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АНЫҚТАМАЛАР
Бұл диссертацияда сәйкес анықтамалармен келесі терминдер қолданылады:
Адгезия – түкшелердің көмегімен аш ішектің эпителиалды клеткаларына бактериялардың жабысу қабілеті.
Азық - өсімдік және жануарлардан алынатын өнімдер, сондай-ақ жануарлардың рационына қосылатын түрлі минералдар.
Азықтық қоспалар - жануарлар ағзасына қоректік және биологиялық белсенді заттарды жеткізуші болып табылатын табиғи немесе химиялық синтез (ферментативті гидролиз) жолымен алынған органикалық немесе минералды қосылыстар.
Антибиотик – латын сөзінен аударғанда «анти» – қарсы, ал «биос» – өмір, яғни ауру шақырушы бактериялардың тіршілігіне қарсы дегенді білдіреді.
Биоценоз – бір биотипте орналасқан тірі организмдердің жиынтығы.
Бифидобактериялар (Bifidobacterium) – иесінің гомеостазын қолдауда үлкен рөл атқаратын облигатты–анаэробты спора түзбейтін, қозғалмайтын микроорганизмдер.   
Идентификация – микроорганизмдердің қасиеттері жиынтығының негізінде түрге дейін ажырату.
Иммуногендік – ауру 	қоздырғыштарына 	қарсы 	организмнің қорғаныштық 	реакциясын 	тудыратын вакциналардың қабілеттілігі.
Иммундық жүйе – жануарлардың ортаға бейімделу мүмкіндіктері мен олардың денсаулық дәрежесін анықтайтын ең маңызды гомеостатикалық жүйелердің бірі.
Өнімнің биологиялық құндылығы – маңызды аминқышқылдарының, полиқанықпаған май қышқылдарының, микроэлементтердің және тағамның басқа да минорлық компоненттерінің, азықлық талшықтардың және т.б. құрамымен анықталатын тағамның химиялық құрамының ерекшеліктерінің жиынтығы.
Культура – тығыз және сұйық қоректік орталарда өміршең микроорганизмдердің популяциясы. 
Пробиотиктер – организмге табиғи әдіспен енгізгенде оның микробиотасын 	қалыптастыру және тұрақтандыру арқылы физиологиялық, биохимиялық және иммундық реакцияларына жағымды әсер ететін тірі микроорганизмдер және микроб тектес заттар негізінде жасалған биопрепараттар. 
Уытты элементтер – тірі организмдердің өсуіне және дамуына, физиологиялық процестерге теріс әсер етуі мүмкін химиялық элементтер. Ең улы элементтер – сынап, кадмий, қорғасын.
Штамм  – морфологиялық және биологиялық қасиеттері ұқсас микроорганизмдердің бір түрі.


БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

Бұл диссертациялық жұмыста төмендегідей қысқартулар мен белгілеулер қолданылды:

	АТФ
	– аденозинтрифосфат

	АІЖ
	– асқазан ішек жолдары

	ББ
	– бифидобактериялар

	ББҚ
	– биологиялық белсенді қоспалар

	ББЗ
	– биологиялық белсенді заттар

	БҰҰ
	– біріккен ұлттар ұйымы

	ГСА
	– гидролизатты сүт агары

	ГЦ
	– гуанин, цитозин

	ДК
	– дифференциалау кластерлері

	ДНҚ
	– дезоксорибонуклеин қышқылды

	ЕПА
	– ет пептонды агар

	КТБ
	– колония түзуші бірлік

	ЖШС
	– Жауапкершілігі шектеулі серіктестік

	MRS
	– Рогоздың және Шарптың қоректік ортасы

	МД
	– 1мл ортадағы микроб денесі

	МК
	– микроб клеткасы

	МС
	– майсыздандырылған сүт

	НҚ
	– нормативті құжат

	ПТР
	– полимеразды тізбекті реакция

	СҚБ
	– сүт қышқылды бактериялар

	СС
	– сүт сарысуы

	ФБЗ
	– физиологиялық белсенді заттар




















КІРІСПЕ

Диссертациялық жұмыстың жалпы сипаттамасы. Жұмыс азықтың тағамдық құндылығы мен тиімділігін арттыратын биологиялық препаратты әзірлеуге арналған.   
Зерттеу жұмысының өзектілігі.
[bookmark: _Hlk193028562]Қазақстан Республикасының Президенті Қ.К. Тоқаевтың 2022 жылғы 22 қарашадағы № 22-01-38.41 (9-т.) тапсырмасы бойынша балық шаруашылығын дамытудың 2021 – 2030 жылдарға арналған бағдарламасын жүзеге асыру мақсатында бірнеше міндеттер қойылған. Соның ішінде балық өсіру (акваөсіру) өнімі мен басқа су жануарларын сақтауды және өсімін молайтуды қамтамасыз ету шараларын қарқынды дамыту біздің еліміздегі агроөнеркәсіптік кешен алдына қойылған басым міндет болып табылады. Әрине, балық өнеркәсібінің қарқынды дамуы үшін биотехнологияның атқаратын ролі өте маңызды.
[bookmark: _Hlk193028599]Қазіргі таңда ауыл шаруашылығы мен балық шаруашылығында өнім сапасын арттыру, жануарлар мен балықтардың денсаулығын жақсарту, сондай-ақ табиғи ресурстарды ұтымды пайдалану – маңызды әрі өзекті мәселелердің бірі болып отыр. Осы мақсатта экологиялық қауіпсіз әрі тиімді шешімдердің бірі ретінде биологиялық негіздегі пробиотикалық препараттарды қолдану кең таралуда.
Азықтың қоректік құндылығын арттыру, ас қорыту жүйесінің қызметін жақсарту және балықтардың өнімділігін көтеру үшін жаңа буындағы биологиялық препараттар – пробиотиктерді әзірлеу қажет. Пробиотиктер — пайдалы тірі микроорганизмдерден тұратын және жануарлар организміне оң әсер ететін биопрепараттар. Олар ішек микрофлорасын тұрақтандырып, метаболизмді реттеп, қоректік заттардың сіңуін жақсартады, ауруларға төзімділікті арттырады.
Бүгінгі таңда отандық ғылым алдында тұрған негізгі міндет — табиғи ортаға бейімделген, антагонистік белсенділігі жоғары, сүт қышқылды бактериялар негізіндегі өндірістік штамдарды іріктеу және оларды тиімді технологиялық шешімдермен үйлестіре отырып, тиімді пробиотиктер жасау. Бұл – балықтарда ас қорыту бұзылыстарының алдын алып, олардың өнімділігін экологиялық және экономикалық тұрғыда тиімді жолмен арттыруға жол ашады.
Осыған байланысты пробиотикалық биопрепараттар әзірлеу мәселесі ғылым мен өндіріс арасындағы байланысты нығайтатын, бәсекеге қабілетті және қауіпсіз өнімдер шығаруға ықпал ететін стратегиялық бағыттардың бірі болып табылады. Сонымен қатар, бұл салада жүргізілетін зерттеулер отандық биотехнологияны дамытып, импорттық тәуелділікті азайтуға мүмкіндік береді.
Зерттеу жұмыстың мақсаты: Азықтың тағамдық құндылығы мен тиімділігін арттыратын дәстүрлі сүт қышқылды өнімдерден бөлінген перспективті штамдар негізінде  биологиялық препаратты әзірлеу.
Қойылған мақсатқа жету үшін зерттеудің негізгі міндеттері:
1. Дәстүрлі ашытылған сүт өнімдерінен (бие сүті және қымыз) сүт қышқылды бактериялардың таза дақылдарын бөліп алу және пробиотикалық қасиеттерін зерттеу.
          2.  Пробиотикалық белсенділікке ие штамдарды заманауи генетикалық әдіс арқылы идентификациялау;
3. Пробиотикалық қасиетке ие штамдардан биологиялық препарат әзірлеу.
4. Дайын пробиотикалық азықтың сапалық көрсеткішін анықтау және балықтардың негізгі рационына енгізу.
5. Биологиялық препараттың балық ішек микрофлорасына және биологиялық жағдайына әсерін зерттеу.
Зерттеудің нысандары: Бие сүті, қымыз,  бөлініп алынған сүт қышқылды бактериялар мен ашытқы, тиляпия балығы (Oreochromis niloticus), биологиялық препарат және азық.
Зерттеу нәтижелерінің ғылыми жаңалығы.
Қазақтың дәстүрлі ұлттық сүт өнімдерінен (бие сүті және қымыздан) 5 (бес) пробиотикалық сүт қышқылды штаммдары оқшауланды. Олардың қауіпсіздігі, пробиотикалық әлеуеті және микробқа қарсы қасиеттері зерттелді;
Заманауи молекулярлық әдістермен 5 пробиотикалық штамм бөлініп алынып, оның ішінен 1 пробиотикалық штамм (100,00%) дәлдікпен сәйкестендірілді және Ұлттық денсаулық сақтау институтының Ұлттық биотехнологиялық ақпарат орталығы (NSBI) құрамына кіретін АҚШ GENBANK деректер базасына енгізілді https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide     
Ең жоғарғы пробиотикалық қасиет көрсеткен штамдардың үйлесімділігін ескере отырып, микробиологиялық қасиеттерінің жиынтығын салыстырмалы зерттеу негізінде 2 штаммнан консорциум жасалды және балықтың өсуін ынталандыруға арналған биологиялық препараты өндіріліп шығарылды. 
Зерттеу нәтижелері бойынша балық азығының тағамдық құндылығы мен тиімділігін арттыратын биологиялық препаратты балықтың азығына қолдана отырып,  In vivo зерттеулері жүргізілді. 
Жұмыстың тәжірибелік маңыздылығы.
Қымыздан Lactobacillus paracasei жаңа  штаммы бөлініп, заманауи молекулярлық әдістермен идентификацияланды. Жүргізілген зерттеулердің нәтижесінде штаммға паспорт алынып, № 09112–71 сәйкестендіру номері бойынша «Микроорганизмдердің республикалық коллекциясы» орталық мұражайында сақтауға берілді.
№7343 сәйкестендіру номері бойынша «Ауыл шаруашылығы жануарларының, құстардың және балықтардың асқазан–ішек ауруларының алдын алуға және емдеуге арналған пробиотикалық препаратты алу үшін пайдалнылатын  Lactobacillus paracasei – 010K сүт қышқылы бактерияларының штаммы»  пайдалы модельге патент алынды.
№36625 сәйкестендіру номері бойынша «Балықтың өсуін ынталандыруға, ауруларын алдын алуға және емдеуге арналған пробиотикалық препарат» өнертабысқа патент алынды. 
[bookmark: _Hlk193028748]Қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар:
 – Бие сүті және қымыздан сүт қышқылды бактерияларының пробиотикалық потенциалы зерттеліп,  5 штамм генетикалық идентификацияланды.
– Ең жоғарғы пробиотикалық қасиетке ие Lactobacillus paracasei – 010K  штамы АҚШ GENBANK деректер базасына енгізілді (№PV5239071).
– Тиляпия балықтарының азықтарына арналған екі түрлі биологиялық препарат әзірленді.
– Биологиялық препараттар IN VIVO жағдайында зерттеліп, балық шаруашылығында тиімділігі анықталды. 
Қорғауға ұсынылатын ғылыми жұмыс нәтижелерінің жасақталуына қосқан диссертанттың жеке үлесі 
Диссертациялық жұмыстың барлық қажетті тапсырмаларды қоюдан, тәжірибелерді жоспарлаудан және жүгізуден, алынған нәтижелерді статистикалық өңдеуден және оларды жариялаудан, ұсынылған биологиялық препаратты өнеркәсіптік сынақтан өткізу; патент әзірлеуден тұрады. Диссертацияның барлық этаптары автордың жеке қатысуымен жүргізілді.
Диссертация жұмыстың апробациясы. 
Диссертациялық жұмыстың негізгі нәтижелері Алматы технологиялық университетінің «Тағам, жеңіл өнеркәсіптері мен қонақжайлылық индустриясының инновациялық дамуы»  халықаралық ғылыми–тәжірибелік конференциясына (Алматы 2020),  ХV Халықаралық «Глобальная наука и инновация 2021: центральная Азия» халықаралық ғылыми–практикалық конференция (Астана, 2021)  материалдарында талқыланып, жарияланды.
Ғылыми басылымдар. Диссертация тақырыбы бойынша 8 ғылыми жұмыс жарияланды, оның ішінде: 1 мақала - Scopus базасына кіретін журналда «Potravinarstvo Slovak Journal of Food Sciences» (процентиль - 44); 3 мақала - ҚР Ғылым және жоғары білім министрлігінің ғылым және жоғары білім саласында сапаны қамтамасыз ету комитеті ұсынған баспаларда; 2 мақала - Халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференциялар жинақтарында; жаңалығы  1 ҚР пайдалы модельге және 1 өнертабысқа патенттері. 
Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі. Диссертациялық жұмыс келесі бөлімдерден тұрады: белгілер және қысқартулар, нормативтік сілтемелер, кіріспе, әдебиеттерге шолу, материалдар мен зерттеу әдістері, нәтижелер мен оларды талқылау, қорытынды, өндіріске тәжірибелік ұсынымдар, пайдаланылған әдебиеттер тізімі және қосымшалар. Диссертация 120 бетте берілген компьютерлік мәтіннен, 18 кестеден, 20 суреттен және 4 диаграммадан тұрады. Пайдаланылған әдебиеттер тізімі 246 әдеби көзін құрайды.










1 ӘДЕБИЕТКЕ ШОЛУ

1.1 Сүт қышқылды бактерияларының пробиотикалық әсерлері

Соңғы кездерде сүт қышқылды бактерияларға және олардың биологиялық белсенді қасиеттеріне ғалымдардың қызығушылығы артуда. Олардың адам өмірі үшін маңызы зор екендігі анықталған. Биологиялық қасиеттерінің ішінде әсіресе адгезивтік, антагонистік, иммунореттеушілік, ісікке қарсы, фагқа 25 төзімділігі, бактериоциногендік қасиеттері ерекше орын алады. Сүт қышқылды бактериялары тек осы қасиеттерімен ғана шектеліп қоймайды, соған байланысты сүт қышқылды бактериялардың жаңа түрін бөлу, жаңа классификациясы бойынша сипаттау және оларды қолданудың жолдарын іздеудің қажеттілігі әркез туындап отырады. 
Табиғи және өндірістік субстраттардан сүт қышқылды бактерияларды бөліп алып, оларға сандық есеп жүргізудің бірнеше қиыншылықтары бар. Оның себебі бұл топтағы микроорганизмдердің қоректік заттарға қажеттілігі өте жоғары, кез келген жай қоректік ортада өспейді. Олардың көбісі витаминдерді (лактофлавин, тиамин, пантотен, никотин және фолий қышқылдары), амин қышқылдарын, сонымен қатар пурин және пиримидинді қажет етеді.
Сүт қышқылды бактериялардың сүттен айран, қаймақ, шұбат, қымыз, май және басқа тағамдар алуда, сонымен қатар нан өндірісінде маңызы өте зор. И.И.Мечников сүт қышқылды бактериялар адам, ішек қарнында кездесетін зиянды бактерияларды жоятын – оларға антагонистер болып табылатынын ашқан. Осы зерттеулердің арқасында олардың антибиотикалық қасиетін зерттеуге жол ашылды. 
Сүт қышқылды бактериялар арқылы көптеген антибиотиктер алуға болатындығы анықталды. Көбісі тамақ өнеркәсібінде және медицина саласында қосымша емдеу кезінде қолданылады. Сүт қышқылды бактериялардың ішінде индикаторлық штаммдар бар екені ертеректе анықталған. 
Индикаторлық штаммдарды витаминдерді және аминқышқылдарын анықтауға, ғылыми лабораториялық жұмыстарға ғана пайдаланып қоймайды, сонымен қатар тағам және витамин өндіретін өндірістерде қолданады. 
Cүт қышқылды бактерияларының клеткалары шар және таяқша тәрізді болады, қозғалмайды, спора түзбейді және ауалы немесе ауасыз жерде тіршілік етуге бейімделген. Бірақ бұған қатысатын бактериялардың барлығы бірдей мөлшерде сүт қышқылын түзе бермейді. Қышқыл ортаға шар тәрізділер 26 төзімсіз. Ал таяқша тәрізділері ортада 1,5-2%-дай сүт қышқылы болғанның өзінде тіршілік ету қабілеті бар.
Сүт қышқылы бактериялары СҚБ - бірегей метаболикалық, морфологиялық және физиологиялық сипаттамаларымен сипатталатын микроорганизмдер тобы. Олар табиғи түрде жануарлар мен адамдардың сау шырышты қабаттарында болады. Сонымен қатар, олар әдетте әртүрлі ашытылған және басқа да тағамдарда, соның ішінде сүт өнімдерінде (мысалы, йогурт, ірімшік), сусындарда, Жарма ашытқысында, ет, көкөністерде кездеседі. Бұл микроорганизмдер патогенді емес және адам тұтынуы үшін қауіпсіз болып саналады. Пробиотиктер ретінде жіктелген кейбір зертханалық штамдар ішектің денсаулығын жақсарту, иммундық жүйені модуляциялау және микробқа қарсы әсер ету арқылы денсаулыққа ерекше пайда әкеледі. Пробиотиктердің бұл штамдары көбінесе бір немесе бірнеше биологиялық белсенді компоненттері бар және теңдестірілген диетаның бөлігі ретінде тұтынылған кезде пайдалы әсер ететін функционалды тағамдарда қолданылады. Демек, зертханада сүт өнеркәсібінде пробиотиктер және тағамдық қоспалардағы биоконверсиялық агенттер ретінде қолданылатын ашытқылар сияқты көптеген биотехнологиялық және басқа да өнеркәсіптік қолданбалар бар.
Ішекте микроорганизмдердің жүздеген түрлері болғандықтан, олардың көпшілігі метаболикалық функцияларға, иммундық реакцияларға және тіршілік иесінің денсаулығына әсер етеді. Осы жүйелік тепе-теңдікті қамтамасыз ететін популяцияда кездесетін тірі микроорганизмдер тобының бірі-сүт қышқылы бактериялары (СҚБ). СҚБ -кокктардың немесе таяқша тәрізді, каталаза-теріс, спора түзбейтін және грам-позитивті бактериялардың табиғи тобы. Олар әдетте көмірсулардың ашытуының негізгі соңғы өнімі ретінде сүт қышқылын шығарады. Бұл метаболикалық қасиет оларды тамақ өнеркәсібінде өте құнды етеді, мұнда олар ашытылған тағамдарды өндіруде ашытқы ретінде кеңінен қолданылады. Сонымен қатар, зертхана бактериоциндерді - табиғи консерванттар ретінде қызмет ететін ақуыздарға негізделген микробқа қарсы заттарды шығара алады. Асқазан-ішек жолындағы әртүрлі стресс факторларына төтеп беру қабілетіне байланысты олар пробиотиктер ретінде құнды штамдар болып табылады.
Сүт қышқылы бактериялары (СҚБ) табиғатта кең таралған: оларды топырақта, жануарлар мен өсімдіктердің ыдырайтын қалдықтарында, омыртқалылардың ішектерінде, сүт пен сүт өнімдерінде табуға болады. 
Өсімдіктермен және тамақпен бірге олар адам мен жануарлардың асқазан-ішек жолдарына түсіп, оның микробиотасын құрайды [1]. Микроорганизмдердің жеке кең тобына біріктірілген СҚБ-дың негізгі қасиеті-ашытудың негізгі өнімі ретінде сүт қышқылын қалыптастыру мүмкіндігі. Сүт қышқылын ашытуды морфологиясы бойынша гетерогенді бактериялық организмдер жүзеге асырады: таяқша тәрізді және сфералық (сфералық кокктар  немесе эллипсоидты), Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium, bifodobacterium [2] тұқымдасына жатады.
Пробиотикалық деп санау үшін организмдер келесі сипаттамаларға ие болуы керек:
–  пробиотикалық микроорганизмдер тірі күйде болуы керек;
– пробиотиктердің адам мен жануарлар ағзасына пайдалы әсерін болуы қажет;
–  пробиотиктерді пайдалы әсер ететін дозада қолдану маңызды;
·  пробиотиктер дәл анықталуы керек және зерттеушілер жариялаған нәтижелерді көбейту мүмкіндігі үшін әлемдік коллекцияға енгізілуі керек;
– пробиотиктер патогендік және уытты әсер етпеуі керек;
· пробиотиктерді дайын өнімнің жарамдылық мерзімі ішінде сақтау керек.
Бұл тізімге келесі критерийлер кірмегенін атап өту маңызды: микроорганизмдердің ішек жасушаларына адгезия қабілеті, олардың өт қышқылдары мен қышқылдық ортаға төзімділігі, бактериоциндердің синтезі, антиоксидантты, патогенге қарсы қасиеттері және асқазан-ішек жолындағы тіршілік етуі. 
Пробиотиктер патогендік, оппортунистік микрофлораны басу және балалар мен ересектердегі өткір ішек инфекциялары мен дисбиоздар кезінде қалыпты ішек микробиотасын қалпына келтіру үшін қолданылады. Атап айтқанда, L. rhamnosus GG Clostridium difficile тудыратын ойық жаралы колиттің өршуін болдырмау қабілетіне ие, әртүрлі патологиядағы жаңа туған нәрестелердегі диареяға емдік әсер етеді [4]. 
Бірақ, соңғы жылдардағы зерттеулер көрсеткендей, пробиотиктердің әсері микробиотаны түзетумен шектелмейді, олардың клиникалық тиімділігі иммуномодуляциялық функцияларға және метаболизмге қатысуға негізделген [5,6]. 
Пробиотиктерді қолданудың анықталған бағыттары оларды тағайындау көрсеткіштерін кеңейтуге және берілген қасиеттері бар препараттарды жасауға мүмкіндік береді. 
Lactobacillaceae тұқымдасының өкілдері
Lactobacillus туысы Lactobacillaceae тұқымдасына жатады, Lactobacillales реті, Bacilli класы, filum Firmicutes, Bacteria домені [7]. Бұл классификацияны ол фенотиптік белгілерге, соның ішінде оңтайлы өсу температурасына, қанттарды пайдалануға және өндірілген метаболиттердің спектрлеріне негізделген. 2020 жылы сүт қышқылды бактерияларының таксономиялық қайта құрылуы нәтижесінде 7 ұрпақ пен 2 тұқымдастың 300–ден астам түрі Lactobacillaceae тұқымдасына қайта жіктелді, оның ішінде 31 тұқым, соның ішінде Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus, Weissella, Fructobacillus, Convivina, Oenococcus, Leuconostoc және бұрын Lactobacillus түрлері ретінде жіктелген организмдерді қамтитын 23 жаңа тұқым [8].
Lactobacillaceae тұқымдасы филогеномдық талдау негізінде сипатталған және бұрын Lactobacillaceae және Leuconostocaceae тұқымдасына жататын барлық тұқымдарды қамтиды, яғни Convivina, Fructobacillus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus және Weissella. Бұл грам–оң, спора түзбейтін факультативті немесе қатаң анаэробты бактериялар. Тізбектерді, жұптарды немесе тетрадаларды (pediococcus тұқымдасы) құра алатын коккоидты немесе таяқша тәрізді жасушалар. Ашытудың негізгі өнімі-лактат, басқа өнімдер-ацетат, этанол, көмірқышқыл газы (CO2), формат және сукцинат. Lactobacillaceae – гомоферментативті және гетероферментативті микроорганизмдерді қамтитын жалғыз Lactobacillales тұқымдасы.
Lactobacillus. Грам–оң, термофильді және спора түзбейтін таяқшалар. Lactobacillus түрлерінің көпшілігі пентозаларды тұтынуға қабілетті емес, өйткені организмдердің ешқайсысында пентозофосфат жолының гендері немесе пируватформатлиаз жоқ. Lactobacillus түрлері иесіне бейімделген және көмірсулардың кең спектрін ашыту үшін субстрат ретінде пайдалануға қабілетті. Олар жасушадан тыс жемістерді, крахмалды немесе гликогенді ашыту үшін штаммға тән қабілетке ие болып келеді.
Amylolactobacillus. Грам–позитивті, каталаза–теріс, оксидаза–теріс, спора түзбейтін, қозғалмайтын жұқа таяқшалар (ені 0,5–0,9 мкм және ұзындығы 1,2–3 мкм), жеке және қысқа тізбектерде кездеседі. Amylolactobacillus өкілдері жасушадан тыс амилолитикалық белсенділікке ие.
Bombilactobacillus. Термофилдер, жәндіктермен байланысты. Көмірсутектердің өте тар спектрі субстрат ретінде қолданылады. Бал араларының асқазаны мен артқы ішегінен (Apis mellifera) және аралар оқшауланған, олар API Lactobacillus гетероферментативті тұқымымен байланысты.
Companilactobacillus. Грам–позитивті, спора түзбейтін таяқшалар. Өсу үшін температураға қойылатын талаптар тұрақты емес: штамдар 15 – тен 45°C–қа дейінгі температурада өседі. Company Lactobacillus экологиясы немесе өмір салты туралы аз ақпарат бар: штаммдар ашытылған көкөністерден, атап айтқанда қыша мен пияздан, жемістерден (17 штамм; олардың бесеуі ашытылған қыша мен пияздан), ашытқылардан немесе ашытылған дәнді дақылдардан (7 штамм) шұжық немесе ет өнімдерінен (штаммдардың жеті түрі) немесе басқа өсімдік көздері. Бір изолят ашытылған сүт өнімінен алынады. 
Lapidilactobacillus.  Грам–позитивті таяқшалар немесе кокктар, қозғалмайтын, спора түзбейтін, факультативті анаэробты және каталаза–теріс. Пентозалар ашытылады. Өсу үшін рН диапазоны штаммға байланысты, бірақ оңтайлы рН 6,0–ден 7,0–ге дейін. Негізінен сүт қышқылды өндіріледі. Өсу үшін оңтайлы температура 30–37°C. аргининнен аммиак түзілмейді.
Agrilactobacillus.   Грам–позитивті, таяқша тәрізді, каталаза–теріс, гомоферментативті, аэротолерантты микроорганизмдер. Геномның шығу тегі, физиологиялық қасиеттері мен ерекшеліктері тұқым өкілдерінің еркін өмір салтын ұсынады. Индонезия мен Қытайда компосттан, пюре желісінен және көкөністерден оқшауланған.
Schleiferilactobacillus. Грам–позитивті, таяқша тәрізді, каталаза–теріс және аэротолерантты микроорганизмдер. Өсім 15–42°C аралығында байқалады, ашыту үшін көмірсулардың кең спектрі қолданылады, соның ішінде пентозалар, гексозалар және олигосахаридтер тұқымның штамдары бұзылған сусындардан, соның ішінде сыра мен ашытылған сусындардан, ашытылған көкөністер мен дәнді дақылдардан оқшауланған.
Latilactobacillus. Түрдің штамдары еркін өмір сүреді және мезофилдер болып табылады. Көптеген штамдар психротрофтар болып табылады және 8°C− тан төмен температурада өседі, тек l (+) изомерін шығаратын L. fuchuensis қоспағанда, D ( –)–және L(+)–сүт қышқылдын шығарады. Ет стартерлерінің құрамындағы практикалық маңызы L. sadei және L. curvatus.
Loigolactobacillus. Қозғалмайтын, спора түзбейтін, грам–позитивті, каталаза–теріс таяқшалар, жеке және жұпта кездеседі. D (–)–және L (+) – сүт қышқылды d–манноза мен D–Данниттен өндіріледі. Пентозаны ашыту түрге тән.
Dellaglioa.  Факультативті анаэробты, психрофильді, қозғалмайтын таяқшалар. Тұқымға кіретін жалғыз түрдің штамдары психротрофтар болып және ет бұзылуының қоздырғыштары болып табылады.
Liquorilactobacillus. Грам оң, даусыз, қозғалмайтын таяқша тәрізді бактериялар; Lactiplantibacillus түрлері ферменттердің кең спектрін шығарады. Фенол қышқылының эстеразаларының көпшілігімен, декарбоксилаза және редуктаза белсенділігімен метаболизденеді; псевдокаталаза белсенділігі Lactiplantibacillus plantarum және нитрат редуктазаға байланысты атипті. Ашытылған тағамдардың көптеген түрлері, соның ішінде көкөністер, ет, сүт және дәнді дақылдар дақылдардан ерекшеленеді. Олар сондай-ақ тіршілік ету ортасымен байланысты жәндіктер мен эфемерлі омыртқалылардың ішек флорасын мекендейді. LP лактобактерияларының метаболикалық, экологиялық және генетикалық зерттеулерін мекендейтін еркін тіршілік ететін түрлермен кездесу.plantarum ашытқы тағамдары, ашыту және пробиотикалық дақылдар сияқты кейбір коммерциялық маңызды уақыт өнімдерінің үлгісі ретінде кеңінен қолданылды.
Holzapfelia. Грам–позитивті, каталаза–теріс, гомоферментативті және аэротолерантты таяқшалар. Тұқымның бір түрінің  типтік штаммы тау гүлдерінен оқшауланған, қалған штаммдары ара личинкаларында анықталған. H. floricola 15°C температурада өседі, тек глюкоза мен фруктоза ашытылады. Шығару көздері, сондай – ақ организмнің геномдық және физиологиялық қасиеттері тұқымның жәндіктер мен Гүлдермен байланысты өмір салтын көрсетеді.
Furfurilactobacillus. Гетероферментативті және аэротолерантты таяқшалар. Бұл тұқымның түрлері стартерден немесе бүлінген сырадан оқшауланған және фенолдық қосылыстарды метаболиздеудің ерекше қабілетіне ие. Бұл тұқымның экологиясы негізінен зерттелмеген күйінде қалады.
Paucilactobacillus. Грам–позитивті, каталаза–теріс және аэротолерантты таяқшалар. Кейбір түрлер психротрофтар болып табылады, бірақ Paucilactobacillus suebicus 45°C температурада өседі.гексозаның таусылған мекендеу орындарына бейімделу осы тұқымның көптеген штамдарында маннитдегидрогеназаның болмауымен көрінеді. Paucilactobacillus түрлері негізінен пентозаларды ашытады, көптеген штамдар дисахаридтерді ашытпайды. Сүрлем, маринадталған қияр және жеміс пюресі сияқты ашытылған өсімдік материалынан оқшауланған.
Limosilactobacillus. Грам–позитивті, каталаза–теріс, анаэробты немесе аэротолерантты таяқшалар немесе кокктар. Өсу 37°C температурада, ал көптеген түрлерде 45°C температурада байқалады. көмірсулардың салыстырмалы түрде кең спектрі ашытылған, бірақ кейбір түрлері глюкозаны қолдана алмайды. Қышқылға төзімділік әдетте уреаза, глутаминаза, глутаматдекарбоксилаза немесе аргининдезиминаза экспрессиясымен делдал болады.  Lm. reuteri және осы тектегі басқа штамдар жоғарғы ішекте секреторлық емес эпителийде биофильмдердің түзілуін қолдау үшін сахарозадан экзополисахаридтер шығарады. Limosilactobacillus түрлері, әсіресе Lm. reuteri, ашытқы және пробиотикалық дақыл ретінде пайдалану үшін өнеркәсіптік ауқымда өндіріледі.
Secundilactobacillus. 
Грам–оң және каталаза–теріс таяқшалар. Көптеген штамдар 15°C температурада өседі, рН өсу диапазоны айтарлықтай өзгереді. Secundi Lactobacillus spp метаболикалық қасиеттері. гексозамен сарқылған тіршілік ету ортасына бейімделуге сәйкес келеді. Тұқымның көптеген штамдары фруктозаны маннитолға дейін қалпына келтірмейді, бұл Secundilactobacillus–ты Pauci Lactobacillus–тан басқа барлық гетероферментативті лактобактериялардан ажыратады. Бұл тұқымның өкілдері диолдарды диолгидратаза арқылы метаболиздейді және агматин–деиминаза жолына ие. Штаммдарда әдетте метаболизмге делдал болатын трансальдолазалар/ транскетолазаны кодтайтын гендер болады пентоз пируватқа. Secundi Lactobacillus spp өкілдері. олар еркін өмір салтын ұстанады және сүрлем, сыра, ликер пюресі және алма сидрін қоса алғанда, гексозасы таусылған мекендеу орындарынан екінші реттік ашыту өнімдерінен оқшауланған.
Levilactobacillus. Грам–оң және каталаза–теріс таяқшалар. Көптеген штамдар РН 4,0–7,0 диапазонында 15°C температурада өседі, қышқылдарға төзімді. Сүт қышқылды өндіріледі. Бұл тұқымның штаммдарында әдетте метаболизмге делдал болатын трансальдолаза/транскетолаза кодтайтын гендер болады. Еркін өмір сүреді және ашытылған немесе ашытылған көкөніс өнімдерінен оқшауланған, бірақ алкогольдік сусындардың бұзылуына әкелетін микроорганизмдер ретінде де кездеседі. Levi lactobacillus brevis тамақ пен жемде ашытқы ретінде қолданылады.
Fructilactobacillus. Грам–позитивті, каталаза–теріс және аэротолерантты таяқшалар.  Жәндіктермен байланысты басқа сүт қышқылды бактериялармен салыстырғанда, бұл тұқымның бактериялары аз мөлшерде көмірсуларды(мальтоза исахарозасы) ашытады.Бұл штамдардың көпшілігіқалаларқұрамында фруктоза бар және фруктозаны көміртегі көзі ретінде емес, электронды акцептор ретінде пайдаланады. Бұл тұқымның бірнеше түрі жәндіктердің ішек микробиотасының негізгі өкілдері болып табылады және жәндіктерден, гүлдерден және бүлінген немесе ашытылған тағамдардан оқшауланған.
Acetilactobacillus. Грам–оң және каталаза–теріс таяқшалар. Мезофилдер, тар температура диапазоны бар, қышқылға төзімді: оңтайлы рН = 4,0.  Қышқыл түзілуіне ықпал ететін көмірсулардың спектрі қант спирттері мен дисахаридтерді қамтитындығымен ерекше, бірақ гексасахаридтердің көпшілігін және барлық пентасахаридтерді жояды.  ерекше қажеттілігі және өсу үшін оңтайлы рН сірке қышқылы бактерияларымен экологиялық байланысты көрсетуі мүмкін. Субстраттың қойылатын ерекше талаптар және өсу үшін оңтайлы рН сірке қышқылды бактерияларымен экологиялық байланысты көрсетуі мүмкін. Тұқымның жалғыз өкілі астық сірке суы брагасынан оқшауланған.
Apilactobacilus. Грам–позитивті таяқшалар. Көптеген штамдар рН 3,0–ден төмен өседі. Тұқымның барлық штамдары фруктозаны маннитолға айналдырады және өте аз көмірсуларды, соның ішінде тозаң мен араға байланысты көмірсуларды, фруктозаны, глюкозаны және сахарозаны ашытады, бірақ мальтоза немесе пентозаны емес. Fructilactobacillus–пен салыстырғанда, Lactobacillus Api жәндіктермен байланысты өмір салтын жүргізеді және лактобактериялар мен жәндіктердің таралу орталығы ретінде қызмет ететін гүлдерде кездеседі. Fructilactobacillus–тен айырмашылығы, Apilactobacillus араларға, соның ішінде бал араларына бейімделген (A. apinorum, A. kunkeei) және жабайы аралар (A. timberlake, A. micheneri, A. quenuiae). Аралар мен аралардың ішектерінде ApiLactobacillus өзінің гомоферментативті қарындас тұқымымен байланысты Bambi Lactobacillus.
Тоқ ішектен басқа, микроорганизмдер асқазанда және аш ішекте де кездеседі, бірақ аз мөлшерде. Асқазанда төмен қышқылдық жағдайында өмір сүруге қабілетті лактобактериялар, стрептококктар мен саңырауқұлақтар бар [11]. 
Бактериялар микроколонияда жиналып, шырышты қабаттар мен тамақ кесектерін жабатын биофильм түзеді. Мұндай биофильмді пайдалы және зиянды заттарды тану, метаболиздеу, сіңіру және транслокациялау процестеріне қатысатын бастапқы құрылым ретінде қарастыруға болады. Қантты ашыту планктоникалық мәдениетке қарағанда биофильмдерде тиімдірек болады [12]. 
Метаболизм процесінде органикалық қышқылдар (негізінен сүт), пероксидтер, антибиотиктер және бактериоциндер шығарады. Бұл компоненттердің түзілуі лактобактериялардың антагонистік белсенділігінің критерийі ретінде қарастырылады, бұл олардың патогендік және шартты патогендік микрофлора өкілдеріне қарсы бактерияға қарсы әсерін қамтамасыз етеді [13]. 
Тоқ ішекте пробиотикалық бактериялар, сондай–ақ сахаролитикалық микробиоталар (бифидобактериялар, лактобактериялар, стрептококктар) адамның ас қорыту ферменттерінің әсерінен гидролизденбейтін және аш ішек арқылы сіңірілмейтін көмірсуларды, сондай–ақ азықлық талшықтарды сіңіреді. Нәтижесінде қысқа тізбекті май қышқылдары (сірке, пропион, май, сүт) пайда болады, олар қанға тез сіңеді және тоқ ішектің шырышты жасушалары үшін негізгі энергия көзі болып табылады. 
Тоқ ішектегі пробиотикалық бактериялардың бір немесе шектеулі санының өсуін және/немесе белсенділігін селективті ынталандыру арқылы хост ағзасына жағымды әсер ететін пребиотиктер мен сіңірілмейтін тағамдық ингредиенттер хосттың денсаулығын жақсартады. Күрделі көмірсулар негізінен бифидобактериялар мен сүт қышқылды бактерияларының көбеюін ынталандырады [14].
Пробиотикалық лактобактериялардың иесінің денесіне әсер етуінің жалпы механизмдері. Lactobacillus тұқымдас бактериялардың бейімделуі және олардың пробиотикалық қасиеттері. Пробиотикалық бактериялар келесі механизмдер арқылы қабылдаушы ағзаның денсаулығына пайдалы әсер етеді [15,16]:
– патогендік микроорганизмдерге қарсы антогонистік белсенділік және бактерияаралық өзара әрекеттесу арқылы микробтық гомеостазды қалпына келтіру;
– эпителий тосқауылының функцияларын күшейту;
– иммундық жауаптардың модуляциясы.
Осы үш негізгі функцияның күрделілігін ескере отырып, мұны түсінуге болады әртүрлі штамдар хост ағзасына әсер ету бірдей емес: лактобактериялардың белгілі бір штаммы үшін алынған нәтижелерді жалпылау мүмкін емес. Осылайша, лактобактерияларды молекулалық зерттеу барысында штаммға тән қасиеттерге мұқият назар аудару қажет.
Пробиотиктердің, атап айтқанда сүт қышқылы бактерияларының молекулалық биологиялық зерттеулері тірі қалуға, бейімделуге және колонияға хост түзілуіне ықпал ететін факторларды (бейімделу факторлары) және денсаулықты нығайтуға тікелей әсер ететін факторларды (пробиотик факторлары) анықтауға бағытталған. Жалпы, пробиотикалық сүт қышқылы бактериялары асқазан-ішек жолына қатысты зерттелді. 
"Адаптивті факторлар" пробиотиктердің әсеріне ықпал ететін, бірақ денсаулыққа міндетті түрде әсер етпейтін факторларды білдіреді. Кейде осы екі санат арасында нақты шекаралар қою қиын. Адаптивті факторларға стресске төзімділік, белсенді метаболизм, иесінің жағдайына бейімделу және ішектің шырышты қабығымен өзара әрекеттесу қабілеті жатады. Пробиотикалық факторларға пробиотиктердің әсер етуінің үш негізгі механизмі жатады:микробтық тепе–теңдікті сақтау, эпителийден қорғау және иммуномодуляция. Salmonella enterica serovar typhimurium және энтеропатогенді Escherichia coli сияқты асқазан–ішек жолдарының қоздырғыштарының тағаммен қажетсіз енуі мен пробиотиктерді мақсатты қабылдау арасында параллель жасауға болады. Микроорганизмдер асқазан-ішек жолдарының күрделі ортасында мекендейді, онда олар иесінің денесімен өзара әрекеттеседі. Патогендік және оппортунистік микробтар бұл өзара әрекеттесуді инвазия және патологияның дамуы сияқты агрессивті механизмдер арқылы жүзеге асырады. Оларға қарсы пробиотиктер денсаулыққа пайдалы әсер етеді, микроорганизмдердің өзіне де, иесіне де пайдалы. Патогендік бактериялардың вируленттілік факторлары мен пробиотикалық қасиеттері арасында ұқсастық жасауға болады: егер біріншісі ас қорыту жүйесінің әртүрлі ауруларының дамуына түрткі болса, екіншісі иесінің денесінде қолайлы штамдардың қосылуын қамтамасыз етеді. 
Сүт қышқылды бактерияларының жасушаларының асқазан–ішек жолдарымен өзара әрекеттесуі. Асқазан–ішек эпителийімен байланысты шырыш қабаты негізінен күрделі гликопротеидтерден тұратын гель матрицасы болып табылады, ол хостты зиянды антигендерден қорғауға тосқауыл ретінде әрекет етеді және люминальды қозғалғыштыққа ықпал етеді. Бұл қабат иесінің денесі мен бактериялар арасындағы алғашқы физикалық кедергі болып табылады. Сондықтан бұл шырышқа адгезия пробиотикалық организмдердің хост жасушаларымен әрекеттесуі және қандай да бір нақты жауап алу үшін қажет алғашқы қадам болып табылады. Адамның ішек жолында шырыш қабаты қалыңдығы 30–дан 300 мкм–ге дейін өзгеруі мүмкін, әдетте жіңішке ішектен тік ішекке дейін ұлғаяды, бірақ эпителий қабатымен тығыз байланысты шырыш қабатында сирек бактериялар болады [17].
Ішек қабатын құрайтын эпителий ұлпасы деп аталатын бағаналы жасушалардың әртүрлі түрлерінен тұрады. Бұл жасушалар гликопротеидтер, муциндер шығаратын бір жасушалы бездерден тұрады, олар тән тұтқыр серпімді қасиеттер береді.
Бөлінетін муциндер патогендерден, ферменттерден, токсиндерден, ластанудан және абразиядан қорғауға әкелетін шырыш қабатының құрылымдық негізін қамтамасыз ететін матрицаны қалыптастыру үшін полимерленеді. Бокал жасушалары шырыштың қорғаныш қабатын ұстап тұру үшін қалыпты физиологиялық жағдайда базальды деңгейде секреторлық муцин шығарады, ол қатал жарық ортасына ұшырайды және үнемі трансмиссиялық бөлшектермен және ішек қозғалғыштығымен бұзылады [18,19] .
Пробиотикалық төзімділік пен колонизацияға арналған клиникалық зерттеулердің көпшілігі пробиотикалық организмдер асқазан–ішек жолдарын үнемі колонизацияламайтынын және иелеріне енгізуді тоқтатқаннан кейін қысқа мерзімде ғана артықшылықтар беруді жалғастыратынын көрсетеді. Пробиотикалық организмдерді комменсалдармен салыстырғанда ішекте тұрақсыз ететіні туралы аз мәлімет бар. Сондықтан пробиотикалық микроорганизмдерді зерттеу кезінде олардың ішек эпителий жасушаларына қосылу қабілетіне әсер ететін факторларды ескеру қажет және мүмкіндігінше ұзақ сақталады [20].
Стерикалық және гидрофобты сияқты спецификалық емес физикалық өзара әрекеттесулер микроорганизмдердің асқазан-ішек эпителийіне бастапқы қосылуына ықпал етеді. Жасуша бетінің гидрофобтылығына байланысты пробиотикалық микроорганизмдер ішек бөліктерін тиімді колонизациялауға қабілетті [21]. 
Лактобактериялардың асқазан-ішек жолымен өзара әрекеттесуі шырышты адгезияға қатысатын қайталанатын құрылымдары бар үлкен беткі ақуыздардың көмегімен де жүзеге асырылуы мүмкін [22,23] және муцин олигосахаридтерімен өзара әрекеттесуде шешуші рөл атқарады. Шырышты қабатпен байланысатын көптеген ақуыздардың құрамында лектиндер сияқты басқа ұқсас белгілі ақуыздардың домендеріне гомологты аймақтар бар. 
Эндосимбиотикалық бактериялардағы лектин тәрізді адгезиндердің эволюциясы асқазан-ішек жолында кездесетін муциндер сияқты поливалентті субстраттардың болуына ықпал еткен болуы мүмкін. Лектиндердің көп валентті гликопротеидтерге жақындығы жеке көмірсулар қалдықтарына жақындығымен салыстырғанда 50–100 есе жоғары болуы мүмкін. Жақында шырышпен байланысатын бірқатар ақуыздар оқшауланды. Айта кету керек, олардың кейбіреулері лектинге ұқсас өзара әрекеттесуді көрсетеді және лактобактериялардың көптеген өкілдерінде асқазан-ішек жолдары арқылы өткеннен кейін белсенділікті сақтай алады.

