини олиб, насос билан адсорбент тўлдирилган

колонкадан оқизиб туширсак, ҳар бир молекула ингибитор трипсинни улаб

олади. Тозароқ бўлиши учун тоза сув билан ювиб олинади.

Саволлар

1. Моддаларни тозалашнинг хроматография усуллари.



2. Гел- хроматографияси

3. Юксак самарадорлик  хроматография

4. Биоспецифик хроматография

Адабиётлар

1. М.М.Рахимов и др. Прикладная биохимия микробиология. Т. 21, вып.

№2, Тошкент 1985. – с 190-198

2. Ўзбекистон тиббиёт журнали. №6, Тошкент, 1998, 111-121 бет.

Маъруза № 6

Мавзу: Моддаларнинг экстрактлардан ажратишнинг физик усуллари.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга хом ашёлардан (ўсимлик, ҳайвон,

микроорганизм) экстракция орқали моддаларнинг физик усули билан

ажратиб олишни ўргатишдан иборат.

Маъруза режаси:



1. Ферментларни ажратиб олишнинг асосий усуллари

2. Фермент активлигини ФЭК да аниқлаш усуллари

3. Авидин ва биотин ажратиб  олиш усули

4. Моддаларни тозалаб олишда фойдаланиладиган усуллар

Хом ашёлардан (ўсимлик, ҳайвон, микроорганизм) экстракция орқали

моддаларни ажратиб олиш биотехнологиянинг асосий вазифаларидан бири

ҳисобланади. Керакли моддани бегона моддадан ажратиш мураккаб, у эркин

ҳолда бўлмайди. У тўқималарга бошқа моддалар билан боғланган.

Моддаларни экстрактдан ажратиш учун авваломбор хом ашё тайёрлаш керак,

сўнг экстрагент танлаб, экстракторда экстракция жараёнида керакли мода

ажратиб олинади.

Буларга мисол қилиб, ферментлар, пепсин, панкреатин, глюкоза, амилаза

ва бошқа биологик фаол моддаларни келтириш мумкин.

Ферментатив реакция қуйидаги кўринишда ёзилиши мумкин.

E + S → ES → P + E

←

Бу ерда: + S субстрат  = ЕS субстратли фермент комплекси Р маҳсулот +

Е фермент. Реакция фермент Е субстрат S билан боғланиб (К1 ва К2 реакция

тезлиги константаси), субстратли – фермент комплексини Е S ҳосил қилади.

Охиргиси тезлик константаси К3 билан реакцияга киришиб, фермент ва

реакция маҳсулоти ҳосил бўлади.

Энзимохимияда ферментларнинг активатор ива ингибитори муҳим роль

ўйнайди. Ингибитор ферментдан субстратни бирлаштиради.



Кимёвий реакцияни тезлигини ошиши даражани кўтарилишига боғлиқ.

Ферментга аниқ тавсифнома бериш учун уни тоза ҳолда ажратиб олиш

лозим. Ферментни охирги тозалаш босқичи – кристаллаш ҳисобланади.

Ферментни энг нозик таъсир механизмини ўрганиш учун

ультрацентрифугалаш, хроматографиялаш ва электрофорез ёрдамида

олинишини тўлиқ аниқлаш керак.

Ферментларнинг ажратиб олишнинг асосий босқичлари қуйидагилардан

иборат:

1. Тўқима ёки ҳужайра олиш.

2. Экстракт тайёрлаш.

3. Эриган фермент оқсилларини фракциялаш.

Буларни бажаришда нейтрал тузларни қўллабчўктириш, органик

эритувчилар ва диализ услублари мавжуд. Бундан ташқари эроматография

усуллари (адсорбцион ва ион алмашиниш хроматографиялари,

гельфильтрхроматография) қўлланилади. Амилолитик фаоллик – крахмални

фермент катализлаш қобилиятига айтилади. Концентрланган фермент

препаратлари, бактерия ва моғор замбуруғлари ва бошқа фермент

матеприалларини активлигини аниқлашда, жумладан фермент 1 г ёки 1 мл да

0,1 г эритилган крахмални 10 дақиқада 30% гача маълум шароитда

парчалаши бўйича аниқланади. Фермент реакциясини сифатини стандарт

шароитда аниқлаш қуйидагича қабул қилинган:

1. Даража + 30 С

2. рН – реакцион муҳит: бактериал препаратлар учун (фосфат буфери

қўллаш йўли билан) – 6,0 ва моғор замбуруғи учун (ацетат буфери) – 4,7.

3. Реакция давомийлиги 10 дақиқа.

4. Крахмал концентрацияси 10%.

5. Фермент концентрацияси, крахмални реакция шароитида

гидролизланиши 20 дан 60% гача ферментатив реакция жараёнида

крахмалнинг сони калориметрия ёрдамида аниқланади. Шундан сўнг

фотоэлектрокалориметрия (ФЭК) усули бўйича аниқланадию Бунинг учун



эритма аралашмасининг оптик зичлигини аниқлашда 1 см узунликдаги

кювета олинади ва 656 ммк тўлқин узунлигида бажарилади.

Оптик зичлик икки кўрсаткичда олинади.

D1 – назорат эритмаси (0,1 г га тенг) фермент реакцияси учун олинган

крахмал сони.

D2 – реакциядан сўнг қолган крахмал сони.

Гидролизланган крахмал сонини қуйидаги ифода бўйича аниқлаш

мумкин:

С = D1 - D2 .  0,1

D1

Агар гидролизланган крахмал сони 0,02 дан кам ёки 0,06 дан кўп бўлса,

унда анализ кам ёки кўп ферментлар сони билан қайтадан аниқланади.

Анализ бўйича қуйидаги оптик зичлик олинган:

D1 – 0,545 – крахмал эритмаси

D2 – 0,363 – фермент таъсиридаги крахмал эритмаси.

Оптик зичдлик бўйича олинган гидролизланган крахмал сони қуйидаги

ифода бўйича аниқланади:

С = 0,545 - 0,363 .  0,1

0,545

С = 0,03302

Шундай қилиб амилолитик (АА) қуйидаги ифода бўйича аниқланади.

АА = 7,264 – 0,03302 – 0,03766 .   1000  = 5189, 9 гр/бирликда

0,05

Бу ерда: 0,05 – анализ учун олинган препарат сони, мг ёки мл

1000 – гр. ёки литрга ўчирилган.

ФЭК орқали амилолитик ферментларнинг крахмалинни глюкозагача

парчалашдаги акктивлигини оптик зичлик бўйича аниқлаш ҳозирда асосий

усуллардан бири ҳисобланади.



Табиатда авидин (тухум оқсили) биотин (витамин К) билан мустаҳкам

бирикма ҳосил қилади.

Идишда жуда кўп ҳар хил молекулалар бор. Биотинни карбоксил

гуруҳларини уларга уласак, шу колонналардаги сорбентларнинг устидан

барча молекулалар юборилса, турли хил молекулалар уланади.

Юқоридан десорбция қилувчи эритма (глицерин, этиленгликол)

юборилса, кучсиз боғлари олдин, кучли боғланганлари эса охирида тушади.

Шунда керакли мода десорбция орқали ажратиб олинади. Охирида эса

авидиндан биотинни ажратиб олинади. Бу усул билан ферментларни ҳам

ажратиб олиш мумкин. Катализатор ўз субстратига боғланиб, фермент-

субстрат комплексини беради. Охирида керакли маҳсулот ҳосил бўлади.

E + S → ES → Е + Р

←

Ҳайвон организмига морфин алколоиди юборилса, организмда иммун

реакция юз бермайди – антитело синтез бўлмайди. Оддий оқсил альбуминга

LiCl билан реакция ўтказиб, оқсилга морфин уланади. Бунда оқсил +морфин

комплекси ҳосил бўлади.

Морфин оқсилга улангани учун организм морфин қисмларига ҳам

иммун реакция беради.

Моддаларни тозалаб олиш учун:



1. Табиатда бор жуфтликлардан (трипсин-ингибитор, авидин-биотин)

фойдаланилади.

2. Жуфтлик бўлмаса комплекс ҳосил қилинади.

3. Комплекс бераолмайдиган моддалар бўлса реактор сифатида ҳайвон

организмидан фойдаланилади.

4. Қўшимча инерт моддалардан комплекс ҳосил қилиш учун фойдаланса

бўлади:

оқсил – инерт мода

морфин – керак мода

вирув - антитело

Саволлар

1. Ферментларни ажратиб олишнинг  усуллари

2. Стандарт шароитда фермент реакциясини сифатига қўйиладиган талаб

3. Фермент активлигини ФЭК да аниқлаш усуллари

3. Авидин ва биотин ажратиб  олиш ва уларга тавсифнома

4. Моддаларни тозалаб олишда фойдаланиладиган усуллар

Адабиётлар

1. Грачева «Технология фермента»

2. Хесин «Методы биохимии»



Маъруза № 7

Мавзу: Биоспецифик хроматографияда субстратларни ишлатиш.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга альбумин, протеаза, фосфолипид ва

физик-кимёвий хусусиятларини ва биологик аҳамиятини ўргатишдан мақсад.



Маъруза режаси:

1. Биоспецифик хроматография субстратлари ҳақида тушунча.

2. Турли манбалардан ажратиб олинадиган фосфолипаза А2

биоспецифик адсорбцион хроматография маълумотлари.

3. Альбумин физик-кимё хусусиятлари ва биологик аҳамияти.

4. Протеазалар ҳақида тушунча.

5. Фосфолипидлар ҳақида маълумот.

Биоспецифик  адсорбцион хроматография субстратлари (альбумин,

протеаза, фосфолипаза ва бошқалар). Ҳозирги даврда амалиётда уларни

олиниши, физик-кимё хусусиятлар, биологик аҳамияти, ишлатилиши ва

уларни қўллаш олимлар томонидан ўрганилмоқда, жумладан Х.Я.Каримов ва

бошқалар альбуминни физ-кимёвий хусусиятлари ва биологик аҳамиятини

ўрганиб чиқдилар. М.М.Рахимов ва бошқалар томонидан биоспецифик

адсорбцион хроматография, фосфолипаза А2 ни турли манбалардан ажратиб

олиш йўлга қўйилган.

Бу усулда, ҳайвоннинг ошқозон ости без ива Ўрта Осиёда яшовчи кобра

заҳаридан фосфолипаза А2 олиш усуллари ишлаб чиқилди.

Фосфолипаза А2 – ни ўрганиш ва уларни турли биологик манбалардан

ажратиш усуллари, ҳозирги вақтда изланувчиларнинг асосий эътиборида.

Ҳозирда бу ферментларни кенг кўламда қўллаш биологик мембрана

функцияси структурасини ўрганиш асосий масала ҳисобланади. Бундай

изланиш бўйича, асосан илон заҳаридан  олинган фосфолипаза А2

қўлланилади.



Оқ қора илон заҳаридан олинган фосфолипаза А2 – ни тозалаш учун ва

ундан Захар таркибида бўлган полипептид ажратиш учун колонкада

гидрофоб хроматография усули ишлаб чиқилди.

Унинг асосий мақсади, турли усуллар билан фосфолипаза А2 – ни

ажратиб олишда биоспецифик хроматографияни қўллаб, адсорбент ва

фосфолипаза субстратни бирлаштириб синтез қилиш ҳисобланади.

Ферментларни биоспецифик хроматография усулини ишлаб чиқиш

масаласини хал қилишда қуйидаги факторлар орқали аниқланади:

1. Эримайдиган ташувчини тўғри танлаш ва уларни ковалент боғлиқлик

шароити.

2. Текширилаётган фермент дегидротация адсорбентнинг

мустаҳкамлиги, шунингдек регенерация ва тозалаш жараёнида бўлиши

мумкин бўлган қаттиқ шароит.

3. Ферментни сорбция ва десорбция оптимал шароитини аниқ аниқлаш.

Биоспецифик  адсорбент ишлаб чиқариш учун эримайдиган ташувчи

сифатида порошоксимон полиамид қўлланилиши, ҳозирги вақтдаги

ишлатиладиган полисахарид ташувчига нисбатан қуйидаги афзалликларга

эга:

1. Механи к ва химик чидамлилиги.

2. Турли хил хроматографик шакл бериш қобилиятига эга.

3. Органик кислота гидролизида кимёвий фаоллиги.

Кузатув ишларида турли факторлар таъсири қуйидагилардан иборат:

- дараджа (50 0 С гача)

- юқори ион кучи (3 М КCl)

- детергентлар (1 % - ли тритон Х-100, 0,1 % - ли цетилтриметиламмоний

бромид)

- мочевина (8 М - гача)

- диметилсульфооксид (30 % - гача)

Юқоридаги факторлар шуни кўрсатадики, бу шароитда лигандвставка –

ташувчи ўртасидаги алоқа мустаҳкамлик қоидасини бузилиши кузатилмайди.



