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DETERMINATION OF PROBIOTIC CHARACTERISTICS OF BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS - NUUz 22 STRAIN
ISOLATED FROM MEDICINAL PLANTS
Annotation

Growth on solid and liquid media, tolerance to acidic pH medium and bile, evaluation of enzymatic activities such as gelatinase, catalase,
hemolytic, amylase, protease and lipase activities were studied and its safety as a feed additive of Bacillus amyloliquefaciens strain - NUUz 22
isolated from the medicinal plant Kalonhoe degremona was investigated.

Key words: Kalanchoe degremona, bacterium, endophyte, probiotic, microorganism, isolate, Bacillus amyloliquefaciens, strain, gelatinase,
catalase, hemolytic, amylase, protease, lipase, bile.

ONPEJAEJEHUE NPOBUOTUYECKUX XAPAKTEPUCTHUK HITAMMA BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS - UZMU 22,
BBIJIEJIEHHOT'O U3 JIEKAPCTBEHHBIX PACTEHUI
AHHOTaIUA

Bbuti n3ydeHsl pocT Ha TBEPABIX U JKUJKUX CpellaX, yCTOMYMBOCTh K KucioMy pH cpezbl U ey, oleHKa (epMEHTaTUBHOIM aKTUBHOCTH, TaKOH
Kak JKeJaTHHA3Hasl, KaTaja3Has, TeMOJMTHYECKas, aMuIa3Has, [IpOTea3Has U JIMNAa3Has M U3ydeHa ero 0e30macHOCTh B KauecTBe KOPMOBOI
no6asku wramma Bacillus amyloliquefaciens - Y3MY 22, Boigenentoro u3 jekapcrseHnoro pacrenust Kalonhoe degremona.

Kuarouessbie ciaoBa: Kalanchoe degremona, Gaktepusi, 3HT0MUT, MPOOHOTHK, MUKpOOpTaHH3M, u30oisT, Bacillus amyloliquefaciens, mramm,
JKeJlaTWHA3a, KaTajla3a, FTeMOIMTHYECKast, aMIIa3a, IpoTeasa, JINasa, XKelrdb.

DORIVOR O‘SIMLIKLARDAN AJRATILGAN BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS - O‘’ZMU 22 SHTAMMNING PROBIOTIK
XUSUSIYATLARINI ANIQLASH
Annotatsiya

Kalonxoe degremona dorivor o‘simligidan ajratib olingan Bacillus amyloliquefaciens — O‘zMU 22 shtammining qattiq ozuqa va suyuq ozuqa
mubhitlarida o‘sishi, kislotali pH muhiti va safroga chidamliligi, jelatinaza, katalaza, gemolitik, amilaza, proteaza va lipaza kabi fermentativ
faolligini baholash va ozuqa qo‘shimchalari sifatida xavfsizligi o‘rganildi.

Kalit so‘zlar: Kalanxoe degremona, bakteriya, endofit, probiotik, mikroorganizm, izolyat, Bacillus amyloliquefaciens, shtamm, jelatinaza,
katalaza, gemolitik, amilaza, proteaza, lipaza, safro.

Kirish. Ma’lumki, dorivor o‘simliklarda turli xil endofit mikroorganizmlar birga yashaydi. Adabiyotlarda keltirilgan tadqiqotlarga ko‘ra,
endofit mikroorganizmlar asosan biologik faol birikmalar sintezlashi aniqlangan [1]. Aynigsa, dorivor o‘simliklardan endofit bakteriyalarni
ajratib olish va ularning biofaol ikkilamchi metabolitlar sintezlash qobiliyatlari, qolaversa probiotik xususiyatlarini o‘rganish hamda ulardan
chorva mollari va yosh jo‘jalarning ovqat hazm qilish tizimida normal mikroflorani ta’minlash, probiotik bilan boyitilgan ozuga tayyorlashda
qo‘shimcha sifatida foydalanish borasida keng ko‘lamli izlanishlar olib borilmoqda [2-5].