1.2 Аквакультураға арналған азықтық қоспалар

Балық қоректену ғылымы акваөсіру индустриясының орасан өсуіне төтеп беру үшін кеңінен дамып келеді. Қазіргі кезде қолданылып жүрген жемдік құрамдар он жыл бұрын қолданылғандармен салыстырғанда күрделірек. Заманауи азықтық құрамдар тіршіліктің әр кезеңінде әр түрлі түрлердің максималды акваөсіру өндірісін қолдау мақсатында және ең аз шығынмен белгілі бір өсіру жағдайында әртүрлі ингредиенттер мен қосылыстардан тұрады. Жемдік құрамда қолданылатын ингредиенттердің көпшілігі тағамдық қажеттіліктерді қамтамасыз ету мақсатына қызмет етеді, ал жемдік қоспалар қоректік заттардың қажеттіліктеріне сәйкестендірілмейтін, оның ішінде өсірілген ағзаның әл–ауқатын, сапасын жақсарту үшін арнайы мақсаттар үшін азықға енгізілген қосылыстар болып табылады. соңғы өнім ретіндегі балық, жемнің физикалық–химиялық сипаттамасы. Сондықтан азық қоспалары «функционалды» деп аталады, өйткені олар азықдағы арнайы функцияларды орындауға арналған. Акваөсіруде қолданылатын функционалды жемдік қоспалардың алуан түрлілігі кең. Жемдік байланыстырғыштар, тұрақтандырғыштар, антиоксиданттар және микробқа қарсы агенттер балық жемінде азықтандыруға дейін азық немесе жем ингредиенттерінің тағамдық қасиеттерін сақтау үшін қолданылады. Азық күшейткіштері мен аттрактанттар (мысалы, бетаин, нуклеотидтер және т.б.) жемді қабылдауды және азықлардың дәмділігін арттыру үшін қолданылады; астаксантин және ксантофилдер сияқты бояғыштар соңғы өнімнің пигментациясына көмектеседі; ферменттер (мысалы, фитат, амилаза және т.б.) және органикалық қышқылдар (мысалы, бутирик) ас қорыту процесін жеңілдетіп, қоректік заттардың қолжетімділігін арттырады, бұл өсу өнімділігін арттырады. Азық қоспаларының тағы бір негізгі тобы пробиотиктер, пребиотиктер және фитогениктер сияқты иммунокүшейткіштер болып табылады. Бұл жемдік қоспалар тобы негізінен балықтың иммундық реакциясын немесе балық фермасының су сапасын жақсарту үшін қолданылады [24,25]. Сондықтан азықтық қоспалар акваөсірудегі заманауи жем құрамдарының құрамдас бөлігі болып табылады. Жемдік қоспалардың әлемдік нарығы осы кітаптың соңғы басылымынан бері айтарлықтай өсті. Азық қоспаларын зерттеушілер үздіксіз зерттеп, нарыққа енгізеді және коммерциялық жемдерге енгізеді.
Азықтандыру күшейткіштері және дәмді жақсартатын құралдар. Балықтардың мінез-құлық сипаттамалары, мысалы, тамақтану, көбею, көші–қон және т.б., қоршаған ортаға және су бағанындағы химиялық заттарға байланысты. Балықтар бірнеше органдармен қамтамасыз етілген және бұл ақпаратты алу және оны қажетті реакцияларды алу үшін миға беру стратегияларын әзірлейді. Иіс және дәм сезу – бұл балықтардың тамақтану тәртібінде маңызды рөл атқаратын екі негізгі хемосенсорлық жүйе [25].
Химиялық қосылыстар (мысалы, аминқышқылдары) немесе кейбір ингредиенттері осы негізгі жүйелер арқылы балықтың тамақтану тәртібін ынталандырып, Жем қабылдауды арттыруы мүмкін. Азықтандыру күшейткіштері мен хош иістендіргіштер – бұл жемді тұтынуды арттыру үшін жемде қолданылатын қосылыстар. Азық-түлікті тұтынудың жоғарылауы өсудің жоғарылауына, иммундық реакцияларға немесе көбею өнімділігіне әкелуі мүмкін [26].
Су түрлеріне арналған жемшөптің заманауи формулаларында құрама жемді дамытудағы басты проблемалардың бірі – азықтардың дәмдік тартымдылығы. Балық ұны, крилл ұны, асшаян ұны, еритін балық өнімдері, балдыр ұны, балық майы және әртүрлі ақуыз гидролизаттары сияқты теңізден шыққан жемдер су түрлеріне Жем ингредиенттері ретінде жоғары дәмімен танылады [26–28]. Дегенмен, осы өте дәмді теңіз ингредиенттерімен байланысты өсіп келе жатқан шығындар мен тұрақтылық мәселелері алмастырғыштардың дамуына айтарлықтай қысым жасады. Демек, өсімдік тектес кейбір ингредиенттер құрама жем формулаларында маңызды құрамдас бөліктерге айналды. Өсімдік өнімдері өте дәмді теңіз жемдерімен ауыстырылған кезде азықты қабылдау азаяды және бірнеше өсірілген түрлердің өнімділік реакциялары сәйкесінше төмендейді [29]. Ғалымдар балықтардың қоректену тәртібін ынталандыратын негізінен теңізден алынған ингредиенттерде болатын белсенді қосылыстарды іздестірді [30-31]. Сондықтан жемшөп күшейткіштерін немесе аттрактанттарды қосу жемді сіңіруге және сайып келгенде аквамәдениет түрлерінің өсуіне ықпал ету үшін міндетті болды. Дәмі мен тартымдылығын жақсартуға бағытталған әртүрлі жемшөптердің тиімділігі зерттелді, бірақ олардың аз бөлігі ғана құрама жем формулаларында танымал болды.
Табиғи олжа балықтың дәмдік рецепторларын жоғары ынталандыратын бос аминқышқылдарының едәуір мөлшерінен тұрады [32]. Мысалы, L–амин қышқылдарының қоспалары кемпірқосақ форельі [33], плаис [34] және қарапайым тұқы [35] үшін тиімді қоректену күшейткіштері болып табылады. Жақсы зерттелген аминқышқылды қоспалардың бірі, L–карнитин – мультифизиологиялық, биоактивті және ластанбайтын қоспа, балық пен шаянтәрізділердің өсуін жақсартатын және жемді жақсырақ түрлендіру арқылы күшті тартушы ретінде әрекет етеді [36] немесе жемді тұтынудың жоғарылауы. Сонымен қатар, липидті катаболизм кезінде L–карнитин орташа және ұзын тізбекті май қышқылдарын цитозолдан митохондрияға энергия өндіру үшін тасымалдау үшін қажет [37]. Оның энергия алмасуындағы шешуші рөлін ескере отырып, азықтық L–карнитиннің өсуді күшейтетін әсері көптеген балық түрлерінде сыналған. [38] белуга бекіре шабақтарының (Huso huso) өсу көрсеткіштері мен жемді кәдеге жаратуын зерттеді. Олардың нәтижелеріне сүйене отырып, бекіре тұқымдас балықтарды 300 мг Л–карнитин/кг азықпен тамақтандыру өсу көрсеткіштерін жақсартып, липидтердің ақуызды үнемдейтін әсерін ынталандыруы мүмкін. Сол сияқты, бірнеше зерттеулер 150–500 мг Л–карнитин/кг азық өсу көрсеткіштерінің жақсаруына әкелуі мүмкін екенін көрсетті. [30] кейбір бос аминқышқылдары ғана кейбір балық түрлерінде ынталандырушы әсер етеді және көптеген зерттеулер басқа балықтарда бұл аминқышқылдарының тежегіш әсерін көрсетті деген қорытындыға келді. Балықтардың әртүрлі күшейткіштерге жауап беруінде үлкен түраралық айырмашылықтар бар. Ладогон балығы глицинге сезімтал болды [40], бірақ кемпірқосақ форельі оған оң жауап бермеді [41]. Тилапия Зили балығы қышқыл амин қышқылдары мен лимон қышқылдына сезімтал болды, бірақ сілтілі және бейтарап амин қышқылдарына сезімтал болды [42]. Кейбір химиялық заттар кейбір балықтарды күшейткіштермен қоректендіреді, ал басқаларына кедергі жасайды. Мысалы, L–пролин және L–аланин қоңыр форель шабақтары үшін ынталандырушы болды [43], бірақ кемпірқосақ форельіне тосқауыл болды [41]. Гибель тұқымы (Carassius auratus) үшін ет және сүйек ұнының азықтағы бірнеше азықтандыру күшейткіштерін сынап көрді және барлық жем өнімдері, соның ішінде бетаин және кальмар сығындысы, тамақтануды ынталандыруға оң әсер етті [44]. Бетаин – глицині бар үш метил тобынан тұратын амин қышқылдының ерекше түрі және теңіз жануарлары мен бидай, шпинат және қант қызылшасы сияқты өсімдіктерде кездеседі [45]. Бұл зат көптеген балық түрлерінің дәмдік жүйесіне әсер етуі мүмкін. Тилапияда нөл пайыздық балық ұнының азықты қолданылған кезде бетаин өсу өнімділігін жақсартты, жемнің конверсиялық коэффициентін төмендетті, ішек бүршіктерінің ұзындығын және бокал жасушаларының санын көбейтті, қан параметрлерін жақсартты (мысалы, қызыл қан жасушалары, ақ қан жасушалары, жалпы протеин және глобулин) және инсулин тәрізді өсу факторы–1 генінің экспрессиясын жоғарылатты [46]. Бұл нәтижелер алдыңғы зерттеулерге ұқсас болды, бетаинді толықтыру жемді тұтынуды ынталандырады (Epinephelus fuscoguttatus) және қытай жұмсақ қабығы бар тасбақада т.б. өсу көрсеткіштерін жақсартады [47-48].
Керісінше, гибридті жолақты бас [49], еуропалық бас [50], африкалық сом [51], немесе тилапия [52] есептердегі бұл сәйкессіздіктер азықтың құрамынан басқа, L–карнитинді тағамдық қоспалардың өсуді ынталандыратын әсеріне түрлердің айырмашылықтары, даму кезеңдері және ұстау шарттары сияқты басқа факторлар әсер еткенін көрсетеді. Тек белгілі бір бос аминқышқылдары кейбір балық түрлеріне ынталандырушы әсер етеді деген қорытындыға келді және көптеген зерттеулер бұл аминқышқылдарының басқа балықтарға тежегіш әсерін көрсетті. Балықтардың әртүрлі күшейткіштерге реакцияларында үлкен түраралық айырмашылықтар бар. Тікенді балық (Lagodon rhomboids) глицинге сезімтал болды [53], бірақ кемпірқосақ форель оған оң жауап бермеді [41]. Tilapia zillii қышқыл аминқышқылдары мен лимон қышқылдына сезімтал болды, бірақ сілтілі және бейтарап аминқышқылдарына сезімтал болмады [54]. Кейбір химиялық заттар кейбір балықтар үшін күшейткіштер болып табылады, бірақ басқаларын тежейді. Мысалы, L–пролин мен L–аланин қоңыр форельді қуыру үшін күшейткіштер болды [55], бірақ кемпірқосақ форельін тежейді [41]. Өлім сазанына (carassius auratus) арналған ет және сүйек ұнынан жасалған азықта бірнеше азықтандыру күшейткіштерін сынап көрді және барлық жемдер, соның ішінде бетаин, гли, Л–Лис, Л–мет, Л–Фе және кальмар сығындысы тамақтануға оң ынталандырушы әсер ететінін анықтады [56]. Бетаин–глицині бар үш метил тобынан тұратын амин қышқылдының ерекше түрі және теңіз жануарлары мен бидай, шпинат және қант қызылшасы сияқты өсімдіктерде кездеседі [45]. Бұл зат көптеген балық түрлерінің дәмдік жүйесіне әсер етуі мүмкін. Тилапияда балық ұнының нөлдік азықтын қолданған кезде бетаин өсу қарқынын жақсартты, жемшөптің конверсия жылдамдығын (FCR) төмендетті, ішек виллаларының ұзындығы мен бокал жасушаларының санын көбейтті, қан көрсеткіштерін жақсартты (мысалы, қызыл қан жасушалары, лейкоциттер, жалпы ақуыз және глобулин) және инсулинге ұқсас өсу факторы генінің экспрессиясын арттырды [46]. Бұл нәтижелер бетаинді қосу жемді тұтынуды ынталандыратынын және кәмелетке толмаған басс (Epinephelus fuscoguttatus) және Қытай жұмсақ қанатты тасбақасының [48,49].
Нуклеотидтер – жануарлар ағзасында генетикалық ақпаратты кодтау және дешифрлау, жасуша сигналын беру және энергия алмасуы сияқты маңызды физиологиялық функцияларды атқаратын жемді ынталандыратын қоспалардың тағы бір белгілі тобы. Нуклеотидтер коферменттердің, жасушалық агонистердің және аллостериялық эффекторлардың компоненттері ретінде де белгілі [57-58]. Азықтандыру күшейткіштері ретінде қолданылатын ең тиімді нуклеотидтерге инозин, инозин–5'–монофосфат, 1–метилинозин және инозил–(3'–5')–инозин жатады. Бұл азық қоспалары бірнеше балық түрлерінде дәмді күшейткіш ретінде қолданылған. IMP (5'–инозин монофосфаты) және GMP (5'–гуано–син монофосфат) турбатта салмақтың өсуін, күнделікті жем қабылдауды, ішек протеазасының белсенділігін және жемнің сіңімділігін арттыратынын көрсетті [59]. Ашытқы сығындысын нуклеотидтер (4 г/кг азық) кәмелетке толмаған зәйтүн камбаласына (Paralichthys olivaceus) аз балық ұнынан тұратын азықта функционалды жемдік қоспа ретінде пайдаланды [60]. Бұл авторлар нуклеотидтердің өсуге, жемнің тиімділігіне, иммундық жауаптарға, ішек гистологиясына, ішек трипсинінің белсенділігіне, жылу соққысы ақуызының 70 генінің (Hsp70) экспрессиясына және патогендік бактериялармен сынақтан кейін жинақталған өмір сүру жылдамдығына пайдалы әсерлерін хабарлады. Азықтандыру күшейткіштері мен дәмдік жақсартқыштар түрлерге тән және қоспалар жемді тұтынуды арттыруда жалғыз қосылыстарға қарағанда тиімдірек болады [61]. Инозин, инозин 50–монофосфат, бетаин және диметилтетин турбат Scophthalmus maximus және Solea solea балықтары [62] үшін арнайы қоректену күшейткіштері екендігі көрсетілген. Дегенмен, жалпы алғанда, нуклеотидтер мен олардың туындыларын балықтардың өсуіне және иммундық реакцияларына оң әсер ететін дәмдік қасиеттерін жақсартатын тиімді құралдар ретінде қарастыруға болады.
Жемдік аттрактанттар бос аминқышқылдарымен, бетаинмен және нуклеотидтермен шектелмейді; шын мәнінде, дәмді жақсарту әсерлері үшін әртүрлі шығу тегі бар бірнеше қосылыстар енгізілген. Биогенді амин, кадаверин тұщы су асшаяндарының (Macrobrachium rosenbergii) рационында сыналған және қабылдау, бағдарлау, қозғалыс, келу және жұту сияқты әрекеттердің жауап беру уақытына оң әсер ететіні көрсетілген. Сондай–ақ, сол зерттеуде кадаверин нақты торлы фермада сыналған және жемді тұтынудың жоғарылауына әкелді [63]. Жемдік қоспалар ретінде пайдаланылатын қант қант пен балық түрлеріне байланысты ынталандырушы немесе тежегіш болуы мүмкін. Мысалы, сахароза, у–глюкоза, 13–фруктоза және 13–рибоза кемпірқосақ форельінде дәмді болуы мүмкін, бірақ теңіз балығында глюкоза мен мальтоза тиімді болмады. Басқа зерттеуде кальмар сығындысы Атлант албыртының қоректенуін және өсуін жақсартады [64]. Бұл зерттеуде кальмар сығындысы теңіз суына тасымалдау кезеңінде атлантикалық албырт балықтарын қоректендіретін күшейткіш ретінде әрекет етіп, бұл балыққа тәбетінің тезірек оралуына көмектесті. Дегенмен, осы уақытқа дейін балыққа арналған жем күшейткіштерімен жүргізілген зерттеулердің көпшілігі өсу сынақтарында ұзақ мерзімді зерттеулердің маңыздылығын елемей, қысқа мерзімді жем қабылдау деректеріне назар аударды. Ұзақ мерзімді зерттеулер жемшөпті стимуляциялаушы қоспаның практикалық өсіру операциясындағы әсерін жақсырақ сипаттай алады.
Антиоксиданттар. Молекулалық оттегі барлық аэробты организмдерде, соның ішінде балықтарда энергия өндірудің маңызды элементі болып табылады. Дегенмен, бұл маңызды қосылыс күшті тотықтырғыш болып табылады және қолайсыз температура, тұздылық және т.б. сияқты стресстік орта жағдайларының нәтижесінде тотығу стрессін тудыруы мүмкін. Тотығу стрессі негізінен реактивті оттегі түрлері (ROS) мен оттегі мөлшері арасындағы теңгерімсіздікке байланысты туындайды. ағзадағы антиоксиданттар. ROS табиғи түрде организмде метаболизм нәтижесінде пайда болады, бірақ олар денеде жиналса, липидтердің, ақуыздардың, нуклеотидтердің және мембраналардың тотығу зақымдалуына әкеледі [65–66]. Әртүрлі биомаркерлерді өлшеу ғалымдарға балықтардағы тотығу стрессінің деңгейін зерттеуге көмектесті. Бұл биомаркерлерге тиобарбитур қышқылдының реактивті заттары (TBARS), супероксид дисмутаза (SOD), глутатион пероксидаза (GPx), глутатион (GSH), каталаза (CAT) және глутатион S–трансфераза (GST) белсенділіктері кіреді, бірақ олармен шектелмейді. Көптеген авторлар витаминдердің (мысалы, С және Е дәрумендерінің), минералдардың (мысалы, мырыш және селен) және каротиноидтар, балдырлар ұнтағы, ашытқы сығындылары және өсімдік сығындылары сияқты жемдік қоспалардың осы параметрлерге және антиоксиданттық реакцияларға оң әсерін хабарлады. [67-69] инкапсулирленген натрий бутират (ESB), гамма–аминобутир қышқылды, селен–ашытқы, ашытқы сығындысы нуклеотидтері, юкка ұны, ән тобының биотасы және протеаза ферментін қоса алғанда, жеті түрлі азық қоспаларының әсерін зерттеді. зәйтүн камбаласының SOD белсенділігі. Олардың нәтижелері барлық дерлік азықтық қоспалар — азық топтары үшін жоғары супероксид дитутаз (SOD) белсенділігін көрсетті; тек ашытқы сығындысы нуклеотидтер бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай айырмашылықтарға әкелді. SOD супероксид анионының қалыпты оттегі молекуласы мен сутегі асқын тотығына дисмутациялануын катализдеуге жауапты маңызды фермент [70]. Басқа зерттеулер де нуклеотидтердің антиоксиданттық механизмдерге оң әсерін хабарлады. Азықтық нуклеотидтер NF–E2 байланысты фактор 2 (AV2) және рапамицин (TOR) сигналының мақсатымен реттелетін антиоксиданттық қабілетті арттыру арқылы тотығуды тежей алатынын хабарлады. Эллаг қышқылды – жемістер мен жидектерден алынатын табиғи антиоксидантты жем қоспасы және полифенолды қосылыс. Кемпірқосақ албыртының рационына 100 мг/кг эллаг қышқылдын қосу антиоксиданттық қабілетін арттырды, нәтижесінде иммундық жауаптар мен ауруларға төзімділік жақсарды [71]. Сондай–ақ, астаксантин екі асимметриялық көміртегі бар каротиноид болып табылады және жоғары антиоксиданттық белсенділікке байланысты супер Е дәрумені ретінде белгілі. Бұл азық қоспасы негізінен табиғи пигментті агент ретінде белгілі және микробалдырлар мен ашытқылардан жасалуы мүмкін және балықты қоса алғанда, бірнеше организмдерде антиоксиданттық қорғанысты күшейтетіні көрсетілген [72].
Полиқанықпаған май қышқылдарының жоғары деңгейі бар теңіз ингредиенттері балық жемдерінің негізгі құрамдас бөлігі болып табылады және липидтердің тотығуына бейім. Балық жеміндегі осы теңіз ингредиенттерінің тотығуы ықтимал улы болып табылатын қайталама қосылыстардың пайда болуына байланысты жағымсыз иіспен және/немесе дәммен қоректік сапаның нашарлауына әкеледі [73]. Бұл липидтердің тотығу өнімдеріне альдегидтер мен кетондар, сондай–ақ бос радикалдар кіреді, содан кейін азықтағы антиоксиданттық қоректік заттарға (мысалы, каротиноидтар, С және Е витаминдері) сұраныс артады. Азықта тотыққан липидті өнімдердің болуы балыққа тікелей әсер етуі және/немесе антиоксиданттық витаминдердің тиімділігін күшейтуі мүмкін, нәтижесінде бауыр дегенерациясы, көкбауырдың бұзылуы және анемия сияқты патологиялық жағдайлар туындауы мүмкін [74]. Сонымен қатар, липидтердің аутоксидтенуі мұздатылған теңіз өнімдерінің сапасы мен жарамдылық мерзіміне тікелей әсер етеді. Әртүрлі өнімдерді сақтау сапасын жақсартуға өңдеуге дейін, өңдеу кезінде немесе өңдеуден кейін енгізілуі мүмкін процедуралар арқылы қол жеткізуге болады. Өңдеу алдында өнімнің тұрақтылығын жақсартудың бір жолы азықтық манипуляция болып табылады. Өнім тұрақтылығының жоғарылауына құс еті [75-77], кемпірқосақ форель [78] және қызыл түсті қоса алғанда, әртүрлі түрлермен қол жеткізілді. теңіз балдыры [79], жоғары тағамдық қоспалар арқылы табиғи антиоксидант Е дәруменінің тіндік концентрациясын арттыру арқылы [80]. Сондықтан жемді сақтау және оның соңғы балық өнімінің сапасына әсерін болдырмау үшін азықтық антиоксиданттармен толықтыру қажет. Тотығудан дұрыс қорғауды қамтамасыз ету үшін әдетте майларға немесе толық азықтарға этоксикин, бутилденген гидроксиланизол (BHA), бутилденген гидрокситолун (BHT) және пропил галлат (PG) сияқты әртүрлі синтетикалық антиоксиданттар қосылады. Е дәрумені (токоферолдар), С дәрумені және селен (Se) сияқты микроэлементтер де липидтердің тотығуына қарсы күшті антиоксиданттық белсенділікке ие екендігі хабарланды. Сонымен қатар, токоферолдар сияқты табиғи антиоксиданттардың өндірістік шығындарының жоғарылауы және тиімділігінің төмендеуі тұтынушылардың тағамдық қоспалардың қауіпсіздігіне қатысты санасының артуымен бірге тағамдық антиоксиданттардың балама табиғи (және, мүмкін қауіпсіз) көздерін анықтау қажеттілігін тудырды. [81–83]. Синтетикалық антиоксиданттарды табиғи антиоксиданттармен алмастыру тамақ жүйелеріндегі майда да, суда да (эмульсиялар үшін қызықты) ерігіштік сияқты денсаулыққа және функционалдылыққа қатысты артықшылықтарға ие болуы мүмкін. Әртүрлі шөптердің (көкөністер/жемістер) күшті антиоксиданттық белсенділігі бар екені хабарланды, бұл аквамәдениеттегі синтетикалық антиоксиданттарға перспективалы және үнемді балама болуы мүмкін. Табиғи өнімдерден алынған қауіпсіз азықтық антиоксиданттардың тиімділігін және олардың жемдерде практикалық қолданылуын бағалау үшін қосымша зерттеулер қажет.