Шундай қилиб, фосфолипаза А2 – ни сорбция ва десорбция шароитини

танлаш ва сорбент синтезини қўллаш орқали турли хил фермент турларини

тозалаш ва ажратиб олиш мумкин.

Фосфолипаза Д ферментини олиш учун хом ашё сифатида трупни олиш

мумкин. Фосфолипаза Д – энг кўп трупда бўлар экан. Шунинг учун овқатдан

сўнг труп истеъмол қилиш лозим, у ёғларни осон парчалайди.

Ҳамма оқсилларни ичида альбумин махсус намоишга мухтож эмас. У

ўрганилган бўлиб, биохимияда кенг кўламда қўлланилиб келинмоқда. Уни

ўрганишда 30 йил давомида турли услубий қўлланмалар яратилган.

1839 йил қон зардобидан альбумин ажратиб олинган. Ранги оқ, уни

«альбумин» лотинча   «аlbus»- оқ деб номлашган.

Альбуминнинг фарқланувчи томонлари қуйидагича

- унинг кислоталиги;

- яхши эрувчанлиги;

- барқарорлиги.

рН 4,8 ни ташкил қилади, эрувчанлиги 30%. Альбуминнинг оддий

концентрацияси системада 5 г/100 мл – ни ташкил қилади ва 80% коллоидли

осматик босимда альбумин ҳосил қилади. Бундан ташқари альбумин қондаги

рН – ни қўллаб туришда катта асосий рол ўйнайди.

60% экстрахужайрадан оқсилларни альбумин ташкил қилади.

Альбуминни тўлиқ йўқолиб кетиши жуда кам учрайди.

Альбуминнинг бирламчи структураси

Охирги йилларда альбуминнинг тўлқинсимон структураси кўрсатилган

ва бир қанча альбуминларда аминокислота кетма-кетлиги аниқланган.

Альбуминнинг аминокислотадаги кетма – кетлиги юқори фоизлиги (35%),

кам миқдордаги триптофан, глицин ва метианин таркиби билан

тавсифланади.



Альбуминни биосинтези

Альбумин синтези жигарда боради. Альбуминнинг м-РНК си 2080

жуфтидан ташкил топган. Альбумин маҳсулоти керак бўлганда, 19 рибосом

м-РНК альбуминга мустаҳкамланиб, катта полисомани ҳосил қилади. Бу

полисома мембранага йўналиб, «пептид сигнали» ҳолида биринчи

трансляцион кетма-кетликда сақланган. Пептид сигнали мембрана орқали,

ўсаётган пептид цепига йўлланилади ва РНК тугагунга қадар тезда тенг

қисмларга йиғилади, сўнг пептид цепидан бўлиниб, рибосомага ўтади.

Альбуминни физиологияси

Плазмадаги альбумин концентрациясининг нормаси 42 + 3,5 г/л, бу 35-

50 г – ни ташкил қилади. 3,5 л плазмали, вазни 70 кг бўлган инсон танаси

учун 150 г альбумин тўғри келади. Умумий альбумин 350 г ташкил қилади,

шундаги 14 г/сут жигар синтези ва катоболизмга сарфланади. Альбуминни

ишлаб чиқариш тезлигининг нормаси соатига 1 – грамм жиган ҳисобига

тўғри келади.

Хулоса қилиб, шуни айтиш мумкин-ки, альбумин функцияси хар доим

муҳокама қилинади. Альбуминни ишлаб чиқариш ва етказиб бериш,

циркулятор системасида жигар орқали амалга оширилади. Альбуминни

микросферада қўллаш-бу тиббиётни катта ютуғи бўлиб, улар мустаҳкам

ҳисобланади, лекин ҳозирги вақтда асосий масала бу эритувчини яратиш.

Шундай қилиб рекомбинат альбуминни гепатин, ВИЧ касалликларига

ёрдамчи терапия сифатида қўллаш, ҳозирги вақтдаги асосий масалалардан

бири ҳисобланади.

Протеазалар оқсилнинг пептиб боғларини ди – ва полипептид эркин

аминокислоталаргача парчаланишини тезлаштиради. Бундай ферментлар

жуда кўп. Уларнинг баъзилари кристалл ҳолатда олинган. Улар кўп вақтдан

бери ўрганилмоқда ва қўлланилмоқда.

Қуритилган препаратлар порошок ҳолигача майдаланиб, шу кўринишда

ишлатилади. Шу усул қишлоқ хўжалиги ва озиқ-овқат саноати учун олинади.



Тиббиётда, шамоллаш жараёни ва ууйганни даволашда протеаза

препаратлари қўлланилиб, шкастланган хужайра ва тўқималарга шунингдек

ярани тезда битиб кетишига ёрдам бериш қобилиятига эга.

Инсон организмда баъзи ферментлар ва комплекс фермент препаратлари

тқўлланилади.

Масалан: ошқозон ости бези функцияси бузулганда, комплекс, яъни ўз

ичига олган: протеаза, амилаза, липаза препарати истеъмол қилинади.

Асосан ёғлар инсон организмда энергия етказиш ролини бажаради.

Ёғлар (липидлар) нейтрал липидлар, фосфолипидлар,  холестерин,

этиленгликол эфирлар ва бошқа турларга бўлинади.

Нейтрал липидлар моно-, ди- ва триглициридларга бўлинади.

Фосфолипидлар таркибига глицирин, ёғ кислоталари, фосфор кислота ва

аминокислоталар (мисол: лецитинда холин, кефалинда этаноламин) киради.

Фосфолипидлар, липидларни таркибий қисми ҳисобланади, шунингдек

овқатланишда асосий рол ўйнайди.

Озиқ-овқатда фосфолипидлар кимёвий таркиби ва биологик таъсири

билан фарқланади. Фосфолипидлар сони тухумда 3,4%, дон ва дуккакли

маҳсулотларда 0,3-0,9%, ёғ маҳсулотларида эса 1-2% ни ташкил қилади.

Фосфолипидлар хужайра қобиғи таркибига кириб, хужайрада мода

алмашинувида жуда катта рол ўйнайди.

Саволлар

1. Биоспецифик хроматография субстратлари ҳақида тушунча.

2. Фосфолипаза А2 турли манбалардан ажратиб олиш усуллари.

3. Ферментларни биоспецифик хроматография усулини ишлаб чиқариш.

4. Кузатув ишларида турли тфакторлар таъсири.



5. Альбумин физик-кимё хусусиятлари ва биологик аҳамияти.

6. Альбуминнинг бирламчи структураси.

7. Альбумин биосинтези.

8. Альбумин физиологияси.

9. Протеазалар ҳақида тушунча.

10. Фосфолипидлар ҳақида маълумот

Адабиётлар

1. М.М.Рахимов и др. Прикладная биохимия микробиология. Т. 21, вып.

№2, Тошкент 1985. – с 190-198

2. Ўзбекистон тиббиёт журнали. №6, Тошкент, 1998, 111-121 бет.

Маъруза № 8

Мавзу: Ферментларнинг олиниши. Трипсин олиш технологик

жараёнлари .

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга ошқозон ости безидан ва олинадиган

препаратлар. Трипсин препарати. Трипсиннинг фаолланиш жараёни.

Трипсин олиш технологиясини ўрганишдан иборат.



Маъруза режаси:

1. Трипсиногеннинг ферментлар ёрдамида фаолланиши.

2. Трипсиногеннинг фаоллашуви.

3. Трипсин ингибиторни қўллаш.

4. Трипсин ингибиторини олиниши.

5. Трипсин ингибиторининг биоспецифик сорбентини олиш.

6. Сорбция ва десорбция ҳақида тушунча.

Трипсин

Ичакка протеолитик ферментлар профермент кўринишида ошқозон ости

безидан келиб тушади. Улар: трипсиноген, хемотрипсиноген,

прокарбоксипептидазалар А ва В, проэластаза. Бу ферментларнинг

фаоллашуви улар полипептид занжирининг қисман протеолизи юз бериши

натижасида, яъни протии назалар фаол марказини қоплаб турган

фрагментнинг гидролизи натижасида юз беради. Барча бу

проферментларнинг фаоллашуви жараёнининг маркази бўлиб трипсиннинг

ҳосил бўлишидир.

Трипсиноген

Энтеропептидаза –Аутокатализ

Трипсин



Химотрип-

синоген

Химотрип-

синлар

Прокарбок-

сипептида-

залар А ва В

Карбоксипеп-

тидазалар А ва

В

Проэластаза Эластаза

Ичак протеолетик проферментларнинг фаоллашуви

Ошқозон ости безидан келиб ташувчи трипсиноген ичак энтерокиназаси

ёки этеропептидазаси ёрдамида фаоллашади. Бундан ташқари ҳосил бўлган

трипсин пепсиногенни трипсинга айланишига аутокаталитик ёрдам беради.

Трипсиногеннинг фаоллашиш механизми шундаки, трипсин ингибтори деб

аталувчи N – учки гексапептид бита пептид боғининг гидролизи

натижасида эркин ҳолатга ўтади. Трипсин бошқа проферментларида ҳам

пептид боғларини узиб, фаол ферментларнинг ҳосил бўлишига олиб келади.

Натижада химотрипсиннинг учта ҳар хил турлари, А ва В

карбоксипептидазалар ва эластазалар юзага келади.

Протеиназалар ингибитори, жумладан, трипсин ингибитори табиатда

жуда кўп тарқалган бўлиб, микроб, ўсимлик ва ҳайвон  каби объектларда

учрайди.

Трипсин ингибитори (ТИ) илмий изланишларда ва оқсил алмашинуви

билан боғлиқ бўлган касалликларда ишлатилади. Ҳозирги пайтда ТИ га

бўлган талаб (ҳайвондан олинган) чет эл препаратлари билан қондирилмоқда.

ТИ нинг хом ашё базасини ўсимлик объектлари ҳисобига кенгайтириш

мумкин. Бундай ўсимликлардан бири бедадир. Беданинг яшил массасидан

оқсил концентратлари олиш жараёнида қолган чиқиндидан (жигар ранг

ширасидан) ТИ олиш мумкин. Жигар ранг ширада ТИ миқдори 20-50 мг/л.



Қуйидаги ишда беданинг жигарранг ширасидан ТИ ингибитори олиш

учун сорбент синтез шароитлари келтирилган. Лиганд сифатида трипсин

препарати матрица сифатида текстил чиқиндиларидан бўлган полиамиднинг

хар хил формалари ишлатилган.

Тажриба шароитлари

ТИ манбаи сифатида гуллаш пайтида ўрилган беда ишлатилган. Янги

ўрилган бедани электр гўшт майдалагичда майдалаб, узун прессда яшил

шираси ажратилиб, 10 минут 82 С да ушлаб, сўнгра 6000 айл/мин. 15 минут

центрифуга қилиб жигарранг шираси олинади. ТИ фаоллиги 1 мг пр.

оқсилининг ингибирланган трипсиннинг мг миқдорида ўлди.

Эритмаларда оқсил миқдори Лаури методи билан аниқланади.

ТИ нинг биоспецифик сорбенти қуйидагича олинади. Капрон + глутар

альдегиди + трипсин

Ташувчи сифатида П-6 маркали полиамиднинг хар-хил формалари:

Порошокли (0,14:0,25;0,50;1,0мм),

Гранулали (2х2мм), ипсимон (0,1-1,0) ва капрон материали ишлатилади.

1. Порошокли полиамид текистил .

Чиқиндиси бўлган капронни 1 кгни 2,5 л конц. HCl да эритилади. 1:6

ацетоннинг сувли эритмаси 1 л/соатига тезлик билан узлуксиз

аралаштирилган ҳолда қўшилади, Бюхнер воронкасида сузилади, ҳавода

қуритилади ва элакдан ўтказилади.

2. Ташувчини фаоллаш.

Ташувчини 2,5-4,5 М HCl45 0С инкубация қилинади. Инкубация

қилувучи эритмага нисбатан гранулаланган ташувчининг оғирлиги 1:6

бўлиши лозим. Фаоллашган ташувчидан ортиқча HCl ни 40 % ацетоннинг

сувли эритмаси  билан сўнгра нейтрал ҳолгача сув билан ювиб ташланади.

3. Бифункционал агентни модификациялаш.

1 г фаоллашган ташувчига 0,5 мл 25% ли глутар альдегидининг сувли

эритмасини қўшиб рН 9,0 бўлган 0,1 М борат буферида 20 0С да 24 соат

инкубация қилинади.



Бифункционал агентнинг ортиқчаси ташувчини сув билан ювиб

туширилади, токи ювинди сув рангсиз бўлгунча.

4. Трипсинни ковалент боғлаш.

Модификация қилинган 1 г ташувчига рН 9 бўлган 0,1 М борат

буферидаги 10-200 мг трипсин препарати қўшилади, узлуксиз аралаштириб

турган ҳолда инкубация 5-6 соат олиб борилади.

