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KUR CAYI SUYUNDAN TOCRID OLUNMUS BACILLUS POLYMYXA
BAKTERIAYASI OSASINDA BAKTERIOSIN SINTEZi

Acar stzlar:bakteriya, biosin, bakteriosin, Bacillus polymyxa, protein sintezi

Iyirmi birinci asri “yasil” texnologiyalar asri adlandirmaq olardi. Son illordo yasil
enerjiys, yasil yanacaga, geyri-plastik materiallara, tobii vo ekoloji tomiz gida mohsullarma
Vo geyri-kimyavi dorman preparatlarina tstiinliik verilir. Probiotiklar vo prebiotiklor, bitki
mongali preparatlar vo bakteriya monsoli antibakterial maddalor - bakteriosinlor kimyovi
antibiotiklorlo miigayise olunur vo onlar1 miioyyan hallarda oavez edir. Bu maddslorin
sintezi tiglin yararl olan bakteriyalarin say1 ¢ox mahdud olduguna géra yeni produsent
bakteriyalarin askar olunmasi vo onlardan yeni bakteriosinlorin aldo edilmasi boyik
ohomiyyat kasb edir.

Musallif torsfindon Azorbaycamin Neftgala rayonunun Banks kondindon  Kir
caymin suyundan Bacillus polymyxa bakteriyasinin yeni stammu tacrid olunub va bu yeni
izolyatdan antibakterial maddo aldo olunub. Yeni bakteriosinin  molekulyar kitlosi vo
antibakterial tosirinin yoxlanilmasi, sintez prosesi va istifado perspektivlori mogalods 6z
oksini tapmisdir.

C.A. Tazuesa

CHUHTE3 BAKTEPMOIIUHA U3 BAKTEPUU BA CILLUS POLYMYXA,
BBIAEJTEHHOMU U3 BOJbI PEKU KYPA

Knroueevte cnosa: baxmepuu, ouoyun, bakmepuoyun, Bacillus polymyxa, cunmes
benxa

XXI BeKk MOKHO Ha3BaTh BEKOM <«GENICHBIX» TEXHOJOTWH. B mocnmemnue roms
MIPENIOYTEHUE OTHASTCS ‘‘3€JICHOM” DHEpPrud, ‘‘3eiecHOMYy” TOIUIMBY, HATypalbHBIM
MarepraliaMm, HaTypaJlbHbIM ¥ SKOJIOTHYECKH YHACTBIM MPOJIYKTaM MUTAHWS, HATypPATbHBIM
TKaHsAM H JIEKapCTBEHHBIM MpenaparaM He XUMHYECKOT0 NporcxoxkaeHus. [IpoOroTuky u
NpeOMOTUKH,  PAacCTUTENBHBIE  MpenapaTbl W AHTHOAKTepHaJbHBIE  BEILECTBA
0aKTepUaJIbHOTO TIPOMCXOXIICHUS - OAKTEPUOIMHBI CPAaBHUBAIOT C XUMUYECKHMH
AQHTHOMOTHKaMH M, B HEKOTOPBHIX CIy4asx, 3aMEHSIOT HX. lIOCKONBbKY KOJIMYECTBO
OakTepuii, NMPUTOJHBIX JJIsi CHHTE3a OSTHX BELIECTB, OUYEHb OrPAHUYEHO, OOJbIIOE
3HaYeHHE WMEET OTKPBITUE HOBBIX TIPOAYLICHTOB M TIONYyYEHHE W3 HHX HOBBIX
0aKTEpPHOIMHOB.

Hossrit mrramm Gaktepru Bacillus polymyxa Gbu1 BbIIeieH aBTOPOM U3 BOIBI PEKU
Kypa B cene banke Hedruaminackoro paiioHa AzepOaiikaHa v U3 3TOT0 HOBOTO HU30JISITa
MOTY4YEeHO aHTHOAKTEPUAIbHOE BEIECTBO. B cTarhe oTpaskeHbl M3MEPEHUsI MOJICKYIISIPHOM
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MacChl ¥ aHTHOAKTEPHAIHHOTO JICHCTBUS HOBOTO OAKTEPHOIIMHA, MPOIECC €ro CHHTE3a U
TIEPCIICKTHBEI HCIIOIH30BaHMSL.