Probiotiklar — tirik mikroorganizmlar asosida tayyorlangan preparatlar bo‘lib, ular odam yoki hayvonlar organizmiga kirganda ichak
mikroflorasi tarkibini magbullashtirish orqali xo‘jayin organizmidagi fiziologik, biokimyoviy va immun reaksiyalarga ijobiy ta’sir ko‘rsatadi [2,
5]. Shundan kelib chiggan holda, tibbiyot va veterinariya uchun yanada kengroq va faol antagonistik ta’sirga ega biopreparatlarga talabning
ortishi II avlod probiotiklari yaratilishiga sabab bo‘ldi. II avlod probiotiklari asosan Bacillus, Clostridium va Brevibacillus avlodlariga mansub
spora hosil giluvchi bakteriyalar asosida ishlab chigiladi [6-7.

Ushbu tadgigot magsadi - chorva mollarining ichak mikroflorasi tarkibini maqbullashtirish maqgsadida dorivor o‘simliklardan ajratilgan
Bacillus amyloliquefaciens - UzMU 22 shtammining probiotik xususiyatlarini aniglashdan iborat deb belgilandi.

Tadgiqotlar va usullar. Ushbu tadgigotni bajarish uchun, dorivor o‘simliklardan ajratib olingan B.amyloliquefaciens - UzMU22
shtammining patogenlik omillari sifatida hosil bo‘ladigan fermentlar: lipaza, jelatinaza, katalaza hosil qilish va gemoliz faolligiga ega ekanligi va
metabolizmda ishtirok etadigan (amilaza va proteza) fermentlarni hosil qilish faolligi o‘rganildi.

Jelatinaza fermenti faolligini tekshirish uchun faollashtirilgan B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlar na’munasi
15% jelatin tutuvchi ozuga muhitiga ukol usulida ekilib, 24 soat 37°C termastatda inkubatsiya gilindi.

Lipaza fermenti faolligini tekshirishda foydalanilgan ozuga mubhiti tarkibi, g/I: Tvin 80-10 g, pepton-10 g, NaCl-5g, SaSI,+N,O-1, agar
— 18 g. Ozuga muhiti Petri likopchalariga solinib, ustiga faollashtirilgan shtammlardan tomchi usulida ekildi va 2- 7 kun mobaynida hosil bo‘lgan
zonalar o‘lchanadi.

Katalaza fermenti faolligini tekshirish uchun B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlar go‘sht peptonli qattiq ozuqa
muhitida shtrix usulida ekilib, o‘sib chiggan koloniyalardan buyum oynasiga surtma tayyorlandi va ustidan tarkibida 10%li vodorod peroksidi
eritmasidan foydalanildi.

Gemolitik faollikni tekshirishda B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari GPA ozuga muhitiga shtrix usulida ekilib,
gemoglobinni o‘zlashtirishi ozuqa muhitida o‘sib chiqqan koloniyalar agarning ranggini o‘zgartirishi asosida baholandi [5, 7].
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Amilaza fermenti faolligini tekshirish uchun foydalanilgan ozuga muhiti tarkibi, g/I: pepton-10 g, kraxmal-2 g, KH,PO4-5 g, agar- 18 g.
Tayyor ozuga muhitiga yangi faollashtirib olingan B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari tomchi usulida ekildi va 2-10 kun
davomida kuzatildi. 10 kundan keyin Lyugol eritmasi asosida hosil bo‘lgan zonalar aniglandi.

Proteaza fermenti faolligini tekshirishda 3% sut qo‘shilgan ozuqa muhitidan foydalanildi, sterillangan ozuga muhiti Petri likopchalariga
quyildi va faollashtirilgan B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari tomchi usulida ekildi. Inkubatsiya davri 2- 10 kun davom
ettirildi va trixlor uksus kislota quyildi, so‘ngra zonalar tahlil qilindi [5, 7].

Ovqat hazm qilish yo‘lining stress omillariga chidamliligini aniqlash uchun shtammlarining turli xil pH ko‘rsatkichlari va safroga
chidamliligi o‘rganildi [5, 7].

Shtammlarning qoramol safrosi ta’siriga chidamliligini aniqlash uchun 0,1 gr pankreatin, 0,3 g qoramol safrosi, 0,5% NaCl
(sterillangan), pH muhitini to‘g‘rilash uchun 0,In HaON, tayyor aralashmani 0,22 nmli membranali filtrdan o‘tkazilgan aralashmasidan
foydalanildi [5, 7].