Боғланмаган трипсин оқсили 5 баробар 1 М NaCl эритмаси билан

ювунди сувда оқсил бўлмагунча ювиб туширилади. Сорбент ҳавода

қуритилади ва 4 0С да сақланади. Биоспецифик сорбент тайёр бўлди.

Сорбция

1 г сорбент солиб, 40 мл жигар ранг шира қуйилади ва 4 0С да узлуксиз

аралаштириб турган ҳолда инкубация қилинади.

рН 7,5-8,0 да сорбция максимал бўлади.

0,5-0,7 М NaCl, 20-40 мМ СaCl2, 10-20 % глицерин қўшилганда ТИ

сорбцияси ошади.

Десорбция

ТИ ни десорбция қилиш учун фермент-ингибитор комплекси ҳосил

қилган боғларни бўшаштириш зарур.

ТИ муҳитнинг рН ини HCl нинг 20 мМ ли эритмаси қўшиб

ўзгартирилганда тезроқ десорбция бўлади.

Шу билан биргаликда мочевина эритмасига 2 М NaCl қўшиб муҳитнинг

ион кучи ўзгартирилганда десорбция яхши кетади.

Биотин (витамин Н) ва авидин комплекси

Одам организмини биотинга бўлган эҳтиёжи асосан ичак

бактерияларининг уни био синтез қилиш ҳисобига қопланади. Қисман озиқ-

овқат орқали киради. Горох, соя, гулкарам, қўзиқоринлар, тухум сариғи,

жигар каби озиқ-овқат маҳсулотлари биотинга бойдир. Катта одамнинг 1

суткалик биотинга бўлган талаби 150-200 мкг атрофидадир.



Озиқ-овқат билан келиб тушган биотин ичак протеиназалари ёрдамида

оқсиллар билан боғланган ҳолатдан эркин ҳолатга ўтиб, ичакка сўрилади.

Қонда биотин альбумин билан боғланиб тўқималарга боради, жига рва

буйракда у тўпланади. Пешоб ва ахлат орқали ўзгармаган ҳолда организмдан

чиқариб юборилади.

Тўқималарда эркин биотин биотинли ферментларнинг фаол марказида

жойлашган лизиннинг – NН2 гуруҳи билан ковалент боғланади. N 5 –

карбоксибиотин унинг кофермент кўриниши ҳисобланади. Биотин

коферменти организм тўқималари томонидан гидрокарбонат ионларининг

ютилишини таъминлаб беради. Пируват карбоксилазалар (ацетил-КоА –

карбоксилаза), пропионил – КоА – карбоксилазалар таркибига кириб,

карбоксилланиш реакцияларида иштирок этади. Шунинг билан биргаликда

биотин глюконеогенез, ёғ кислоталар синтези, Кребс циклида пропион

кислота, қолдиқларининг оксидланишини таъминлайди.

Биотин глюкопротеидларнинг вакили бўлмиш авидин билан специфик

комплекс ҳосил қилади. Товуқ тухуми оқида авидин кўп миқдорда бўлади.

Шунинг учун ҳам хом тухум истеъмол қилинганда озиқ-овқат биотинни

боғланиши юз беради ва унинг сўрилиши тўхтайди. Табиатда шундай

моддалар борки, бир-бири билан боғланганда, жуда мустаҳкам боғлар ҳосил

қилади. Шулардан бири биотин билан авидин (тухум оқсили) бир-бири

билан жуда мустаҳкам бирикма беради. Агар 10  18 та бегона молекула

бўлиб, бита биотин бўлса, авидин уни тортиб олиб бириктириб олади, яъни

уларнинг бирикиш константаси 10 18 га тенг бўлади.

Мисол учун бир идишда жуда кўп хар-хил молекулалар бор. Биз

биотиннинг карбоксил гуруҳларини уларга улаймиз. Сўнгра колонкадаги

карбоксил гуруҳларини уларга улаймиз. Сўнгра колонкадаги сорбентнинг

устидан барча молекулаларнинг юборсак, ҳар хил молекулалар уланади.

Лекин ҳаммаси ҳар хил бўлганлиги учун боғланиш кучи ҳар хил бўлади.



Тепадан десорбция қилувчи эритма (глицерин, этиленгликол) юборсак

кучсиз боғланганлари олдин, кучли боғланганлари эса охирида тушади.

Биз керакли моддани десорбция қилиб ажратиб оламиз. Ишни тугатгач,

охирида авидиндан биотинни ажратиб оламиз.

Одамда биотин етишмовчилиги аниқланмаган. Тиббий амалиётда

ҳозирча биотин препарати ишлатилмаган, лекин дерматоз ҳолларида

қўлланишга уринишлар бўлаяпти.

Саволлар

1. Трипсиноген қайси ферментлар ёрдамида фаоллашади?

2. Трипсиногеннинг фаоллашуви деганда нимани тушунасиз?.

3. Трипсин ингибитори нима мақсадларда ишлатилади?

4. Трипсин ингибитори нимадан олинади?

5. Трипсин ингибиторининг биоспецифик сорбентини қандай олинади?

6. Қаттиқ юзали ташувчи қандай фаолланади?

7. Биофункционал агент сифатида нима ишлатилади?

8. Сорбция шароитлари қанақа

9. Десорбция учун нима ишлатилади?



Адабиётлар

1. Грачева И.М. Технология ферментных препаратов М.Пиш.пром.1975.

2. Рахимов М.М. Аффинная хроматография. Ташкент.1993.

3. Строев Е.А. Биологическая химия М., Выя.школа.1986.

Маъруза № 9

Мавзу: Биоспецифик хроматографияда иммунологик усулларини

қўллаш: система, вирус – антитело.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Талабаларга антителолар, тамаки мозаикаси

вирусларига қарши антителоларни аффин хроматография методи билан



тозалаш: сорбент тайёрлаш, сорбция қилиш, десорбция қилиш ҳақида

тушунча бериш.

Маъруза режаси:
1. Антителолар.

2. Тамаки мозаикаси вирусларига қарши антителоларни аффин

хроматография методи билан тозалаш:

А) сорбент тайёрлаш

Б) сорбция қилиш

В) десорбция қилиш

Табиатда ҳамма нарса бир-бирига мос бўлиши керак, яъни жуфт-

комплементлар. Ҳар бир ёт мода организмга тушса, унга қарши антитело

(натибоди) ишлаб чиқарилади. Организм иммун системаси унга қарши мода

ишлаб чиқарилади. G, C, D, M, E иммуноглобулинларда антибоди ташкил

бўлади.



Қайси организмга бегона мода тушса, иммун система унга қарши бўлган,

унинг формасига ўхшаш бўлган антибоди синтез қилади. У ўша модданит

ўраб олиб, чиқазиб юборилади. Бегона мода тўлиқ чиқиб кетмагунча

иммуноглабулинлар антибоди синтез қилаверади.

Тамаки мозаикаси вирусига қарши антителоларни биоспецифик

хроматография методи билан тозалаш

Ҳозирги пайтда тахлилнинг Янги иммун методлари ривожланиши билан

ҳар хил ўсимлик вирусларига қарши юқори сифатда тозаланган, специфик

антизардоблар талаб қилинмоқда. Бу методларнинг сезгирлигини ошириш

мақсадида ва бошқа кераксиз реакцияларнинг олдини олиш учун

ишлатиладиган антителолар юқори даражада тоза бўлиши катта аҳамият

касб этади.

Тамаки мозаикаси вирусига (ТМВ) қарши антизардобни олиш учун

қуёнларнинг қулоқ венасига антиген 3,5,7,9,11,…48 мг 1:1 нисбатда

физиологик эритма эритилиб, 1 кун интервал билан укол қилинади. Ҳаммаси

бўлиб 48 мг антиген (вирус) юборилади. Охирги инъекциядан 70 кун ўтгач

қулоқ венасидан қон олинади. Уни 8-10 соат 40 0С да ушлаб турилади, 0-2 0С

гача совутилади, 5-6 соатдан кейин центрифуга қилиниб (6000 айл/мин-да 20

мин) қон элементларидан ажратилиб, қон зардоби олинади. Зардобнинг

титри икки ёқлама диффузия метод билан аниқланади.

Антитело тайёр бўлди.

ТМВ нинг томат штаммини иммобилизациялаш қуйидагича боради:



Сорбент тайёрлаш

ТМВ нинг помидор штамми билан касалланган помидор баргларидан

вирус ажратилади. Бу вирус полиамид гранулаларига бифункционал агентлар

– глутар диальдегиди ёки госсипол ёрдамида 0,1 М борат буферида (рН 8,5) 5

0С да 24 соат иммобилизация қилинади. Сорбентдаги эркин альдегид

гуруҳлари моноэтаноламин билан блокировка қилинади.

Иммобилизация қилинган вирусда антителоларнинг сорбция оптимал

шароитларини: рН қиймати, кальций ионии концентрацияси, этиленгликол

концентрацияси ўрганилади.

Сорбция қилиш

12 г биоспецифик сорбентга 45 мл (43 мг/мл оқсил бўлган)

антисыворотка қўшилади. Сўнг 100 мл адсорбцияловчи буфер (0,05 М трис-

HCl, 30 мм СаCl2, 5 % этиленгликол) қўшилади ва акралашма совутгичда 2

соат аралаштириб турган ҳолда инкубация қилинади.

Адсорбция бўлмаган антителолар (оқсиллар) 6000 айл/минда 10 минут

центрифуга қилинади. Чўкма оқсил йўқолгунча 4 марта ўша буфер билан

ювилади, қўшилган супернатантлар ва ювилган суюқликлар тахлил

кўрсатишича 1740,8 мг оқсил сақлаши маълум бўлди. Демак иммобилланган

вирус билан боғланган антитело (оқсил) миқдори 194,2 мг экан.

45  *  43  = 1935 мг              1935 – 1740,8 = 194,2 мг

Десорбция қилиш

Чўкма тушган гранулаларга рН и 11,0 бўлган 1 М КCl сақловчи 0,05 М

трис-NaOH буферидан 60 мл қўшиб антителолар десорбция қилинади. 120

минутдан сўнг аралашма фильтрланади ва супернатантда оқсил миқдори

ўлчанади. Диализ қилинади. Сўнгра антителоли эритма 2 мг ли ампулаларга

солинади ва музлатилган ҳолда сақланади.

Қўлланилган реагентлар



Трис (Венгрия), полиэтиленгликоль (ФРГ), бактоагар (США), КCl,

СаCl2, NaCl, NaOH, сирка ва хлорид кислоталар, ацетон, этиленгликол,

моноэтаноламин.

Моноэтаноламин ишлашдан олдин ҳайдалади. Полиамид гранулалари

лаборатория шароитда текстил чиқиндиларидан олинади. Гранулаларнинг

оптимал ўлчамлари 140-250 мкм. Шу сорбентда 1 г сорбентга 47,0 мг ТМВ

нинг помидор штамми глутар альдегиди ёрдамида ковалент боғланган.

Сорбция шароитлари

рН 7,0 да максимал сорбция кетади (1 г сорбентга 28 мг антитело). рН >

7,0 ва рН < 7,0 да сорбция ёмон кетади. рН > 9 да боғланган оқсиллар

иммунологик фаолликка эга бўлмайди.

рН = 7,0 да сорбция вақтида иммобилизация қилинган вирус билан

специфик антителолар боғланади.

5 % ли этиленгликол қўшилганда суммар оқсилнинг сорбцияси кам,

антителонинг сорбцияси юқори бўлади. 5 % дан юқори концентрацияли

этиленгликол қўшилса, суммар оқсилнинг сорбцияси ошиб, антителоники

пасаяди.

10-30 мМ СаCl2 ва 5 % этиленгликол каби қўшимчалар антителоларнинг

лиганд билан боғланишини оширади.

Десорбция шароити

Иммобилизация қилинган вирусдан антителоларни десорбцияси

эритманинг ион кучи ва рН ига боғлиқ. 1,0-1,5 М  КCl қўшилганда 1 г

сорбентдан 5,4-7,0 мг антитело тушади.

рН 10,5 да 15 % NaCl қўшилса, 1 г сорбентдаг – 7,8 мг

рН 10,5 да максимал десорбция бўлиши учун 30 минут кетади. 120

минутда эса сорбентдан антитело бутунлай десорбция бўлади.

Саволлар

1. Антитело (антибоди) нима денгани?



2. Организм иммун системаси ҳақида нимани биласиз?

3. Тамаки мозаикаси вирусларига қарши антитело қандай олинади?

4. Сорбент қандай тайёрланади?

5. Сорбция боришининг шароитлари қанақа?

6. Қандай десорбция қилинади?

Адабиётлар

1. Елинов М.О. Основы биотехнологии Санкт-Петербург, Наука, 1995.