S.A.Taghiyeva

SYNTHESIS OF BACTERIOCINE FROM BACTERIA BACILLUS POLYMYXA
ISOLATED FROM WATER OF THE KUR RIVER

Keywords:bacteria, biocin, bacteriocin, Bacillus polymyxa, protein synthesis

The twenty-first century could be called the era of "green” technologies. In recent
years, preference has been given to green energy, green fuel, non-plastic materials, natural
and environmentally friendly food products and non-chemical medicines. Probiotics and
prebiotics, herbal preparations and antibacterial substances of bacterial origin - bacteriocins
are compared with chemical antibiotics and replace them in certain cases. Since the number
of bacteria suitable for the synthesis of these substances is very limited, it is of great
importance to discover new producents and obtain new bacteriocins from them.

New strain Bacillus polymyxa bacterium was isolated from the water of Kura
River in Banka village of Neftchala region of Azerbaijan by the author and antibacterial
substance was obtained from this new isolate. Determination of the molecular mass and
antibacterial effect of the new bacteriocin, synthesis process and prospects of application
are reflected in the article.

Giris

Malumdur ki, bazi bioloji aktiv maddalorin monboyi bakteriyalardir.
Fermentlor (polimeraza, lipaza, proteaza vo proteinaza), vitaminlor (B6), tursular
(sirka tursusu) kimi maddoalor - bakteriosinlor va digor bakterial hiiceyralorin
mohsullar1 bakteriyalar asasinda biotexnoloji proseslor noticasinds olds olunur.
Baxmayaraq ki, bakteriya novlorinin sayr tohminon otuz mindir, bioloji aktiv
maddolarin sintezi ti¢iin yararli olan bakteriyalarin say1 ¢ox mohduddur. Yalniz ii¢
yuz bakteria néviu bakteriosinlorin sintez manbayi olaraq produsent adini dasiyir.
Produsent mikroorganizmlor bir sira tolobloro cavab vermalidir: onlar siratlo
coxalmalidir, insan vo otraf miihit {i¢lin ziyansiz olmalidir, ucuz vo asan gida
muhitlorinds ¢oxalmalidir, oslave maddalor amolo gotirmomolidir vo s. Belo
bakteriyalart askar etmok, onlardan bakteriosinlori olds etmok muasir
biotexnologiyanin vazifalorindan biridir. Bu mogalods Azarbaycanin Kiir ¢ayindan
tocrid olunan produsent bakteriya vo onun oasasinda bakteriosin sintezi tasvir
edilmisdir.

Material va metodlar
Kiir cay1 Azarbaycanin on uzun ¢ayidir. Suyunu Tirkiyonin buzlaglarindan
alib Gurclstan orazisindon axaraq, Azorbaycanin qorbindon sorgina kegir
vaXazar danizins tokiiliir. Neftgala rayonu bu ¢ayin doniza tokilon yeridir [6, s.3-
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15]. Kiir ¢ay1 Azarbaycanin osas i¢cmoali su monbayi olarag, oksor rayonlarin
ohalisini igmali su ilo tomin edir, suvarma vo tosorriifat mogsadi ilo istifado
olunur. Kiir ¢aymnin sakit aximi vo yumsaq torpaqlardan ibarat dibi suyun
torpagdaki mikroorgnizmlarlo girklonmasina sabab olur. Son bir negs il arzinds
Kiir aximmin langimasi [13], onun doaniz suyu ilo garigmasi va, tobii ki,
torkibindoki bakteriyalarla zonginlosmasi miisahido olunur. “Kir suyunun
Saviyyasinin azalmasi, onun axarinin siiratinin azalmasina gatirib ¢ixarir ki, bu da
6z novbasinda xUsusilo simali-sarq kilayi gliclondiyi zaman doniz suyunun ¢ayin
mocrasina daxil olmasma sobob olur” [6]. Kiir ¢aymn biosenozunun heyvanlari
(strtinonlor, bugumayaglilar, amfibiyalar vo baliglar) bakteriyalarin vo digar
mikroorganizmlorin  tobii rezervuarlaridir. Eyni zamanda, kigik vo iri
buynuzlularin suya girmasi, i¢mosi, insanlarin ¢immosi Vo digar insan vo
heyvanlarmn, quslarin Kiir suyu ilo digar tomaslari, ¢irkab sularn kiillii migdarda
Kiro axidilmasi [3, s.97-104], [5, s.2-22], [8, s.8], albatts ki, onun bakteriyalar
vo digor mikroorganizmlorla zanginlogdirir. Kiir ¢aymin suyunda dibindoki
torpaqdan, lilin torkibindon vo digor soboblordon asili olarag, saprotrpoflar
(sulfobakteriyalar, nitrifikasiya edici bakteriyalar, domir bakteriyalar) vo bozi
sorti patogenlor mdévcuddur [7, s.6-25]. Tobii ki, Kir suyunun bakteriya
torkibinds, osasan, Ecsherichia coli va digar coliformalar (Enterobacter va
Citrobacter) coxluq toskil edir [14]. Lakin, digor bakteriyalara da rast golmok
mumkindlr. Masalon, Bacillus lincheformis, Bacillus polymyxa va Bacillus
subtilis suya torpaqgdan qaldirilir [31, ¢.160-165].