Бояу/пигментациялау құралдары. Өсірілген жануарлардың түсі мен сыртқы түрі тұтынушылардың қабылдауына және нарықтық бағасына әсер ететін маңызды критерий болып табылады. Өсірілген балық немесе асшаянның ет түсі мен сыртқы түрі жабайы немесе ауланған балықтарға ұқсас болуы керек. Каротиноидтар су жануарларының түсіне жауап беретін ең маңызды заттар болып табылады. Балықтар мен асшаяндар етінің, терісінің және жұмыртқасының пигментациясын жасау үшін оттегі бар каротиноидтарды (ксантофилдер) пайдаланады [84]. Балықтарда каротиноидтарды синтездеу қабілеті жоқ; сондықтан тұтынушы қалаған балық түсін беру үшін каротиноидтар азық арқылы қамтамасыз етілуі керек. Балықта жиі кездесетін каротиноидтарға тунаксантин (сары), лютеин (жасыл–сары), бета–каротин (қызғылт сары), альфа/бета–дорадексантиндер (сары), зеаксантин (сары–қызғылт сары), кантаксантин (қызғылт сары–қызыл), астаксантин жатады. (қызыл), эхиненон (қызыл) және тараксантин (сары) [85]. Каротиноидтардың маңызды рөл атқаратыны, А дәруменінің прекурсорлары ретінде қызмет ететіні, антиоксиданттық және синглетті оттегін сөндіретін қабілеттері бар, балық түрлері арасындағы мінез–құлық байланысына көмектесетіні (мысалы, еркектер мен әйелдердің жұп таңдауы үшін бәсекелестік) және жалпы алғанда күшейтетіні туралы хабарланған. әртүрлі балықтар мен шаян тәрізділердің өсуі [86,87], көбеюі және иммундық реакциясы. Аналық қоралардың азықтарына каротиноидтарды қосу пісіп–жетілу кезеңінің қысқаруына, жұмыртқа санының артуына, жұмыртқалардың инкубациялық қабілетінің жоғарылауына және шаянтәрізділерде дернәсілдердің өмір сүруінің артуына әкелді [88,89].
Әртүрлі каротиноидтардың ішінде астаксантин албырты және шаян тәрізділерде пигментация үшін ең маңызды және ең тиімді болып табылады. Алайда, албырт тұқымдасында екі оксикаротеноид – астаксантин (3,30–дигидрокси–4–40–дикето–В–каротин) және кантаксантин (4–40–дикето–б–каротин) – қызыл оксидтерге жауапты екені хабарланды. еттің, терінің және желбезектердің сарғыш түсі. Теңіз ортасында астаксантин қоректік тізбекте, микробалдырларда немесе фитопланктондарда бастапқы өндіріс деңгейінде биосинтезденеді. Микробалдырларды зоопланктондар, жәндіктер немесе шаян тәрізділер жейді, олар астаксантинді жинақтайды және өз кезегінде жұтылады [90]. Дегенмен, бұл көздерде астаксантиннің өте төмен концентрациясы бар екендігі хабарланған, майдағы 0,15%–дан ашытқы Phaffia sp. 0,40%–ға дейін. [91]. Астаксантиннің коммерциялық өндірісі табиғи және синтетикалық көздерден келеді. Нарықтағы астаксантин өнімдерінің көпшілігі синтетикалық жолмен өндірілген көздерден алынған. Дегенмен, кейбір брендтер астаксантинді жоғары мөлшерде шығаратын микробалдырларды жинайды. Астаксантиннің табиғи түрінің негізгі артықшылықтарының бірі оның тұрақтылығы болып табылады. Эфирленген түрдегі табиғи астаксантин бос түрдегі синтетикаға ұқсамайды [92]. Табиғи астаксантиннің тұрақты эфирденген түрлерінің сақтау мерзімі ұзағырақ және тотығудың алдын алу қабілеті бар. Табиғи астаксантинді микробалдырлардан (Haematococcus plu¬vialis) немесе ашытқыдан [93] алу арқылы да өндіруге болады. Акваөсіру жағдайында синтетикалық астаксантин негізінен тұтынушылар қалаған ет түсін беру үшін қолданылады. Синтетикалық кантаксантин албырт өнімдерін пигментациялау үшін де қолданылған [94,95]. Phaffia rhodozyma қызыл ашытқысы астаксантиннің табиғи көзі болып табылады [96], сондай–ақ гематококк балдырлары [97], оны етге қажетті түс беру үшін балық рационына қосуға болады, тері және фин. Белгілі бір түрге арналған пигменттің ұсынылатын оңтайлы азықтық деңгейі азықтың нақты құрамына және тәжірибелік жағдайға байланысты. Тұтастай алғанда, Атлант албыртының қалаған пигментациясы үшін астаксантиннің оңтайлы деңгейі 50–60 мг/кг азық болып табылады [98]. Шаянтәрізділер дернәсілдері үшін 230 мг/100 г азықның пигментация беретіні хабарланды, бұл тірі Anemia nauplii азықсына ұқсас [99].
Сонымен қатар, азықлық каротиноидтар сәндік балықтардың терісінің түсін және нарықтық құнын жақсартады. Дегенмен, алтын балықтың лютеинді метаболизмге қабілеттілігі жоқ және В–каротинді астаксантинге айналдыру мүмкіндігі шектеулі. [100] айтуынша, кантаксантин немесе астаксантин балық үшін витамин ретінде қарастырылуы керек және жануардың әл–ауқатын қамтамасыз ету үшін барлық балық азықларында кантаксантин немесе астаксантин мөлшері 10 мг/кг–нан жоғары құрғақ жем болуы керек. Сонымен қатар, азықлық липидтердің пигментацияға терең әсер ететіні туралы хабарланған. Табиғи, сондай–ақ синтетикалық астаксантиннің көпшілігін албырт балығын өсіру өнеркәсібі тұтынатын шығар. Синтетикалық каротиноидтар қымбат, албырт аквакультурасының жалпы жем құнының 15–20 %–ын немесе Атлант албыртының жалпы өндіріс құнының 6–8%–ын құрайды [101].
Микробқа қарсы заттар. Микробқа қарсы қосылыстар мәдени жануарларда микробтардың өсуін бақылау, алдын алу немесе баяулату үшін жемде, сондай–ақ жемнің өзінде қолданылады. Құрама жемнің ингредиенттері тығыз қоректік болғандықтан, дұрыс сақталмаған жағдайда микроорганизмдердің бірнеше түрлерінің көбеюі үшін тамаша субстраттар болып табылады. Бұл микроорганизмдер, соның ішінде ашытқылар, бактериялар және саңырауқұлақтар, тағамның ылғалдылығы 12% немесе одан жоғары болған кезде бөлме температурасында (22–25°C) тез өсе алады. Сондықтан ингредиенттерді және дайындалған жемдерді дұрыс сақтау және микробқа қарсы агенттерді қосу, әсіресе дымқыл және жартылай ылғалды балық жемдері үшін өте маңызды. Антибиотиктерді, саңырауқұлақтарға қарсы және паразиттерге қарсы агенттерді қоса алғанда, микробқа қарсы агенттердің кең ауқымы акваөсіруде дәрілік азықтық құрамдар үшін қолданылған. Дәрілік жемдер акваөсіруде ауруды бақылау немесе алдын алу үшін инъекциялық және ванналық емдеумен салыстырғанда тиімдірек және қауіпсіз әдістер ретінде қабылданды. Микробқа қарсы агенттер мен дәрілік жемге деген қызығушылық акваөсіру қарқынды дамып келе жатқан жағдайда айтарлықтай өсті. Окситетрациклин, амоксициллин, оксолин қышқылды, сульфадиметоксин және флорофеникол сияқты коммерциялық антибиотиктер жемде және балықта микроорганизмдердің кеңеюіне жол бермеу және өсірілген организмдердің тез өсуіне мүмкіндік беру үшін жемде қолданылған [102]. Дегенмен, антибиотиктерді шамадан тыс қолдану антибиотиктерге төзімді микроорганизмдердің өсуіне әкелуі мүмкін, бұл су ағзалары мен адамның денсаулығына қатысты мәселелерге әкелуі мүмкін. Рецептсіз антибиотиктерге бірнеше елдерде тыйым салынған, ал олар әлі де көптеген басқа дамушы елдерде рецептсіз қолданылуда.
Антибиотиксіз ортада балықты өсіру өте маңызды, өйткені көптеген елдерде антибиотиктермен және химиялық заттармен өңделген теңіз өнімдерін әкелуге тыйым салынған. Тиісінше, қауіпсіз және табиғи азықлық қоспаларды табу үшін ауқымды зерттеулер жүргізілді. Иммунокүшейткіштер келесі қосалқы тарауда талқыланады; мұнда тек табиғи микробқа қарсы жемдік қоспалар талқыланады. Құрамында фенолдық қосылыстары бар өсімдіктерден алынған табиғи препараттар микробқа қарсы белсенділік көрсетеді [103,104]. Көптеген эфир майлары мен өсімдіктердің сығындылары әртүрлі тағамдық микроорганизмдерге қарсы микробқа қарсы қасиеттері үшін сыналған [105]. Теңіз губкалары кеңінен зерттелген және бактерияға қарсы, зеңге қарсы, вирусқа қарсы, ісікке қарсы, цитотоксикалық, қабынуға қарсы және т.б. сипаттамаларға ие метаболиттерді өндіруде жоғары табысты екендігі көрсетілген. Сонымен қатар, жөке сығындыларының бактерияға қарсы белсенділігі балық қоздырғыштарына қарсы зерттелген [106,107]. Теңіз балдырларының сығындылары жемде профилактикалық немесе емдік агенттер ретінде ұсынылған. Теңіз балдырларының әртүрлі топтары, әсіресе қызыл (Asparagopsis spp.) және қоңыр теңіз балдырларының (Sargassum spp.) микробқа қарсы агенттері ретінде маңызды потенциалды көрсетеді. Бұл теңіз балдырларының органикалық еріткіштері бар сығындылары және жемге қосылуы жем және өсірілген жануарларда бактериялар мен саңырауқұлақтардың өсуін болдырмаудың тиімді әдісі болып табылады [108]. Дегенмен, бұл табиғи микробқа қарсы қосылыстардың балық жеміндегі тиімділігі, әсіресе коммерциялық деңгейде, зерттеу үшін маңызды ашық аймақ болып қала береді. Біздің білуімізше, бұл тұрғыда балық диетологтары мен өсімдік сарапшылары арасында кешенді көзқарас жоқ; коммерциялық жемдерде осы табиғи қосылыстардың тиімділігін бағалау үшін болашақ зерттеулерге кепілдік беріледі.
Ингредиенттер мен дайындалған жемдердің үлкен бұзылуы және үлкен зақымдануы саңырауқұлақтардан туындайтыны хабарланды. Микотоксиндер – саңырауқұлақтар шығаратын, тағамдық профильдерді өзгертетін және жағымсыз дәм мен иіс тудыратын өте уытты және канцерогенді метаболиттер. Заманауи жем құрамдары төменгі теңіз ингредиенттерінен тұрады және негізінен өсімдік ингредиенттеріне негізделген. Бұл өсімдік ингредиенттерінің саңырауқұлақтардың өсуіне жоғары сезімталдығына байланысты жемдік микотоксиндердің пайда болу мүмкіндігін арттыруы мүмкін. Микотоксинмен ластанған жем өсірілетін ағзалардың өсуі мен денсаулық жағдайын төмендетеді, бұл фермаларда ауыр экономикалық шығындарға әкеледі [109]. Афлатоксин – форель өсіретін зауыттарда афлатоксикоз індетін тудыратыны хабарланған ең көне микотоксиндердің бірі [110]. Афлатоксиндер негізінен Aspergillus nomius, A. parasitcus және A. flavus саңырауқұлақ түрлерінен түзілетін әртүрлі улы қосылыстардан тұрады. Циклопиазон қышқылды – бұл саңырауқұлақтар тобы шығаратын тағы бір микотоксин, иммундық жүйенің бұзылуына әкеліп соғады, бұл салмақ жоғалтуға және нашар FCR–ге әкелуі мүмкін [111]. Азықтар мен өсірілетін жануарлардың микотоксинмен ластануын болдырмаудың бірнеше стратегиялары бар. Бұл стратегиялар ішінара жем ингредиенттерін таңдауға, жемді өндіруге және ингредиенттерді де, соңғы жемді де сақтауға қатысты. Азық қоспаларын қолдану микотоксинмен ластануды болдырмаудың тағы бір кең таралған әдісі болып табылады. Микотоксинді байланыстырғыштар – микотоксинді сіңіруді азайту мақсатында азықға енгізілген жемдік қоспалардың жиі қолданылатын тобы. Гидратацияланған натрий кальций алюминосиликаттары (HSCAS) афлатоксинді сіңіретін балшық және осы токсиндерді байланыстыратын және ішектің сіңуін тежейтін жемдік қоспа болып табылады [112]. Цеолиттер, алюминий тотығы, силикаттар және филлосиликаттар сияқты абсорбенттердің басқа топтары афлатоксиндерді байланыстырудағы тиімділігі үшін салыстырылды, бірақ HSCAS ең тиімді деп табылды [113]. Цеолит, микрокеуекті кристалды гидратталған алюмосиликаттар акваөсіруде микотоксинді байланыстыратын жем қоспасы ретінде жиі қолданылады. Бұл алюминосиликат тор тәрізді құрылымға және теріс зарядқа байланысты афлатоксин B1, ауыр металдар мен дихлорбензолды адсорбциялай алады және ұстай алады [114]. Бентонит – микотоксиндердің улы әсерін сіңіріп, жеңілдететін тамаша ион алмастырғыш қасиеттері бар вулкандық күлден алынған тағы бір микотоксин байланыстырушы және табиғи минерал. Nile tilapia рационында 5 немесе 10 г/кг бентонит ұнтағы қоспасын енгізу Bt афлатоксинінен қорғауға әкелді [115]. Бұл байланыстырғыштардың тиімділігі олардың әсер ету механизміне (мысалы, химиялық немесе физикалық), бағытталған микотоксиннің түріне (мысалы, HSCAS көбінесе афлатоксинмен тиімді) және байланыстырғыштың ішектің әртүрлі рН деңгейлеріне төзімділігіне байланысты. . Бұл кластағы жем қоспаларын әртүрлі параметрлерге байланысты жемге 1–10 г/кг қосуға болады [116]. Микотоксинді байланыстыратын азықтық қоспалардың тиімділігі, қосылу деңгейі және әсер ету механизмдері туралы көбірек зерттеулер қажет.
Органикалық қышқылдар. Органикалық қышқылдар қысқа тізбекті май қышқылдары (С1—С7), ұшпа май қышқылдары немесе жалпы құрылымы R—COOH болатын құмырсқа, лимон, бензой және сүт қышқылдары сияқты әлсіз карбон қышқылдары. Органикалық қышқылдардың қышқылдығы, сондай–ақ қышқылдандырғыштар ретінде белгілі, карбоксил тобымен байланысты және R бір валентті ойдан шығарылған топ болып табылады. Кейбір органикалық қышқылдарды жануарлардың ішектерінде көмірсулардың ашытуы арқылы әртүрлі бактериялар түзе алады; басқалары, әсіресе қысқа тізбектілері, табиғи түрде өсімдік немесе жануарлар ұлпаларында болады. Бұл қышқылдандырғыштар әдетте жемді сақтау, асқазан–ішек жолдарын жақсарту, иммундық жауап беру, жемді пайдалану өнімділігі және өсуді ынталандыру сияқты мақсаттарда мал азықларында функционалды жемдік қоспалар ретінде қолданылады [117]. Мал азығында қолданылатын органикалық қышқылдар синтетикалық жолмен өндіріледі және кальциймен, натриймен немесе калиймен біріктіріліп, бір немесе қос тұздарға айналуы мүмкін. Бұл әлсіз қышқыл заттар  [118] бойынша GRAS (жалпы қауіпсіз деп саналады) санатына жатады. Коммерциялық қол жетімді органикалық қышқылдар әртүрлі формада және молекулалық салмақта келеді, сондықтан оларды азықға қосудың әртүрлі стратегиялары бар. Құмырсқа, сірке, сүт, пропион және бутирик сияқты сұйық органикалық қышқылдарды жемге шашуға болады. Сорбин, лимон, фумар және алма сияқты қатты органикалық қышқылдарды тікелей немесе арнайы қоспалармен қосуға болады [119].
Органикалық қышқылдар микробқа қарсы қасиеттеріне, сондай–ақ өсуді, қоректік заттарды пайдалануды және ауруға төзімділікті арттыру қабілетіне байланысты жердегі мал азықтарында азық–түлік консерванттары ретінде кеңінен қолданылады [120-122]. Сорбин, бензой, пропион және сірке қышқылды сияқты органикалық қышқылдарды немесе олардың калий сорбаты, кальций пропионаты және натрий бензоаты сияқты тұздарын жеке немесе аралас пайдалану жемде саңырауқұлақ ингибиторлары ретінде әдетте қолданылады. Балықтың ас қорыту ферменттерінің белсенділігін органикалық қышқылдар асқазан мен ішектің рН деңгейін төмендету арқылы жақсартуға болады. Су жануарларының ішек жолдарында органикалық қышқылдар жасуша қабырғасы арқылы еніп, цитоплазмадағы протондарды бөліп шығару арқылы бактериялардың (әсіресе грамтеріс бактериялардың) өсуін тежейді. Осылайша, бактериялар жасушаішілік рН тепе–теңдігін сақтау үшін протондарды шығару үшін көп мөлшерде АТФ тұтынады, осылайша жасушалық энергия таусылады және кейіннен өлімге әкеледі [123]. Органикалық қышқылдар мен олардың тұздары қоректік жолдарға да үлес қоса алады; олар лимон қышқылдының циклінде немесе карбон қышқылдының циклінде ATP генерациясы сияқты энергия генерациясының бірнеше метаболикалық жолдарының құрамдас бөліктері болып табылады [124]. Органикалық қышқылдардың энергиялық мөлшері зат алмасуда толығымен жұмсалатындықтан, оны азық коэффициенттері үшін энергия есептеулерінде ескеру керек. Мысалы, пропион қышқылдының құрамында 4968 ккал/кг бар, бұл бидай беретін энергиядан бес есе көп [125].
Балық пен шаяндағы органикалық қышқылдардың әсері мен әсер ету механизмін бағалау үшін көптеген зерттеулер жүргізілді (2–кесте). Жемдегі ең көп зерттелген органикалық қышқылдардың бірі – лимон қышқылды және оның тұздары, олар өсу өнімділігіне, жемді пайдалануға, өнімділікке және минералдылыққа (әсіресе фосфор) оң әсер етеді. Кәмелетке толмаған қызыл барабандағы (Sciaenops ocellatus) 15 г/кг азықлық лимон қышқылдының әсерін 8 апталық азықтандыру сынамасында зерттеді және нәтижелер лимон қышқылдының пепсин сияқты ас қорыту ферменттерінің белсенділігімен бірге балықтың өсуін арттыратынын көрсетті [126]. трипсин, липаза, лейцин–аминопептидаза және фосфатазалар. Бұл авторлар сондай–ақ азықға органикалық қышқылдар енгізілген кезде аз жем және ас қорыту жолдарының рН төмен екенін хабарлады. Қызыл теңіз балғасына (Pagrus major) басқа зерттеуде 10 г/кг лимон қышқылды салмақтың өсуін, FCR мен фосфордың сақталуын жақсартты, сонымен бірге фосфордың бөлінуін айтарлықтай төмендетеді [127]. Бұл авторлар органикалық қышқылдардың аралық метаболизм заттары болып табылатынын және ақуызды, энергияны немесе минералды сіңіруді жақсартуға ықпал ететінін көрсетті. Лимон қышқылды бейорганикалық фосфордың теріс әсерін азайтады, сондықтан экологиялық таза азықларды дамытуға көмектесе алады. Төмен балық ұнынан тұратын азықда 10 г/кг лимон қышқылдымен қоректенген форель (Oncorhynchus mykiss) өсу мен фосфорды сіңіру қабілетінің жақсарғанын көрсетті [128]. Төмен балық ұны бар азықларда лимон қышқылдын қосу фосфордың сақталуын жоғарылатуы мүмкін және қосымша фосфор қоспасы қажет болмауы мүмкін деген болжам айтылды. Бұл лимон қышқылдының рациондағы шамадан тыс фосфордан туындаған қоршаған ортаның ластануының және соңында қалдықтардың әсерін азайтудағы маңыздылығын көрсетеді. Лимон қышқылдының оң әсері ақ аяқ асшаяндары (Litopenaeus vannamei) сияқты шаян тәрізділерде де 45 күндік азықтандыру сынағы кезінде әртүрлі азықлық деңгейлерді (0, 1, 2, 3, 4 және 5 г/кг) салыстыру арқылы көрсетілді. Нәтижелер 2–3 г/кг лимон қышқылды қан сарысуындағы фенолоксидаза, SOD және лизоциммен бірге ішек протеазасының белсенділігін арттырды, бұл өсу мен патогенді Vibrio alginolyticus–ке қарсы жинақталған өмір сүруді жақсартты.
Құмырсқа қышқылды – акваөсіруде жақсы зерттелген тағы бір органикалық қышқыл [129].

Кесте 1 – Органикалық қышқылдар және олардың тұздары жемде функционалды жем қоспалары ретінде қолданылады
	Жем қоспасы
	Доза
	Балық түрлері
	Жауаптар
	Сілтемелер

	Лимон қышқылды
	15
	Қызыл дөңес балық
	Өсу және ас қорыту ферменттерінің белсенділігі
	[130]

	Лимон қышқылды
	10
	Қызыл теңіз табан балығы
	Өсу және фосфордың сақталуы
	[131]

	Лимон қышқылды
	10
	Микижа
	Өсу, күл құрамы, минералды құрамы, фосфордың сіңуі
	[132]

	Лимон қышқылды
	2–3
	Ақ асшаяндар
	Өсу, иммундық реакциялар және ауруға төзімділік
	[133]

	Құмырсқа қышқылды
	3
	Ақ жұмыртқа асшаяндары
	Иммундық реакциялар, ішек бактерияларының саны және ауруға төзімділік
	[134]

	Натрий диформаты
	5
	Микижа
	Қоректік заттардың сіңімділігі және азықлардың физикалық сапасы
	[135]

	Натрий диформаты
	5
	Азия теңіз алабұғасы
	Өсу, жемге әсер ететін ke, иммундық реакциялар, ас қорыту ферменттерінің белсенділігі және бактериялардың жалпы саны
	[136]

	Бутир қышқылды
	10
	Теңіз алабұғасы
	Ішектің қабынуы
	[137]

	Натрий бутираты
	4
	Камбала
	Иммунитетке байланысты гендердің экспрессиясы
	[138]

	Натрий бутираты
	20
	Ақ аяқты асшаяндар
	Өсу, ақуыз тиімділігінің коэффициенті және ішек бактерияларының саны
	[139]

	Сірке қышқылды
	50
	Микижа
	Асқорыту трактінің Рн, фосфордың сіңімділігі және геннің экспрессиясы
	[140]

	Натрий пропионаты
	5
	Сары жүзді теңіз суы
	Өсу, жемді конверсиялау, қандағы гемоглобин және плазмадағы жалпы ақуыз
	[141]