2. Сассон А. Биотехнология. Свершения и надежды. Москва, Мир, 1987.

Маъруза № 10

Мавзу: Ферментларнинг олиниши. Пепсин препаратларини олиш

технологик жараёнлари.

Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Ферментлар активацияси, ферментлар олишда

биотехнологияни қўллаш, пепсин олиш учун хом ашё тайёрлаш, пепсин

препаратларини олиш технологик жараёнлари ҳақида тушунча бериш.



Маъруза режаси:
1. Ферментлар активацияси. Пепсиноген активацияси.

2. Фермент олишда биотехнологияни қўллаш.

3. Пепсин ажратиш учун хом ашё тайёрлаш.

4. Пепсинни олиниши.

5. Пепсинни олиш технологик жараён схемаси.

Ҳозирги вақтда фермент препаратларига бўлган талаб кучаймоқда.

Фермент препаратларини биргина тиббиётда бир неча мақсадлар учун

қўллаш мумкин. Агар пепсинни оладиган бўлсак, у ҳам йирингли яраларни

даволашда, фермент етишмовчилигида ва хирургик амалиётда қўлланилади.

Ферментлар активацияси

Ферментлар ноактив формасидан актив ҳолатига ўтишида каталитик

таъсир этувчи бирор фермент ёки водород ионии ёрдамида активланади.

Бундан ташқари химотрипсиноген ва прокарбоксипептидаза трипсин билан,

трипсиноген трипсин ёки энтерокиназа ёрдамида фаолланади. Пепсиногенни



фаоллаштиришнинг муҳим хусусияти шундан иборатки, бу активация

жараёни фермент ёрдамида амалга оширилади ва активация жараёнида

фермент ҳосил қилинади.

Ферментларни ноактив формадан актив формага ўтишида ва активация

механизмини аниқлашда ферментлар фаол марказининг тузилиши ва

табиатига муҳим эътибор бериш керак.

Пепсиноген активацияси

Пепсиноген ва пепсин Нортрон олими ва бошқа олимлар томонидан

кристалл ҳолда олинган ва бу авторлар уларнинг молекула массасини

аниқлашган. Пепсиногеннинг молекулар массаси – 42500, пепсинни

молекулар массаси эса 34500. Пепсин ишқор табиатли оқсил бўлиб, рН – 1

бўлганда ҳам манфий ионлар билан зарядланган бўлади. Бунда пепсиннинг

изоэлектрик нуқтаси рН – 3,7 атрофида бўлади одатда пепсиноген

активациясида молекуланинг бешдан бир қисми бўлинади ваш у бўлак

асосий характерга эга бўлади.

Пепсиноген активациясининг кинетикаси Херриотт томонидан

ўрганилган. Пепсиноген активацияси эритманинг ишқорланишидан

бошланади (Пепсиноген активацияси эритманинг ишқорланишидан

бошланади). рН – 5 дан паст бўлмаганда у аутокаталитик ҳолда ўзгаради.

Активация жараёни қуйидаги тенглама бўйича боради:

D



Жараён рН – 2 да юқори тезликка эга бўлади.

Титрлаш натижаси шуни кўрсатадики, пепсиногендан молекуласида 9 та

пептидли боғлар бўлган фаол пепсин узилиши рўй беради. Бунда рН – 5,4

дан юқори бўлганда, катта бўлмаган алоҳида пептидлар – пепсин ингибитори

пепсинга бириккан ҳолда қолади. Бу ҳолда жараён аутокаталитиклик намоён

қилинмайди. рН кўрсаткичи бирмунча кичик бўлган ҳолларда фемент –

ингибитор комплексини қайта диссоциацияланиши рўй беради. Фермент ва

ингибиторнинг орасидаги Ушбу таъсирлашув Шготц қонуни бўйича

аниқланади. Пепсиннинг тоза бўлмаган препаратларида ингибитор

қатнашади. Херриот пеепсини тозаланган ва пепсин ингибиторини кристалл

кўринишдаги моддасини олган. Бундан ташқари пепсин ва ингибитор

ўртасидаги ўзаро тенгликни ўрганиб чиққан.

Пепсиноген активацияси жараёнида ингибиторлар билан бир қаторда

молекуляр массаси ўртача 1000 га тенг бўлган ўртача 10 та нейтрал пептид

ҳам ҳосил бўлади.

Сангер усули шуни кўрсатадики, ингибиторнинг молекуляр массаси

3100 га тенг ва унинг молекуласи бита аргенин қолдиғи, бита тирозин

қолдиғи ва тўртта лизин қолдиғидан тузилган. Бундан ташқари ишқорий

гуруҳлар иккита аспарагин ва иккита глутамин кислоталарининг қолдиғини

сақлайди.

Аминокислоталар боғи тахлили шуни кўрсатадики, пепсин ва

пепсиноген молекулалари бита пептид занжиридан иборат.

Карбоксилпептидаза ёрдамидаги жараён полипептид занжиридаги С-боғини

аминокислоталар кетма-кетлиги ҳар икала оқсилда ҳам бир хил эканлигини

кўрсатган эди. Шунинг учун назарий  жиҳатдан пепсинга бита ягона пептид

боғини гидролиз қилиш йўли билан ўтиши мумкин. Қоган 8 та пептид боғи

гидролиздан олдин ёки гидролиздан кейин узилиши номаълум. Шу нарса

маълумки, пепсин кейинги маҳсулотларни гидролизлаши мумкин. Бу жараён

учун ўртача рН кўрсаткичи 3,5 атрофида бўлади. Пепсиногендан пепсин

ҳосил бўлиши қуйидаги кўринишда бориши мумкин:



пепсин

Пепсиноген → пепсин комплекс пепсин – ингибитор + 5 та  пептид

рН<5,4

Комплекс пепсин – ингибитор ← песин  ингибитор +

→

рН>5,4

пепсин

Ингибитор →    4 та пептид

Фермент олишда биотехнологияни қўллаш

Ҳаёт турли хил мураккаб кимёвий реакциялардан иборат бўлиб, уларда

ўзига хос ферментлар иштирок этади ва тирик организмларда

ферментларнинг ўзгаришида жиддий из қолдиради. Бошқа томондан олиб

қараганда, ферментлар катализаторлар бўлиб, физик ва кимёвий соҳа

вакиллари диққатини ўзига тортади. Аммо биотехнология асри ривожланиши

билан ферментлар фармацевтика ва озиқ-овқат саноатида тобора кўпроқ

қўлланилмоқда.

Биотехнологиянинг кескин ривожланиши узоққа борувчи режалар тузиш

имконини беради. Унинг прогрессия яъни ривожи Фан-техниканинг бошқа

материал-техник таъминлашга эҳтиёж сезадиган соҳаларига қараганда

қулайроқ, чунки бу соҳада ахборот олиш ва керакли маҳсулотга эга бўлиш

мумкинлиги аниқроқ, шунинг учун талабаларга биотехнология усули билан

зарур маҳсулотлар олиш қулайроқдир.

Биотехнологик усулда пепсин ферментини ажратиб олиш қуйидгича

олиб борилади:

Пепсин ошқозон ширасининг асосий протеолитик ферменти. У 1930

йилда Нортрон томонидан пепсиннинг кристалл ҳолатидаги моддаси

олинади.



Пепсинни молекуляр массаси 35000 атрофида изоэлектрик нуқтаси рН=1

атрофида бўлади. Пепсинда дикарбон аминокислоталар ва фосфосерин

қолдиғи учрайди. Пепсиннинг молекуласи 340 га яқин аминокислоталар

қолдиқларини якка занжирини сақлайди. Фаол маркази карбоксил группани

ўз ичига олади, қайсики эпокси ёки диазогруппани сақлаган ўзига хос

ингибиторларни бошқаради. Пепсин пепстатин билан ингибиторланади.

Пепсин молекуласида 3 та дисульфид кўприкчаси мавжуд.

рН = 5,5 да пепсин бир мунча барқарор. Кислотали муҳитда эса пепсин

учрайди. рН=6 ва рН 6 дан юқори бўлганда эса пепсин жуда тез

инактивацияга учрайди. Пептидлар ва оқсиллар гидролизида катализатор

бўлади ва овқат ҳазм бўлиш жараёнида иштирок этади. Пептид алоқаларида

ўзига хос хеч бўлмаганда бита гидрофоб аминокислота кўринишида

ифодаланади. Пепсин оқсилларни пептидларгача  гидролизлайди. Гидролиз

маҳсулотлари ичида аминокислоталар ҳам учрайди.

Пепсинни ноактив формаси пепсиноген бўлиб, ошқозон қобиғи ҳужайра

ширасидан ажратиб олинган. Унга HCl таъсир эттирилганда пепсинга

айланади. Фаолланиш жараёни аутокатолитик тарзда ўтади. Бунда

пепсиногенни молекуласи азотли қисми умумий молекуляр массаси 8000

атрофида бўлган бир неча пептидлар билан узади.

Пепсин ошқозон шиллиқ қаватини 20 % ли спирт ёки сувли эритмада

кристаллизациясидан сўннги автолизатни тузлаш йўли билан олинади.

Лаборатория шароитида тоза пепсин анион алмашувчи целлюлозадан



хроматография қилиш билан олинади. Пепсин олишда унинг

активлигини аниқлашда турли оқсил субстратлари бижғитиш усули

қўлланилади.

Бу фермент озиқ-овқат саноатида гўштни қайта ишлаш ва уни сифатини

ошириш учун ишлатилади. Бундан ташқари кийималарни оқартириш учун

кир ювиш порошоклари ишлаб чиқишда қўшимча тарзда қўлланилади.

Хирургик амалиётда у йирингли яраларни ва ўлган тўқималарни

даволашда қўлланилади. Бу усул йирингли яралардаги ўлган тўқималарни

оқсилларни ферментатив парчалашга асосланган. Медицинада пепсин

фермент етишмовчилигида қўлланилади.

Пепсин чўчқа ошқозони қобиғидан ёки ноактив формада бўлган ёш

қорамол ошқозонидан, яъни ошқозон қобиғидан яхши ажралиб чиқади. Бу

профермент HCl таъсирида активланади.

Пепсин ажратиш учун хом ашё тайёрлаш

Ферментлар олишда уларнинг манбалари ўсимлик, ҳайвон ва

микроорганизмларнинг турли қисми хизмат қилади.

Ўсимлик ферментлари ўсимликнинг уруғи, меваси ва баъзи

ҳужайралардан ажратиб олинади. Улар бирмунча қисқа активликка эга

бўлиб, маълум миқдорда қўлланилади. Улардан қовун дарахтидан

олинадиган – фицинни мисол қилиш мумкин.

Техник микробиологияда микроблардан олинадиган ферментларни

ишлаб чиқариш ва қўллаш кенг миқёсда йўлга қўйилмоқда. Улардан бошқа

кўринишдаги микроорганизмлар ва уларни селекциялаш ҳамда керакли

ферментни бир мунча миқдорда олиш мумкин. Микроорганизмлар ферменти

ферментация муҳитидан енгил ажралувчи, яъни культурада

концентрацияланадиган ҳужайраларга алоқадор. Культуралаш учун хом ашё

бегона микрофлора билан ифлосланмаслиги учун стерил ҳолатларда тавсия

этилади.



Ҳайвон организмидан олинадиган ферментатив препаратлар ишлаб

чиқариш учун етук, соғлом ва нормал ривожланган ҳайвонларнинг безлари

хом ашё манбаи бўла олади. Хом ашёнинг микроорганизмлар ва бошқа

омилларнинг таъсирида барқарорлиги кам бўлганлиги сабабли ҳайвон

сўйилгандан кейин безни тезда қайта ишлаш ёки зудлик билан консервация

қилиш керак.

Ошқозон ости безини консервация қилиш учун яъни бузилишдан

сақлашнинг асосий усули -30 0 ÷ - 60 0С ҳароратда тез музловчи шкафларда

5-6 соат давомида музлатишдир. Музлатилган хом ашё – 15 0  ÷ - 18 0С да ва

нисбий намлиги 90 ÷ 95 % бўлган шароитда 6 ой давомида сақланиши

мумкин.

Баъзи ҳолларда безни сув билан чексиз аралашувчи ва бир вақтнинг

ўзида ферментларга зарарли таъсир этмайдиган органик эритувчилар билан

суви чиқарилади. Бундай мақсадларда кўпинча ацетон ёки этил спиртидан

фойдаланилади.

Ферментларни муваффақиятли ажратиб олиш учун керакли материални

таркибида индивидуал ферментлар сақловчи субҳужайра тузилмалари

(микросомалар, митохондрия, ядро) гача парчалангунча жуда кичик

бўлакларга майдаланади. Янги хом ашёни қайта ишлаш ҳолларда

қиймалагичда майдаланган материал зичланади  ёки юқори тезликда қум

билан ишқаланиб гомоген (бир хил масса) ҳолатига келтирилади, музлатиш в

ва яхни эритиш йўли билан ишлов берилади.