Yeni produsent bakteriyalaritacrid etmak (glin Banka kondinda (cografiya
koordinatlar1 39.408755 simal enliyi, 49.255228 sorq uzunlugu) Kiir qiraginda 100
metr mosafs ilo li¢ su nimiinesi toplanililmigdir. Havanin temperaturu 27 °C, suyun
temperaturu 19 °C olmusdur. Bu su niimunalarin harasi bir ndgtadan, lakin miixtolif
darinliklordon yigilan niimiinolorin qarisigi kimi hazirlanmigdir. O ctimlodan, A
ndgtadan 20 santimetr, 1 metr vo 2 metr dorinlikdoan steril siiso gablarina yigilmis
su nimunaloari bir gabda toplanmis, maqnit qarisdiricist vasitasSilo garigdirilmigdir.
Eyni sokildo B vo C ndgtalordon ikinci va dglincl nimuns hazirlanmisdir.
Nimunalarin okilmasi mogsadi ilo  nimunalor 1:100 steril distillo suyu ils
durulagdirilmisdir. 0.5 ml durulasdirilmis su niimunslori steril pipetlo Petri
gabindaki aqarlar {izorino alava olunub, seykerds yellondirilmisdir va, belalikls,
suyun agar Uzerinda yayilmasi oldo olunmusdur. Su niimunolorin Beyin Urok
Infuziyas1 aqarma (BHI, Brain Heart Infusion Aqar), Miller-Hinton(MHA) agarina
vo Mac-Conkey aqarma okilmosi kecirilmisdir (Sokil 1). 24 saat 37 °C
inkubasiyadan sonra Petri qablarinda bitmis bakteriyalar tohlil olunmusdur.
Inkubasiyadan sonra, asasen, ¢cox sayll MHA vo BHI aqarlarda agiq boz, MCA iso
¢ohray1 rongli koliformalar bitmisdir. Mikroskopiya zamani uzun Qram miisbot
¢Opvari bakteriyalar miisahido olunmusdur (Sokil 2; 3). Naticado Kiir suyunun
nimuna Ne2 vo nimuna Ne3 nimunalarindan Bacillus cinsli bakteriyalarin saf
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Sakil Z.Ur suyunun Nimuna 2-dan tacrid Sakil 3. Kiir suyunun Niimuna 3-dan
olunmug Bacillus cinsli bakteriyalar tocrid olunmug Bacillus cinsli bakteriyalar