Бұл зерттеуде (90 күн) 3 г/кг құмырсқа қышқылды нәтижесінде төменгі ішекте жалпы бактериялар мен Vibrio spp. пайда болды. сынақ сынағында Вибрио парахемоли–тик ауруына қарсы көрсеткіштер мен жоғары кумулятивті өмір сүру көрсеткіштері. Натрий диформаты–құмырсқа қышқылдының тұзы және құс, шошқа және аквамәдениет салаларында белгілі қышқылдандырғыш. Кемпірқосақ албыртының рационына 10,6 г/кг натрий диформатының қосылуы негізгі қоректік заттар мен аминқышқылдарының сіңімділігін арттыра отырып, жемнің кеңею коэффициентін, беріктігін және су тұрақтылығын арттырды [142]. Азиялық теңіз бассейніне (Lates calcarifer) жүргізілген тағы бір зерттеуде 5 г/кг натрий диформаты өсуді, жемді тұтынуды, химотрипсин белсенділігін және сарысу лизоцимін арттырды, сонымен бірге ішекте өміршең бактериялардың жалпы санын азайтты [143]. Балық пен асшаяндардың қоректенуіндегі органикалық қышқылдардың әртүрлі түрлері мен олардың тұздары арасындағы тиімділік пен әсер ету механизмінде көрінетін ұқсастық бар. Дегенмен, жалпы алғанда, жемдегі органикалық қышқылдардың әртүрлі түрлерінің пайдалы әсері балық түрлеріне, мөлшеріне, жасына және т.б. байланысты өзгереді., жем құрамынан басқа (әсіресе балық ұнының деңгейі), дақылдың жай–күйі және судың сапасы [144]. 
Бутир қышқылды – жануарлардың ішектерінде пайда болуы мүмкін бактериялардың көмірсулармен ашытуының туындысы. Натрий бутираты (C4H7O2Na) – натриймен хелатталғаннан кейін бутир қышқылдының тұзы. Бұл қосылыс аквамәдениетте кеңінен қолданылатын мал рационында қолданылатын перспективалы жем қоспасы болып табылады [145]. Натрий бутиратын (4 г/кг) аз балық ұны мен аз балық майы азықсында алтын жалатылған (Sparus aurata) үшін қолданды және азықны молекулалық деңгейде бағалады. Нәтижелер лимфоциттер мен гранулоциттердің, сондай–ақ шырышты өндіруге, антиоксиданттардан қорғауға және эпителий өткізгіштігіне қатысатын гендердің жоғары болуымен қабыну маркерлерінің реттелуін көрсетті. Сонымен қатар, бұл авторлар натрий бутираты балық ұны/балық майы аз азықлардың зиянды әсерін жақсарту немесе қалпына келтіру үшін әлеуетті жем қоспасы екенін анықтады. Балық ұны аз басқа зерттеуде ESB камбала үшін 8 апталық азықтандыру жолында 4 г/кг үшін пайдаланылды. Салмақтың өсуіне, нақты өсу қарқынына және қан көрсеткіштеріне елеусіз әсер еткен жоқ, бірақ жемнің тиімділігі мен ақуыздың тиімділік коэффициентіне Бақылау азықсымен салыстырғанда ESB оң әсер етті. Сондай–ақ, сарысулық нитро–көк тетразолий мен миелопероксидаза, сондай–ақ ішек бүршіктерінің ұзындығы мен трипсин белсенділігі азықлық ESB арқылы жақсарды. Edwardsiella tarda–ға қарсы 7 күндік сынақ сынағынан кейін ESB–мен қоректенетін зәйтүн камбала бақылау азықсымен қоректенетіндерге қарағанда айтарлықтай жоғары жиынтық өмір сүруді көрсетті [146]. Бұл авторлар натрий бутиратының пассивті диффузия арқылы ішек эпителийіне сіңіп, энергия өндіруге ықпал ететінін талқылады. Екінші жағынан, [147] 10 г/кг бутиратты қосу балық ұны аз азықмен қоректенетін алып epinephelus lanceolatus тобының өсуін жақсартпағанын хабарлады. Бұл зерттеуде бутираттың жалғыз пайдалы әсері ішектің қабынуын жеңілдету болды.  5, 10 және 20 г/кг натрий бутираты мен натрий пропионатының ақ аяқты асшаяндардың рационындағы әсерін салыстырды. Олар құрамында натрий бутираты мен натрий пропионаты бар азықлар салмағының жоғарылағанын хабарлады, ал 20 г/кг натрий бутираты бақылау азықсымен салыстырғанда жемнің тиімділігін, азоттың сақталуын, ақуыздың тиімділігін және өмір сүруін жақсартуға, Сондай–ақ sp Дірілінің төмендеуіне әкелді. натрий бутираты мен натрий пропионаты азықға енгізілген кезде ішекте есептеледі.
Коммерциялық азық қоспаларын шығаратын компаниялар жем өнеркәсібіне органикалық қышқылдардың бірнеше комбинациясын ұсынды. Органикалық қышқылды қоспасының (30% құмырсқа қышқылды мен 14% аммоний қышқылды мен пропион қышқылдынан тұратын қоспасы), в органикалық қышқылды қоспасының (20% бензой қышқылдынан, 42% фумар қышқылдынан және 36% метионин гидрокси аналогынан тұратын қоспасы) және антибиотиктердің (окситетрациклин) зәйтүн камбаласындағы өсу көрсеткіштеріне, ішек денсаулығына және ауруларға төзімділігіне әсерін бағалады. 10 аптаның соңында окситетрациклин мен органикалық қышқылдарды өңдеу топтары арасында ішек бактерияларының жалпы санында ешқандай айырмашылық табылған жоқ [148]. Эксперименттік азықлармен қоректенетін балықтарда бақылау тобымен салыстырғанда ішек Вибриосының көрсеткіштері де төмен болды, бірақ бұл көрсеткіш айтарлықтай ерекшеленбеді. Әртүрлі азықлық процедуралар арасында өнімділікте ешқандай айырмашылықтар байқалмады. Зерттеуінің нәтижелері әртүрлі емдеу топтарындағы 10 күннен кейінгі жиынтық өлім–жітім (50%) бақылау тобында байқалғаннан (100%) айтарлықтай төмен екенін көрсетеді. Окситетрациклин мен органикалық қышқылдарды өңдеу топтары арасында өлім–жітімде ешқандай айырмашылық болған жоқ. Бұл эксперименттік нәтижелер органикалық қышқылдардың қоспалары антибиотиктерге перспективалы балама болуы мүмкін екенін көрсетеді. Сол сияқты, басқа зерттеулер аквамәдениеттегі азықлық антибиотиктерді алмастыратын органикалық қышқылдар мен олардың қоспаларының перспективалы нәтижелері туралы хабарлады. Дегенмен, органикалық қышқылдар мен олардың тұздарының басқа балық түрлеріне өсуіне ықпал ететін әсері туралы зерттеулер қарама–қайшы нәтижелер туралы хабарлады. Мысалы, судың оңтайлы емес температурасында коммерциялық аквамәдениет қышқылды қоспасын қолдану арқылы кемпірқосақ албыртының өсуі айтарлықтай жақсарды [149]. Тағы бір зерттеу көрсеткендей, қарқынды өсірілетін оңтүстік Африкалық құлақшынның (Haliotis midae) өсу қарқынын белгілі бір органикалық қышқылдарды (1% сірке қышқылды + 1% құмырсқа қышқылды және 1% бензой қышқылды + 1) қосу арқылы қолайлы өсу жағдайында айтарлықтай арттыруға болады.% сорбин қышқылды) және органикалық қышқыл тұздары (1% натрий бензоаты + 1% калий сорбаты) [150]. Кальций сульфатына негізделген 0,4% –2% тауарлық қышқылдың қосылуы Litopenaeus vannamei өнімділік параметрлерін өзгертпейтінін анықтады; дегенмен, олар иммундық жауаптың жоғарылауын және ішек микробиотасының өзгеруін тіркеді [151]. Сонымен қатар, натрий бутираты бар 1% коммерциялық қышқылдандырғыштармен толықтырылған P.monodon құрғақ заттардың, шикі ақуыздың және энергияның сіңімділігін арттырды, бұл салмақ қосудың, өмір сүрудің және FCRs көрсеткіштерінің жақсаруына әкелді .
Ғылыми баяндамалар арасындағы осы сәйкессіздіктерге қарамастан, қолданыстағы әдебиеттердегі жалпы тенденция органикалық қышқылдар мен олардың қоспаларының балық азығындағы антибиотиктерді алмастыру ретіндегі әлеуетін растайды. Осылайша, экологиялық таза аквамәдениет жағдайында балықтардың денсаулығы мен иммунитетін жақсарту үшін органикалық қышқылдар мен олардың қоспаларының кең спектрін жасау өте қажет. Дегенмен, әртүрлі органикалық қышқылдар мен қоспалардың азықдағы оңтайлы деңгейлері туралы ақпарат аз; зерттеулердің көпшілігі антибиотиктер мен органикалық қышқыл қоспаларын салыстыруға бағытталған. Сонымен қатар, әртүрлі органикалық қышқылдар мен қоспаларды қатаң салыстыру жаңылыстыруы мүмкін, өйткені балық түрлері, балық мөлшері, жасы, органикалық қышқылдар мен тұздардың түрлері мен деңгейлері және олардың комбинациясы әртүрлі эксперименттер арасында айтарлықтай өзгереді. Эксперименттік азықлардың құрамы, азықлық ингредиенттердің буферлік сыйымдылығы, культура мен азықтандыруды басқару, судың сапасы қосымша факторлар болып табылады. Органикалық қышқылдардың және/немесе олардың тұздарының өсу өнімділігін, жемді пайдалану тиімділігін және қоректік заттардың сіңімділігін жақсарту үшін тағамдық қоспалар ретінде жақсы әлеуеті бар сияқты; ішек микрофлорасының популяциясын өзгерту; және аквамәдениет түрлерінің ауруға төзімділігін арттыру [152]. Дегенмен, қоршаған ортаның қолайлы және қолайсыз жағдайларында әртүрлі экономикалық маңызды түрлердегі әртүрлі органикалық қышқылдар мен олардың қоспаларының шынайы әлеуеті мен оңтайлы азықлық деңгейін анықтау үшін қосымша терең зерттеулер қажет.
Иммунокүшейткіштер. Аквакультура индустриясының үнемі өсіп келе жатқан қажеттіліктерін қанағаттандыру үшін ол балық пен асшаяндарды өсіру жүйелерін жандандырумен қатар тұжырымдалған азықларды қолданды. Алайда, қарқынды аквамәдениет әл–ауқаттың нашарлауына және стресстің жоғарылауына әкелуі мүмкін, бұл ауылшаруашылық үлгілерінде аурудың өршуіне әкеледі. Жұқпалы аурулардың алдын алу және/немесе емдеу үшін антибиотиктер мен ветеринарлық химикаттарды бей–берекет қолдану бактериялардың микробқа қарсы тұрақтылық штамдарының пайда болуына, осы химиялық заттардың балық сүбесінде жиналуына және қоршаған орта жағдайларының нашарлауына әкелді [153]. Балық және ұлулар өнімдерінің жоғары стандарттарына тұтынушылардың сұранысының артуы өндіріс процесінде ілеспе ластаушы заттардың, антибиотиктердің және канцерогендердің сапасына, қауіпсіздігіне және жойылуына көбірек көңіл бөлуге әкелді [154]. Интенсивті аквамәдениеттегі балықтардың әл–ауқатының маңыздылығы тек қоғамдық қабылдау, маркетинг және өнімді қабылдау үшін ғана емес, сонымен қатар көбінесе өндіріс тиімділігі, сапасы және саны жағынан да жақсы қабылданады. Сонымен қатар, бірқатар салаларда бұрын процедуралар жеке балықтар деңгейінде әл–ауқаттың төмендеуімен байланысты болып көрінетін әл–ауқат пен өндіріс арасындағы қайшылықтар енді талқыланбайды. Ең жақсы тамақтану арқылы балықтың денсаулығын сақтау тұжырымдамасы қазіргі балық шаруашылығында жақсы қабылданғаны анық [155].
Азықтық қоректік заттар мен функционалды тағамдық қоспалар балықтың иммундық жүйесін ынталандырып, аурулардың алдын алуға көмектесетіні туралы көптеген дәлелдер бар. Балықтардың қоректенуі, иммунологиясы және тамақтану мен иммунология, сондай–ақ иммунокүшейткіштер арасындағы байланыс туралы көптеген ғылыми ақпараттар бірнеше кітаптар мен ғылыми шолулардан жинақталған [156-158]. Бұл тұрғыда балықтың иммунологиялық реакциясын ынталандыратын табиғи, қауіпсіз және үнемді қоспаларды қолдану балық өндірушілер мен жем өндірушілер арасында үлкен назар аударды. Демек, зерттеулер перспективалы қауіпсіз, табиғи және үнемді азықлық иммунокүшейткішларді анықтауға бағытталған. Иммунокүшейткіштер негізінен фагоциттік жасушалардың жұмысын жеңілдетеді және олардың бактерицидтік белсенділігін арттырады, сонымен қатар табиғи өлтіруші жасушаларды ынталандырады, иммундық жүйені толықтырады, лизоцимдердің белсенділігін және балықтар мен ұлулардағы антиденелердің реакциясын күшейтеді; бұл жұқпалы аурулардан қорғауды күшейтеді [159]. Иммунокүшейткіштердің қосымша әсерлері де бар, стресс жағдайында балықтардың өсуін арттыру және өмір сүру деңгейін арттыру сияқты. Сондықтан иммунокүшейткіштерді иммундық жүйені модуляциялайтын табиғи қосылыстар ретінде анықтауға болады, олар көп жағдайда қоздырғыштар тудыратын ауруларға қарсы тұрақтылықты жоғарылатады [160]. Бұл қосылыстарды шығу тегіне, әсер ету режиміне және оларды басқару тәсіліне қарай жіктеуге болады. Дегенмен, бұл иммунокүшейткішларді олардың әсер ету тәсіліне қарай қатаң түрде жіктеу жаңылыстыруы мүмкін, өйткені кейбір иммунокүшейткіштердің балық физиологиясына көптеген әсерлері бар екені хабарланды. Әрбір иммунокүшейткіштің толық сипаттамасы осы тараудың шеңберінен тыс және оның орнына табиғи, үнемді және әрі қарайғы терең зерттеулер үшін танылуға лайық перспективалы иммунокүшейткіштерге назар аударылады.

1.3 Балықтың өсуі мен иммунитетін жақсарту үшін пробиотиктер және оларды аквакультурада қолдану
Азықтың сіңуін жақсарту, жануарлардың өсуі мен дамуын ынталандыру, сондай-ақ спецификалық емес иммунитетті арттыру үшін ферменттік, пробиотикалық, пребиотикалық және аралас ферменттік-пробиотикалық қоспалар, соның ішінде фитокомпоненттермен қосымша байытылған күрделі пробиотикалық композициялар қолданылады.
Жасанды өсірілген балыққа арналған пробиотиктер-бұл сау бактериялар мен тірі микробиологиялық қоспалар, олар дәстүрлі түрде денсаулықты, өнімділікті және өсуді қамтамасыз ету үшін аквамәдениеттің ауылшаруашылық жүйелеріне қосылады. Сондықтан аквамәдениеттегі перспективалық бағыт-пробиотикалық дақылдары бар жемді пайдалану. Пробиотиктерді қолдану денсаулықтың әртүрлі мәселелерін шешумен, атап айтқанда Ас қорыту тиімділігін арттырумен және өсу мен дамуды ынталандырумен байланысты. Пробиотиктер жануарлардың ағзасына пайдалы әсер ете отырып, ас қорытуды қалпына келтіруге, биологиялық мәртебені қалыпқа келтіруге және иммунитетті нығайтуға, сондай-ақ вакцинацияның тиімділігін арттыруға көмектеседі. Пробиотиктерді мал шаруашылығына енгізу ауруларды емдеуге кететін шығындарды айтарлықтай азайтады, өнімділікті арттырады және өнім сапасын жақсартады. Жақында балық аулау саласында әртүрлі пробиотикалық композицияларды қолдануға арналған зерттеулер белсенді жүргізілуде. Бұл шолу қолданыстағы әдебиеттерді жан-жақты зерттеуде грам-позитивті бактерияларды пробиотиктер ретінде қолдану тақырыбын жалпылауға бағытталған. Пробиотиктердің биологиялық тиімділігі туралы түсініктердің кеңеюімен және жасушалардың құрылымдық элементтері мен олардың метаболиттерінің кем дегенде кейбір жағдайларда тиімді екендігінің дәлелі. Нәтижесінде әртүрлі балық түрлерінің өсуі мен иммунитетін жақсарту үшін бактериялардың әртүрлі түрлері, соның ішінде бациллалар, сүт қышқылды бактериялары және микробтар пайдаланылды. Алайда, бұл зерттеу аквамәдениеттегі пробиотиктердің балықтың жалпы өнімділігіне оң әсер ететіндігін көрсететін ғылыми әдебиеттерге шолу жасады. [161].
Жақында балық өсірудегі пробиотиктердің рөлі артып келеді. Бұл, ең алдымен, балық өсіру үшін үлкен проблема болып табылатын аурулармен және одан әрі өсу мен кеңеюдің үлкен проблемасымен байланысты. Жасанды түрде өсірілген балықтарға арналған пробиотиктер–бұл олардың денсаулығын, өнімділігін және өсуін қамтамасыз ету үшін дәстүрлі түрде аквакультура жүйелеріне қосылатын пайдалы бактериялар [162]. Балық фермаларында бактериялық аурулардың алдын алу және бақылау үшін антибиотиктерді кеңінен қолдану дәріге төзімділік, тіндерде антибиотиктердің жиналуы және иммуносупрессия сияқты мәселелерге әкелді. Осылайша, пробиотиктер профилактикалық агент ретінде аквакультурате біртіндеп қолданылады [163]. Осыған байланысты қазіргі уақытта әртүрлі пробиотиктер жануарлардың қалыпты физиологиялық жағдайын сақтау және қалпына келтіру құралы ретінде кеңінен қолданылады және ғалымдар мен практиктердің ауылшаруашылық өндірісінде микроорганизмдерді қолдануға деген қызығушылығы айтарлықтай артып келеді. [164].
Бағасы мен дәмі бойынша бәсекеге қабілетті экологиялық таза жемді пайдаланып балық өсіру өте маңызды. Балықтар басқа ауылшаруашылық жануарларына қарағанда табиғи тіршілік ету ортасын қажет етеді, өйткені олар тіпті су ортасының параметрлерінің айтарлықтай ауытқуларына (оттегінің, рН, қоректік заттардың және микрофлораның болуы) сезімтал. Осылайша, қоректік заттармен теңдестірілген азықлардың биологиялық рөлі қазіргі уақытта достық микрофлораның функционалдық маңыздылығымен толықтырылуда, оның жетіспеушілігі жасанды түрде өтелуі керек [165].
Соңғы жылдары ғалымдар балық шаруашылығында пробиотиктерді қолдану бойынша бірқатар зерттеулер жүргізді. Осылайша, ғылыми прогресс туралы пайдалы ақпарат алу үшін осы мақалаларды талдау маңызды. Осылайша, бұл шолу пробиотиктер ретінде қолданылатын грам–позитивті микроорганизмдер және олардың әртүрлі балық түрлерінің өнімділігіне әсері туралы 2020 жылға дейін жарияланған мақалаларды қорытындылауға бағытталған.
Аквакультурадағы пробиотиктердің рөлі. Соңғы уақытта әртүрлі жем түрлерін қолдана отырып, балықты өсірудің өнеркәсіптік әдістеріне көбірек мән берілуде. Дегенмен, табиғи тағам құрамында көптеген метаболикалық процестерді реттейтін биологиялық белсенді компоненттердің кең ауқымы бар. Демек, жемдегі қажетті қоректік заттардың тепе–теңдігінен басқа, физиологиялық тұрғыдан толыққанды кәмелетке толмаған балықтарды өсіру үшін биоактивті заттар маңызды, оларға жемдік пробиотиктер жатады [166].
"Пробиотиктер" термині патогендік микрофлораға қарсы антагонистік белсенділігі бар микроорганизмдердің кең класын сипаттау үшін қолданылады. Пробиотиктер әдетте дисбиотикалық жағдайларға байланысты көптеген ауруларды емдеуде және алдын алуда микробтық ценозды түзету үшін қолданылатын тірі микробтық дақылдарға негізделген препараттар деп аталады [167]. 
Пробиотиктер сонымен қатар микроорганизмдердің патогендерге төзімділігін арттыру арқылы стресстен кейінгі бейімделуге көмектеседі; олар ас қорыту жолында ферменттердің қосымша өндірісі арқылы ас қорыту жүйесінің жұмысын жақсартады. Сонымен қатар, пробиотиктер органикалық ластаушы заттардың жиналуын азайтады және судың сапасын тиімді сақтайды [168]. 
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Сурет 1 – Пробиотиктерді аквакультурада антибиотиктерді пайдалануды азайту үшін инновациялық балама ретінде пайдалану

Аквакультурада пробиотикалық микроорганизмдер ретінде жиі қолданылатын бактериялардың арасында көрнекті топтарға сүт қышқылды бактериялары (СҚБ), Bacillus, Alteromonas, Arthrobacter, Bifidobacterium, Clostridium, Paenibacillus, Phaeobacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Rhodosporidium, Roseobacter жатады және Streptomyces [169]. Сонымен қатар, микробалдырлар (Tetraselmis) және Debaryomyces, Phaffia және Saccharomyces тұқымдас ашытқылар сияқты эукариоттық микроорганизмдер пробиотикалық бағалауда тиімділігін көрсетті [169]. Сонымен қатар, Aeromonas және Vibrio патогендік тұқымдарының кейбір изоляттары пробиотикалық қасиеттерді көрсетеді [170].
Аквакультураның тиімділігі негізінен пайдаланылатын жемнің сапасы мен санына байланысты. Азық–түлік шығындарының төмендеуі балық шаруашылығының рентабельділігін арттыратын негізгі экономикалық факторлардың бірі болып табылады. Жемге қосылған пробиотиктер балықтың өсу бірлігіне жемді тұтынуға айтарлықтай әсер етеді, өйткені олар олардың толық сіңуіне ықпал етеді, жеммен бірге келетін микотоксиндерді бейтараптандырады, патогендік микрофлораныесыстырады, балық ағзасының жалпы төзімділігін күшейтеді [171].
Алдыңғы зерттеулер пробиотиктерді балық тағамында қолданудың пайдалы әсері туралы хабарлады. Жарияланған жұмыстарға сәйкес, коммерциялық пробиотиктердің көпшілігінде негізінен Lactobacillus және Bacillus sp. бар. [172,173].
Пробиотиктің жалпы әсер ету механизмі. Балық өсіруге арналған тиімді пробиотик, ішектерді колонизациялауға қабілетті және екі есе пайдалы әсерге ие. Пробиотиктер макроорганизмге оң әсерін механизмдердің бүкіл арсеналы арқылы жүзеге асырады, олардың барлығы әлі толық шешілмеген. Жақсы зерттелгендердің арасында патогендік және оппортунистік микроорганизмдерге қарсы антагонистік белсенділік бар [174]. Екіншіден, пробиотиктер ішек эпителийінің жасушаларына жабысқақ белсенділікке ие және ішек қабырғасындағы адгезия аймақтары үшін және соның салдарынан қоректік заттарды шектеу үшін патогендік және оппортунистік микробтармен сәтті бәсекелесе алады, бұл сайып келгенде қажетсіз микрофлораның өсуін тежеуге әкеледі [175]. 
Пробиотиктер ретінде қолданылатын грам–позитивті микроорганизмдер балықтың өсу қарқыны мен иммунитетіне әсер етеді. Бацилла түрлері. Пробиотиктер ретінде пайдаланылуы мүмкін микроорганизмдерді іздеу пробиотикалық препараттардың дамуына негіз болады. Пробиотиктер ретінде пайдаланылатын немесе потенциалды пробиотиктер ретінде сыналған микробтық организмдер 3–кестеде келтірілген. Түзету пробиотиктерін әзірлеу үшін көпжылдық мақсатты скрининг нәтижесінде Bacillus subtilis және B. licheniformis, B. coagulans, B. firmicutes (Paenibacillus polymyxa), B. pumilus [172-175] сияқты штамдар таңдалды. Бұл бактериялардың кейбір эксперименттік штамдары патогендік және оппортунистік микроорганизмдердің кең ауқымына қатысты айқын антагонистік белсенділікке ие болуы мүмкін [176]. Бациллалар сапрофиттер болып табылады және ақуыз субстраттарының ыдырауының негізгі қатысушылары болып табылады. Жоғары белсенділігінің арқасында олар көбінесе басқа микроорганизмдерге қарсы антагонист болып табылады. Бұл бактериялардың маңызды артықшылықтарының бірі–олардың спора түзу қабілеті, бұл оларға қоршаған ортаның қолайсыз жағдайларында өміршеңдігін сақтауға мүмкіндік береді (оның ішінде түйіршіктеу және экструзия процесінде шикізат пен жемді ылғалды жылумен өңдеу) [177]. Спораға төзімділікті әртүрлі факторлармен түсіндіруге болады, мысалы, қалың споралы ақуыз қабаттарының болуы, спора ядросының өткізгіштігінің төмендеуі немесе спора ядросындағы судың төмендеуі [178].
Bacillus spp. жасушадан тыс ферменттер шығару қабілетімен танымал. Акваөсіру жемінде қолданған кезде бұл ферменттер сіңімділігін жақсартады және жемнің конверсия жылдамдығын төмендетеді. Сайып келгенде, акваөсіру жеміндегі Жем конверсиясының жоғарылауы экономикалық тұрғыдан тиімді, өйткені жем өндіруші үшін негізгі шығын көзі бола алады, сонымен қатар қалдықтарды азайту арқылы судың сапасын жақсартуға көмектеседі [179]. Зерттеулер көрсеткендей, олар ішекте биологиялық белсенді заттарды шығарады және әртүрлі ас қорыту ферменттерін шығарады. Нәтижесінде ас қорыту жақсарады, тағамның сіңуі жоғарылайды, дене салмағының орташа тәуліктік өсуі артады және балықтың өсуі ынталандырылады. Мысалы, Bacillus spp. тоғаннан оқшауланған кәдімгі тұқы өнімділікті ынталандырды [180].
Ішек люменінде тіршілік ететін және көбейетін Bacillus subtilis бактериялары патогендік және оппортунистік микрофлораның дамуын тежейтін метаболиттер шығарады, соның ішінде стафилококктар, қарапайымдылар, шигеллалар, эшерихиялар, псевдомоналар, Candida саңырауқұлақтары және басқа микроорганизмдер[181]. Bacillus subtilis бактериялары балықтың ішегінде колониялар құра алмайды–препаратты тоқтатқаннан кейін олар біртіндеп шығарылады, бірақ олардың ас қорыту жолындағы жоғары концентрациясын сақтау балықтың өмір сүруін және өнімділігін арттырады [182].
Көптеген басылымдар Bacillus subtilis бар пробиотиктердің өсуді жақсартатынын және иммундық жүйені ынталандыратынын көрсетті [172,175,183]. 
Сонымен қатар, B. coagulans, B. licheniformis және B. firmicutes (Paenibacillus polymyxa) (p < 0,05) балық шабақтарының бактериялық инфекцияға төзімділігін арттырады [184].
Сүт қышқылды бактериялары пробиотикалық қоспалары ішек микрофлорасын патогендерді басу арқылы ғана емес, сонымен қатар иммунитетті арттыру арқылы қалыпқа келтіреді; олардың белсенділік өнімдері – иммуноглобулиндер мен лактоглобулиндер – микробқа қарсы, вирусқа қарсы және ісікке қарсы әсерге ие [185].
Лактобактериялар жоғары антисептикалық, бактерицидтік және антиоксиданттық қасиеттерге ие сірке, құмырсқа, сүт қышқылдары мен сутегі асқын тотығын көп мөлшерде шығарады [186]. Ішек патогендерінің колонизациясының алдын алу механизмдерінің бірі-ішек эпителийінің бетіндегі адгезия аймақтары үшін бәсекелестік. Баяу өсетін, бірақ ішек қабырғасына жабысатын бактериялар ішектерді колонизациялай алады, ал әлсіз түрлер олардың өсу қарқынының жоғарылауымен өтеледі. Бекіту микроорганизмге ішек құрамын жууға төзімділікті қамтамасыз етеді. Бұдан шығатыны, егер пробиотикалық штамм ішек қабырғасында адгезия аймақтарын ала алса, ол ас қорыту жолында тамыр алады және керісінше [187].
Лактобактериялардың ішектің қалыпты микрофлорасына пайдалы әсері оларды пробиотиктерде кеңінен қолдануға әкелді. Лактобактериялардың келесі түрлері аквакультурате пробиотиктер ретінде жиі қолданылады: L. acidophilus [188], L. helvetica [171], L. rhamnosu [189,190], L. plantarum [191-193], L. delbrueckii subsp. [194,195] , L. delbrueckii subsp. Болгарикус [196].
Lactobacillus helveticus Aeromonas spp. балықтарына қарсы микробқа қарсы белсенділік көрсететінін хабарлады. Сонымен қатар, бұл антиоксиданттардың деңгейін жоғарылатып, алтын балықтың қажетті микроэлементтердің селективті сіңуін күшейтті [171].
Сонымен қатар, пробиотикалық қоспалардың балықтың иммунитеті мен өсуіне әсерін бағалады. Авторлар Lactobacillus plantarum 426951 қосылуы иерсиниозға қарсы вакцинацияланған кемпірқосақ албыртының өсуін және кейбір иммундық күйін жақсарта алатынын көрсетті [193]. Ұқсас нәтижелер басқа зерттеулерде де болды [191].
Enterococci faecium адамның және көптеген омыртқалылардың асқазан–ішек жолдарының қалыпты микрофлорасының бөлігі болып табылады және шырышты қабаттардың колонизацияға төзімділігін қамтамасыз етуде шешуші рөл атқарады. E. faecium ZJ4–ті тиляпия балығынан асқазан–ішек жолынан бөліп алып, оның дене салмағына айтарлықтай әсерін зерттеді [197].
Микрококктар. Микрококк–грам–позитивті бактериялардың бір түрі. Micrococcus luteus–тің адам мен жануарлар ауруларындағы рөлі минималды, оны кейіннен пробиотик ретінде қолдануға болады. Тилапиямен жүргізілген зерттеуде M. luteus in vivo балықтардың өсуі мен денсаулығын жақсартты [198].
Әрі қарайғы перспективалар. Қазіргі заманғы балық өсіру қарқынды технологияларға негізделген, соның ішінде шектеулі жерлерде отырғызу тығыздығымен ерекшеленетін жабық сумен жабдықтау қондырғылары, бұл қауіпті инфекциялардың қоздырғыштарымен балықты жұқтыру қаупін едәуір арттырады. Азықтық пробиотикалық препараттар мал шаруашылығы тәжірибесінде кеңінен қолданылады, бұл ауылшаруашылық жануарларын өсіру мен азықтандырудың қолданыстағы жүйелерін жетілдіруге мүмкіндік береді және қазіргі заманғы жануарларды ұтымды азықтандырудың маңызды құрамдас бөлігіне айналады.
Қол жетімді әдебиеттерге шолу пробиотиктердің әртүрлі балық түрлерінің өсу қарқынына перспективалы әсерін анықтады. Бұл азық–түлік шығындарын азайтуға және балықтарын өсірудің экономикалық тиімділігін арттыруға көмектеседі. Потенциалды пробиотиктерді талдау оларды әрі қарай зерттеу және аквакультураке енгізу балықтың өнімділігін арттыруға көмектесетінін көрсетті. Алайда, пробиотиктердің балыққа ықтимал әсері туралы зерттеулер жеткіліксіз; сондықтан оны әр түрлі балық түрлерінде одан әрі зерттеу қажет.

Кесте 2 – Микроорганизмдердің әртүрлі түрлері және олардың балықтардың өсу қарқыны мен иммунитетіне пайдалы әсері

	
	Пробиотиктер
Грам оң бактериялар
	Аква түрлері
	Әсер етуі
	Сілтемелер

	1
	Lactobacillus helveticus
	Алтын балық

Carassius auratus
	Микробқа қарсы белсенділік, денсаулықты жақсарту, өлімді азайту
	[198]

	2
	Lactobacillus plantarum 426951
	Микижа

Oncorhynchus mykiss
	Өсу өнімділігі мен иммундық статустың жақсаруы
	[193]

	3
	Lactobacillus plantarum CCFM639 
	Тилапия

Tilapia
	Өсу қарқынын, жемді пайдалану тиімділігін және антиоксиданттық қабілетін арттырады
	[191]






2 кесте жалғасы
	13
	Lactobacillus acidophilus
	Сазан

Cyprinus carpio
	Жақсартылған өсу қарқыны және жалпы гетеротрофты микробтық жүктеме
	[201]

	14
	Lactobacillus spp.
	Алтын спар балығы

Sparus aurata, L.
	Ас қорыту ферменттерінің өсу параметрлері мен белсенділігін арттырады
	[202]

	15
	B. subtilis
	Тилапия

 Oreochromis niloticus
	Жақсартылған өсу, өмір сүру және дене құрамы
	[183]

	16
	L. rhamnosus 
	Қызыл теңіз балдыры

Red sea bream
	Өсу қарқынын, жемді пайдалануды, иммундық жауапты және тотығу күйін жақсарту
	[190]

	17
	L. lactis ssp. lactic ST G45 
	Сібір бекіресі
 Acipenser baerii
	Өсуге ықпал етеді және иммундық реакцияны күшейтеді
	[203]

	18
	Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
  Bacillus subtilis 
	Азиялық паралихт

 Paralichthys olivaceus
	Өсуді, қанның биохимиялық көрсеткіштерін және спецификалық емес иммунитетті жақсартады
	[204]

	19
	Lactobacillus delbrukei subsp. Bulgaricus
	Микижа

Oncorhynchus mykiss
	Ас қорыту ферменттерінің белсенділігін, ішек микрофлорасын және өсу гендерінің экспрессиясын жақсарту 
	

	
	L. acidophilus
	
	
	

	20
	Lactobacillus acidophilus
	Жыланбас балық

 Channa striata
	Иммунорегуляторлық гендердің өсуі мен экспрессиясы жақсарды
	[188]

	21
	L. lactis
	Роху  
  
L. rohita
	Жақсы өсу, ақуыздың пайдасы, қоректік заттардың сақталуы және сіңімділігі
	[205]

	22
	L. lactic L19
E. faecalis W24
	Жыланбас балық
 
Channa argus
	Өсуге, гуморальдық иммунитетке ықпал етті, иммунитетке байланысты гендердің экспрессиясын және ауруға төзімділігін реттеді
	[194]



2 кесте жалғасы
	23
	Bacillus subtilis
	Жұлдызды камбала

 Platichthys stellatus
	Өсу қарқыны, спецификалық емес иммундық реакциялар және ауруға төзімділік
	[175]

	
	 Bacillus licheniformis 
	
	
	

	24
	Lc. lactis WFLU12
	Азиялық паралихт
Paralichthys olivaceus

	
	[195]



Қорытындылай келе, пробиотикалық препараттар жануарлардың қалыпты физиологиялық жағдайын сақтау және қалпына келтіру құралы ретінде кеңінен қолданылып, микроорганизмдердің өсуін ынталандырады және дененің табиғи қорғаныс механизмдерін күшейтеді. Осыған байланысты қарқынды балық өсірудің негізгі проблемасы – қазіргі заманғы пробиотикалық препараттарды қамтитын белсенді және қауіпсіз құрама жемді пайдалана отырып, өсірудің жаңа биотехнологияларын әзірлеу. 

