Мувзлатилган безнинг майдаланиши волчок ва куттерда амалга

оширилиб, бунда майдаланиш даражаси волчокнинг тешикларининг диаметр

ива майдаланиш учун кетган вақт орқали бошқарилади. Тешикларнинг

диаметри 1,5÷2,0 мм булиб, 5 дақиқа давомида куттерда майдаланганда

миқдорий экстракция қилиш учун ядроли оқсил табиатли физиологик фаол

биополимерларни хом ашё сифатида олиш имконияти бўлади. Ҳужайра

нозик тузилмаларга ажратиш гомогенизатор, шунингдек маълум қувватга эга

бўлган удьтратовуш ёрдамида амалга оширилади.



Афсуски ультратовушли услуб истиқболли бўлишига қарамай,

аппаратнинг юқори нархларда бўлиши сабабли ишлаб чиқаришда нисбатан

жуда кам қўлланилади.

Хом ашёнинг майдалашнинг самарали услубларидан бири микроатом

усулидир. Бунинг учун музлатилган ошқозон ости бези махсус қурилмалар

ёрдамида қалинлиги 0,1 мм ва узунлиги 1 см гача бўлган бўлакларгача

кесилади. Бу услуб экстракциянинг тезлиги ва тўлиқлигини таъминлайди ва

кейинчалик центрифугаланганда ошқозон ости бези қолдиқларидан

экстрактни ажратиб олишни енгиллаштиради.

Хом ашёни исталган даражада майдалашнинг Яна бир муваффақиятли

ечими уни С.П.Барашев ва В.П.Кузнецов конструкциялари бўйича машинада

қайта ишлаш ҳисобланади. Бундай майдалашнинг таъсир моҳияти

қуйидагича бўлиб, у рандалайдиган машиналардан ўзлаштирилган ва шунга

асосланганки, бунда музлатилган без пичоқлар ёрдамида бир дақиқада бир

неча минг айланишга эга бўлган тезликдаги барабанга узатилади. Ушбу усул

хом ашёни нафақат исталган даражада майдалаш, балки бездан қобиғини

ажратишга ҳам имкон беради. Бунда ферментларни экстракция қилиш

тезлиги   оддий услубда майдалашга нисбатан 1,5-2 баробар майдаланиш

тўлиқлиги эса 10-20 га ошади. Фермент препаратларининг ишлаб

чиқаришнинг технологик жараёнларини асосий босқичи ҳайвон хом ашёсини

мойдан ажратиш ҳисобланади. Ацетонли кукун услуби ҳам ўз аҳамиятини

йўқотмаган услублардан бўлиб, бунда майдаланган без унча катта бўлмаган

миқдорда ацетонда эҳтиёткорлик билан аралаштирилади ва -5 ÷ - 10 0 ли

ҳароратда аралаштиргичли бўлган реакторга қуйилади. Тиндирилгандан сўнг

суюқлик сифонланади ва ацетоннинг Янги миқдори қуйилади. Эритувчини

алмаштириш 3-4 марта амалга оширилади. Тиндирилган ацетон

сифонлангандан сўнг хом ашё гидравлик прессда сиқилади ва 2-3 см

қалинликда хона ҳарорати ҳавосида қуритилади. Қуритилган без

майдаланади ва ипак мато (1 см 2 дак 400-600 тешиклари бўлган) да эланади

ва ўлчови 1,5 мм дан йирик бўлаклар олинади.



Материални экстракция қилиш учун хом ашёни экстракция қилиш усули

технологик цикл жараёнида юқори даражада тозаланган ва ажратилган

фермент миқдорини олиш имкониятини бериши керак. Бунда асосий

эътиборни ферментатив фаолликни йўқотилиши билан боғлиқ оқсил

денатурациясининг олдини олувчи муҳит яратишга қаратиш керак.

Ферментатив моддалар экстракциялаш хусусиятига қараб 3 гуруҳга

бўлинади. Биринчи гуруҳ сув-тузли ва кислотада эрийдиган ҳамда паст рН

муҳитда (1,0-2,0) барқарор оқсил моддаларни бирлаштиради. Иккинчи

гуруҳга йирик сув-кислотали эрувчида эрийдиган, лекин кучсиз кислотали

вар Н (4,0-8,0) ишқорий муҳитда барқарор бўлган моддалар киради. Учинчи

гуруҳга эса концентрланган органик эритувчилар (этил ва метил спиртлари,

ацетон, глицерин, бутилацетат ва бошқалар) да миқдорий экстракция

қилинадиган моддалар киради.

Ошқозон шиллиқ қаватининг ферментатив препаратлари

Чўчқа ошқозонининг шиллиқ қаватидан пепсин – pepsinum ва ацидин –

пепсин Asidin – pepsinum олинади. Ит ва бошқа уй ҳайвонларини ёлғондан

овқатлантириш усули билан ошқозон фистуласи орқали табиий ошқозон

шираси Succus gastricus naturalis олинади.

Кўрсатиб ўтилган препаратлар овқат ҳазм қилиши бузулганда, ошқозон

безлари фаолиятининг етишмовчилигида, диспепсияларда, гипо – ва

апацидли гастритларда ишлатилади.

Пепсиннинг олиниши

Чўчқа ошқозонининг шиллиқ ва шиллиқ ости қавати бошқа

тўқималардан ажратилиб, илиқ сувда ювилиб, майдаланади ва 18 соат

давомида аралаштирилиб турилган ҳолда хлорид кислотанинг 0,5 % ли

эритмаси эмалланган ёки фарфор идишда экстракция қилинади. Полотни

орқали сўриб тиндириб олиш йўли орқали тортиб олинади, бензин билан ёғи

ажратилади ва қуюқ экстракт ҳосил бўлгунча вакуум остида буғлатилади.

Олинган препарат оқ ёки сарғиш рангли кукун бўлиб, гигроскоп, сув

билан хира кучсиз кислотали эритма ҳосил қилади. Юқори сифатли



препаратни олиш учун диализ, тузлантириш ёки адсорбция ёрдамида

экстрактни ёғсизлантириш йўли билан қўшимча тозалаш ўтказилади.

Диализ оқиб турган сув иштирокида пепсиннинг коагуляциясигача

давом эттирилиб, кейин йиғилади, спирт ҳамда эфир билан ювилади ва

ҳавода қуритилади.

Пепсинни чўктириш учун ёғсизлантирилган экстрактга натрий хлорид

ёки аммоний сульфат қўшиш билан амалга оширилади. Ҳосил бўлган чўкма

спирт, эфир билан ювилади ва қуритилади.



Адсорбцион услуб  бўйича эса мойли ажратилган сувли экстракт

пепсинни адсорбцияловчи фосфор+кислотали калций қушилган аммиак

эритмаси билан ишқорланади. Чўкма нутч фильтр ёрдамида ажратилиб, сув

билан ювилади ва шавел кислотаси  билан қайта ишланиб кальций

ионларидан тозаланади. Эритмадан олинган пепсин рН 2,4-2,6 бўлган

муҳитда спирт – эфир аралашмаси, эфир кетма кетлигида ювилади ва ҳавода

қуритилади.

Тозаланган пепсин сут қанди билан аралаштирилади. Товуқ тухумининг

оқсилини ҳазм қилишига қараб стандартланади (ГФ IХ ст. 368). Кукун ҳолда

чиқарилади. Сақлаш банкаларда маҳкамлаб беркитилган ҳолда, салқин (1-15

0) да ёруғлик тушмайдиган ҳолда амалга оширилади.

Саволлар

1. Ферментлар қандай мақсадларда қўлланилади?

2. Ферментлар активацияси қандай жараён ва нима ёрдамида юз беради?.

3. Пепсиноген активациясида нима рўй беради?.

4. Нима сабабдан охирги йилларда фермент препаратларини олишда

биотехнология қўлланилмоқда?

5. Пепсин ферменти қайси соҳаларда қўлланилади?



6. Пепсин олиш учун хом ашё қайси объектдан олинади ва у қандай

тайёрланади?

7. Пепсин олиш технологик жараёни қандай боради?

Адабиётлар

1. Грачёва И.М. Технология ферментных препаратов. Москва:

Пищ.пром. , 1975.

2. Мосолов В.В. Протеолитические ферменты М.:Наука, 1971.

Маъруза № 11

Мавзу: Ферментларнинг олиш. Панкреатин ва трипсин олиш

технологик жараёнлари.

Маърузага ажратилган – 2 соат.



Ўқишдан мақсад: Протеолитик ферментлар, уларнинг субстратлари,

тавсифи, таъсир механизмлари, микроблардан ва ҳайвон хом ашёсидан

трипсин ва    .

Маъруза режаси:
1. Протеолитик ферментлар. Протеиназаларга таъсир этувчи

субстратлар.

2. Протеолитик ферментлар тавсифи ва уларнинг таъсир механизмлари.

3. Микроблардан протеолитик ферментларни олиш технологик

жараёнлари.

4. Ҳайвон хом ашёсидан протеолитик ферментларни олиш технологик

жараёнлари.

5. Панкреатин ферментини олиш технологияси.

6. Трипсин ферментини олиш технологияси.

Протеолитик препаратлар

Протеиназа таъсир этувчи субстратлар



Протеолитик ферментларга таъсир этувчи асосий субстрат – бу оқсил

моддалардир. Уларга (оддий оқсиллар) фақат аминокислоталардан тузилган

протеинлар ва таркибига оқсил табиатли молекулалардан ташқари оқсил

бўлмаган (углеводлар, витаминлар, ёғлар ва бошқалар) молекулалар хилига

кирувчи мураккаб оқсиллар ҳам тегишли. Бу мураккаб моддалар – пептидлар

дейилади. Уларнинг барчаси юқори молекуляр массага эга бўлиб, мураккаб

тузилгандир.

Оқсил табиатли моддалар табиатда барча тирик организмлар

ҳужайраларининг асосини ташкил этиб, ҳайвон ва микроорганизмлар мода

алмашинувида катта ҳимоя вазифасини бажаради.

Оқсилларда асосий буббирлик бўлиб α-аминокислоталар хизмат қилади.

Улар бир-бири билан пептид боғлар орқали боғлангандир. Оқсил молекуласи

тузилишида 20 та ҳар хил аминокислоталар иштирок этади. Оқсил ва

пептидлар таркибига кирувчи аминокислоталар ҳар хил реакцион гуруҳлар

(кислотали, асосли, сульфогидрил, окси гуруҳлар) тутадилар.

Шу гуруҳларнинг борлиги ва уларнинг пептид занжирида жойлашишига

қараб оқсиллар сув анионлари, катионлари билан таъсирлашади. Оқсилда

16% гача азот бўлади. Осборн 1924 йилда оқсилларни эрувчанлиги бўйича 4

та гуруҳга бўлади:



1. альбуминлар – сув ва кучсиз тузли эритмаларда эрийди.

2. глобулинлар – нейтрал тузлар эритмаларида эрийди.

3. проламинлар – 70-80% ли этил спиртда эрийди.

4. глютелинлар – суюлтирилган кислота ва ишқорларда эрийди.

Морфологик белгилари бўйича 2 хил фибрилляр ва глобулляр

оқсилларга ажратилади.

Фибрилляр оқсиллар ёмон эрийди ва қийин ўзлаштирилади. Глобулляр

оқсиллар нисбатан эрувчан ва яхши ўзлаштирилади. Ферментатив ва

кислотали гидролиз осон учрайди. Оқсиллар 4 хил тузилишга эга.

1. бирламчи

2. иккиламчи

3. учламчи

4. тўртламчи

Протеолитик ферментлар тавсифи ва уларнинг таъсир механизмлари.

Протеолитик ферментлар таъсири остида оқсиллар аминокислоталарга

парчаланади. Протеолитик ферментлар гидролазларининг учинчи синфига

тегишли бўлиб, унда алоҳида –пептид-гидролазалар деган тўртинчи синфни

ташкил қилади. Пептид – гидролаза оқсил пептидларидаги пептид боғини

гидролитик парчалайди.

RCH – C – NH - CHR′ + H2O → RCH – C – OH + H2N - CHR′ -

O                                                    O

Кўпинча протеолитик ферментлар эфир боғларини ҳам узади ва

аминокислота қолдиқларини бошқа акцепторларга ташиш реакцияларини

ҳам катализлайди.

Барча пептид гидролазалар 4 та гуруҳга бўлинади:

3.4.1. α- аминоацетилпептид – гидролаза (травил

номиаминопептидазалар)

3.4.2. – пептидил-аминокислота гидролаза (карбоксипептидаза)

3.4.3. – дипептид – гидролаза (дипептидаза)



3.4.4. – пептидил – пептидгидролазалар (протеиназа)

Биринчи гуруҳ ферментлар оқсилларда охирги N иккинчи гуруҳ

оқсилларида охирги боғини, учинчи гуруҳ дипептидларини гидролиз қилади.