kulturalar1 oldo edilmisdir. Bakteriyanin klassik {iisullarla (horotlilik, katalaza,
oksidaza, polisaxaridlorin fermentasiyasi vo bir sira bagqalar1) identifikasiyasi
kegirilmigdir. 3 nimunonin ikisinda (NUmuna Ne2 vo NUmuna Ne3) bir-birino
identik Bacillus bakteriyalar1 askar olunmusdur. Onlarin Qram miisbat,
horakatsiz, katalaza miusbat, oksidaza manfi, indol manfi, ureaza manfi va diger
xususiyyatlori askar olunmusdur. Yuxarida gostorilon Kir suyundan tocrid
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olunmus bakteriyayarin Bacillus cinsli olmasi manual metodlarla tostiglonmisdir.
Mivafiq testlor kecirilorkon bakteriyanin katalaza testindo musbat, oksidaza
monfi, indol monfi, horokatsiz, eskulin hidrolizi vo mivafiq polisaxaridlorin
fermentasiyasi zamani tursularin amalo golmasi, antibiotiklora hossasligi va digar
testlori Kir suyundan tocrid olunmus bakteriyalarin Bacillus subtilis ya-da
Bacillus polymyxa (Paenibacillus spp.) névins aid olmasini tosdiglomisdir.

Diferensial Identifikasiya Hindistanin (Kerala) ABIS (Advanced Bacterial
Identification System) sisteminin (Databaza) verdiyi tovsiyalora uygun olaraq
kegirilmigdir. Digor Bacillus-larla eyni naticalor veron testlordon (katalaza,
oksidaza, va s.) slave olaraq duzlu mihitds bitmo gabiliyysti yoxlanilmisdir vo
askar olunmus bakteriyanin Bacillus polymyxa ndviins ayird olmasi tosdiglomisdir.

Kiir caymdan izolo edilmis Balillus polymixa aqarlar (MHA, BHIA)
Uzarindo biotobago yaratmigdir (Sakil 4). Bu ag-bozumtil gat aqarin {istiinii tam
olaraq ortmiisdiir. Belo XxUsusiyyat, asason, Bacillus subtilis va Bacillus polymixa
izolyatlarinda miisahido olunur [126]. Eyni koloniya Kur suyunun Kkoli-titrini
muoyyan etdikds filtrin (zorindo askar olunmusdur. (Sokil 5) Kir suyunda
Coliform agarda disk filtrlori ilo musyyan edilmis koloniyalarin say1 97, timumi 1
ml koloniyalarin sayt KOV (Koloniya omolo gotiron vahid) 970.000 olub
(durulagdirma 1:10000).

Sakil 4. Kiir ¢cayindan tacrid olunmug Sakil 5. Kiir ¢ayr suyunun koli-titri
Bacilluspolymyxa bakteriyalarin miiayyan etdiyi zaman disk zorinda
aqar Uzarinda biotobago yaratmas: Bacillus polymyxa koloniyasi

Kir suyundan tocrid olunmus tobii Bacillus polymyxa stamminin
antibakterial xususiyyatlorini dyronmok Uciin Qoyun Qan agart QQA vaotli
Peptonlu aqar OPA istifado olunmusdur. Bu stamm Qram manfi vo Qram mushot
bakteriyalarla birlikdo Petri kasasinin 2 yarim-dairoysbolorok agarda yan-yana
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okilmisdir - bir torafino Bacillus polymyxa bakteriyasi, digar torofine iss digor
bakteriya. ©kmo naticalori tohlil edilmisdir vo Kiir ¢ayindan izolo olunmus
bakteriyalarmn digor bakteriyalarla antaqonizmi agkar edilmisdir.

Petri kasalarinda Otli-peptonlu agara va Qanli Qan aqarma 5 Qram mushot
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus agalactia ATCC 13813,
Enterococcus fecalis ATCC 29212) vo 5 Qram monfi (Escherichia coli ATCC
15922, Pseudomonos aerogenosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Shigella flexneri ATCC 12022) stammlari ilo yan-yana okilmisdir.
Bakterioloji okmoanin naticaloari tahlil olunmusdur va onlarda miayyan antibakterial
xususiyyatlor askar olunmusdur. Bacillus polymyxa Kiir stammibazi Qram
musbat bakteriyalarin inkisafim angallomisdir. Xiisusilo da, Escherichia coli
ATCC 15922, Pseudomonos aerogenosa ATCC 27853, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Shigella flexneri ATCC 12022 niimayis etmisdir.
Qram manfi bakteriyalardan Pseudomonos aerugenosa manfi tosir askar
olunmusdur.