2 ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ
2.1 Зерттеу материалдары 
	
Сүт қышқылды бактерияларының жоғары белсенді штамдарын  үшін МЕМСТ ISO 11133-2-2011 бойынша келесі қоректік орталар қолданылды [208]: 
МRS қоректік ортасы – (1 литр дистилденген суда дайындалады) 
Казеин пептоны 10,0; ет сығындысы 8,0; ашытқы сығындысы 4,0; глюкоза 20,0; екі алмастырылған калий фосфаты 2,0; егіз-80 1,0; екі алмастырылған лимон қышқылдының аммонийі 2,0; натрий ацетаты 5,0; магний сульфаты 0,2; марганец сульфаты 0,04; агар 14,0.
20 минут 0,5 атм. қысыммен 120ºС автоклавта заласыздандырады.
Гидролизденген сүт – сүт қышқылды бактерияларының көбеюі үшін қоректік орта гидролизденген сүт болып табылады. Ол сүт пен сүт өнімдерін талдау кезінде бірқатар қоректік орталарға негіз болады. 1 литр қайнатылған және 45 °C дейін салқындатылған майсыздандырылған сүтке ортаның рН 7,6-7,8 орнатқаннан кейін 1 г құрғақ панкреатин ұнтағы немесе ет тартқышта ұсақталған 5 г ұйқы безі қосылады. Панкреатин алдын-ала аз мөлшерде жылы суда сұйылтылады, содан кейін ортаға қосылады. Панкреатинді қолданғаннан кейін бірнеше минуттан кейін 5 мл хлороформ қосылады. Колба кортикальды тығынмен жабылады және термостатқа 40 °C температурада 3 күнге қойылады. Колбаның мазмұны хлороформ буын кетіру үшін күні бойы бірнеше рет араластырылады. Термостатта үш күндік экспозициядан кейін сұйықтық қағаз сүзгісі арқылы сүзіледі, сумен 3 есе сұйылтылады, бейтарап немесе сәл сілтілі реакция орнатылады (РН 7,0-7,2) және 120 °C температурада 15 минут зарарсыздандырылады.
Гидролизденген сүт агары – қатты орта алу үшін гидролизденген сүтке 1,5-2,0% майдалап туралған агар қосылады. Қоспа 15 минут ішінде 120 °C температурада автоклавта балқытылады, мақта арқылы сүзіледі, түтіктерге немесе конустарға құйылады және 10 минут ішінде 120 °C температурада зарарсыздандырылады.
Ет – пептонды агар (ЕПА) ортаның құрамы:
Пептон-10 г; сиыр сығындысы-3 г; Натрий хлориді-5 г; агар-20 г; тазартылған су - 1 литрге дейін. 120ºС – да 30 минуттай заласыздандырады Жұмыстың зерттеу нысаны ретінде Алматы облысының маңында орналасқан Қарасай ауданы және Талғар ауданы биелерінің бие сүтімен қымыздарынан бөлініп алынған сүтқышқылды бактериялары мен ашытқысы.

2.2 Зерттеу объектілері

1. Зерттеу жұмысында қолданылған бие сүті, қымыз сияқты дәстүрлі сүт өнімдерінің үлгілері Алматы облысының маңында орналасқан шағын өңірлерінен жиналды. 
2. Дәстүрлі сүт өнімінен (бие сүті, қымыз) бөлініп алынған штамдар 3К – Lactobacillus fermentum, 7К – Lactobacillus fermentum, 9К– Lactobacillus fermentum, 010К – Lactobacillus paracasei, 11К – Lactobacillus paracasei қолданылды.
3. Бактериялық тест–культура ретінде: Enterococcus faecalis, Aeromonas spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E.coli). Тест-культуралары Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университеті, Ветеринария факультеті,  Микробиология кафедрасының микроорганизмдер жинағынан алынды.
4. Левомицитин, неомицин, тетрациклин, стрептомицин, полимиксин, эритромицин, бензилпненициллин, доксициклин қағаз дискілі антибиотиктері таңдап алынды.  
5. Зерттеу жұмыстары тиляпия балығымен (Oreochromis niloticus) жалғасын тапты.
6. ALLER PERFORMA (Польша) 2 мм ақуызы жоғары құрама жем.

2.3 Зерттеу әдістері

Зерттеу жұмысымызда заманауи микробиологиялық, биохимиялық, биотехнологиялық және басқа зерттеу әдістері қолданылды.

 2.3.1 Сүт қышқылды бактериялардың таза дақылдарын бөліп алу және қасиеттерін зерттеу әдісі

Бие сүті және қымыздан сүт қышқылды бактерияларды оқшаулау кезінде 1 г сынама стерильді ерітіндіде сүртіледі және тұзды ерітіндіде 1:10 сұйылту дайындалады [206].  
Сұйылту микроорганизмдердің жеке колонияларын алу үшін қолданылады. Ол үшін құрамында осы микроорганизмдер бар материалды сұйылту керек. Сұйылтуды дайындау үшін біз стерильді түтіктерге 9 мл тұзды ерітінді құйамыз. Содан кейін стерильді пипетканың көмегімен біз 1 мл зерттелетін затты алып, оны 9 мл тұзды ерітіндісі бар түтікке қосамыз. Бірінші сұйылту жаңа стерильді тамшуырмен мұқият араласады. Алынған сұйылту 1 мл көлемінде екінші түтікке ауыстырылады, бұл екінші сұйылту деп аталады. Осылайша, біз қалған сұйылтуларды дайындауды жалғастырамыз, нәтижесінде сұйылтылған зат аламыз.
Микроорганизмдерді себу үшін қатты қоректік ортаға себудің үстірт, терең және басқа түрлері қолданылады, біз зерттеу жұмысымызда беттік себу әдісін қолдандық. Әдісті жасау үшін қатты қоректік ортасы бар Петри табақшасына 0,05 мл сұйылтылған суспензияны тамызып, оны шпатель көмегімен біркелкі жаяамыз. Бұл процесс беттік егу әдісі деп аталады. Сұйық қоректік ортаға себу алынған материалды тамшуырдың ұшымен арнайы ортада араластыру арқылы жүзеге асырылады. Қатты қоректік орталарда өсіп шыққан колонияларды санау төмендегі формуламен жүргізілді.
M=а•10n/v                                                                                                                 (1)

М – 1мл – дегі микроорганизм клеткаларының саны;
а – Петри табақшасындағы микроорганизмдер колониясының орташа саны;
10 – сұйылту коэффиценті;
n – егу жүргізілген сұйылтудың реттік саны;
v – егуге алынған суспензияның көлемі;
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Сурет 2 – Кох әдісі
МЕМСТ 26670-91 сәйкес микроорганизмдер өсірілді [207]. 
Бөлініп алынған пробиотикалық қасиеттері бар микроорганизмдердің үлгілері 4°C температурада сақталады. Құрылған пробиотикалық штамдардың құрамына сүт қышқылды бактериялары мен ашытқы кіреді. Осылайша, MGYP - агар орталары мен қызғылт Бенгал левомицетин агары ашытқыны, Mrs (Merck) агарын лактобактерияларды, M17 (Merck) агарын сүт қышқылды кокктарын оқшаулау үшін пайдаланады. Ашытқы, сүт кокктары мен сүт қышқылды бактериялары аэробты түрде өндіріледі. MRS және M17 орталарында инкубация 37°C температурада 48 сағат ішінде, ал ашытқы 30°C температурада 2-5 күн ішінде жүзеге асырылады. Өсіп шыққан бактерияларды бояғаннан кейін (ашытқы үшін қарапайым бояу, бактериялар үшін граммен бояу және каталаза талдауы) тазарту процестері жүргізіледі. Тазартылған колониялар 25% глицерин қосу арқылы және -80 °C температурада сақталады.
Қышқыл түзу белсенділігін анықтау әдісі
Қышқыл түзілу белсенділігі Тернер әдісімен анықталды. Ол үшін 10 мл майсыздандырылған сүтке 0,1 мл зерттелетін ерітіндіні егіп, 37ºС температурада бірнеше сағатқа культивирледік. 6-12 24-48-72 сағат аралығында нәтижесін бақыладық. Ол үшін 1 мкл үлгіге 20 мл тазартылған су қосылады және фенолфталеин индикаторының 1-2 тамшысы тамшылайды. 10 мл ерітіндіге 20 мл дистилденген су құйып, 1-2 тамшы фенолфталеин ерітіндісін қостық. 0,1 н NaOH ерітіндісімен ашық-қызғылт түске боялғанша титрледік.
К = Х * 10                                                                                                                                                                 (2)
Мұндағы:
К – қышқыл түзу энергиясы;
Х – титрлеуге жұмсалған   NaОН мл мөлшері;
10 – мл – ді Тернер градусына ауыстыру коэффициенті.

Антибиотиктерге сезімталдық қасиетін зерттеу әдісі
 Антибиотиктерді таңдау сүт қышқылды бактерияларының табиғи төзімділігіне, сондай-ақ бактерияға қарсы препараттардың әртүрлі әсер ету механизмдеріне негізделген. Штамдардың антибиотиктерге сезімталдығын анықтау үшін амфениколдар – левомицин (30 мкг), поликетид – тетрациклин (30 мкг), аминогликозидті антибиотиктер – стрептомицин (30 мкг) және неомицин (30 мкг), макролид – эритромицин (15 мкг) стандартты ерітінділерімен сіңдірілген стандартты дискілер қолданылды. Сүт агары сүт қышқылды бактерияларының өсу ортасы болды. Тәжірибелерде оңтайлы температурада өсірілген бір күндік культуралар бір Петри табақшасына 0,1 мл суспензия есебінен 1 миллиард/мл жасушалық суспензия түрінде пайдаланылды. Тексерілген штаммдардың өсінділері бар Петри табақшаларына себкеннен кейін, антибиотикке малынған дискілерді өсіп келе жатқан ортаның бетіне орналастырамыз. Өсіру 37°C температурада 72 сағат бойы жүргізілді. Сүт қышқылды бактерияларының антибиотиктерге сезімталдығы өсуді тежеу аймағының диаметрін өлшеу арқылы анықталды. 

Бактериялардың антагонистік белсенділігін анықтау әдісі (диффузия әдісі) 
Enterococcus faecalis, Aeromonas spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E.coli) дақылдары тест бактериялары ретінде қолданылды. Сынақ дақылдары әр түр үшін оңтайлы құрамы бар қоректік ортада өсірілді: агар сусласы 1:1 қатынасында МПА-мен араластырылды. Еріген және салқындатылған ортаға 0,1 мл суспензия қосылып, араластырылып, Петри табақтарына құйылды. Өсіру ортасының қабатында диаметрі 10 мм тесіктер кесіліп, оларға зерттелетін сүт қышқылды бактерияларының күнделікті дақылдарының сұйық суспензиясы қосылып, термостатқа 37°C температурада 24 сағатқа орналастырылды. 24 сағаттан кейін сыналған өсінділердің өсуін тежейтін аймақтар сүт қышқылды бактерияларымен өлшенді. Әрі қарай зерттеу үшін кең басу аймақтары бар тиісті көрсеткіштердің максималды саны бойынша ең күшті антагонистік қасиеттерді көрсететін штамдар таңдалды [209].

2.3.2 Сүт қышқылды бактерияын молекулалық-генетикалық әдісі арқылы идентификациялау

Ферментативті штамдардың таксономиялық сипаттамасы үшін секвенирлеу және биоинформатика жүргізілді (концентрацияднқ) оқшауланған және тазартылған ДНҚ.
Геномдық ДНҚ өндірушінің хаттамасына сәйкес XTerminator Purification Kit көмегімен күндізгі бактериялық дақылдардан оқшауланған. Үлгілердегі ДНҚ концентрациясы QubitTM dsdna HS Assay Kit (life Technologies, Орегон, АҚШ) көмегімен Qubit 2.0 флуорометрімен өлшенді.

Кесте 3 – QUBIT флоуориметрінің  көрсеткіштері бойынша ДНҚ концентрациясы

	№

	Сынама куәлігі
	Концентрациясы

	Өлшем бірлігі

	1
	3
	33,0
	μg/ml

	2
	7
	18,7
	μg/ml

	3
	9
	20,4
	μg/ml

	4
	10
	94,0
	μg/ml

	5
	11
	76,8
	μg/ml



Генетикалық сәйкестендіруге жататын микроорганизмдердің ДНҚ-сы коммерциялық ДНҚ оқшаулау жинағы арқылы оқшауланған және сәйкес тікелей және кері праймерлерді пайдалана отырып, ұзындығы 500-900 базалық жұп (бактериялар үшін) rРНҚ генінің аймағын талдаған.
16S rДНҚ аймағының амплификациясы кезінде 8F (5'–AGAGTTTGATCCTGGCTCAG–3')  және 806R (5'–GGACTACCAGGGTATCTAAT–3') жалпы бактериялық праймерлер қолданылды. 
Күшейту процесінің ең маңызды қадамы - дұрыс режимді таңдау мүмкіндігі. Полимеразды тізбекті реакцияны қолдана отырып, ДНҚ күшейту реакциясын орнату бағдарламасы төмендегідей 
Птр бағдарламасы: 
95°C ............... 240 секундтық бастапқы денатурация
95°C ..................... 30 секунд
55ºC ..................... 40 секунд      30 айналым (cycles)
72°C ..................... 50 секунд
72°C ................. 10 минут соңғы ұзарту фазасы

Соңғы созылу кезеңі 10 мин геномдық ДНҚ үлгілерінің гельдік электрофорезі 3K, 7k, 9k, 10k және 11K Thermo OWL easycast B2 (АҚШ) штамдарындағы 600 негізгі жұп ДНҚ концентрациясы бар бромфенол көк маркер ретінде дайындалған электрофорез буферінде бояу нәтижелері гельді бейнелеу жүйесі арқылы гельдің ультракүлгін сәулесінің астында суретке түсті uvitec DBT-08 (Кембридж, Ұлыбритания).

2.3.3 Іріктелген штамның биологиялық қауіпсіздігін анықтау әдісі
Штамның патогендігін анықтау «Микробиология және вирусология ғылыми–өндірістік орталығы» ЖШС зертханасында «Микробиологиялық синтез өнімдерін алуға арналған микроорганизмдер штаммдарының–продуценттерінің вируленттілігін бағалау бойынша зерттеулер қою жөніндегі әдістемелік ұсынымдар», «Зерттеудің микробиологиялық және вирусологиялық әдістері бойынша анықтамалық» (М., 1982), МН 5789/1-91 «Қоршаған орта объектілерінде микроорганизмдер-продуценттер және олардың дайын формаларын қамтитын препараттардың ШРК эксперименталды негіздеуі бойынша әдістемелік нұсқаулар» (М.,1983), Биргер М.О. «Зерттеудің микробиологиялық және вирусологиялық әдістері бойынша анықтамалық» (М.,1982) сәйкес жүргізілді [216].

2.3.4 Өндірісте пайдалану мақсатында іріктелген штамнан құрғақ бактериальды концентратты дайындау әдісі

Құрғақ бактериялық концентратты (немесе лиофилизатты) дайындау микроорганизмдерді өміршеңдігі мен белсенділігін минималды жоғалтумен тұрақтандырылған күйде ұстауға мүмкіндік беретін процесс. Мұндай концентрат биотехнологиялық процестерде, ғылыми зерттеулерде немесе өндірістік мақсаттарда (мысалы, вакциналар, ферменттер, диеталық қоспалар және басқа да өнімдер өндірісінде) одан әрі қалпына келтіру және қолдану үшін қолданылады. 
Құрғақ бактериялық концентрат технологиясының сипаттамасы
1. Микроорганизмдер культурасын таңдау және дайындау
Бірінші кезеңде концентратты дайындау үшін қолданылатын қолайлы бактериялық дақылды таңдау керек. Әдетте пробиотикалық бактериялар немесе бактериялардың өнеркәсіптік штамдары сияқты лиофилизация (мұздату арқылы кептіру) процесіне жақсы төзетін микроорганизмдер таңдалады.
Бактерияларды өсіру: бактериялардың өсуіне оңтайлы жағдай жасайтын қоректік орталарда өсіріледі (мысалы, агарда немесе сорпалар немесе қоректік ерітінділер сияқты сұйық қоректік орталарда). Максималды биомасса алу үшін дұрыс параметрлерді (температура, рН және қоректік заттардың концентрациясы) сақтау маңызды.
2. Жасуша концентрациясы
Бұл кезеңде бактериялық дақылдардың лиофилизациядан бұрын жоғары тығыздығын алу үшін жасушалардың концентрациясы жасалады. Бұл әдетте центрифугалау арқылы жүзеге асырылады.
Центрифугалау: алынған бактериялық культура жасушаларды культура сұйықтығынан бөлу үшін центрифугаланады. Супернатант (сұйық фаза) алынып тасталады және жасушалардың (түйіршіктердің) шөгінділері кейінгі өңдеу үшін қолданылады.
3. Жасушаларды жуу
Центрифугалаудан кейін жасушалар кептіруден кейін бактериялардың сақталуы мен өміршеңдігіне әсер етуі мүмкін қоректік заттардың қалдықтарын, токсиндерді немесе басқа қоспаларды кетіру үшін стерильді тұзды ерітіндімен (мысалы, NaCl тұзды ерітіндісі немесе стерильді су) жуылады.
4. Қорғаныс матрицасын дайындау
Жасушаларды мұздату және кептіру кезінде пайда болатын зақымданудан қорғау үшін қорғаныс агенттері қолданылады (мысалы, глицерин, сахароза, маннитол, альбумин, майсыздандырылған сүт). Бұл заттар жасушалардың мембраналарын сақтауға және олардың бұзылуына жол бермеуге көмектеседі
5. Мұздату (мұздату арқылы кептіру)
Лиофилизация-бұл бактериялар қатып, содан кейін жасушалардан су сұйық күйге өтпестен төмен қысыммен шығарылатын процесс (бұл процесс сублимация деп аталады).
Мұздату: дайындалған жасушалар -40°C немесе одан төмен температурада қатып қалады.
Кептіру: мұздатылған торлар кептіру процесі жүретін мұздатқышқа орналастырылады. Сублимация (мұздатылған фазадан судың булануы) төмен қысым мен төмен температурада жүреді.
6. Орау және сақтау
Лиофилизация аяқталғаннан кейін дайын құрғақ бактериялық концентрат (лиофилизат) ампулалар немесе вакуумдық пакеттер сияқты герметикалық контейнерлерге салынады. Бұл ылғалдың, оттегінің және бактериялардың өміршеңдігіне әсер етуі мүмкін басқа факторлардың әсерінен қорғау үшін қажет.
Қаптаманың тығыздығы: қаптаманың тығыздалуы және өнімге ылғалдың түсуіне жол бермеу маңызды, себебі бұл жасушалардың бұзылуына және олардың өміршеңдігінің жоғалуына әкелуі мүмкін.
Сақтау: мұздатылған кептірілген бактериялық концентраттар ылғалдың әсерін болдырмайтын жағдайларда, төмен температурада (мысалы, -20°C-тан -80°C-қа дейінгі температурада) сақталады, бұл сақтау мерзімін едәуір ұзартуға мүмкіндік береді.
Құрғақ бактериялық концентратты дайындау процесі культураны, жасушаларды шоғырландыруды, қорғаныс агенттерін қосуды, мұздатуды және орауды қамтитын күрделі көп сатылы процесс. Әрбір кезең микроорганизмдердің өміршеңдігін сақтау және олардың ұзақ уақыт бойы тұрақтылығын қамтамасыз ету үшін маңызды. Құрғақ бактериялық концентраттар бактериялық дақылдарды ұзақ уақыт сақтау қажет ғылыми, медициналық және өндірістік салаларда кеңінен қолданылады.

2.3.5 Азықтың физика-химиялық көрсеткіштерін анықтау әдістері

Негізгі азыққа 4%	, 5%,	6% мөлшердегі пробиотикалық препарат қоса отырып, азықтың сапасына әсері зерттелді. Азықтық  ұнтақтардан сынамаларды алк мен талдауға дайындауды МЕМСТ 13496.0-2016 «Құрама жем, құрама жем шикізаты. Сынама алу әдісі» сәкес жүргіздік. Шикі протеиннің салмақтық үлесін МЕМСТ 13496.4-2019 «Жем, құрама жем, құрама жем шикізаты. Азот пен шикі ақуызды анықтау әдістері». Шикі майдың массалық үлесін МЕМСТ 13496.15-2016 «Жем, құрама жем, құрама жем шикізаты. Шикі майдың массалық үлесін  анықтау әдістері».




3 НӘТИЖЕЛЕР МЕН ТАЛҚЫЛАУЛАР

3.1 Сүт қышқылды бактериялардың таза дақылдарын бөліп алу және морфологиялық, биохимиялық қасиеттер нәтижелері 

Сүт   қышқылды микроорганизмдер жүз жылдан астам уақыт бойы зерттеушілер назарында. Сүт қышқыды микроорганизмдер түрлі табиғи қайнар көздері мен сүтқышқыл өнімдерінен бөлінетіні  белгілі. Біздің зерттеуімізде сүт қышқылды бактерияларын бөліп алу көздері дәстүрлі ашытылған сүт өнімдері (бие сүті және қымыз).
Сүт   қышқылды микроорганизмдердің морфо-физиологиялық құрамдық сипаты бар бие сүтінен «М» және қымыздан «К» 24 бактериялық изолят бөлініп алынды.  Бие сүтінің төрт үлгілерінен 1М…11М изоляттары алынды. Алты қымыз сынамасынан 1К…13К изоляттары оқшауланды.

Кесте 4 – Бөлініп алынған штамдардың морфологиясы

	Штамм нөмерлері
	Культуральды белгілері
	Морфологиялық белгілері

	1М
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар 

	2 М
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, дөңгелек жиекті таяқшалар

	3 М
	колония тегіс, ақ түсті
	бір-біріне параллель орналасқан, сонымен қатар жұппен байланысқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	4 М
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	5 М
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	6 М
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар

	7 М
	колония тегіс, ақ түсті
	бір-біріне параллель орналасқан, сонымен қатар жұппен байланысқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	8 М
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	9 М
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	10 М
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар


4 – кесте жалғасы 
	11 М
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	1 К
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	2 К
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	3 К
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар

	4 К
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	5 К
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	6 К
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар

	7 К
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	8 К
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар

	9 К
	колония тегіс беті бар сарғыш түсті
	бір-біріне параллель орналасқан грам-позитивті спора түзбейтін таяқшалар

	10 К
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, таяқшалар

	11 К
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын

	12 К
	колониялар кішкентай тегіс ағарту аймақтары бар
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын, каталаза-теріс таяқшалар

	13 К
	колониялар ұсақ нүктелі, беті тегіс ақ түсті
	спора түзбейтін, грам-позитивті қысқа, қозғалмайтын
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Сурет 3 – Сүт қышқылды микроорганизмдердің өсуі және микрофологиясы,  микроскоп MOTIC BA 300 (үлкейтіп 20 х 100) 

Барлық штамдардың биохимиялық сипаттамасы зерттелді. Штамдардың факультативті анаэробтар екені анықталды және барлығы Грам-позитивті, каталаза - теріс және қозғалмайтын, 2М, 3М, 6М, 7М, 11М және 3К, 7К, 9К, 10К, 11К жалғыз  таяқша  тәріді, грам  оң  және  спора  түзбейтін,  қозғалмайтын, аэротөзімді болып келеді, сонымен қатар, каталазаға теріс әсер көрсетті. Жалпыға бірдей алынған тест негізінде изоляттар   да туыстық қатынасы бойынша Lactobacillus туысына жатқызылды.
Алынған зерттеу нәтижелері бойынша 1М, 4М, 5М, 8М, 9М, 10М және 1К, 2К, 4К, 5К, 6К, 8К, 12К, 13К кокк тәріздес құрайтыны анықталды. Олардың пішіндері негізінен жұптасқан күйінде және түрлі ұзындықты құрайтын қысқа шынжыр тәрізді болып келеді. Барлық зерттелген бактериялар жылжымайтын, грам оң және аэротөзімді. Өсу сипаттамалары бойынша штамдар Lactococcus туысына жатқызылды.

3.1.1 Сүт қышқылды бактерияларының қышқыл түзу белсенділіктері
Сүт қышқылды бактерияларының ішінде қышқылға ең төзімді-асқазанның қышқылдық құрамына жеткілікті төзімділік дәрежесі бар лактобактериялар [214,215]. Микроорганизмдердің ең көп мөлшері тоқ ішекте байқалады. Төмен рН мәндеріне төзімділік пробиотикалық бактерияларға қойылатын талаптардың бірі болып табылады [216].
Бие сүтінен және қымыздан бөлініп алынған 24 штамдардың 17 сағаттық және 1 апталық қышқыл түзу белсенділігі майсызданған сүтте дақылдау арқылы лактобактериялардың жинақтау арқылы лактобактериялар мөлшерін Тернер әдісімен анықтадық. Бие сүтінен және қымыздан бөлініп алынған сүт қышқылды бактериялардың қышқыл түзу белсенділігін зерттеу нәтижелерін төмендегі кестеден көруге болады.

[image: C:\Users\pk\Desktop\f50efbe2-7fd4-4232-8866-79022f345fde.jpg]

Сурет 4 – Лактобактериялардың қышқыл түзу белсенділігі

Кесте 5 – Қышқыл түзу белсенділігі [209]

	Реттік нөмері
	Сүт қышқылды бактериялардың өндірістік штаммдары
	Бөлініп алынған өнім түрі
	Қышқыл түзудің белсенділігі, сағ
	Белсенді қышқылдығы, ˚Т

	Қышқыл түзу шегі, сүтте 1 аптадан кейін, ˚Т

	1
	1М
	Бие сүті
	12
	130
	180

	2
	2 М
	
	8
	110
	220

	3
	3 М
	
	7
	110
	240

	4
	4 М
	
	7
	110
	180

	5
	5 М
	
	16
	130
	220

	6
	6 М
	
	9
	110
	210

	7
	7 М
	
	7
	110
	240

	8
	8 М
	
	15
	110
	220

	9
	9 М
	
	8
	110
	240

	10
	10 М
	
	7
	110
	240

	11
	11 М
	
	7
	110
	240

	12
	1 К
	Қымыз
	14
	120
	170

	13
	2 К
	
	12
	120
	180

	14
	3 К
	
	12
	120
	220

	15
	4 К
	
	12
	130
	180

	16
	5 К
	
	8
	110
	220

	17
	6 К
	
	14
	120
	170

	18
	7 К
	
	12
	120
	180

	19
	8 К
	
	12
	120
	220

	20
	9 К
	
	12
	130
	180

	21
	10 К
	
	8
	110
	220

	22
	11 К
	
	16
	130
	220

	23
	12 К
	
	9
	110
	210

	24
	13 К
	
	16
	130
	220



Қорыта келе, штамдар сүтті оптимальды температурада 16 сағат ішінде ұйыта алды. Сүтті біркелкі қойыртпақ түзу арқылы 3М, 4М, 10М, 11М, 5К және 10К штамдары  7-8 сағат ішінде ұйытып белсенді қышқылдығы 1100Т, ал шекті қышқылдығы (сүтте 5-7 тәулік дамығаннан кейін) 210-2400Т көрсеткіш көрсетті.

3.1.2 Іріктелген сүт қышқылды бактериялардың рН4 және рН2 қышқылдық ортасына төзімділігі
[bookmark: _Hlk199734451]Пробиотикалық өсінділер үшін ең маңызды қасиет, әртүрлі pН орталарға төзімділігі болып табылады. Зерттеу жұмыстары барысында өсінділердің қышқыл ортаға төзімділігі зерттелінді. Нақтылап айтсақ, қоректік ортаның pН4 және 2 кезіндегі өсінділердің өсу қабілеті зерттелінді. Нәтижелер қоректік ортаны визуальды көзбен тексеру және микроскопиялық тексеру арқылы жүргізілді. 
Осылайша, асқазан сөліне ұшыраған кезде сүт қышқылды бактерияларының өмір сүруі маңызды фактор болып табылады. Содан кейін барлық штамдар 24 сағат өсіру кезінде әртүрлі рН мәндерінде (4 және 2) өміршеңдікке бағаланды. рН 4 кезінде 11 штамм өсті, оның 4 - і бие сүтінің үлгілерінен және 7-і қымыз үлгілерінен оқшауланды. Алайда, 3 штамм 24 сағат ішінде рН 2-де өсе алмады. Тек 8 штамм (2M, 3M, 8M, 3K, 7K, 9K, 10K және 11K) рН 2 (p ≤0,05) кезінде өсе алды. Зерттеуге сәйкес Azat et al. РН 3,0-де өмір сүру пробиотикалық штамдар үшін оңтайлы қышқылға төзімділік болып саналады. Нәтижелердегі айырмашылық штамдардың қышқылды реттеу механизмдері жасушаішілік рН-ны сақтай алмағандықтан және ішкі қышқылдану ферменттердің белсенділігін төмендетіп, белгілі бір ақуыздар мен ДНҚ-ны зақымдап, өлімге әкелуі мүмкін [217].  Алайда, осы зерттеуде потенциалды пробиотикалық штаммдарды таңдау үшін қолданылатын рН мәні (2,0) өте селективті және қышқылға төзімділігі жоғары штаммдардың бөлінуіне кепілдік береді. Бұл деректер біздің зерттеуімізде сыналған штаммдардың қышқылға ең төзімді екенін және перспективалы пробиотикалық штамм ретінде пайдаланылуы мүмкін екенін көрсетеді.