Тўртинчи гуруҳ ферментлари – эндопептидазалар бўлиб, оқсилдаги ички

боғларни узади. Биз бу ферментларни протеиназа ёки протеолитик

ферментлар деб айтамиз.

Ўсимлик ва микроорганизмлардан фарқли ўлароқ ҳайвон организми

фаол бўлмаган зимоген кўринишидаги протеиназаларни ҳосил қилади. Улар

ташқи факторлар таъсирида фаол ҳолатга айланиши мумкин. Ҳайвон

организмидан трипсин, химотрипсин, карбоксипептидаза А ва В, пепсин,

гастриксин, ренин, катепсин (А,В, С,Д), аминопептидазалар, дипептидаза,

тромбин, плазмин, панкреатин каби кўплаб ҳар хил протеиназаларни олиш

мумкин.

Протеиназалар 5 га бўлинади:

1. рН 1,7-3,4 да максимал фаоллик намоён қилувчи нордон

протеиназалар.

2. рН 4,0-6,0 да максимал фаоллик намоён қилувчи кучсиз нордон

протеиназа.

3. рН 6,5-7,5 да – нейтрал протеиназалар.

4. рН 7,5-8,0 да – кучсиз ишқорий протеиназа.

5. рН 8,0-8,5 дан юқори – ишқорий протеиназалар.

Микроблардан олинган протеолитик ферментлар ҳар хил таркиб ва

тузилишига эга бўлган турли манбаларда учрайдиган оқсиллардаги пептид

боғларини парчалай олади. Аспаргил замбуруғи протеиназаларни желатин,

казеин, гемоглобин, альбумин, ўсимлик оқсиллари, кератин, эластин

кабилардаги пептид боғларини уза олса, ҳайвон ферментлари эса тор

диапазонда таъсир қилиб, ўта спецефикдир.

Протеолитик ферментларни (микроблардан) олишнинг технологик

жараёнлари



Протеолитик ферментларни антибиотикларни олишда культурл

суюқликлардан микробиологик ишлаб чиқариш чиқиндиларидан, спирт ва

тубан культивирланган микроорганизмлардан олиш мумкин.

Продуцентларни юза культивирланган усулда 59-61% ивитилган буғдой

кепаги энг яхши муҳит ҳисобланади. Кепакни ивитиш жараёнида HCl ва

H2SO4 кислоталари билан нордонлаштирмаслик мақсадга мувофиқдир.

Чунки HCl ва H2SO4 ларни киритиш моғор замбуруғларининг протеолитик

ферментларни синтез қилиш хусусиятини пасайтиради. Моғор

замбуруғларини культивирлаш учун озиқлантириш муҳити рН 5,6-6,2, а

бактерияларни нормал ривожланиши учун эса рН 6,2-7,2 бўлиши зарур.

Ҳарорат эса биринчи босқичда 29-31 0С бўлиб, 10-18 соат ушлаб туриши

керак. Сўнгра мицилейни ривожланиб ва культурани ферментни синтез

қилиш босқичида эса ҳарорат 2,4-2,5 0С га туширилиши лозим. Чунки айнан

шу шароитда протеолитик ферментлар кўпроқ ҳосил бўлади. Бактериал

культурада эса 37-38 0С оптимал ҳарорат ҳисобланиб бутун культивирлаш

цикли давомида ушлаб турилади.

Юза усилида ўстирилган микроорганизмлар культурасидан экстракция

қилиб тозаланган протеолитик ферментларини тузлаш ва ҳар хил

эритувчилар ёрдамида чўктириб олинади. Изопропил спиртида кўпроқ чўкма

тушишига қарамасдан асосан этил спирти ферментларни чўктириш учун

ишлатилади. Чунки изопропил спиртда қийин ажраладиган ёмон қурийдиган

фермент чўкмалари ҳосил бўлади.

Спирт билан чўктирилган препарат таркибида оқсил миқдори 31-32%,

зольности 33% атрофида, 20-22% углеводлар бўлиб, рН 3-8 да протеолитик

ва сутни бижғитиш фаоллигига эга бўлган.

Туб культивирлаш учун ҳар хил протеиназалар продуцентлари

ишлатилади. Нейтрал ва ишқорий протеиназалар олиш учун бактерия ва

актиномицетлар ишлатилса нордон протеиназалар олиш учун моғор

замбуруғлар ишлатилади.



Ишлаб чиқариш муҳитнинг асосий компоненти бўлиб, саноат

чиқиндилари ҳисобланади. Ҳар хил органик моддалар ва ўсиш

стимуляторларига бой бўлган.

Аср. terrucola ни  саноат миқёсида культивирлаш учун рН 6,5-7,0 бўлиб,

3% жўхори уни, 3% гидрол, 0,2-0,3 жўхори экстракт ива 1% кальций

карбонат зарурдир.

Протеиназаларнинг комплекс препаратларини олиш учун культурал

суюқлик фильтрати концентратини қуритиш ёки органик эритувчилар ва

тузлар ёрдамида чўктириш зарур. Культура суюқлик фильтрати концентрлаш

жараёнида протеиназаларнинг бир оз инактивацияси ва чиқинди

моддалардан тозаланиши кетади.

Олинган фермент препаратларини уларнинг таркиби, фаоллиги,

молекуляр массаси, рН оптимуми рН стабиллиги, термостабиллиги ва бошқа

кўп кўрсаткичларини ўрганиш учун ҳар томонлама текширувдан ўтказилади.

Ҳайвон хом ашёсидан протеолитик препаратларни олиш  технологик

жараёнлари.

Ошқозон ости бези препаратлари

Ошқозон ости безидан ҳар хил ферментларни олиш мумкин – трипсин,

хемотрипсин, рибонуклеаза, дезоксирибонуклеаза, панкреатопептидаза,

коллагеназа, химотрипсин ва панкреатин комплекс препарати.

Трипсин-протеолитик ферменти бўлиб, ҳазм бўлиш жараёнида муҳим

рол ўйнайди. Бу фермент ошқозон ости безида фаолмас зимоген кўринишида

бўлади. Трипсиннинг ўтмишдоши – трипсиноген дейилади. Ичак

ширасининг таркибидаги энтерокиназа таъсирида трипсиноген нордон

муҳитда тездатрипсинга айланади. Трипсиноген трипсин билан ҳам

фаоллашади. Трипсиногеннинг трипсинга айланиш жараёни жуда мураккаб

турғун бўлмаган тузилишига эга бўлган ноактив оқсил ҳосил бўлишига олиб

келувчи чуқур гидролитик жараёнларга сабаб бўлувчи  бошқа реакциялар

орқали қийинлашиши мумкин. Бу қўшимча реакциялар анчагина миқдорда

трипсиннинг камайишига сабаб бўлади. Трипсиногеннинг трипсинга



айланиши кальций ионлари ва муҳитнинг рН 4,0 дан кам бўлмаган ҳолларда

тезлашади. Фаол трипсиндан кристаллик трипсин олиш учун фаол бўлмаган

оқсил ва активу трипсин олиш учун фаол бўлмаган оқсил ва актив трипсин

ферментлари ҳосил бўлишига йўл қўймаслик керак. Улар ҳақиқий трипсинга

нисбатан кам идеал фаолликка эга. Трипсиннинг трипсиногенга

айланишининг нормал кечиши учун бир қатор эҳтиёткорликка амал қилиш

керак. Хом ашёни сақлаш даврида автоматик жараёнларни олдини олиш,

хемотрипсиннинг аралашиб кетишига йўл қўймаслик ва трипсинни

кристаллаш шароитига қаттиқ амал қилиш.

Трипсиногеннинг молекула массаси 23040-23800. Пептид занжирининг

N-охири қисмидан 6 та аминокислота қолдиғидан ташкил топган полипептид

узилса, у трипсинга айланади. Унинг изоэлектрик нуқтаси рН 7,0, а максимал

протеолитик фаоллиги рН 7,8 да юз беради. Трипсин молекуласи 223 та

аминокислота қолдиқларидан тузилган.

Трипсин аргенин ва лизиннинг карбоксил гуруҳларини тутувчи пептид

боғларини узиш қобилиятига эга.

Трипсин ферментини олиш технологияси.

Трипсин олиш у4чун ошқозон ости безини волчокдан ўтказилади

заррачанинг дисперслик даражаси 2-3 мм, сўнгра 18-20 0С да 5 соат ушлаб

турилади. Экстракция учун сульфат кислота билан нордонлаштирилган сув

(1,3%) ишлатилади.

Экстракция мутассил аралаштирилиб турган ҳолда 5 0С да 32 соат

давомида 2 марта олиб борилади. Биринчи экстракцияда экстрагентнинг

ҳажми хом ашёга нисбатан 2:1 нисбатда, иккинчисида 1:1 нисбатда олинади.

Фракцияли тузлаш ўтказилади. Биринчи тузлашда 1 л экстрактга 242 г

сульфат аммоний тузи ишлатилади. Тушган чўкма ташлаб юборилади ва

қуритиб панкреатин ишлаб чиқаришда қушимча сифатида ишлатилади.

Чўкма устидага суюқликка 2052 г /л миқдорида сульфат аммоний тузи

қўшилади. Ҳосил бўлган оқсилли чўкмаларни ажратиб 25 0С да вакуум

қуритгич шкафида қуритилади.



Қуритилган препарат майдаланади эланади ва 50, 100, 250 г ли шиша

идишларга қадоқланади.  Тайёр трипсин бошқа ферментлвар аралашмасини

(асосан хемотрипсин) ўзида тутади.

Трипсин препарати оқсиш кукук бўлиб, аччиқ – шўр таъмли ва 1% гача

сувда вар Н 7,0 да фосфат буферида яхши эрийди.

Панкреатин ферментини олиш

Панкреатин – бу ўзида ошқозон остидаги барча ферментларни ўзида

сақловчи фермент препаратидир. Кам тозаланган фермент анчагина

миқдорда кераксиз оқсил ва б.  Моддаларни ўзида сақлайди. Саноатда 2 хил

техник ва фармацевтик панкреатин ишлаб чиқарилади.

Техник панкреатин олиш.

Ошқозон ости бези майдаланади экстракция қилинади ва суюқ экстракт

қуритилади. Ҳосил бўлган қуруқ препарат ёғсизлантирилмайди. Сульфат

аммоний билан аниқ фаолликкача стандартланади.

1 кг техник панкреатин тайёрлаш учун 5 кг атрофида ошқозон ости без

ива 0,2 кг сульфат аммоний тузи зарур.

Фармацевтик панкреатин олиш

Ошқозон ости бези эритилади. 8-10 соат 20 0С да ушлаб турилади.

Волчокда майдаланади. Сўнгра 1:1 нисбатда сув билан аралаштирилиб,

коллоид тегирмондан ўтказилади. Ҳосил бўлган гомоген массага 3,6% сирка

кислотадан дастлабки хом ашёга нисбатан 50% қўшиб экстракция олиб

борилади. Экстракция 1 соат давом этади. 1 соат ичида панкреатин ферменти

озроқ миқдордаги ёғлар билан экстракт таркибига ўтади. Суперцентрифугада

суюқ қисми ажратилиб олинади вва қуритгичда қуритилади. Ҳосил бўлган

панкреатин қуруқ препарати бензин ёрдамида экстракция қилиниб

липидлардан тозаланади. Ёғсизлантирилган препарат 30-35 0С да

қуритилади. Элакдан (32) ўтказилади. Фаоллигига қараб лактоза ва қанд

кукуни билан стандартланади.

Панкреатин ферментини олишнинг иккинчи усули.



Майдаланган ошқозон ости безига 1:2 нисбатда 3-4 марта ацетон билан

бирин-кетин ишлов берилади. Ҳар галл ацетонли аралашма пресслаб

ажратилади. Ацетонда ферментлар коагулланади ва чўкмага тушади.

Фильтрлангач чўкма қуритилади, майдаланади, шойи элакдан

ўтказилади. Қанд кукуни ёки лактоза билан стандартлнади.

1 кг стандарт фармацевтик панкреатин ферменти олиш учун 5 кг

ошқозон ости без ива 0,5 кг лактоза ёки қанд кукуни кетади.

Фармацевтик панкреатин препарати оқиш кул рангда бўлиб сувда

камроқ эрийди, намлиги 4,5-7,0% ёғ миқдори 2% гача ва фаоллиги 25,33

бир/г.