Olingan natijalar va ularning tahlili. Bacillus amyloliquefaciens- UzMU 22 shtammining morfologik va fiziologik xususiyatlarini
aniqlashda ushbu shtammning har xil ozuqa muhitlarida o‘sishi va farqlarini o‘rganish belgilandi. Suyuq ozuqa muhitida B.amyloliquefaciens —
UzMU 22 shtammi tajribada 1- shtamm, ya’ni Bacillus amyloliquefaciens — UzMU 22 shtamm deb olingan. Bunda, 1-shtamm loygalanish hosil
qilmay o‘sishi kuzatildi. Ushbu shtamm qattiq ozuqa muhitida chetlari tekis, ba’zi hollarda notekisroq, shaffofligi tiniq, gidroliz zona o‘lchami 6-
10 mm, yuza gismi zich va yaltirog ko‘rinishdagi tiniq sutrang yoki oq rangdagi koloniyalar hosil giladi. O‘sishi va rivolanishi esa, 10°Cdan 55°C
harorat oraliglarida erkin o‘sadi. Shu bilan birgalikda, MRS, MPB va TSE kabi ozuqa mubhitlarida ham yaxshi o‘sishi aniqlandi.
B.amyloliquefaciens - 2 shtammi, nafagat gattiq ozuga muhitida, balki suyuq ozuga muhitida ham loygalanish kuzatildi. B.amyloliquefaciens -2
shtammi qattiq ozuga muhitida chetlari notekis, lekin shaffofligi tiniq, gidroliz zona o‘lchami 5-8 mm, yuza qismi yaltiroq ko‘rinishdagi oq
rangdagi koloniyalar hosil giladi. O*sishi va rivojlanishi esa, 10°Cdan 55°C harorat oraliglarida o*sishi aniglandi (1-rasm).

1-Rasm. B.amyloliquefaciens -1 va B.amyloliquefaciens -2 shtammlarining gattig ozuga muhiti va suyuq ozuga mubhitlarida o‘sishi

Navbatdagi tadgigotimizda, B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining jelatinaza, katalaza, gemolitik, amilaza,
proteaza va lipaza kabi fermentlarni sintezlash gobiliyatlari aniglandi.

B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlar jelatinaza fermenti faolligini tekshirishda B.amyloliquefaciens-1 shtammi
jelatinaza fermentini ko‘proq sintezlashi, ya’ni jelatinaza faolligi yuqori va ozuqaning pastki qismida bir oz loyqalanish kuzatildi.
B.amyloliquefaciens-2 shtammida esa jelatinaza faolligi past ekanligini ko‘rish mumkin. Chunki ozuga muhitining fagat yuqori gismida suyuq
holatga o‘tishi va ozuqaning tepasida kulturaning to‘planib o‘sishi k‘uzatildi (2-rasm).

2-Rasm. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining jelatinaza fermenti faolliklari
Katalaza fermenti faolligini tekshirish B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarning o‘sgan shtrixlari ustiga 10%li
perekis eritmasidan 1 tomchi qo‘yildi. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarning ikkalasida ham Kkatalaza faolligi
kuzatilmadi (3-rasm).
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3-Rasm. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2shtammlarining katalaza fermenti faolliklari

Gemolitik faollikni tekshirish uchun B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari 5% GPA ozuga muhitiga shtrix usulida
ekildi. Gemoglobinni o‘zlashtirishi ozuqa muhitida o‘sib chiggan koloniyalar agarning ranggini o‘zgartirishi asosida baholandi (4-rasm).

Lipaza fermenti faolligini tekshirish uchun esa, Petri likopchalariga Tvin 80-10gr., pepton-10gr., NaCl-5gr., SaSl,<N,O-1gramdan iborat
ozuga muhitidan 20ml solinib, ustiga faollashtirilgan shtammlardan tomchi usulida ekildi va 2- 7 kun moboynida hosil bo‘lgan zonalar o‘lchandi
(5-rasm). _

Teyoans

1 3

4-5-Rasmlar. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining gemoliz (4-rasm, 1) va lipaza fermenti faolliklari (5-rasm,

2-3)
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Olingan tadqiqot natijalari shuni ko‘rsatdiki, B.amyloliquefaciens-1 shtammida a-gemoliz kuzatilib, yashil rang pegmentini sintez gilishi
kuzatildi. B.amyloliquefaciens-2 shtammida esa gemoliz holati kuzatilmadi. B.amyloliquefaciens-1 shtammini lipaza fermentini sintez gilish
qobiliyatiga ko‘ra esa, gidroliz zona o‘lchami 35-40mmni tashkil etgan bo‘lsa, B.amyloliquefaciens-2 shtammida lipaza ozuqa muhitida o‘sishi
kuzatilmadi.