Кесте 6 – Бөлініп алынған сүт қышқылды бактериялардың рН4 және рН2 қышқылдық ортасына төзімділігі 

	№ штамм
 
	0 сағат

	3 сағат

	24 сағат


	
	2 pH
	4 pH
	2 pH
	4 pH
	2 pH
	4 pH

	1М
	-
	6,60
	-
	5,47
	-
	6,47

	2 М
	-
	6,81
	-
	6,39
	-
	6,17

	3 М
	-
	6,85
	-
	6,39
	-
	6,21

	4 М
	-
	6,61
	-
	6,3
	-
	6,49

	5 М
	-
	6,65
	-
	6,39
	-
	6,33

	6 М
	-
	4,78
	-
	4,36
	-
	2,81

	7 М
	-
	4,42
	-
	2,81
	-
	2,69

	8 М
	-
	5,25
	-
	
	-
	5,17

	9 М
	4,40
	7,79
	-
	4,84
	3,81
	3,17


6 кесте жалғасы

	10 М
	2,61
	4,25
	2,81
	6,21
	-
	4,84

	11 М
	3,18
	4,25
	2,81
	6,21
	-
	4

	1 К
	6,21
	6,61
	-
	6,1
	-
	6,51

	2 К
	-
	6,47
	-
	6,54
	-
	6,44

	3 К
	-
	6,61
	-
	6,47
	-
	6,21

	4 К
	-
	6,21
	-
	5,30
	-
	5,49

	5 К
	-
	6,65
	-
	6,20
	-
	5,27

	6 К
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7 К
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	8 К
	-
	3,25
	-
	2,81
	-
	3,17

	9 К
	-
	-
	-
	
	-
	-

	10 К
	6,60
	6,66
	2,81
	6,42
	3,25
	6,51

	11 К
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	12 К
	4,43
	7,79
	-
	4,84
	2,01
	3,17

	13 К
	-
	-
	-
	-
	-
	-





Диаграмма 1  – СҚБ-ң pH:4 және pH:2 қышқылды ортасына төзімділігі  

3.1.3 Іріктелген сүт қышқылды бактериялардың өт тұздарына төзімділігі
[bookmark: _Hlk199735170][bookmark: _Hlk199735299]Зерттеу сүт қышқылды бактериялардың өміршеңдігі мен функционалдылығына әсер ететін ас қорыту жүйесінің құрамдас бөлігі болып табылатын өтке қалай жауап беретінін түсінуге бағытталған. Адам ағзасындағы өт тұздарның концентрациясы орналасу орнына байланысты өзгеретіні белгілі және жеке ерекшіліктеріне байланысты болуы мүмкін. Өт қабатында өт тұздарының концентрациясы 0,2-0,6% аралығында болады. Өт он екі елі ішекке еніп, көптеген бактериялардың өліміне әкеледі, өйткені липидтер мен май қышқылдарынан тұратын жасуша мембраналары өт тұздарының ыдырауына өте сезімтал. Осыған байланысты пробиотикалық микроорганизмдердің тиімділігі олардың өт тұздарына төзімділігіне байланысты [219]. Сондықтан өт тұздарына төзімділік пробиотиктер ретінде қолдануға жарамды белсенді штамдарды таңдаудың маңызды критерийі ретінде жиі пайдаланылды [220]. 

Кесте 7 – Бөлініп алынған сүт қышқылды бактериялардың өт тұздарына төзімділігі

	№
	№ штамм
 
	Өт тұздарына төзімділігі

	
	
	0 сағат
	3 сағат
	24 сағат

	1
	1М
	6,57
	6,60
	9,71

	2
	2 М
	4,69
	4,51
	7,60

	3
	3 М
	4,69
	4,56
	8,25

	4
	4 М
	4,66
	4,44
	8,11

	5
	5 М
	4,69
	4,56
	8,69

	6
	6 М
	4,44
	4,47
	9,25

	7
	7 М
	4,69
	4,54
	8,30

	8
	8 М
	4,69
	4,60
	3,90

	9
	9 М
	4,74
	4,56
	8,30

	10
	10 М
	4,72
	4,33
	8,00

	11
	11 М
	4,36
	4,42
	4,17

	12
	1 К
	3,90
	6,25
	-

	13
	2 К
	6,06
	9,56
	4,68

	14
	3 К
	5,06
	6,17
	5,90

	15
	4 К
	6,39
	6,91
	6,82

	16
	5 К
	6,61
	5,17
	5,71

	17
	6 К
	6,63
	6,65
	6,56

	18
	7 К
	6,68
	8,47
	9,71

	19
	8 К
	8,33
	7,42
	9,04

	20
	9 К
	6,57
	7,33
	9,71

	21
	10 К
	6,44
	8,21
	9,66

	22
	11 К
	6,49
	6,69
	4,51

	23
	12 К
	6,54
	6,68
	6,49

	24
	13 К
	7,33
	-
	-






Диаграмма 2 – СҚБ Өт тұздарына төзімділік көрсеткіші

[bookmark: _Hlk199735273]	Барлық штамдар өттің 0,3% және 0,4% төзімді болды. Сонымен қатар, қышқылға төзімді 8 штамның ішінде 3М, 3К, 7К, 9К, 10К және 11К сияқты штамдар 0,5% өт төзімділігіне ие болды (р ≤0,05). 

3.2	Лактобактериялардың антибиотиктерге сезімталдық қасиеті

Сүт қышқылды бактерияларының антибиотиктерге қарсы сезімталдығы әртүрлі болуы мүмкін. Сондықтан таза кульутраларды таңдағанда олардың антибиотиктерге төзімділігін ескеру қажет. Антибиотиктер сүт қышқылы бактерияларының дамуына үлкен әсер етеді. Осыны ескере отырып, пробиотиктердің және олардың негізіндегі тағамдық өнімдердің құрамындағы микроорганизмдер культураларын таңдауда антибиотиктерге төзімділік сияқты қасиет маңызды рөл атқарады.
Микроорганизмдердің антибиотикке төзімділігі микробқа қарсы препараттардың тұрақты әсерімен өндіріледі. Қоздырғыштар (бактериялар, саңырауқұлақтар, вирустар және паразиттер) микробқа қарсы препараттарға (антибиотиктер, вирусқа қарсы және саңырауқұлаққа қарсы препараттар және басқа микробқа қарсы агенттер) тұрақты әсер ету арқылы төзімділікке ие болады [225,226].
Сүт қышқылды бактериялардың антибиотикалық сезімталдық қасиетін анықтау үшін левомицитин, неомицин, тетрациклин, стрептомицин, полимиксин, эритромицин, бензилпненициллин, доксициклин сияқты кең спекторлы антибиотиктерге төзімділіктері сыналды, резистенттілік аймағының өлшем бірлігі мм  9 –шы  кестеде көрсетілген.
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Кесте 8 – Бөлініп алынған сүт қышқылды бактерияларының антибиотиктерге сезімталдығы 

	Штамның
     нөмірі
	Антибиотиктер, өсу аймақтары (мм)

	
	

Левомицитин 30 мкг
	

Неомицин 30 мкг
	

Тетрациклин 30 мкг
	

Стрептомицин 30мкг
	

Полимиксин 300ед.
	

Эритромицин 15мкг
	
Бензилпенициллин 10 ед.
	
Доксициклин

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9

	3М
	14,3 ±0,6
	16,8 ±0,2
	25,8 ±0,1
	41,6 ±0,2
	47,1 ±0,3
	14,3 ±0,6
	16,8 ±0,2
	25,8 ±0,1

	3K
	12,2 ±0,1
	18,3 ±0,1
	22,4 ±0,3
	24,1 ±0,2
	35,3 ±0,2
	12,2 ±0,1
	18,3 ±0,1
	22,4 ±0,3

	7K
	-
	14,5 ±0,5
	33,6 ±0,1
	25,1 ±0,4
	33,8 ±0,3
	-
	14,5 ±0,5
	33,6 ±0,1

	9K
	11,8 ±0,05
	16,5 ±0,3
	-
	26,3 ±0,05
	28,7 ±0,3
	11,8 ±0,05
	16,5 ±0,3
	-

	10K
	-
	7,9 ±0,1
	-
	17,2 ±0,6
	15,3 ±0,4
	-
	7,9 ±0,1
	-

	11K
	-
	-
	-
	15,9 ±0,1
	16,1 ±0,1
	-
	-
	-


Ескерту: басу аймақтары мм-мен өлшенді. нәтижелер үш көшірменің орташа мәні ± стандартты ауытқуы болып табылады (р ≤0,05). Мұндағы – өсу аймағы жоқ;   




[image: C:\Users\pk\Desktop\4fc30947-dd61-48b5-9d6d-2c1a2f8c722e.jpg]        [image: C:\Users\pk\Desktop\05150c57-2dbc-4347-b0ec-51bf48d9b791.jpg] 
    
Cурет 5 – Лактобактериялардың антибиотик дисктеріне қарсы қалыптастырған аймақтық диаметрін бағалау көрінісі

Біздің талдауымызда зерттелген келесі антибиотиктерге салыстырмалы түрде төзімді болды Эритромицинмен өсудің тежелуі келесі штамдарда байқалды: 3М, 3К, 7К. Тек 7К, 10К және 11К үш штамдары айтарлықтай қарсылық көрсетті (p ≤0,05). Қысқаша айтқанда, 7К, 9К, 10К және 11К штамдары жоғарыда аталған антибиотиктерге төзімді болды.

3.3 Сүт қышқылды бактерияларының антогонистік белсенділігі

Lactobacillus пен патогендердің антагонистік өзара әрекеттесуі осы штамдардың әртүрлі жұқпалы аурулардың алдын алу немесе емдеу және ішектің жалпы денсаулығын нығайту үшін потенциалды терапевтік қолданылуын көрсетеді. Дегенмен, тиімділігі Lactobacillus нақты штамына және патогендік ағзалардың сипаттамаларына байланысты өзгеруі мүмкін.
Таңдалған изоляттарда тесік әдісімен антагонистік белсенділік зерттелді [223], бактериялық тест–культура ретінде : Enterococcus faecalis, Aeromonas spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E.coli). Бактериялық сынақтар ЕПА ортасында өсірілді. Дақылдар 37°C температурада 24 сағат бойы инкубацияланды.
Таңдалған сүт қышқылды бактерияларының  бактериялық культураға қарсы антагонистік белсенділігі анықталды. 
9-кестеде көрсетілген агар ұяшығынын диффузиясының нәтижелері штамдардың барлық тексерілген коллонияларға қарсы елеулі антагонистік белсенділік танытқанын көрсетті, штамдар үшін тежеу аймағының диаметрі 7 мм-ден астам болды. Жеке штаммдар арасында 2М  тежеу аймағының диаметрі 5 мм-ден асатын жоғары антагонистік белсенділікті көрсетті. Керісінше, 8М штамы төмен антагонистік потенциалды көрсетті.

[image: C:\Users\pk\Desktop\008a4f67-8588-4923-964f-40ce986d1407.jpg]

Сурет 6 – Лактобактериялардың антоганистік қасиеті

Кесте 9 – Бактериялық тест-культураларына қатысты сүт қышқылды бактерияларының бактерияға қарсы белсенділігі

	Штамның
нөмірі
	[bookmark: _Hlk199736733]Enterococcus faecalis
	Aeromonas spp.
	Staphylococcus aureus
	Escherichia coli   (E. coli)

	2М
	-
	5,4 ±0,2
	      -
	-

	3М
	    -
	9,7 ±0,1
	-
	10,1 ±1,2

	8М
	             -
	   -
	-
	8,7 ±0,3

	3K
	11,7 ±0,2
	-
	8,9 ±0,3
	-

	7K
	15,5 ±0,2
	11,7 ±1,1
	4,1 ±0,2
	5,8 ±0,4

	9K
	8,8 ±0,3
	7,0 ±0,3
	-
	8,2 ±0,2

	10K
	16,7 ±0,1
	11,2 ±0,1
	12,2 ±0,1
	15,3 ±0,1

	11K
	10,2 ±0,3
	10,3 ±0,1
	10,2 ±0,3
	11,4 ±1,1


Ескертпе: " - " - өсу жоқ;  - (p ≤0,05)
Тежеу аймақтары: 0 мм - нөлдік белсенділік; 1,0-4,9 мм - төмен белсенділік; 5,0-8,9 мм – орташа белсенділік; ≥ 9 мм – жоғары белсенділік

Қортындылай келсек, 8–ші кестеде келтірілген нәтижелерден ең жоғарғы антоганистік белсенділікті 10К штамы Escherichia coli  (E. coli) (15мм), Staphylococcus aureus (12мм), Enterococcus faecalis (11мм) және Aeromonas spp. (11мм) көрсетті. Ең айқын антагонистік қасиеттерге ие және оларды пробиотикалық штамдар ретінде пайдалану өте орынды деп қорытынды жасауға болады.

3.4 Пробиотикалық бактериялардың генетикалық талдауы және штаммдардың генотиптік идентификациясы

Пробиотиктерге үміткер ретінде жоғары пробиотикалық тиімділігі бар бес сүт қышқылы бактериясы таңдалды. 16s сүт қышқылы бактерияларының рРНҚ реттелген және анықталған. Молекулалық зерттеулер полимеразды тізбекті реакция (ПТР) әдісімен жүргізілді. 16s рРНҚ генінің фрагменті шамамен 600 б.з. д., алынған ДНҚ-дан ПТР әдісімен күшейтілді. Үлгілерді күшейту нәтижелері 9-ші суретте көрсетілген.

[image: ]
Сурет 7 – Гелэлектрофорез нәтижелері. Сүт қышқылды бактериялар штамдарынан бөлінген ДНҚ концентрациясы                                                                                                
Секвенирлеу реакциясынан кейін екінші ПТР өнімі секвенирлеу реакциясын тазарту үшін bigdye XTerminator Purification Kit жиынтығымен тазартылды. 
Анықталған штаммдардың 16s рРНҚ гендік тізбегі талданды және SeqaA (Applied Biosystems) бағдарламасында жалпы тізбекке біріктірілді. Ұзындығы шамамен 600 а.к. болатын тізбектер алынды. 
Зерттелген штамдардың нуклеотидтік тізбегі және 16s рРНҚ гендік тізбегін филогенетикалық талдау нәтижелері MEGA6 бағдарламасында салынған ағаштар түрінде ұсынылған.
Диагностика нәтижелері :
3К – Lactobacillus fermentum
7К – Lactobacillus fermentum
9К– Lactobacillus fermentum
 	010К – Lactobacillus paracasei
11К – Lactobacillus paracasei
 Бие сүтімен қымыздан бөлініп алынған сүт қышқылды бактерияларының іріктелген филогенетикалық ағаштары төменде көрсетілген.

3 – Lactobacillus fermentum
Нуклеотидтер тізбегі:
TGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA

[image: ]
Сурет – 8   Lactobacillus fermentum –3 штамының филогенетикалық ағашы, негізгі 16s rДНҚ гендердің фрагменттік анализінің құрлуы
Молекулалық сәйкестендіру нәтижесінде 3 – Lactobacillus fermentum  штамы Nr 104927.1 штамымен гомология дәрежесі 100,00% ең жақын көрсеткіш көрсетті, бұл көрсеткіш микроорганизмді осы түрге жатқызуға мүмкіндік береді.
7 – Lactobacillus fermentum
Нуклеотидтер тізбегі:
GGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA
[image: ]
Сурет – 9   Lactobacillus fermentum –7 штамының филогенетикалық ағашы, негізгі 16s rДНҚ гендердің фрагменттік анализінің құрлуы
Молекулалық сәйкестендіру нәтижесінде 7 – Lactobacillus fermentum штамы Nr 113335.1 штамымен гомология дәрежесі ең жақын 99,86% көрсеткіш көрсетті, бұл көрсеткіш микроорганизмді осы түрге жатқызуға мүмкіндік береді.
9 – Lactobacillus fermentum
Нуклеотидтер тізбегі:
GGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGCCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGC

[image: ]
Сурет – 10   Lactobacillus fermentum – 9 штамының филогенетикалық ағашы, негізгі 16s rДНҚ гендердің фрагменттік анализінің құрлуы
Молекулалық сәйкестендіру нәтижесінде 9 – Lactobacillus fermentum штамы Nr 113335.1штамымен гомология дәрежесі ең жақын 99,72% көрсеткіш көрсетті, бұл көрсеткіш микроорганизмді осы түрге жатқызуға мүмкіндік береді.

10 – Lactobacillus paracasei
Нуклеотидтер тізбегі:
TCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA

[image: ]
Сурет – 11   Lactobacillus paracasei –10 штамының филогенетикалық ағашы, негізгі 16s rДНҚ гендердің фрагменттік анализінің құрлуы
Молекулалық сәйкестендіру нәтижесінде 10 – Lactobacillus paracasei штамы Nr 113823.1штамымен гомология дәрежесі ең жақын 100,00% көрсеткіш көрсетті, бұл көрсеткіш микроорганизмді осы түрге жатқызуға мүмкіндік береді.
11 – Lactobacillus paracasei
Нуклеотидтер тізбегі:
GCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC

[image: ]
Сурет – 12 Lactobacillus paracasei  – 11 штамының филогенетикалық ағашы, негізгі 16s rДНҚ гендердің фрагменттік анализінің құрлуы
Молекулалық сәйкестендіру нәтижесінде 11 – Lactobacillus paracasei штамы Nr 113823.1 штамымен гомология дәрежесі ең жақын 100,00% көрсеткіш көрсетті, бұл көрсеткіш микроорганизмді осы түрге жатқызуға мүмкіндік береді.
3.5  Іріктелген штамның биологиялық қауіпсіздігін анықтау

Биотехнологиядағы өзекті биологиялық білім мен жетістіктерді пайдалану ауыл шаруашылығы секторын, ветеринарлық медицинаны, тамақ өнеркәсібін, денсаулық сақтауды фармакологияны және экожүйені басқаруды түбегейлі өзгертеді. Микробиологиядағы озық жаңалықтар мен гендік инженерияның инновациялық жетістіктері арқылы [228-231] өнімділік сипаттамалары айтарлықтай жоғарылаған микроорганизмдердің ультра заманауи штаммдарын жасауға мүмкіндік туды.
Мұндай дақылдарды өнеркәсіпке енгізу контекстінде негізгі аспект патогендік потенциалды, вируленттік қасиеттерді және аллергендік белсенділікті зерттеуді қамтитын олардың биологиялық қауіпсіздігін жан-жақты бағалау болып табылады [232-234].
Өнеркәсіптік микроорганизмдер үшін биоқауіпсіздікті қамтамасыз етудің жаһандық міндетінің пайда болуы штаммдарды сертификаттау мен стандарттауды қамтитын заманауи Нормативтік-құқықтық кеңістікті қалыптастыру қажеттілігіне байланысты. Бұл олардың өндірісте қолданылуын бақылау жүйелерін әзірлеуді, сондай-ақ осы бағыттағы әлемдік тәжірибені ескере отырып, реттеудің интеграцияланған моделін құруды қамтиды.
АҚШ ұлттық денсаулық сақтау институты, еуропалық Биотехнология Федерациясы (EuropaBio) және экономикалық ынтымақтастық және даму ұйымы (OECD) сияқты беделді ұйымдар әзірлеген микроорганизмдердің биоқауіпсіздік деңгейі бойынша халықаралық жіктелуі Биотехнология өнеркәсібіндегі микроорганизмдермен жұмысты реттеудің негізі болып табылады.  Штаммдардың ықтимал патогенділігін және олардың таксономиялық тиесілігін бағалауға негізделген бұл жүйе микроорганизмдерді 4 топқа бөледі – зиянсыз, аз қауіпті, орташа қауіпті және жоғары қауіпті микроорганизмдер.
Тамақ өнеркәсібінде немесе биологиялық препараттар ретінде қолданылатын пробиотикалық штаммдардың қауіпсіздігін бағалау өте маңызды міндет болып табылады.  Алайда, тіпті пробиотиктер үшін де қауіпсіздікті in vitro және in vivo зерттеулерінде мұқият бағалау қажет.
[bookmark: _Hlk110008376]Vitro потенциалды патогенділігін тексеру: жұмыртқаның сарысы қосылған концентрацияланған қоректік ортадағы in vitro тәжірибелер (орталар сары агармен) және қанмен (орталарқан агарымен) штамм лецитиназа немесе гемолитикалық белсенділік белгілерін көрсетпейтінін көрсетті. 
Штаммның уыттылығын сынау ( LD50): Lactobacillus paracasei 010К штамының уыттылығын сынау 103-тен 1011 CFU/см3-ке дейінгі концентрацияда сегіз жануарлар тобын (салмағы 16-18 г бес ақ тышқан) қолдана отырып, әдеттегідей жүргізілді (10–кесте).
[bookmark: _Hlk110008393]





Кесте 10 – Штамның жіті уыттылығын зерттеу нәтижелері 

	[bookmark: _Hlk110008427]№
	Тәжірибедегі жануарлар саны
	Енгізу әдісі
	КТБ/мл мөлшері
	Ауруға шалдыққан жануарлар
	Жануар–лардың шығымы
	Аман қалған жануарлар

	1
	5
	Құрсақ қуысы
	
	0
	0
	5

	2
	5
	Құрсақ қуысы
	
	0
	0
	5

	3
	5
	Құрсақ қуысы
	
	0
	0
	5

	4
	5
	Құрсақ қуысы
	
	0
	0
	5

	Бақылау
	5
	Құрсақ қуысы
	Физ. ерітінді
	0
	0
	5

	5
	5
	Ауыз арқылы
	
	0
	0
	5

	6
	5
	Ауыз арқылы
	
	0
	0
	5

	7
	5
	Ауыз арқылы
	
	0
	0
	5

	8
	5
	Ауыз арқылы
	
	0
	0
	5

	Бақылау
	5
	Ауыз арқылы
	Физ. ерітінді
	0
	0
	5



[bookmark: _Hlk106261557]Тәжірибе нәтижелері көрсеткендей, құрсақ қуысы арқылы, сондай–ақ пероральді (ауыз арқылы) енгізу кезінде зерттеуге алынған штамның зерттелген дозалары тәжірибеге алынған жануарлардың өлімін тудырмады. Олардың барлығы белсенді және сау болды.
Жануарлардың ішкі мүшелерін зерттеу кезінде морфологиялық сипаттағы өзгерістер тіркелді: бауыр мінсіз тегіс беткі құрылымы бар қызыл қоңыр түске ие болды. Мидың және оның қыртысының құрылымы айқын көрінеді, күрделі көлемдік таралусыз консистенциясы бойынша жеңілдігімен ерекшеленеді; құрылымдарды бір-бірінен ажырату жабысқақтықтың болмауына байланысты қиындықсыз жүзеге асырылды.
Жергілікті тітіркендіргіш әсері: зерттелетін өсінділерді қояндардың көзінің коньюктивіне 1*109 КТБ /см3 дозасында енгізгенде, склера мен қасаң қабық тамырларының инъекциясы, сондай-ақ көздің бұрыштарындағы шырышты секрециялар түрінде көрінетін әлсіз оң реакция тіркелді. Бақылаудың екінші күнінде бұл құбылыстар барлық жануарларда толығымен жоғалып кетті, ал келесі 5 күн ішінде физиологиялық нормадан ауытқулар байқалмады. Осылайша, әлсіз зақымдануды тудыратын зерттелетін штамдар жергілікті тітіркендіргіш әсерге ие.
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Сурет 13 – Ақ тышқан ішкі ағзаларының морфологиялық өзгерістерін бақылау барысы
[bookmark: _Hlk110008795]  	 Сенсибилизациялық әсері бойынша аллергендік әсер: орташа аллергендік дозаны белгілеу теңіз шошқаларында жүргізілді, онда зерттелетін өсінділер бір жануарға ,, КТБ/см3 мөлшерінде енгізілді. Бақылау ретінде физиологиялық ерітінді қолданылды. Реакцияны есепке алу 24 сағаттан кейін және 5 күн ішінде жүргізілді. Нәтиже келесі шкала бойынша баллмен бағаланды:
0–көрінетін реакция жоқ;
1–бүкіл аймақта немесе оның шетінде бозғылт қызғылт эритема;
2–бүкіл аймақта немесе оның шетінде ашық қызғылт эритема;
3–бүкіл қызыл эритема;
4–эритема болған немесе болмаған кезде терінің инфильтрациясы және ісінуі (тері қатпарының қалыңдауы);
5–эритема, айқын инфильтрация, фокальды жаралар (некроз), геморрагиялар, қыртыстардың пайда болуы мүмкін.
Біздің тәжірибемізде – 0 балл, ешқандай реакция жоқ. Осылайша, зерттелген штамм іс жүзінде аллергиялық емес деп танылды.
Пробиотикалық мақсатта ұсынылып отырған Lactobacillus paracasei – 010К штамының патогенділік және жағымсыз әсерлерінің сипатын зерттеу негізінде микрорганизмдердің қауіпсіздігіне бағалау жүргізілді. Бұл жұмыста аталған штамм өсінділік–морфологиялық ерекшеліктері, in vitro жағдайында потенциальды–патогенді белгілерін анықтау аллергендік әрекетін зерттеу нәтижелері ұсынылған.
Штамның жіктелуіне сәйкес (Микроорганизмдер продуценттердің, бактериялық препараттардың және олардың компоненттерінің жұмыс аймағының ауасындағы шекті рұқсат етілген концентрациясы (ШРК) ГН 2.2.6.709–98 Гигиеналық нормативтері) аталған белсенді штамм қауіптіліктің 4–класына жатқызылды (ҚОСЫМША Ә).
Біз токсикологиялық көрсеткіштерді бағалау үшін Lactobacillus paracasei – 010K штамының он ақ тышқанның массалық көрсеткіштеріне әсерін зерттедік, зерттеу нәтижелері 11-кестеде келтірілген. Жұмыс нәтижелері бойынша Lactobacillus paracasei-010K штамының барлық пайдаланылған концентрациялары үшін уыттылық анықталған жоқ.эксперимент соңында барлық тышқандар тірі қалды және олардың күйінде физиологиялық ауытқулар байқалмады. Эксперимент барысында тышқандардың тірі салмағындағы орташа айырмашылық 0,1 г құрады, ал зерттеу аяқталғаннан кейін үшінші топтағы тышқандардың орташа салмағы 29,2±0,5 г, төртінші топта 29,4±0,4 г (p<0,05) болды. Сонымен қатар, Lactobacillus paracasei – 010K штамы қолданылмаған бақылау тобындағы тышқандардың орташа салмағы 28,3±0,8 г құрады. осылайша, эксперимент нәтижелері үшінші және төртінші топтардағы ақ тышқандардың бақылау тобымен салыстырғанда орташа салмағы жоғары екенін көрсетті.

Кесте 11 –   Lactobacillus paracasei – 010К штамының тышқандардың салмақ көрсеткіштеріне әсері 

	Топтар
	Орташа тірі салмақ, г
	Өсім

	
	Бастапқы
	Соңғы
	Абсолюттік өсім, г
	Орташа тәуліктік өсім, г
	Салыстырмалы өсім, г

	Бақылау
	2,2±0,6
	28,3±0,8
	6,1±0,2
	0,43±0,01
	2,2±0,6

	1 Тәжірибелік топ
	22,1±0,7
	28,4±0,7
	6,3±0,1
	0,45±0,01
	22,1±0,7

	2 Тәжірибелік топ
	22,3±0,6
	29,2±0,5
	6,9±0,2
	0,49±0,01
	22,3±0,6

	3 Тәжірибелік топ
	22,1±0,6
	29,4±0,4
	7,3±0,2*
	0,52±0,01
	22,1±0,6

	Ескертпе:  Р<0,05.



Бақылау тобындағы орташа абсолюттік өсім 6,1±0,2 г, бірінші тәжірибелік топта 6,3±0,1 г, екінші тәжірибелік топта 6,9±0,2 г, үшінші тәжірибелік топта 7,3±0,2 г (P<0,05) құрады [233].



Сурет 14  –   Тышқандардың салыстырмалы өсім көрсеткіштері, %

	Суретте көрсетілгедей салыстырмалы өсім көрсеткіштері бақылау тобында 0,43±0,01% болса, 1 тәжірибелік топта 0,45±0,01%, 2 тәжірибелік топта 0,49±0,01% және 3 тәжірибелік топта 0,52±0,01% болды. Тәжірибелік топтардың өсімі бақылау тобына қарағанда жоғары, бұл эксперименттік жағдайлардың тиімділігін көрсетеді. Осыған ұқсас нәтижелер Н.А.Табаковтың зерттеулерінде де алынған, жұмысында зертханалық тышқандарды минералды элементтер қосылған азықтық қоспасымен қоректендіру кезінде бақылау тобымен салыстырғанда тышқандардың тәжірибелік топтарының салмағы едәуір артқан және азықтық қоспа тышқандардың физиологиялық жай–күйлеріне кері әсерін тигізбеген [234].

3.6 Lactobacillus paracasei – 010К  штамын депонирлеу және АҚШ GENBANK деректер базасына енгізу нәтижелері

Қазіргі таңда коллекциялық орталықтарда микроорганизмдерді сақтау тәжірибесі бүкіл әлемде танымал. Депонирлеу үлгілерін тіркеу, сақтау және беру үшін микроорганизмдердің коллекцияға берілуін түсінеді. Депонирлеудің  мақсаты депозиторлардың құқықтарын сақтай отырып, олардың ғылыми қоғамдастыққа қолжетімділігін қамтамасыз ету үшін табиғи көздерден оқшауланған немесе ғылыми қызмет процесінде зерттеушілер құрған микроорганизмдердің ең құнды штамдарының танылған коллекцияларын сақтау болып табылады.
Lactobacillus paracasei – 010К  штамы РМК «Микроорганизмдердің республикалық коллекциясы» орталық мұражайында B-RKM1009 коллекциялық нөмірмен тіркелген (ҚОСЫМША Б).
Ұлттық денсаулық сақтау институтының Ұлттық биотехнологиялық ақпарат орталығы (NSBI) құрамына кіретін АҚШ GENBANK деректер базасына енгізілді https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. Сәйкестендірілу нөмері: PV523901.1 (ҚОСЫМША В).    

3.7 Өндірісте ұтымды пайдалану мақсатында іріктелген штамның құрғақ бактериальды белсенді композициясын құрастыру 

Кептірілген бактериялық концентраттарды дайындау процесі келесі кезеңдерді қамтиды: сүт қышқылы бактериялары мен ашытқы микроорганизмдерін өсіру, бактериялық биомассаны жинау, жасуша сұйықтықтарын кептіру, бактериялық өнімдерді кептіру.
Бактериялық препараттарды өндіру технологиясын талдау келесі кезеңдердің дамуына негіз болатын алғашқы – базалық кезеңдерді жетілдіру перспективалы екенін көрсетті. Сондықтан микроорганизмдердің биомассасының жинақталу кезеңі маңызды, оның тиімділігі көбінесе өсіру жағдайларына және штамның белсенділігіне байланысты.
Бактериялардың өсуін күшейтудің ең көп таралған әдістерінің бірі-қоректік ортаның құрамын оңтайландыру. Бактериялық препаратты стандартты өсіру ортасын қолдану арқылы дайындау керек. Сүт қышқылды бактерияларды яғни, Lactobacillus paracasei – 010К  штамын өсіру үшін MRS қоректік ортасы қолданылды. 
Бактериялық препараттарды қабылдаудың келесі қажетті кезеңі-биомассаны культуралық ортадан бөлу. Осы мақсатта бактофугтар қолданылады. Бұл жағдайда бактериялық жасушалардың культуралық сұйықтықтан бөлінуінің әсері жасушалардың пішінімен, қоректік ортаның тығыздығымен, бактериялардың бөліну режимімен анықталады. Алынған препараттардың белсенділігіне және олардың тұрақтылығына, жасушаларды бөлу алдында өсіру ұзақтығына айтарлықтай әсер етеді. 
Бифидобактериялардың белсенділігі мен өміршеңдігін ынталандыру үшін биологиялық құнды заттармен кешенде тұратын табиғи тағамдық талшықтарды қолдану бактериялық концентраттың пробиотикалық қасиеттерін және технологиялық өңдеу мен ұзақ сақтау кезінде олардың тұрақтылығын арттыруға мүмкіндік береді. Соған орай, алынған бактериялық массаны 1:1 қатынасында қорғаныш қоректік ортасымен араластырдық.
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Сурет 15 –  Lactobacillus paracasei – 010К шатмын центрифугалау және биомасса алу кезеңі

Алынған сүт қышқылды бактерияның сұйық ерітіндісін кептіреді. Ол үшін 6-8 мм болатын құтыға 2 см3 –ден өлшеп орайды. Суспензияны сублимациялық кептіруге арналған қондырғыда алдымен төменгі теріс – 35– (–45)°С температурада, қайта кептіру оң – 35– (45)°С температурада жүргізілді. Суспензияны кептіру ұзақтығы науаларда – 6–12 сағат, құтыларды 24–42 сағат. 
Концентраттың 1 граммы 150–ден 300 млрд дейін клеткалардан тұрады. Ылғалдылықтың массалық үлесі 3,5% –дан аспауы қажет. 1 г–да 10 жасушадан аспайтын бөгде патогенді емес микрофлораның болуына жол беріледі.
Лиофилизация (құрғақ кептіру)
Бактерияларды ұзақ уақыт сақтаудың ең тиімді әдісі — лиофилизация (немесе мұздатылып кептіру). Бұл процесс бактерияларды өте төмен температурада мұздатып, кейін вакуумда су буын алып тастау арқылы жүргізіледі. Лиофилизация бактериялар клеткаларының құрылымын сақтап, олардың өміршеңдігін қамтамасыз етеді.
Лиофилизацияның артықшылықтары:
· Құрғақ күйде бактериялардың белсенділігі жоғары сақталады.
· Ұзақ уақыт сақтауға мүмкіндік береді.
· Көліктеу мен сақтау кезінде температура өзгерістеріне төзімді.Осы орайда әлемдік зерттеу жұмыстарының нәтижелеріне сүйене отырып, сүт қышқылды бактериялар үшін қорғаныш орта ретінде майсыздандырылған сүт қолданылды.
LyoBeta мұздатқыш кептіргіш эксперименттік, биологиялық, фармацевтикалық және азық-түлік зерттеулерінде және «масштабын ұлғайту» жұмыстарында қолдануға, сондай-ақ ғылыми орталықтарда технологиялар трансфертін жеңілдетуге арналған. GLP (Good Laboratory Practice) дизайны бар жоғары өнімді құрылғы LyoBeta барлық процесс қадамдарын дәл бақылау арқылы лиофилизация процесін толығымен автоматты түрде жүргізуге мүмкіндік береді.
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Сурет 16– LyoBeta, лиофилизаторы

Лиофилизация жұмыстары Lyobeta – 4 ps, Испания қондырғысында төмендегі 11– кестеде көрсетілген режимде жүргізілді.