Саволлар
1. Протеолитик ферментлардан қайсиларини биласиз?
2. Эрувчанлигига қараб оқсиллар неча гуруҳга бўлинади?
3. Тузилишига кўра оқсиллар неча гуруҳга бўлинади?
4. Пептид гидролазалар неча гуруҳга бўлинади?
5. Протеолитик ферментларнинг таъсир этиш механизми қанақа?
6. Протеиназаларнечага бўлинади?
7. Протеолитик ферментлар микроблардан қандай олинади?
8. Ҳайвон хом ашёсидан трипсин препаратини олиш технологияси

қандай?
9. Ошқозон ости безидан панкреатин препаратини олиш технологик

жараёни қанақа?
Адабиётлар

1. Грачёва И.М. Технология ферментных препаратов. Москва:
Пищ.пром. , 1975.

2. Мосолов В.В. Протеолитические ферменты М.:Наука, 1971.
3. Войно Л.И. Образование амилолитических и протеолитических

ферментов при поверхностно и глубинном культивировании. Автореф. Канд.
Дисс. М., 1970.

Маъруза № 12

Мавзу: Ферментларни олиш. Фосфолипаза D ферментини олиш

жараёнлари.



Маърузага ажратилган – 2 соат.

Ўқишдан мақсад: Фосфолипаза D ферменти шолғомдан уни

ажратиб олиш технологик схемаси, фосфолипазанинг фаоллигини аниқлаш

тўғрисида маълумот бериш.

Маъруза режаси:
1. Фосфолипаза D ферменти

2. Фосфолипаза учрайдиган объектлар

3. Ўрта Осиё шолғомидан Фосфолипаза D ферментини ажратиб олиш

а) эритмаларни тайёрлаш

б) хом ашё тайёрлаш

в) ишнинг бориши

4. Фосфолипаза D ферменти олиш технологик схемаси

5. Фосфолипаза D ферменти фаоллигини аниқлаш

Ҳозирги кунда – илмий ва ишлаб чиқариш мақсадларида маълум

структурага эга бўлган фосфолипидлар жуда муҳимдир. Бу муаммони шу

лолекулани липолитик ферментлар ёрдамида липолитик синтез қилиш йўли

билан хал қилиш мумкин. Фосфолипидларнинг гидролизи то фосфотидил



кислота ва асосгача бўлган реакцияни катализлайдиган ва субстратни поляр

қисмида локаллашган фермент биринчи марта 1974 йилда аниқланган.

Сабзи илдиз меваси ва карам баргларидан тайёрланган экстрактда

тухумли лецитинни гидролизи натижасида холинни ажратиш хусусиятига эга

бўлган «лецитиназа» бориши тажрибаларда кўрсатиб берилган.

1-расм

Фосфотидил                                                                  холин



Бундан кейинги кўп текширишларда бу фермент ўсимлик объектларида

кўп тарқалганлиги ва айниқса у жудда ҳам кўп миқдорда Ўрта Осиё

шолғомининг илдиз мевасида, сабзида, карам баргларида, ер ёнғоқ, пахтада,

кофеда ва бошқа ўсимликларда бўлиши аниқланади.

Кейинги текширишлар эса турли ҳайвон тўқималарида Фосфолипаза D

борлигини кўрсатиб берди.

Ўрганилган каламуш тўқималарида, яъни мияда, жигарда, юракда,

ўпкада, қора талоқдас бу фермент борлиги аниқланди.

Максимал чегаравий Фосфолипаза D активлиги мия ва ўпка микросомал

мембраналари учун белгиланади. Мембрана билан боғланган Фосфолипаза D

ферменти одам қонининг эозинофилларида ҳам топилган. Ҳайвон

манбаларидан олинган липазалар ультратовуш билан қайта ишлаш ёки

детергентлар ёрдамида стабилланиши мумкин. Фосфолипаза D ферменти

хоссалари ўсимлик ёки микроорганизмлардан олинган ферментнинг

хоссаларидан фарқ қилади.

Адабиётлардаги далилларга асосланган ҳолда шуни айтиш мумкинки,

Фосфолипаза D ферменти нафақат ўсимликларда, балки ҳайвонот объектлари

ва микроорганизмларда кенг тарқалган.

Аввало бу фермент ўсимликлардаги суюлтирилган формаси мембранали

Фосфолипаза D нинг сомобилизирланган формасидир. Микроорганизмларда

бу ферментнинг 2 формаси – мембрана боғловчи ва секретлайдиган формаси

мавжуд. Секретлайдиган формаси ўз хоссалари бўйича ўсимлик ва ҳайвонот

объектларидаги Фосфолипаза D ферменти хоссаларида фарқланади.

Ўрта Осиё шолғомидаги Фосфолипаза D ферментини ажратиш,

экстракциялаш учун эритмаларни тайёрлаш

Реактивлар



Ишнинг бориши.

Ўрта Осиё шолғомидаги Фосфолипаза D ферментини экстракциялаш

учун 0,05 М бура эритмаси ва 0,2 М бор кислота эритмасидан ташкил топган

боратли буфер тайёрлашимиз керак.

1 литр боратли буфер тайёрлаш учун:

350 мл 0,05 М NaB4O7 x 10 H2O эритмаси ва 650 мл 0,2 М H3BO3

эритмаси керак бўлади.

Тайёр боратли буферни рН ни бор кислота ёрдамидп (H3BO3) 8,2 гача

етказилади.

Фосфолипаза D ажратиб олиш учун хом ашё тайёрлаш

Реактивлар: 10%

Анжомлар: қиргич (майдалагич), гомогенизатор экстракт учун иссиққ

чидамли идиш.

Ашёлар: Ўрта Осиё шолғоми.

Технологик схема.

Хом ашё → гомогенизация → тиндириш → фильтрлаш → экстракт →

центрифугалаш → супернатант → ацетонли экстракция → ацетон декан-си

→ чўкма → центрифугалаш → ацетон билан ювиш → ацетонли кукун →

лиофилизация

Ҳар бир идиш ва реактивларни совитиш шарт. Бир кг шолғомни қиргич

орқали ўтказилади. рН = 8,2 (1:1) тенг бўлган 0,1 М боратли буфер қўшилади.

10 минут гомогенизацияланади ва ҳар 0,5 минутда рН текширилади. 10%

NaOH 8 гача етказилади, ҳарорат 0 0С бўлиши керак.

Экстракт аралаштирилган ҳолда 1 кечага музхонага қолирилади.

Экстрактлаш



Экстракт капрон орқали фильтрланади ва 0 0С да 10 минут давомида

айланишлар сони 5000 гача совутилган ҳажми 3 маротабагача кўп бўлган

ацетон қўшилади ва оқсилларни чиқиши учун 20 0С ли совуқ камерага 1

соатга қолдирилади.

Бир соатдан сўнг декантация йўли билан ацетонни катта қисми

йўқотилади. 0 0С да 10 минут давомида центрифугаланади. Центрифугалаш

давомида чўкма совутилган абсолют ацетон билан 2 маротаба ювилади.

Ацетон кукуни қуритилади ва катта бўлмаган ҳажмдаги совутилган

бидистилланган сувда эритилади. 18000 айланишли аппаратда 0 0С да 10

минут давомида центрифугаланади. Чўкма устидаги суюқлик лиофил

қуритилади. Ферментни қуруқ кукуни минусли ҳароратда сақланади. Оқсил

миқдори Лоури усули билан аниқланади.

Этаноламин ҳосил бўлиши бўйича фосфолипаза D фаоллигини

аниқлаш

Фосфолипаза D (фосфадилхолин-фосфат дегидрогеназа)

фосфоглицеридлардаги ва сорингомиелинлардаги фосфат гуру4ҳларидаги ва

гидрофил спиртлар орасидаги эфир боғларни гидрозизини катализлайди.

Сўнгги йиллардаги изланишлар Фосфолипаза D ферменти худи бошқа

липолитик ферментлар каби барча тирик организмлардаги липидлар

алмашинувида ионларни ва турли метаболитларни биомембрана орқали

ташилишини бошқарувчи жараёнларда жуда муҳим вазифани бажарилишини

асослаб берди.

Фосфолипаза D ферментини биологик вазифасини ўрганиш ишлари

ривожланиш босқичидадир.

Усул принципи



Фосфолипидларни аниқлаш (кефалин ёки лецитин) гидролитик

парчаланиши натижасида ҳосил бўлган маҳсулотларни (этаноламин ёки

холин) миқдорини ўлчашга асосланган.

Ферментни юқори активлиги 1 мг оқсил (мл.моль холин/мг.б.мин.) га

нисбатан 1 минут давомида реакцияда ажралган, холин ёки этаноламин

микромолекулаларида аниқланади.

Реактивлар:

1. 0,1 М Na – ацетатли буфер рН = 5,6

2. 1 М CaCl2

3. 1% ли натрий додецил сульфат эритмаси

4. Хлороформ

5. 0,005 н натрий тиосульфат

6. 40 мг/мл концентрацияли фосфолипидларни суспензияси

7. йодли реагент: 200 г KJ + 150 г J-2000 мл.

Ишнинг бориши:

Реакция қуйидагича олиб борилади:

Умумий ҳажми 2,0 мл га тенг бўлган ацетатли буфердаги фермент

эритмаси аралашмасига, таркибида маълум миқдорда CaCl2 бидистилланган

сувдаги фосфолипидлар йиғиндиси ва 1% 0,1 мл ДДС эритмаси ёки

реакцияни иницирлаш учун диэтил эфир сақловчи 0,5 мл субстратли

аралашма қўшилади.

Активатор сифатида силикагель ишлатилса, реакция қуйидаги тартибда

олиб борилади: 50-100 мг силикагельдан маълум ҳажмдаги ацетонли буфер,

CaCl2 ва фосфолипидлар йиғиндиси. Активатор сифатида эиэтилэфир

ишлатилса инкубациялаш ҳарорати 27 0С, ДДС ва силикагель ишлатилса

инкубациялаш 30 0С бўлиши керак.

Диэтилэфир ва ДДС ўлчамидаги инкубациялаш вақти 1 минут

силикагель билан 30 минутга тенг.

Реакцион аралашмага 2,5 мл хлороформ қўшиш билан реакция

тўхтатилади. Аралашма интенсив чайқатилгандан сўнг 5000 айл/мин га тенг



бўлган аппаратда сув қатлами олиб ташланади ва хлороформ изларини

йўқотиш учун аралашма 50 0С да 10 минут қиздирилади.

Этаноламинни аниқлаш учун 1 мл сув қатламига рН=5,6 гва тенг бўлган

0,5 мл ацетатли буфер ва 1,2 мл метилцеллозолььнинггидрин қўшилади ва

музли ҳаммомда совутилади. Аралашма ҳажми 60% ли этанол эритмаси

ёрдамида 5 мл га етказилади.

Эритманинг оптик зичлиги 570 нм да ўлчанади. Этаноламин бўйича

қурилган эгри чизиқ намунадаги этаноламинни мл молини оқсилни мг млга

нисбати билан аниқланади ва қуйидаги формулалар ёрдамида ҳисобланади:

ЭА . 2,5          ЭА . 0,041

А = ----------- = --------------

61 . П . Т              П . Т

ЭА – 1 мл реакцион муҳитда ҳосил бўлган этаноламин миқдори

П – реакцион муҳитдаги оқсил миқдори, мг

Т – реакция вақти, минут

Холин ҳосил бўлиши бўйича Фосфолипаза D ни фаоллигини

аниқлаш

Реакция олиб бориш шароитлари юқорида келтирилган реакцияни олиб

бориш шароитлари билан бир хилда бажарилади.

Холинни аниқлаш учун эритмага 1 мл йодли реагент қўшилади,

аралашма музда совутилади. Центрифугалаш билан кристалл чўкма

ажратилади. Чўкма муздек сув билан 2 маротаба ювилади ва 2 мл

хлороформда эритилади. 0,005 н натрий тиосульфат эритмаси билан

тиндирилади. 1 мл титрат реакцияда ажралган 0,95 мл моль холинга тўғри

келади.

Юқори активлик минутига холин мк молини оқсилни 1 мг нисбати билан

аниқланади ва қуйидаги формула билан аниқлпнади:

Ут . 0,55          Ут . 0,69

А = ----------- = --------------



П . Т  . 2            П . Т

Ут – титрант миқдори.ю мл.

Саволлар

1. Фосфолипаза қандай фермент?

2. Қайси объектларда фосфолипаза ферменти бўлади?

3. Шолғомидан Фосфолипазани ажратиб олиш учун қандай реактивлар

мавжуд?

4. Фосфолипаза D ферментини ажратиш технологик схемаси қанақа?

5. Фосфолипаза D ферменти фаоллиги қайси услублар билан

аниқланади?

Адабиётлар

1. Рахимов М.М., Ахмеджанов Р., Ташмухамедов Б.А. Действие

фосфолидазы – Д на мицеллярные фосфолипиды и роль ионов кальция.

//Биохимия, Т. 44, Москва, 1979.