Navbatdagi tadgigotimizda, B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining amilaza va proteaza fermentlari faolliklari
kuzatildi. Bunda, Petri likopchalariga pepton-10gr, kraxmal-2gr, KH,PO,-5gramdan iborat tayyor ozuqa qo‘yildi va kaplya usulida ekildi va 2-10
kun davomida kuzatildi. 10kundan keyin 5ml lyugolning spirtdagi eritmasi asosida hosil bo‘lgan zonalar aniqlandi (6-rasm).

Proteaza fermenti faolligini tekshirish uchun 3%li suvli agar va sutdan foydalanildi. Tayyor bo‘lgan aralashmadan 20mldan Petri
likopchalariga quyildi va faollashtirilgan B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari tomchi usulida ekildi. Inkubatsiya davri 2-
10 kun davom ettirildi va 5% uchxlor uksus kislotasi qo‘shilib, hosil bo‘lgan zonalar tahlil gilindi (7-rasm).

Olingan natijalardan ko‘rinib turibdiki, B.amyloliquefaciens-1 B.amyloliquefaciens-1 shtammida amilaza ferment faolligi bo‘yicha
gidroliz zona o‘lchami 40mmdan 45mmgacha zona hosil qilishi aniglandi. B.amyloliquefaciens-2 shtammining amilaza fermenti faolligi
kuzatilmadi.

B.amyloliquefaciens-1 shtammining proteaza fermentini sintez qilishi, ya’ni kazeinni parchalashiga ko‘ra, gidroliz zona o‘lchami 45-
50mmni tashkil etgan bo‘lsa, B.amyloliquefaciens-2 shtammi esa ozuqa muhitida o°sishiga qaramasdan, kazeinni parchalashi kuzatilmadi.

-,
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6-7-Rasmlar. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining amilaza (1-2) va proteaza fermenti faolliklari (3-4)
Navbatdagi tadqiqotimizda, B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining 0, 30, 60 va 90 dagiga oraliglarida pH
ko‘rsatkichlariga chidamliligi o‘rganildi (8-rasm).

8-Rasm. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining (30, 60 va 90 dagiqa oralig‘ida) pH -2 muhitiga chidamlilik
ko‘rsatkichlari

Tadgiqot natijasiga ko‘ra, B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlari 30, 60 va 90 dagiqa oralig‘ida pH -2 muhitiga
chidamliligi kuzatilmadi.

Shtammlarning qoramol safrosi ta’siriga chidamliligini aniqlashga oid tadqiqotlarda B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2
shtammlarining pH-8 muhitiga chidamliligi o‘rganildi.

Tadqiqot natijasiga ko‘ra, B.amyloliquefaciens-1 shtammida qoramol safrosiga chidamlilik ko‘rsatkichi 1soat ichida o‘sishb kuzatilgan
bo‘lsa, 2 soatda o‘sishi kuzatilmadi. B.amyloliquefaciens-2 shtammida esa umuman o*sish jarayoni aniqlanmadi (9-rasm).

9-Rasm. B.amyloliquefaciens-1 va B.amyloliquefaciens-2 shtammlarining qoramol safrosiga chidamlilik ko‘rsatkichlari

Shunday qilib, Kalanxoe degremona dorivor o‘simligidan yangi bakteriya izolyatlari ajratilib, uning probiotik xususiyatlari o‘rganildi.
Tanlab olingan faol shtammlarning qattiq va suyuq ozuga muhitlarida o‘sishi, jelatinaza, katalaza, gemolitik, amilaza, proteaza va lipaza kabi
ferment sintezlash qobiliyatlari, kislotali pH muhiti va safroga chidamliligi kabi parametrlari o‘rganildi. Bacillus amyloliquefaciens -1 shtammini
jelatinaza, gemolitik, amilaza, proteaza va lipaza fermentlarini sintezlash qgobiliyatlari, kislotali pH muhiti va safroga chidamlilik xususiyatlarini
inobatga olgan holda, chorva mollarining ichak mikroflorasi tarkibini magbullashtirish uchun probiotik sifatida boyitilgan ozuga tayyorlashda
qo‘shimcha mahsulot yoki probiotik xususiyatli mahalliy yangi shtamm sifatida foydalanishga tavsiya qilish mumkin.
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