Tacriibalor gostordi ki, Kiir ¢cayinin suyundan tacrid olunmus tobii Bacillus
subtilis stammlar1 yeni bakteriosinlorin sintezi iiglin produsent soklinds istifado
oluna bilar.

Kir suyundan tocrid olunmus tobii Bacillus polymyxa stammindan
bakteriosin alds edilmisdir. Bakterial suspenziya MacFarland standart: {izro optik
sixlig1 3.0 qodor tonzimlonmisdir va rollerdo otaq temperaturunda (22° C) 18 saat
yellondirmak  Gc¢lin  yerlosdirilmisdir.  Bioloji  aktiv.  maddolorin  bakterial
hiiceyralarin tizorindan yuyulandan sonra suspenziyani diri bakterial hiiceyralordon
azad etmok mogsadi ilo sinaq siisolori 2300 RPM suratlo bir saat arzinds otaq
temperaturunda firladildi vo sonra supernatant yigildi. Supernatantin sterilliyi
bakterioloji okma ilo tosdiglonmisdir.

Kir suyundan tocrid olunmus tobii Bacillus polymyxa bakteriyasindan
ziilal ¢okdiirmok Ugtin mahlula -5°C temperaturda yavas-yavas soyudulmus aseton
alava olunmusdur. Ziilal mohlulundan 100 ml yigilib, tizarina 40 ml aseton slavas
olunmusdur. Sinaq borusu -5°C dondurucuya yerlosdirilmisdir vo har 5 dagigadan
yoxlanmlmigdir. 10 dagigodon sonra mohlulda ¢okmo prosesi baslayib, 16 dagige
orzindo iso tam bitmisdir. Novbati morholods smmaq mohlulu 20.000 RCF
stiratlonma ils sentrifugadan kegcirilib vo protein ¢okintust 20 ml hacmds yi1gilib -
20°C dondurucuya qoyulmusdur.

Sintez  olunmus vo saflagdirlmus  zllal mohlullarinin ~ tomizliyi
spektrofotometriya tsulu ilo Eppendoprf Biospectrometer vasitosilo yoxlanilmigdir.
Protein tomizliyi gostoricisi 0.59 miosyyan olunmusdur. Tomiz zulallar Gcun
optimal 260/280 nisbati 0,6 sayilir, ona gora tomizliyi 0.59 tam mogsads uygun
sayila bilor. Olgmolor naticasinda ziilal torkibli mohlulun yetorinco tomiz olmast
miayyon edilmisdir.
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Kir suyundan izolo olunmus bakteriosin mohlulu -20°C soyuducuya
yerlosdirilmisdir.

Kir suyundan izolo olunmus yabani Bacillus polymyxa stamminindan
sintez edilmis bakteriosin zUlal mohlulun konsentrasiyasi NanoPhotometr
spektrofotometrinds 6lgtilmiisiir (Sakil 6, 7). Kir suyundan tocrid olunmus tobii
Bacillus polymyxa stammindan oldo olunmus bakteriosinin konsentrasiyasi
1547 ng/ml musyyan edilmisdir.

N

Sakil 6, 7. Kir suyundan tocrid olunmus yabam Bacillus polymyxa stammundan alda
olunmus bakteriosinin konsentrasiyasmnn va tamizliyinin spektrofotometrda 6lguilmasi.

Yekun
Belalikls, ilk dofs Kiir ¢aymin suyundan yeni produsent bakteriya Bacillus
polymyxa tocrid olunmus vo onun asasinda yeni bakteriosin sintez edilmisdir.
Istifado olunmus vo mialliflo hazirlanmis iisul asan vo olverisli olduguna géro bu
bakteriosinin sintezinin istehsalat miqyasma kecirilmasine toklif olunur va diger
yeni bakteriosinlorin sintez edilmasina tokan vers bilocokdir.
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