2. Рахимов М.М., Ахмеджанов Р., Мадьяров Ш.Р. и др. Разделение и

свойства молекулярных форм фосфолидазы-Д из растений //Биохимия, Т.47,

вып. 9, Москва, 1982.

Маъруза № 13

Мавзу: Гормонлар олиш.

Маърузага ажратилган – 2 соат.



Ўқишдан мақсад: Талабаларга гормонлар ҳақида тушунча, оқсил

гормонларини олиш, плазмидани тарбиялаш, плазмидани экстракция қилиш,

р – ДНК олиш р – ДНК бактерияга киритиш ва кўпайтириш ҳақида тушунча

бериш.

Маъруза режаси:
1. Гормонлар ҳақида тушунча

2. Оқсил гормонларини олиш

а) плазмидани тарбиялаб

б) плазмидани экстракция қилиш

в) р-ДНК олиш

г) р-ДНК бактерияга киритиш ва кўпайтириш.

Ирсий механизмлар ДНК, РНК га боғлиқ бўлса, метаболитик

механизмлар гормонларга боғлиқ. Гормонларни лампочка десак, включатели

А,С,Д,Е,Р, простогландин деймиз. Туғиш енгилланиши учун простогландин

укол қилинади. Гормонларни синтези, ишлаши, ишламаслиги



простогландинларга боғлиқ. У ҳам гормон. Ҳар бир гормон бир неча

функцияни бажаради.  Гормонларни спецификлиги бор. Масалан:

соматотропин – ўсиш гормонларни асосан аёлларга укол қилиб бир курс даво

олса, ёшартирар экан, агар кўпайиб кетса рака олиб келади. Церроз касаллиги

90-95 % да ўлимга олиб келади. Уни даволаш йўли гормон билан олиб

борилади. Лекин гормон билан даволдашда эҳтиёт бўлиш керак.

Гормонларни 2 та типии бор:

1. Оқсил гормонлар

2. Оқсилмас гормонлар

Анемияни – эритропоэтин билан даволанади. Гормонларни

технологияси ҳам ҳар хил. Оқсилмас молекулалар кимёвий синтез йўли

билан олинади. Масалан: тестостерон, токоферолни ацетат эфири табиатдан

– ўсимликлардан олинади. Буғдойни ўстирса, токоферол синтез бўлади. Биз

оқсилмас гормонларни ўрганмаймиз. Оқсил гормонларнит ўрганамиз.

Оқсил гормонлари асосан мурдадан олинади (одам ўлгач 1-2 соат ичида).

1 доза тималин олиш учун 2 кг без керак. Гормонни  олиш технологиясида

деярли йўқ эди. Биотехнология ривожланиши билан Янги технология пайдо

бўлди. 90% гормонларга боғлиқ бўлган касалликлар тузала бошлади. Оддий

бактерияларда хеч қанақа гормон бўлмайди. У қайси шароитга тушса, шунга

мослашиб, ўз авлодини кўпайтираверади. Ҳар бита ҳужайрада ўзининг ДНК

си бор. Бактерияни барча функцияси ДНК молекуласига боғлиқ.

1. Прокариотларда – бир хил ДНК.

2. Эукориотларда – икки хил ДНК.

А) ядрода

Б) цитоплазмада.



Бактерия кўпайса, ДНК ҳам кўпаяди. Гормонни синтез қиладиган генни

бактерияга киритсак, ундан бўлинган қиз бактерия ҳам гормонларни синтез

қилаверади. Биринчи 1960 йилларда пайдо бўлган. Инсулин 1984 йил

бактериялардан синтез қилиб олинган. Бактериялар плазммидасида ДНК бор.

Бактериялар иссиқ, совуқ, тузли, кислотали, ишқорий, оғир металлари кўп

жойда ўсиши шарт бўлиб қолиши мумкин. Барқарорлик, молланувчанлик

шарти плазмидаларга боғлиқ. Плазмидани қирқиб, олтинни боғлаш

қобилиятига эга бўлган ген киритиб қўйилади. Сувда олтинни йиғиб олиб, ўз

қобиғини олтиндан қилади. Пенициллини кўп бўлса, бактериялар ўлади.

Унинг бир қисмида пенициллиназа ферментининг гении бор.

Плазмидаси йўқ бўлган бактерия ўлади. Биз плазмидаси бор бактерияни

топдик. Унга озиқ, антибиотик солинса чидамсиз бактериялар ўлади.

Кўпайтирсак, плазмидали бактериялар қолади. Бу мақсадда ичак таёқчаси

бактерияси ишлатилади. E. Coli ни даров йўқотади. 0,001, 0,05… 1% гача

олиб борилса, EcoRI ҳосил бўлади.

Site – белгиланган жой. Site – бир неча хил бўлади.

Плазмиданинг маълум жойларига киритилган ген ишлайди. Ҳар бир

бактериянинг Site и бўлади.

Site и бўлмаса, ген киритиб бўлмайди. Технологиядаги 1-мураккаб иш

керакли плазмидани танлаш яъни танлаш ёки ўша бактерияни каномицин

иштирокида тарбиялаш.

2. Плазмидани экстракция қилиш. Центрифугалаш. Ядро, микросомалар

тушади. ДНК ни спирт ёрдамида эритилади.

3. Ген рак билан касал бўлган одамлардан олинади. Ген танлаш учун уни

сунъий шароитда кўпайтирилади.

Вектор Кодловчи                              Ядродан

В-ДНК                                     к-ДНК                                 одамдан

Кимёвий синтез

РНК ревертаза

Р-РНК



Бу плазмидани бактерияга киритамиз. Бизга плазмидаси йўқ бўлган

бактерия керак. Пиноцитоз йўли билан плазмида бактерияга кириб олади.

Энди у бактерияга шароит яратиб берсак, у кўпаяди. Бир микробни ичига ген

киритдик. 1 кг эритропоэтин бутун планетамизга етади. 10 кг самототропин

бутун аёлларни чиройли қилади. Уни нархи қиммат бўлади.

Саволлар

1. Қанақа гормонларни биласиз?

2. Инсулин гормони қачон бактериялар ёрдамида олинган?

3. Инсулин гормони ҳақида нималарни биласиз?

4. E. Coli бактериянинг к-12 штамми қандай тарбияланади?

5. Site – нима дегани?

6. Кодловчи ДНК ни қайси йўллар билан олиш мумкин?

7. Рекомбинант ДНК нима?

Адабиётлар

1. Картель Н.А. Биотехнология. Методы и возможности, Минск,

Ураджай, 1989

2. Елинов М.П. Основы биотех нологии. Санкт-Петербург: Наука, 1995.

Маъруза № 14

Мавзу: Инсулин гормонларни олиш.

Маърузага ажратилган – 2 соат.



Ўқишдан мақсад: Талабаларга гормонла, инсулин гормони к-12

штаммини тайёрлаш, глюкоза олиш к-ДНК олиш, р-ДНК олиш, р-ДНК ни

бактерия ҳужайрасига киритиш ва қайтариш ҳақида тушунча бериш.

Маъруза режаси:
1. Гормонлар

2. Инсулин гормони

3. к-12 штаммини тайёрлаш

4. Глюкоза олиш

5. к-ДНК олиш

6. р-ДНК олиш

7. Р-ДНК ни бактерия ҳуажайрасига киритиш ва кўпайтириш.

Инсулин диабет касаллигида ишлатилади. Ўзбекистонда 10 % яъни 2

миллион диабет касаллиги билан оғриган беморлар бор. Уларга инсулин

ишлатилади. Инсулин гормони қорамол ошқозон ости безидан олинади. У

одам инсулинга сос келмайди. Маълум даражада касалликни даволаса ҳам

бора-бора яхши таъсир қилмай организм унга бора-бора ўрганиб қолади.



Шунинг учун охирги вақтда дунёда «NOVA» фирмаси одам инсулинини

ишлаб чиқара бошлади. Инсулинни олиш учун бизда реактор сифатида

бактерия ишлайди. E. Coli, бактериясининг К-12 штамми бор. К-каномицин

антибиотигидир. Кономицинга ўргатилган штамм дегани E. Coli ёввойи

штаммга кономицин кичик дозада берилади. У бактерияни ўлдириши керак,

бир неча бактериянинг ҳаммаси 0,01 % дозада ўлмайди. 20 миллиондан 1

миллиони ўлмаслиги мумкин. Ўлмаганлари микроскоп остида сараланади.

0,02%, 0,05%, 1,0% гача кономицин ошириб борилади. Мисол учун, 1

миллиондан 5000 та қолади. Яна сортировка қилинади. 1,0% кономицин

берилади. Охири E. Coli К-12 штамми яратилади. E. Coli штаммини

плазмидаси бор. Шу плазмидани ҳамма ген хариталари бор.

Рестриктаза – 1- E. Coli деган плазмида ҳам бор. Бактерия ўзини

ферменти билан қирқади.

Плазмида ажратиш учун бактериянинг қобиғи ёрилса, барча ёрилгани

ерга тушади, центрифуга қилинса, плазмида эриган ҳолатда қолади. У

хроматографик йўл билан тозаланади. Қобиқ музлатиб эритилади. 3-4 марта

музлатилса, бактерияларнинг қобиғи ёрилиб кетади.



Ажратилган плазмидани – Вектор ДНК дедик. Организмда проинсулин

синтез бўлади. Проинсулин инсулинга айланади.

Лангерганс оролчаларининг инсулинни синтез қиладиган β-

ҳужайраларда проинсулин синтез бўлади. β – ҳужайралардан тўқима олиб,

махсус эритмага солинса кўпаяди. Лекин жуда секин (3-4 ой) кетади.

Лангерганс ҳужайралари рак билан касаллангани топилиб ундан тўқимаси

олинади.

Лангерганс оролча

↓

Ҳужайра

↓

Сунъий эритма

↓

3-4 ой ҳужайра кўпайтирилади.

ДНК проинсулин синтез қиладиган ҳужайралари ҳам кўпаяди. Шунинг

ичида инсулинни синтез қиладиган генлар ҳам бор. Биз уни топишимиз

керак, агар одам харитаси бўлмаса, инсулинга тегишли и-РНК ни



йиғиндисини ажратамиз. Бунинг ичида инсулинга тегишли РНК ҳам бор.

Топиш учун:

1. тажриба йўли

2. РНК ни биринчи ажратиб проинсулинни структурасини оламиз.

∑ и– РНК

↓

и-РНК

Проинсулинга ўхшаш и-РНК структураси топилади. Бизга ДНК керак.

Шунинг учун ревертаза ферменти билан кодловчи ферментни синтез

қиламиз. Бизнинг кодловчи ДНК ҳақиқий ДНК дан 5 та нуклеотидга калта. 5

та нуклеотидни кимёвий йўл билан уланади.

ДНК → и-РНК → проинсулин.

Кодловчи ДНК, худи геномдаги ДНК га ўхшаш экан. Бацилла субтивис

деган бактерияда кўп ревертаза синтез бўлади. Тамаки мозаикаси вирусида

ҳам бор.

∑ и-РНК

Вектор и-РНК



к-ДНК

в-ДНК                                                      Лигаза

ДНК полимераза

Промотор

Рекомбинант ДНК

Бактерия

Промотор – ишни бошлаб берувчи ген. Энди р-ДНК ни бактерияга

киритамиз. Ёввойи бактерия оламиз, одам ичаги бактерияси ҳозир реакторда

олинади. Проинсулиндан инсулин ҳосил бўлади.

3 та линия бор:

1. Бактерия билан ишлаш

2. Одамни генини ажратиб, кодловчи ДНК гача келиш

3. Кимёвий йўллар

Бу ишни – рекомбинат ДНК ни синтез қилиш, бир марта қилиши керак.

Кейин бактерия инсулинни синтез қилаверади. Ген инженерия йўли билан

инсулин синтез қилиш ишини биринчи марта  «NOVA»  фирмасини

олимлари амалга оширишган.

Кодловчини синтез қилдик, промотор ДНК ни синтез қилдик,

бактерияни ўргатдик, қирқдик.

ДНК → РНК → оқсил → метаболит

Бунда генетик мухандислик йўлини кўриб чиқсак:



ДНК                                 и-РНК                           Хим. Синтех

К-ДНК

Вектор                               рекомбинат – ДНК

(плазмида)

ҳужайра (бактерия)

керакли мода

(оқсил)

Саволлар

1. Инсулин қандай гормон?



2. к-12 штамми қандай  тайёрланади?

3. к-ДНК қандай олинади?

4. р-ДНК қандай олинади?

5. Инсулин неча занжирдан иборат?

6. Инсулин препаратининг таъсири қанақа?

Адабиётлар

1. Картель Н.А. Биотехнология. Методы и возможности, Минск,

Ураджай, 1989

2. Елинов М.П. Основы биотех нологии. Санкт-Петербург: Наука, 1995.

3. Сассон А. Биотехнология. Свершения и надежды. Москва. Мир, 1987.