Кесте 12 – Жүргізілген лиофилизация үрдісінің режимі

	01
	Мұздату
	–50 С
	
	7:0 мин

	02
	Бастапқы кептіру
	–30
	300
	7:0

	03
	Бастапқы кептіру
	–30
	500
	3:0

	04
	Екіншілік кептіру
	40,0
	
	7:0

	05
	Екіншілік кептіру
	37,0
	
	6:30



№ 1 үлгі:  Lactobacillus paracasei – 010К 1:1 қатынасында қорғаныш ортасы ретінде қолданылып отырған майсыздандырылған сүтте егілді.
№ 2 үлгі:  Lactobacillus paracasei – 010К, Torulopsis  sphaeerica  –105k штамдарының 1:1 қатынасында қорғаныш ортасы ретінде қолданылып отырған майсыздандырылған сүтте егілді. Негізі майсыздандырылған сүтті пайдаландым, себебі бактерияларды лиофильді кептіру процесінде қажетті қоректік заттарды сақтауын қамтамасыз етіп, олардың тіршілігін ұзақ уақытқа сақтауға мүмкіндік береді. 	
Зерттеу жұмысы Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университетінің, «Микробиоценоз және пробиотиктерді құрастыру» ғылыми–зерттеу зертханасында жүргізілді.
Құрғақ пробиотикалық препараттарды әзірлеуде қолданылатын штаммдардың биологиялық және техникалық сипаттамаларын кешенді салыстырмалы зерттеу негізінде бірінші үлгідегі Lactobacillus paracasei - 010К штамынан тұратын биологиялық препарат және екінші үлгідегі Lactobacillus paracasei - 010К мен Torulopsi ssphaerica-105К штамдары бар бактериялық құраммен біріктірілген пробиотикалық препараттың эксперименттік рецептурасы әзірленді. Бұл жағдайда негізгі критерий бір қоректік ортадағы белсенді штамдардың өміршеңдігі болды. 

Кесте 13 – Құрастырылған биологиялық препараттардың сапалық көрсеткіштері

	Тәжірибелік сынамалар
	Көрсеткіштер атауы
	Тәжірибе нәтижесі


	№ 1 үлгі
	Өміршең клеткалардың саны, млн,кл:
Lactobacillus paracasei – 010К
	3,1±0,2


	
	Бөтен микрофлорамен
	ластануы жоқ

	
	Антагонистік белсенділігі
	жоғары

	№ 2 үлгі
	Өміршең клеткалардың саны, млн,кл:
Lactobacillus paracasei – 010К,
Torulopsis  sphaeerica – 105k
	

3,4±0,2
4,2±0,2

	
	Бөтен микрофлорамен
	ластануы жоқ

	
	Антагонистік белсенділігі
	жоғары



Нәтижелер ұсынылған қоректік ортаның сүт қышқылды бактериялары өсуіне айтарлықтай ынталандырушы әсер ететінін көрсетеді, осылайша олардың өнімділігі мен ұзақ мерзімді сақтау кезінде өмір сүруін арттырады.
ҚР №7343 «Ауыл шаруашылығы жануарларының, құстардың және балықтардың асқазан-ішек ауруларының алдын алуға және емдеуге арналған пробиотикалық препаратты алу үшін пайдаланылатын Lactobacillus paracasei – 010К сүт қышқылды бактерияларының штамы» пайдалы модельге патент алынды (ҚОСЫМША Г).
ҚР №36625 «Балықтың өсуін ынталандыруға, ауруларын алдын алуға және емдеуге арналған пробиотикалық препарат» өнертабысқа патент алынды (ҚОСЫМША Ғ).

3.8 Биологиялық препараттар қосылған азықтың физика-химиялық көрсеткіштерін анықтау
 
Балықтарға арналған жасанды құрама азық өндірісі қазіргі заманғы балық өсіруде негізгі сипатқа ие болуда, өйткені өнеркәсіптік аквакультурада балықты азықтандыру маңызды технологиялық элемент болып табылады [236-238].
[bookmark: _Hlk198607355]Біздің зерттеу жұмысымыздың қойылған міндеттеріне сәйкес пробиотикалық препарат қосылған азықтық ұнтақтардың тәжірибелік үлгілерінің физика-химиялық қасиеттері зерттелінді. Жұмыстың барысында негізгі азыққа 4%	, 5%,	6% мөлшердегі пробиотикалық препарат қоса отырып азықтын сапасын көрсеткішін зерттедік. Азықтық ұнтақтар, соның ішінде ұнтаққа пробиотикалық препараттың әртүрлі мөлшері қосылған тәжірибелік үлгілері мен бақылау тобының нәтижелері төменгі кестеде берілген.
Құрама азықтардың сапасы, сондай-ақ олардың құрамы, тепе – теңдігі, азықтандыру технологиясының ерекшеліктері балық өсірудің маңызды биологиялық көрсеткіштеріне-өсіп келе жатқан кезеңдегі балықтардың өмір сүруіне (әсіресе шабақ өсіру кезеңінде), өсу жылдамдығына, жаппай жинақталуына және жалпы физиологиялық жағдайына айтарлықтай әсер етеді [239].
Негізгі құрама азыққа қосымша компонент ретінде әртүрлі азықтық қоспаларды, атап айтқанда екі үлгідегі биологиялық препараттарды қолдану балық ағзасына ынталандырушы әсер етеді.
Бұл пробиотиктерді тилапия балықтарының азықтық рационында қолдану өте маңызды, өйткені бұл заттар дамудың алғашқы кезеңдерінде жасанды құрама азықты тұтынуға тез бейімделуге ықпал етеді.

Кесте 14 – Пробиотикалық препарат қосылған балық азығының физика-химиялық көрсеткіштері

	Көрсеткіштер
	Бақылау және тәжірибелік топтар

	
	Бақылау
	1 үлгі
	2 үлгі

	
	
	4%
	5%
	6%
	4%
	5%
	6%

	Ылғал, %
	7,4
	7,2
	7,2
	7,1
	7,1
	7,0
	7,0

	Ақуыз, %
	39,7
	4,0
	4,4
	40,6
	41,0
	41,3
	41,4

	Май, %
	5,8
	6,9
	7,0
	7,1
	7,3
	7,5
	7,6

	Күл, %
	6,2
	6,7
	6,7
	6,8
	7,0
	7,1
	7,4



14 кестедегі берілген мәлімет бойынша екі үлгідегі биологиялық  препараттар қосылған азық үлгілерінің түсі қоңыр мен қоңыр-сары аралығанда болды. Азыққа қосылған тәжірибелік топтарындағы ақуыздың мөлшері бақылау тобында 39,7%, ал тәжірибелік топта ақуыз мөлшерінің 41,7% өскендігін  байқап отырмыз.
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	а) ALLER PERFORMA 2 мм ақуызы жоғары құрама жем;
	б) ALLER PERFORMA 2 мм ақуызы жоғары құрама жем және пробиотикалық препарат;


Сурет 17 – Құрама жем түрлері

3.9 Дайын биологиялық препараттардың тиляпия балықтарының биологиялық көрсеткіштеріне әсері

Дайын биологиялық препараттардың әсерін "TENGRY FISH" жауапкершілігі шектеулі серіктесінде  жүргізілді.
Құрама азық рецептурасын әзірлеудегі негізгі міндеттер өнімнің қасиеттерін арттыру, арзандату, тапшы немесе қымбат компоненттерді дәстүрлі емес шикізатпен алмастыру арқылы оларды жетілдіру болып табылады.
Сондықтан балық өсіру кезінде қымбат азықтың орнына сүт қышқылды бактериялары мен ашытқыларға негізделген пробиотиктерді қолдану мүмкіндігін зерттеу қызығушылық тудырды.
Ол үшін 100 литрлік аквариумдар қолданылды.
Зерттеуге арналған материал  тилапия орташа салмағы 23 грамм.  болатын ағынды емес, су температурасы 26–28º C  аквариумдарда ұсталып, стандартты азықмен азықтандырылды.  Бейімделуден кейін балықтар үш топқа бөлінді: екі тәжірибелі және бақылау, әр топта 50 балықты құрады.
Зерттеу барысында келесі көрсеткіштер зерттелді:
– балық санының сақталуы;
– тәжірибенің басында және тәжірибенің соңында тірі массасы;
– абсолютті өсім, абсолютті орташа тәуліктік өсім.
Тәжірибелі топтардың балықтары күнделікті рационның жалпы көлемінен 5% пробиотиктерді азықпен бірге, ал бақылау тобындағы балықтар тек азық алды. Тәжірибенің ұзақтығы бір айды құрады.
Дайындалған азықтар бөлме температурасында кептірілген, полиэтилен пакеттерге салынған және тәжірибелік балықтарды азықтандыру алдында микроорганизмдердің өміршеңдігін сақтау үшін 4°C температурада салқындатылды. Зерттеу кезінде тәжірибелік кезең азықтарда пробиотиктердің жоғары деңгейі сақталуын қамтамасыз ету үшін әр апта сайын жаңа азықтар дайындалды. Жалпы балық биомассасының 5% мөлшерінде күніне 5 рет қолмен тамақтандырылды. Аптасына 2 рет нәжіс пен тамақ қалдықтарын кетіру арқылы суды техникалық ауыстыру жүргізілді. Балықтарды азықтандыру үшін ALLER PERFORMA 2 мм (Польша) ақуызы жоғары құрама жем қолданылды. 
1– Бақылау тобы; 
2– 1 үлгі (Lactobacillus paracasei – 010К); 
3– 2 үлгі (Lactobacillus paracasei – 010К+ Torulopsis  sphaeerica – 105k).

Кесте 15 – Зерттеу схемасы

	№
	Зерттеу түрі
	Азықтандыру түрі
	Балық саны

	1
	Бақылау тобы
	100% НА
	50

	2
	 Тәжірибелік топ
	95% НА + 5% бірінші үлгі
	50

	3
	 Тәжірибелік топ
	95% НА + 5% екінші үлгі
	50

	Ескерту: НА– негізгі азықтандыру (азық)



Тәжірибе соңында биологиялық препараттардың тилапия балығының ағзасына жасанды жағдайда әсер ету тиімділігін бағалау үшін әр 10 күн сайын өлшеніп, бағаланып отырылды. Төменде көрсетілген балықтардың нәтижелері алынды.

Кесте 16 – Дайын биологиялық препараттардың тиляпия  балықтарының  тірі салмақ мөлшеріне әр 10 күн сайынғы әсері

	Тәжірибелер тобы 
	Көрсеткіштер

	
	Балықтардың бастапқы салмағы, гр
	
10 күн
	
20 күн
	
30 күн

	Бақылау тобы
100% НА
	23
	27±0,2
	38±0,2
	45±0,2

	95% НА + 5% бірінші үлгі
	23
	30±0,2
	40±0,2
	55±0,2

	95% НА + 5% екінші үлгі
	23
	45±0,2
	55±0,2
	64±0,2


 
Биологиялық препаратын азыққа енгізудің ең жақсы өсу ынталандырушы әсерін байқаймыз. Сонымен, бұл нұсқадағы балық массасының абсолютті өсуі бақылаудан жоғары болды. 
Биологиялық препараттармен өсірілген балықтардың биологиялық көрсеткіштері нормативтерге сәйкес болды. Абсолютті және орташа тәуліктік өсу мәндері аздап ерекшеленді: бақылау тобымен салыстырғанда бірінші үлгі-22%, ал екінші үлгімен азықтандырылған балықтар 42% массалық үлес қосты.
[bookmark: _Hlk122874245]Биологиялық препарттармен өсірілген балықтардың биологиялық көрсеткіштері 17 кестеде келтірілген.

Кесте 17 – Биологиялық препараттардың тиляпия балықтарының биологиялық көрсеткіштеріне әсері

	Көрсеткіштер
	Тәжірибелер тобы

	
	Бақылау тобы
100% НА
	95% НА + 5% бірінші үлгі
	95% НА + 5% бірінші үлгі

	Отырғызу тығыздығы дана / 100 л
	50
	50
	50

	Балықтың бастапқы жеке салмағы, г
	23
	23
	23

	[bookmark: _Hlk187664045]Балықтың соңғы жеке массасы, г
	45±0,2
	55±0,2
	64±0,2

	Абсолютті өсім, г
	22
	32
	41

	Орташа тәуліктік өсім, г
	0,7
	1
	1,3

	Өмір сүру деңгейі, %
		90,0	

	98,0
	100

	Өсіру кезеңі, күн
	30
	30
	30


Айырмашылықтар p <0,05 кезінде маңызды

Тәжірибе топтарында 1–ші (Lactobacillus paracasei – 010К) және 2–ші (Lactobacillus paracasei – 010К+ Torulopsis  sphaeerica – 105k) үлгілердегі биологиялық препараттармен азықтандырылған балықтардың тірі салмағының жалпы өсімі 1–ші (бақылау) топқа қарағанда жоғары болды. Олардың ішінде 3–ші топ ең үлкен тірі салмақ жинады, яғни екінші үлгідегі биологиялық препаратын қолданған топта (Р<0,05).
Балықтың соңғы жеке массасы бойынша бірінші тәжірибелік тобында 22,22% өсім, ал 2 тәжірибелік тобында 42,22% өсім байқалады. Абсолютті өсім бойынша бірінші тәжірибелік тобында 45,45% өсім, ал 2 тәжірибелік тобында 86,36% өсім байқалады. Орташа тәуліктік өсім бойынша бірінші тәжірибелік тобында 42,86% өсім, ал 2 тәжірибелік тобында 85,71% өсім байқалады. Өмір сүру деңгейі бойынша бірінші тәжірибелік тобында 8,89% өсім, ал 2 тәжірибелік тобында 11,11% өсім байқалады. Қорыта айтқанда биологиялық препаратымен азықтандырылған топтарда барлық көрсеткіштер бойынша айтарлықтай жоғары өсім байқалды.
Массаның жинақталу коэффициентінің жоғарылауы балыққа азықтың сіңімділігінің жақсарғанын көрсетеді. Пробиотиктердің балық өміршеңдігіне, өсу жылдамдығына және балық өнімділігіне оң әсері жоғарыдағы кестеде көрсетілген. Нәтижесінде биологиялық препараттармен азықтандырылған балықтардың өсу қарқыны бақылау тобына қарағанда жоғары екенін көрсетті (ҚОСЫМША Д). 
4  Дайын биологиялық препараттардың тиляпия балықтарының ішек микрофлорасына  сандық және сапалық әсері

Азықтандыру кезеңінің соңында балықтарды ішек қозғалысын қамтамасыз ету үшін 24 сағат бойы аштыққа ұшырата отырып және әр емдеуден кейін 3 балықтан кездейсоқ үлгісі алынды. Балықты бірінші өлтіріп, бойлап кесіп шықтық. Балықтың барлық ішектері асептикалық түрде бойынша оқшауланды. Дайын суспензия стерильді нейлон торының (100 мкм) көмегімен електен өткізілді. Гомогенаттар  9 мл көлемінде стерильді 0,85% тұзды ерітіндісін 10–4 дейін сұйылттық. Жалпы санау триптон соя агарына (TSA) әр гомогенаттың 0,1 мл қолдану және 16 сағат ішінде 37°C температурада инкубациялау арқылы жүргізілді.
Ашытқы жасушаларын санау Сабуро агарына 0,1 мл гомогенат қолдану арқылы жүргізілді. Пластиналар 25°C температурада инкубацияланды, 5 күн ішінде ашытқы жасушалары колониялық есептегішпен есептелді. Доминантты колониялар биохимиялық сынақтар мен лактобактерияларды оқшаулаудың стандартты әдістерін қолдана отырып, морфологиялық сипаттамалар мен өсу параметрлері негізінде тазартылды және анықталды. Бактериялар мен ашытқы жасушаларының саны ішектің КТБ/г 18 – кестеде көрсетілген.
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Сурет 18 – Зерттеу барысы

Ішек микробиотасы эксперименттің соңында барлық Петри табақшасында бактериялардың жалпы санының ең жоғары деңгейі екінші экспериментте тіркелді, яғни биологиялық препаратымен қоректенетін балықтарда (2,05 *10–4 КТБ/ см3), ал ең төменгі көрсеткіш бақылау тобында болды. Сонымен қатар, бұл бақылау тобымен салыстырғанда ішекте биологиялық препараттармен қоректенетін барлық балықтарда айтарлықтай жоғары болды. Балықтың ішек микрофлорасынан алынған сүт қышқылды бактерияларының орташа мәні 2–ші тәжірибе тобына жататын балықтарда жоғары болды.
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Сурет 19 – Бактериялардың қоректік ортада өсуі және санау процесі 

Тәжірибе нәтижесінде  биологиялық препараттармен азықтандырылған екі топтағы балықтар жақсы жалпы клиникалық жағдайды көрсетті.

Кесте 18 – Дайын биологиялық препараттармен қоректендірілгеннен кейінгі балықтардың ішек микрофлорасының сандық және сапалық көрсеткіштері,  КТБ/см3

	Топтар
	Микробиологиялық көрсеткіштер

	
	Бактериялардың жалпы саны 
КТБ/ см3 (10-4)
	Ашытқы,
КТБ/см3 (10-4) 
	Lactobacillus,  КТБ/см3 (10-6)

	1
	2
	3
	4

	Бақылау
	1,69 ± 0,06
	1,38 ± 0,02 
	1,35 ± 0,02 

	Тәжірибе 1
	1,75 ± 0,02 
	[bookmark: _Hlk187664581]1,94 ± 0,02 
	1,79 ± 0,03 

	Тәжірибе 2
	2,05 ± 0,07 
	[bookmark: _Hlk187664615]2,07 ± 0,12 
	2,33 ± 0,05 





Сурет 20 – Дайын биологиялық препараттармен қоректендірілгеннен кейінгі балықтардың ішек микрофлорасының сандық және сапалық көрсеткіштері,  КТБ/см3

Кесте нәтижелері бойынша, тәжірибе 2 тобы барлық көрсеткіштер бойынша ең жоғары мәндерді көрсетті, бұл зерттеу жағдайының микроорганизмдердің өсуіне әсерін айқындайды. Тәжірибе 1 де бактериялар мен ашытқылардың санын арттырса да, көрсеткіштер тәжірибе 2-мен салыстырғанда төмен болды. Осылайша, тәжірибе топтарында көрсеткіштердің өсуі бақылау тобымен салыстырғанда байқалады, бұл зерттеліп отырған факторлардың микроорганизмдердің санын ұлғайтуға әсер еткенін көрсетеді. Бақылау тобында Lactobacillus саны 1,35 ± 0,02 КТБ/см³ болды, ал тәжірибе топтарында бұл көрсеткіштің өсуі байқалды, әсіресе тәжірибе 2-де 2,33 ± 0,05 КТБ/см³ айтарлықтай жоғары (72,59%).
Екі тәжірибелік топтағы балықтар бақылау тобына қарағанда жоғары көрсеткіш көрсетті. Аквакультураның тиімділігі негізінен пайдаланылатын азықтың сапасы мен санымен анықталады. Азық-түлік шығындарының төмендеуі балық шаруашылығының кірістілігін арттыратын негізгі экономикалық факторлардың бірі болып табылады [242]. Жемге қосылған пробиотиктер балықтың өсу бірлігіне жемді тұтынуға айтарлықтай әсер етеді, өйткені олар олардың толық сіңуіне, жеммен бірге келетін микотоксиндерді бейтараптандыруға, патогендік микрофлораныесыстыруға және балық ағзасының жалпы төзімділігін арттыруға ықпал етеді [243]. Эксперимент барысында алынған нәтижелерге сүйене отырып, балық шаруашылығында пробиотиктерді қолданудың экономикалық тиімділігін болжауға болады. 
Қазіргі заманғы балық шаруашылығы қарқынды технологияларға, соның ішінде жабық су қондырғыларына негізделген, олардың ерекшелігі шектеулі жерлерде отырғызудың жоғары тығыздығы болып табылады, бұл қауіпті инфекциялардың қоздырғыштарымен балықты жұқтыру қаупі едәуір арттырады [244]. Әр түрлі функционалды топтардың антибиотиктері жұқпалы ауруларға қарсы профилактикалық және емдік агент ретінде қолданылады [245,246]. 
Зерттеу соңында барлық петри табақтарындағы бактериялардың жалпы санының ең жоғары деңгейі екінші экспериментте тіркелді, яғни биологиялық препаратпен қоректенетін балықтарда (2,05*10-4 КТБ/см3, ал ең төменгі көрсеткіш бақылау тобында болды. Сонымен қатар, бұл бақылаумен салыстырғанда ішекте биологиялық препараттармен қоректенген барлық балықтарда айтарлықтай жоғары болды. Балықтың ішек микрофлорасынан алынған сүт қышқылды бактерияларының орташа мөлшері 2-ші тәжірибе тобына жататын балықтарда жоғары болды.Тәжірибе нәтижесінде биологиялық препараттармен қоректенген екі топтағы балықтар жақсы клиникалық жағдай көрсетті.
Сүт қышқылды бактерияларымен қоректенетін балықтардың ішектерінде патогендік бактериялар аз болды, бұл иммунитеттің жоғарылауының белгісі. Ішек микробиотасы көбінесе патогендердің ішек колонизациясының алдын алуда маңызды рөл атқарады. Зерттеу нәтижелеріне сүйене отырып, бұл патогендік бактерияларға қарсы әрекет ете алатын және иммундық жүйені ынталандыруға және ішектің микробтық тепе – теңдігін жақсартуға әкелетін   Lactobacillus paracasei – 010К антагонистік әсерін көрсеткен алдыңғы зерттеулеріміздің нәтижелерін растайды.  
























ҚОРЫТЫНДЫ
1.  Дәстүрлі ашытылған сүт өнімдерінен (бие сүті және қымыз) 24 СҚБ бөлініп алынып, олардың пробиотикалық потенциалы анықталды. Пробиотикалық потенциалдары рН 2,  рН 4 қышқылды орталарына, өт тұздарына, антибиотиктерге және Enterococcus faecalis, Aeromonas spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli (E.coli) патагенді штамдарына қарсы антагонистік әсерлерін зерттеу арқылы жүзеге асты.  Жұмыс нәтижесінде 24 сүтқышқылды бактериясынан 11 бактерия ғана пробиотикалық қасиетке ие екені анықталды. 
2. Алынған деректер негізінде жоғары пробиотикалық қасиет көрсеткен 5 сүт қышқыды бактериясы заманауи молекулалық әдіспен 16s rДНҚ сериясының ұқсастығы анықталып, идентификацияланды. Диагностика нәтижелері бойынша 5 штамм 3К – Lactobacillus fermentum, 7К – Lactobacillus fermentum, 9К– Lactobacillus fermentum, 010К – Lactobacillus paracasei, 11К – Lactobacillus paracasei болып анықталды. Соның ішінде Lactobacillus paracasei – 010К штамы GenBank деректер базасында тіркелді және ҚР БжғҒ «Микроорганизмдердің республикалық коллекциясына» енгізілді.
3. Штаммдардың жіктелуіне сәйкес белсенділік көрсеткен штаммдар лиофилизациялау арқылы кептірілді. Пробиотиктің 2 тәжірибелік композициясы құрастырылып, 1-ші композиция Lactobacillus paracasei – 010К  штаммынан тұратын биологиялық препарат және 2-ші композиция Lactobacillus paracasei – 010К  және Torulopsis  sphaeerica 105k штаммдарынан тұратын биологиялық препарат болып құрастырылды.
4. Жұмыстың барысында негізгі азыққа  4%	, 5%,	6% мөлшердегі пробиотикалық препарат қоса отырып азықтын сапасын көрсеткішін зерттедік. Зертттеу нәтижелеріне сүйене отырып, балықтардың негізгі рационына 5% енгіздік. Зерттеу жұмысының нәтижесінде 1 пайдалы модельге және 1 өнертабысқа патенттері алынды.
5. Биологиялық препараттың балық ішек микрофлорасына әсері азық құрамына  пробиотикалық препараттарын қолдану арқылы анықталды. Биологиялық препаратты қолдану нәтижесінде балықтардың ішек микрофлорасында пайдалы микроорганизмдер санының көбейгені, яғни бақылау тобына қарағанда 1 тәжірибелік топта 32,6 % және 2 тәжәрибелік топта 72,59 % жоғары болғаны анықталды. Биологиялық жағдайына әсерін зерттеу нәтижесінде биологиялық препараттарды енгізудің оңтайлы дозасы күнделікті рационның жалпы көлемінен 5% құрады. Зерттеу нәтижелеріне келетін болсақ, құрама азық балықтың өсуін яғни, биологиялық көрсеткіштерін арттырды (абсолютті өсім 32-41 г, орташа тәуліктік өсу қарқыны 1-1,3 г дейін, өмір сүру деңгейі 98-100% дейін.

ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫСТАР

1. Lactobacillus paracasei – 010К  пробиотигін балықтардың асқазан-ішек ауруларының алдын алуға және есдеуге арналған пробиотикалық препаратты (5%) дозада  пайдалану мақсатында қолдану бойынша ұсыныстар әзірленді (Пайдалы модельге патент). 
2. Балықтың өсуін ынталандыруға арналған биологиялық препараты алынды (Өнертабысқа патент).
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ҚОСЫМША А
Lactobacillus paracasei –  010К штамына паспорт
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ҚОСЫМША Ә
Профилактикалық және емдік әсерге ие іріктелген  Lactobacillus paracasei –010К штамының биоқауіпсіздігі
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ҚОСЫМША Б
Lactobacillus paracasei  – 010[image: ]К штамын депонирлеу
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ҚОСЫМША В
АҚШ GENBANK деректер базасындағы сәйкестендіру нөмері
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ҚОСЫМША Г
Lactobacillus paracasei – 010К штамының белсенді композициясын құрастырып, бактериальды концентрант алу
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ҚОСЫМША Ғ
ҚР №7343 пайдалы модельге патент
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ҚОСЫМША Д
ҚР №36625 өнертабысқа патент 
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ҚОСЫМША Е
"TENGRY FISH" ЖШС Lactobacillus paracasei – 010К штамы мен биологиялық препаратының балықтарға салымтырмалы зерттеу жүргізу
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ҚОСЫМША Ё
Lactobacillus paracasei – 010К штамы мен биологиялық препаратының балық ішек микрофлорасына сандық және сапалық әсері
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ҚОСЫМША Ж
2022 жылдың қазан айының 10-31 күндер аралығында Түркия мемлекетіндегі «Испарта қолданбалы ғылымдар университетінде» шетелдік тағылымдама
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СҚБ-ң pH:4 және pH:2 қышқылды ортасына төзімділігі  

0 сағат	2 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	4.4000000000000004	2	3	6.2	6.6	4.4000000000000004	0 сағат	4 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	6.6	6.8	6.85	6.61	6.65	4.7	4.42	5.25	7.79	4.25	4.25	6.61	6.47	6.61	6.21	6.65	3.25	6.66	7.79	3 Сағат	2 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	2.81	2.81	2.81	3 Сағат	4 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	5.47	6.39	6.39	6.3	6.39	4.3600000000000003	2.81	4.84	6.21	6.21	6.1	6.54	6.47	5.3	6.2	2.81	6.42	4.84	24 Сағат	2 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	3.81	3.25	2.0099999999999998	24 Сағат	4 pH	1М	2 М	3 М	4 М	5 М	6 М	7 М	8 М	9 М	10 М	11 М	1 К	2 К	3 К	4 К	5 К	6 К	7 К	8 К	9 К	10 К	11 К	12 К	13 К	6.47	6.17	6.21	6.49	6.33	2.81	2.69	5.17	3.17	4.84	4	6.51	6.44	6.21	5.49	5.27	3.17	6.51	3.17	



Бақылау	Салыстырмалы өсім, %	0.43	1 Тәжірибелік топ	Салыстырмалы өсім, %	0.45	2 Тәжірибелік топ	Салыстырмалы өсім, %	0.49	3 Тәжірибелік топ	Салыстырмалы өсім, %	0.52	Салыстырмалы өсім, %	Салыстырмалы өсім, %



Микробиологиялық көрсеткіштер
Бактериялардың жалпы саны, КТБ/ см3 (10-4) 	Бақылау	Тәжірибе 1	Тәжірибе 2	1.69	1.75	2.0499999999999998	Torulopsis sphaerica,109k  КТБ/см3 (10-4) 	Бақылау	Тәжірибе 1	Тәжірибе 2	1.38	1.94	2.0699999999999998	Lactobacillus paracasei, 010K КТБ/см3 (10-6)	Бақылау	Тәжірибе 1	Тәжірибе 2	1.35	1.79	2.33	
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 NR 104927.1:55-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 

 NR 113335.1:64-793 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 

 NR 134066.1:84-813 Lactobacillus gorillae strain KZ01 

 NR 113820.1:64-793 Lactobacillus reuteri strain NBRC 15892 

 NR 041640.1:68-765 Pediococcus acidilactici NGRI 0510Q 

 NR 042663.1:101-801 Weissella ghanensis strain 215 

 NR 115132.1:100-796 Lactobacillus delbrueckii strain ATCC 9649 

 NR 025863.1:95-792 Abiotrophia defectiva strain GIFU 12707 

 NR 044121.1:57-753 Enterococcus camelliae strain FP15-1 

 NR 104559.2:98-797 Enterococcus gallinarum strain LMG 13129 

0.02
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 NR 104927.1:53-784 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 

 NR 113335.1:62-793 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 

 7

 NR 134066.1:82-813 Lactobacillus gorillae strain KZ01 

 NR 117768.1:61-757 Lactobacillus delbrueckii strain DSM 20074 

 NR 115605.1:87-784 Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 

 NR 042058.1:121-814 Pediococcus pentosaceus strain DSM 20336 

 NR 114312.1:73-769 Weissella oryzae SG25 

 NR 028795.1:100-801 Enterococcus haemoperoxidus strain 440 

 NR 145937.1:79-775 Enterococcus bulliens strain LMG 28766 

 NR 116618.1:99-795 Vagococcus penaei strain CD276 

0.01
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 NR 104927.1:53-767 Lactobacillus fermentum strain CIP 102980 

 NR 113335.1:62-776 Lactobacillus fermentum strain NBRC 15885 

 9

 NR 134066.1:82-796 Lactobacillus gorillae strain KZ01 

 NR 118032.1:64-776 Lactobacillus alvi strain R54 

 NR 119069.1:82-796 Lactobacillus reuteri DSM 20016 

 NR 044754.1:92-770 Aerococcus urinae

 NR 117043.1:81-761 Enterococcus rivorum strain S299 

 NR 116574.1:40-721 Vagococcus acidifermentans strain AC-1 

 NR 042057.1:121-797 Pediococcus acidilactici DSM 20284 

 NR 025642.1:105-787 Weissella soli strain Mi268 

0.01
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 NR 113823.1:76-785 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 

 NR 041054.1:76-785 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 

 NR 025880.1:76-785 Lactobacillus paracasei strain R094 

 NR 037122.1:76-785 Lactobacillus zeae strain RIA 482 

 NR 113332.1:84-785 Lacticaseibacillus rhamnosus strain NBRC 3425 

 NR 043290.1:123-820 Pediococcus cellicola strain Z-8 

 NR 113338.1:87-784 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891 

 NR 116890.1:79-776 Bavariicoccus seileri strain WCC 4188 

 NR 159287.1:55-753 Trichococcus paludicola strain B7-2 

 NR 042093.1:95-792 Carnobacterium gallinarum strain DSM 4847 

 NR 148787.1:90-786 Bacillus australimaris strain MCCC 1A05787 

0.01
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 NR 113823.1:62-795 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 

 NR 041054.1:62-795 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 

 NR 025880.1:62-795 Lactobacillus paracasei strain R094 

 NR 037122.1:62-795 Lactobacillus zeae strain RIA 482 

 NR 113332.1:62-795 Lacticaseibacillus rhamnosus strain NBRC 3425 

 NR 113289.1:77-813 Lactobacillus saniviri JCM 17471 DSM 24301 

 NR 041457.1:76-784 Lactobacillus camelliae strain MCH3-1 

 NR 075029.1:105-826 Pediococcus claussenii strain ATCC BAA-344 

 NR 042061.1:80-788 Trichococcus collinsii strain 37AN3 

 NR 104715.1:77-787 Carnobacterium alterfunditum strain pf4 

 NR 109727.1:6-715 Enterococcus alcedinis strain L34 

 NR 025689.1:78-786 Vagococcus carniphilus strain 1843-02 

0.002
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Kynaxanos T.K
o2 2022r.

Bunosoe Hassauue KyabTypsi (accounaunn): Lactobacillus paracasei

Homep mrramma u 06o3nauenne: 010K.

Agrtop (1) 4 ron onucanus: CareivGex ®.F., AGmuranuesa T.5., 2022r.

Cnoco6 monyueHus/BLIIENEHHs ITAMMa (accoumannu): HallieH B €CTECTBEHHBIX
YCJIOBHAX, II€, KOT/Ia, KeM, TMONTyHeH CeNeKIIMONHBIM IyTeM, MOJIyYeH Kak MyTauT H T.I1.: HaiiieH
B CCTECTBECHHBIX yCIOBHSX, AMaTHHCKas 0071, Tanrapckuii paiion, CarsiMGex ®.F.. Bbienen
H3 KyMBICa. .

S. I'ne (nauMeHoBaHHe OpraHu3aumu u ee ajpec) HICHTHQHIHPOBAH IUTAMM HIH
aCCOLHAIMIO MHKpOOpraHusmMoB: AQO «AJIMATHHCKHI TEXHOJIOTHUYECKH YHHBEPCHTETY,
Hayuno-HcenenoBaTensckuiit HHCTHTYT NHIMEBOl 6e30MacHOCTH,

6. KynsTypansuo-mopgonoruueckue ocobennocts H (H3HOI0ro-GHOXHMIUECKHE
cBolicTBa mTaMMa (accoumnaunn): Temneparypa (Mus. 20°C, ont. - 39°C. Makc. - 45°C), pH
(mun. pH4, ont. pH6, makc. pH6,5), otHomerHe K KHCIOPOY (a3po6/anasrpob/dakyabTaTuBHbIT
anaspo6) u ap..

a) Gakrepun: (opMa, pasMephl. OuYEPTaHHS KOHLOB MHUKPOOHO# KIETKH, OKpacka 1o
I'pamy, KHCTIOTOYCTOHYHBOCTD, CIOpooGpas3oBaHHe;

TIpenctarnser coGoii Nanouky ¢ TYMBIMH KOHIAMH pasmepom 2,7-3,1 x 0,9 Mkm, umeer
TEHJCHIMIO K O00pa3oBaHMIO 1emouek. [ pamMmonoKHTENbHBIE, KaTana3ooTpHLATETbHEIE,
4cnopOreHHbIC, HEIOABUKHbIE, KHC/I0TOYCTOHYHBEIE.

Kononnn Ha mioTtHo#l nuTaTensHOl cpexe (pasmep, ¢opma, Kpail, KOHCHCTEHIIHS,
MHIMEHTO00Pa30BaHKE);

Cpeza Monouno-ruapousosanubii arap, 1 cyr., pH 5.5-6; 37-39°C, pasmep MelKue,
TUIOCKHE, JIOTIACTHBIM KPaeM, MMPO3pauHble ¢ CEPOBATHIM OTTEHKOM.

Cpena MRS, 1 cyr., pH 5,5-6; 37-39°C, pasmep Meskue. MIOCKHE, JONACTHEIM KpaeM.
Gesible ¢ CepoBaTHIM OTTEHKOM.

Poct B xuAKOH cpexe (MieHKa, KOJbUO, OCa/IOK, MOMYTHEHHE, POCT 10 CTEHKE
NPOOHPKH, H3MEHEHHE LBETA CPE/ibl, 3anax. (IyopeCLeHLHs).

Cpena MRS, 37-39°C, ocanok, nomyrHenme. Wimeneus Cpeibl  MOIKHCIICHHE,
BbIIIAZICHHE OCA/IKa.

y A ObnacTs npuMeHeHH s TaMMa (acconnanuu) peIGOBOACTBO.

8. Tlpoaykr, cHHTe3HpyeMblii MITAMMOM (acconmanmeii)  MoJOuYHAs _KMCIIOTA
AHTHOHOTHYCCKHE BENIECTRA.

9. AKTHBHOCTb (IPOIyKTHBHOCT) IITAMMa (aCCOLMALHH) C YKa3aHHeM YCIOBHii
KyJIbTUBHDOBAHHS, METOLOB, Cpel, a TakKe IPOM3BOJACTBEHHBlE mokasatenn MRS,
CHAPOJIM30BAHHOE MOJIOKO.

10.  Cnocob, ycnoBus u coctas Cpel Ul JUIMTEJIbHOIO XpaHeHHsi IITaMma
(accoumaunn) Monouno-rinponu3oBannklii arap ¢ Menom. 37-39°C, 1 CYT., KYAbTYpPa, IITPHX,

CpoKH nepecesa 1pa3 B Mecsit. “T xpanenns +4°C.
MRS. 1 cyr.. pH 5.5-6: 37-39°C. 1 cvr.. KYIbTypa, IITPHX. CPOKM MepeceBa lpas B

Mmecsnt, “T xpanenus +4°C.

B o) e
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Mornouno-ruapomusosannpiii nonykuakuii (0.3%) arap c¢ menom, 37-39°C. 3 cyr..
KYAbTYpa. YKOIL CpOKH nepecepa B roz 1 pa3. “T xpanenus +4°C.

MRS nonyxwnnknit (0.3%) arap ¢ menom. 37-39°C. 3 cyT.. KyIbTYpa. YKOL. CDOKH
nepecena B rox 1 pas. “T xpanenus +4°C.

1. Vemoeus u cocraB cpemst s (epMEHTamuM mTaMMa  (ACCOLMALIMN)

00e3KHpeHHOE MOIOKO. pH6.

12 [enernueckne 0co0eHHOCTH WTaMMma (ACCOLMALHH) AHATU3 HYKJICOTHAHOH
nocrenosareabHocTH rena 16 (18)S pPHK, ITS — o6nacty, GenkoBbie npoduian METo10M Macc-
cnekrpomerpuy, [P ¢ BugocnenupuunbiMu npaiiMepamMu (1aHHblE, HA OCHOBAHHH KOTOPBIX
GbUI0 Cc/eNano 3aKIIOUEHHe O POOBOI/BH/IOBON MPHHAIEXHOCTH MHKPOOPraHU3MA JIOJKHBI
TPHJIAraThCsl K NacnopTy Ha KaxAyio KYJIbTypy)

010K — Lactobacillus paracasei

IocnenoBatebHOCTb HYKIEOTHIOB:
TCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAG
TGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATG
GTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTA
GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGG
TTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGT
TGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCA
GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGA
AACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA

® 0
NR 113823.1:76-765 Lactobacillus paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906
NR 041054.1:76-785 Lactobacillus paracasei subsp. lolerans strain NBRC 15906
NR 025880.1:76-785 Lactobacillus paracasei strain R0S4
NR 037122.1:76-785 Lactobacillus zeae strain RIA 482
NR 113332.1:84-785 Lacticaseibacillus rhamnosus strain NBRC 3425
NR 043290.1.123-820 Pediococcus cellicola strain Z8
NR 113338 1:87-784 Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891
NR 116890.1:79-776 Bawariicoccus seileri strain WCC 4188
NR 158287 1:55-753 Trichococcus paludicola strain B7-2
NR 042093.1:95-792 Camobacterium gallinarum strain DSM 4847
NR 148787 .1:90-786 Bacillus australimaris strain MCCC 1A05787

—_—
oot

Crenenb romonorun ¢ Gnuxkaitmmam mrammom NR 113823.1:76-785 Lactobacillus
paracasei subsp. tolerans strain NBRC 15906 coctasuna 100,00%, uTo no3BOJNSET OTHECTH
JIaHHBIH MHKPOOPraHH3M K 3TOMY BHIY.

13. JluTepatypHsie CCbUIKH, MyOaMKAIMA HET

14. MccneoBanue Kiacea OnacHOCTH (IATOreHHOCTH) HE NATOTCHHBIH

15. ®opma fmemOHMpPOBaHMS: XDAHEHHWE. TIAPAHTHIHOE XpAHCHHE, HALHOHAJBHOE

NaTeHTHOE JIENOHHPOBAHHUE.
A) nnst GOpMBI ICIOHHPOBAHHS «XPAHEHHEN:

Jleno3utop HEGOPMHPOBAH O TOM, 4TO WTaMM GY/IET HCCNENIOBaH M BKTIOUEH B OBIIYIO
komnekumio.  Hudopmanus o mramme Oyner mnomemena B katanor/6asy  JlaHHBIX
KOJUIEKIHOHHBIX KYJIBTYP, & CaM IITAMM MOKeT BBIIaBaThCS TIO 3aMpocy TpeTbHx ui Jla.

B) anst popmel ienoHHpOBaHAs «rapaHTHHHOE XPAHCHHC):

CpoK rapaHTHIHOTO XpaHeHHs __(yKa3aTh KOJIMYECTBO JIET);
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Jleno3utop HHPOPMHPOBAH O TOM, HTO NOCIE OKOHYAHHS OTOBOPEHHOTO CPOKA, ECIH HET
MHBIX yKa3aHHH, LITaMM TIEPEBOJIATCA B KATETOPHIO «XpaHEHHEY.

B) 11 popMBI IeNOHHPOBAHNS «TIIATEHTHOE ETTOHHPOBAHHEN:

Jlenosutop obsizyercs:

- €oo0Wwark B KO/UIEKHHIO HH(OPMALHMIO O Mojaue 3asBKH Ha MATEHT, KAcAIOIMiCs
JCHOHHPOBAHHOIO INTAMMA (ACCOUMAIMHM), O MOJIYYEHHH NATEHTAa MO 3asBKe WM 00 oTkaze
BBIIaY4e MATEHTa, a4 TAKKE O TMPCKpalUCHHH JAeHCTBHUS NaTeHTa I[a;

- M0 mpockbe KOJUIEKIMH, B Cilyyae HEOOXOIMMOCTH, OCYIIECTBISTH MpPOBEPKY
KH3HECIIOCOGHOCTH JIETIOHHPOBAHHOTO 1mTaMMa (acconmaunn) Ja;

- BO30GHOBIATh INTaMM (accomManMH) B KO/UIEKIHH B ciaydae yTepH HX
*H3HecnocobHocTH Ha.

16. lenozurop

Jlenozutop(bi) [)5(6) TMoanucs(n) pa(oB)
AO «Anmatunckuit CarpimGek @.F. W
TEXHOTOTHYECKHi

YHHBepcHTeT», Hayumo- A6muranuesa T.b. % =

HCCIIeI0BATeTbCKUI HHCTHTYT
TIHIIEBOH De30macHOCTH i

Hanmenoranne opranmsannu-sieno3utopa fouuonepHoe 00ImecTBo «AIIMaTHHCKHii

TEXHOJIOTHYECKHI YHHBEPCHTET»
ouroserit anpec aenosntopa 050012, r. Anmatsi, yi. Tose 6u, 100
Konrakthbiit Tenepon +7 (727) 2 93 52 87
DJIeKTpOHHasi roYTa info@atu.kz
Jlara 3anonnenus nacrnopra 25.02.2022 .
Kewm cocrarnen nacnopt Carpivmbex @.F. & 7

M.IL
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«COINTACOBAHO» «YTBEPKIAIO»

3aMecTuTe b FeHEPATBbHOTO JHPEKTOPa s ICTIOTHATE/ILHBII THPEKTOP
1o Hayunoiipabore TOO «HIILL Mmukxpoduoioruu Pt Qa' HII MHKPOOHOJIOTHH H
H BHDYCOOrHI RN Y BHPYCOJIOTHI

Baiimaxanosa b.b.

oF

(ucciaenoBanmne GesonacnocTu mTamMma)

1. PojioBoe 1 BUI0BOE Ha3zBaHWe KyabTyphl: Lactobacillus paracasei
2. Homep i HanmeHoBanue mramma: 010 K
3. Atopsr: u rox ormcanmst: Carsmmbex @. F., AGurammesa T.5., 2022r.
4. Crioco6 momyuenus mramma: HalJIeH B eCTCCTBEHHBIX YCIOBHAX, B AJIMATHHCKOH 00,
Tanrapcknii p-0H, BBIIENICH U3 KyMBICA.
5.ne npentrduuprposana Kynbrypa: AO «AJIMATHHCKHH TEXHOJIOTHYECKHH YHHBEPCHTET,
Hay4Ho-HCCIIe[0BaTeNbCK il HHCTHTYT TTHIEBOH G€3011aCHOCTH.
W3ydeHbl OCHOBHBIE KyIbTYPAIbHO-MOPHOIOTHICCKHE, OHOXHMHYECKHE W (DH3HOJIOTHIECKHE
TIPH3HAKK ITAMMa.
[IpoBesieH MOJIEKYIISPHO-ITEHETHUECKHET aHaIN3 HYKJICOTHIHBIX TOCTeNoBaTebHOCTeR Mo 168
PHK. Crerenb roMosoruu ¢ oimkaiimmm mramvonm cocrasuiia 100% (cM.ImactiopT Ha mTamMm).
Usyuenwe  supynentnoctn _wmramva  Lactobacillus  paracasei 010K:  Hccnenosanue
BHpYJICHTHOCTH LITaMMa [POBOIMIINCE OOIENPHHATEIM METOJIOM Ha 8 Tpymmax »HBOTHBIX, B
kommenTpanusx ot 10° no 10" KOE/mn

PesysbTaThl Heeaeq0BaHus 0cTPOii Tokemunocern mramma Lactobacillus paracasei 010K

NPy BHYTPHOPIOIMIHHHOM H IepOPaJbHOM BBE/IEHUH.

NoNo K-Bo Crioco6 Joza 3a6oneno JletanpHOCTB Kon-Bo
JKMBOTHBIX BBEJIEHHS KOB/mn. HKHBOTHbBIX JKMBOTHBIX BBbIKHBLIMX
B OIbITE JKMBOTHBIX

1 5 B/6piownHHo 10° 0 0 5

2 5 B/6protwunnHo 10° 0 0 5

3 5 B/Gprowntno 107 0 0 5

4 B B/GprowmHHo 10 0 0 5

KonTposb 3 B/6piotnnno Dus.p-p 0 0 8

5 n 5 Tepopanbio 10° 0 0 S

| 6 3 [lepopajibHo 107 0 0 8

1 3 ITepopanbHo 10° 0 0 3

8 4 ITepopanbHo 10M 0 0 4

Konrpoinb 2 IlepopasbHo Dus.p-p 0 0 2

KOHTPOJILHBIM JKHBOTHBIM BBOJHMJIN (pu3mosornyueckuii pactsop. Ilo pesynbratam OmnbiToB

TOKCHUECKHX TPOSBICHHH y JKMBOTHBIX He HAGMIOJANOCh. B OTOT MepHOJ Bce JKMBOTHBIE
OCTABANCh AKTHBHBIMH, XOpOWIO TOGNANM THIIEBBIC DAIMOHBI, TNPHOABISIM B Bece,
(M3HONOTHUECKHE OTIPABJIEHHS U TIOBEICHYECKHE PEAKIIMA Y HIX He H3MeHsumeh. Kak crexyer
W3 TIPOBEJEHHBIX HCCIEMOBAHHH KyJIbTYphl 1mTamma Laclobacillus paracasei 010K  wne
BHpYJEHTHA.

Ateprennoe  jeficreue  mo  cencuéuimsupylomemy  dddexry:  Onpenenenue
CpeIHeaTepreHHOM /10361 MPOBOJIMIINCH HAa MOPCKMX CBHHKAX, KOTOPBIM Ha BBICTPIDKEHHBIE
YUACTKM TeNa IyTeM AanTUTHKAIMH HAHOCHIM HCCIELAYeMYI0 KyJIbTYPY B KOHICHTDAIHSAX
10%,10°.10’KOE/Mn1  Ha OHHO O KMBOTHOE, a KOHTPOJBHBIM JKHBOTHBIM HAHOCHIM Ha
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BBICTPIDKCHHDIC YYACTKA IICTOUKOH (H3HONOTHYCCKHHA pacTBOp. VHeT peakiuuu TIPOBOJTHIICS
uepes 24 vaca M B TeueHHe SiHelt. PesynbTar oleHBaIH B 6a1ax o CIIEIYIOIEH MIKae:;

0 - BUIIMMOM peakiuu HeT;

1 - GienHo-po3oBas spurema mo Beemy Y4acTKy HIIH 110 €T0 nepudepun;

2 - sIpKo- Po30Bast HpHTEMA IO BCEMY YUaCTKy HIIH 110 €To Tepudeprn;

3 - KpacHast 5pHTEMa 10 BCEMY YUacTKy;

4 - MHQUITBTPAIHS B OTEK KOXH (YTONIIEHHE KOXKHOIN CKJIAJIKH) TIPW HATMYHH WM OTCYTCTBHH
JPHUTEMBEI,

S - opuTema, BBIpaKEHHas MHQUITBTPALHS, 0YaroBble H3bA3BICHHUS (HEKpO3), BO3MOXKHBI
reMopparnu, 00pa3oBaHHe KOpOUeK.

B nawewm orsite — 0 6ainsos, BHaHMOl PEaKUHH HET.

Mecrno-pasppaaomee peiicrsue: Ilpn  seesennu MCCIIelyeMOH  KYJIBTYpPbl B BHIE B3BECH
KONMuecTBOM 1,0 M B KOHBIOHKTHBY riiasa Kponuka Becom 3-3,5kr ¢ koHuenTpaumeit 1x10%/wmn
PCAKLHA B BHAC MHBEKUMH COCYNOB CKJIEPbI H POrOBMLBI, CIM3HCTBIX BbIIENCHHH B yrilax riasa He
Habmonanocs. Takum o6pazom, HCCIIeRYeMbIH LITAMM He 06.1a/1aeT MeCTHO-Pa3PakKaIOLLIUM AeHCTBHEM
MO[)(I)OJ'IOFH‘ICCKHC H3MeHeHHs BHYTPEHHHX OpraHoB: PeSyJ’IbTaTbI BCKPBITHS )KMBOTHBIX MOKAa3aJIu;

NEYCHD TEMHO-KPAaCHOT0 LBeTa, 1o/ He yBennuenbl. Celleselka He yBelnUeHa. «PucyHok» Mo3roBoro u
KOPKOBOro BewiecTsa ueTkuid. Jlerkue B N.

Taxum oGpasom, aToT mrramm He o6axaeT AJUIEPreHHBIM JCHCTBHEM.

3axmouenne

[lonyuenusle nanukle CBHICTENBCTBYIOT 0 Ge3onacHocTi KylnbTyphl Lactobacillus paracasei
010K m 1aHHBIA [ITAMM OTHOCHTCS K 4-KJTaccy OIACHOCTH, HEMIATOTCHEH.

HccenoBanmst 6e30macHOCTH MITaMMa TIPOBOJITH COTIACHO «MeTonrYecKiM peKOMeHaIHsIM
K TIOCTAHOBKE  HMCCJICNOBAHHI 110  ONEHKE BUPYJICHTHOCTH  INTAMMOB NPOJIYIIEHTOB
MHKPOOPTaHW3MOB,  MPE/IHA3HAYCHHBIX JUIT TIONYYeHHs 1IPOyKTOB MHUKPOOHOIOTHYECKOTO
cuntesay (M.,1982); Meroanueckux ykasaunii «ITocTaHOBKa MCCIICIOBaHMi Uit 060cHOBaHMS
HAK  MpoM3BOACTBEHHBIX IITAMMOB M HA OCHOBE T'OTOBBIX (opm npemaparos B Bo3myXE
pabovuett 30ub1» (M.,1983); MeToamueckux ykasaunit «Ilo sxcrepuMeHTaBHOMY 060CHOBAHHMIO
[JIK' MHKPOOpraHM3MOB-IIPOIYIEHTOR ¥ COZICPXKAIMX HX TOTOBBIX (hOPM TMpenapaToB B
00BEKTAX [TPOM3BOICTBEHHOM 1 OKpyKatomelt cpeab» (M,1993), Buprep M.O.; «CrpaBouHmK
110 MHKPOOHOIOTHYECKAM M BHPYCOOIHUECKHM METO/[AM ucereosanusy» (M.,1982)

Ipw BBINONHEHNH SKCTIEPUMEHTOB Ha KUBOTHBIX pyKoBoncTBoBasmces «lIpasmiiamu rymansoro
o0parenns ¢ 1aG0paTOPHBIMH SKHBOTHBIMITY (CIT Ne1045-73, 2003).

3akmiouenne COCTaBJICHO B COOTBETCTBHH TPCACTaBICHHOMY TTacIIoOpTy Ha IITaMM.

K.6.u., c.n.c 2. Baiinanunos A.M.
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DrBHHIMAEDAIH PacyENAKANMIK KoMnerMACH

YKRNK KONN@RMACH  MUKDOOPIaHHIMABPRIH PECTySIMKANLIK KOMNEKLIMACH

YUKATIG KONORLACE  Mitkp

KASAKCTAH PECIYB/IUKACHI
BINIM X8HE Fbl/TbIM MUHUCTPIT
FbINbIM KOMUTETIHIH
«MWUKPOOPTAHU3MAEPAIH PECMYBVKATBIK
KOMNEKLMACHI» LWAPYALLBIBIK XYPT3Y
K¥KbIFbIHOAFbI PECIYBIIMKATILIK

PECMNYBIMKAHCKOE MOCYAAPCTBEHHOE
NPEANPUATUE HA NMPABE XO3AWCTBEHHOIO
BEOEHWA «PECMYBNUKAHCKAA
KONMNEKUMA MUKPOOPTAHU3MOB»
KOMUTETA HAYKU MUHUCTEPCTBA
OBPA30BAHUA 1 HAYKU

MEMINEKETTIK KOCIMNOPHbI PECMYBNWKA KASAXCTAH
010000, Hyp-Cyorras k., I1I. Vormxasos, 13/1 010000, r. Hyp-Cynras, yn. II. Vamixasosa, 13/1
Ten./ake: + 7 (7172) 20 10 32 ) Teﬂ;/¢v£\l(§: + 7 (7172) 20 10 32
E-mail: rem-info@mail.ru; www.rem.kz E-mail: rem-info@mail.ru; www.rem kz
BCH 061140003586 BUH 061140003586

LI LILEY x O -27

CBHUJETEJBCTBO
O JENOHUPOBAHUY MUKPOOPTAHI3MA

Komy: Carpimbex @.F., A6auraauesoii T.B.
sl’lMﬂ H/WIH _HAUMEHOBAaHHE OpraHu3auMu M _aapec AETIO3UTOPA, KOTOPHIM BBIOAETCA CBUIAETENBLCTBO O

JIETIOHUPOBAHHH)
AO «AnmMaTHHCKHIT TEXHOIOIHIECKUI YHUBEPCHTET

1. HASBBAHUE MAKPOOPT'AHHU3MA

Lactobacillus paracasei

OnosHapaTebHas cChlika (HOMep, CChUIKAH T.II., KonnekuuoHHsl1it HoMep,
TIPUCBOGHHBIH IITAMMY JEIIO3HTOPOM) NPUCBOEHHBI KOJIIeKLueH
010K B- RKM 1009

2. HAYYHOE OIIMCAHHE WWJIA TAKCOHOMHMYECKOE OIIPEJEJIEHUE
MUKPOOPTAHU3MA

Poxn: Lactobacillus
Bun: paracasei

MHKpOOpI‘aHI/BMLI, TIOMMCHOBAHHBIE B IIYHKTE 1, COIPOBOXKOAIOTCS  XONATAHCTBOM O
JACIIOHUPOBAHUH, BKIIIOYAIOIIEM

+] 'Macropr
+ | !3axmouenne 06 nccnenopanmm
KJIACCa OMaCHOCTH

3. MOJIYYEHUE U IPUHATHUE

Hacrostimuv yTBepsiraercst, 410 MEKpOOPraHH3M GaKTepraIbHOM KyJBTYpBI, IOMMEHOBAHHEIH B
IyHKTe 1, AemoHHpoBaH B PecmyGaMKAHCKONW KOJLIEKIHH MHKPOOPraHU3MOB € IIeJbI0
HAaIHOHAJIBHOI0 NATEHTHOI0 JeIIOHUPOBAHHUS.

Jara nenoHupoBanus
28.04.2022 r.

002110
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4. KOJUIEKITUS

PTTI «Pecniy6anKanckast KOJUIEKIAS MHKDPOOPraHH3MOBY

Hazganue xomnexuun: Tonanuce nuna, ynoaHoMo4eHHOro,
PI'TI «PecyGankaHcKas KOJLIEKIHS TPECTABIIATE KOJUIEKITHIO, W
MuKpoopranusmos» M3 PK TIOJIHOMOYHOT'O TOJDKHOCTHOI'O JIMLIA:

3apenyromuii Buodankom
MPOMBINLJIEHHBIX MUKPOOPraHH3MOB

I'enepanbHbIii qupexTOp

N
Q;‘):)fl,f‘_’ﬂx « o)
S

AJpec KOJUTeKLHH: IMeyars opranusauuu (rep6osas)

010000, r.Hyp-Cysrran,
ya. III. Yonnxanosa, 13/1

daxc 8 (7172) 20-10-32
e-mail: rem-info@mail.ru
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EZ= Anoficial website of the United States government

Here's how you know.

Lacticaseibacillus paracasei strain 010K 16S ribosomal RNA gene, parti - Nucleotide - NCBI

Nucleotide v

GenBank

Lacticaseibacillus paracasei strain 010K 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: PV523901.1
FASTA  Graphics

Go to:

Locus PV523901 906 bp  DNA

linear  BCT 21-APR-2025

DEFINITION Lacticaseibacillus paracasei strain @10K 165 ribosomal RNA gene,

partial sequence.
ACCESSION PV523901

VERSION PV523901.1
KEYWORDS .
SOURCE Lacticaseibacillus paracasei

ORGANISM Lacticaseibacillus paracasei

Bacteria; Bacillati; Bacillota; Bacilli; Lactobacillales;

Lactobacillaceae; Lacticaseibacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 906)
AUTHORS  Sagymbek,F .
TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (16-APR-2025) Department of Technology and safety of food
products, Kazakh National Agrarian Research University, Abai,

Almaty 050060, Kazakhstan
COMMENT ##Assenbly-Data-START##
Sequencing Technology
##Assenbly-Data-END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..906

Sanger dideoxy sequencing

Jorganisn="Lacticaseibacillus paracasei"

/geo_loc_name="Kazakhstan"
/collection_date
rRNA <1..>906

/produc

165 ribosomal RN

ORIGIN

25-Feb-2022"

1 ggcgtaaage gagcgeagge ggttttttaa gtctgatgtg aaagccctcg gettaaccga

https://www.ncbi.nlm nih gov/nuccore/PV523901

12
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AKT

bi3, Temenme Kkon Koromeuiap: Kazak YITTBIK arpapiiblk —3epTrey
YHUBEPCHUTETI "MuKpOOHONIOTHS,  BHUPYCOJOTHS  KOHE  MMMYHOIOTH"
kadenpacelHBIH ~ MeHrepyici, B.F.A., npodeccop Kupxumbaesa X.C., B.F.K.,

npodeccop MeikreibaeBa P.OK., 0.r.k., Kaysim. mpodeccop KoxaxmeroBa 3.A.,
Aunmarsl TeXHOJIOTUsUIbIK yHUBepeuteTiHiH PhD noxropanTtsl CarsiMbex @.F. 2022
KbUIBI  MaMblp  aWbplHBIH  23-30  apanbirbiHAa  «MHKpOOHOIIEHO3 — JKOHE
IPOOUOTUKTEPAI KYPaCTHIPY» FEUIBIMU-3PTTEY 3epTXaHaChIHa OHIPICTEe YTHIM/IBI
naljanany MaxcarblHAa ipikrenreH mramMHbIH Lact.paracasei 010K Gencewnai
KOMIIO3ULIMSICBIH  KYPACTBIPBII JKoHE KypraK OakTepHasb/bsl KOHIIEHTPATTHIH
aJFaHbIH pacTar, KOl KOHJBIK.

Kyprak mnpoOHOTHKANBIK MpernaparTsl o3ipiey Ke3iHIe KOoJIaHbUIaThIH
JaKTOOAKTePHSHBIH OHIIPICTIK ITaMMAAPABIH OUONOTHSIIBIK XKOHE TeXHOIOTHSIBIK
KAaCHETTePiHIH OKUBIHTBIFBIH CalBICTBIPMAlbl  3epTTey Heri3iHme  KelleHAi
poOUOTHKAIIBIK ITperapaTka apHairaH Lact.paracasei 010K, Torulopsis sphaeerica
105k mTaMMIapblH KaMTUTBIH 1 OaKTepHsIbIK KOMIIO3MIHSAAFEl TIXKIpUOENiK
npenapar KypacTslpslasl. By perte Gencenpi mramMmmaapasiy 6ip KOpeKTik opraaa
eMIpIIeH/IIK KepceTy KpuTepHi OacTel ecenke anbiHabl. Kyprak Typae KenripinareHn
GaKTepHsIIbIK KOMIIO3UIMS KypacThlpy OakTepus eCiHAIIEepiH TypaKTaHAbIpyAaH
Gacray aJsl.

Kommoszumuss  Lact.paracasei 010K, Torulopsis sphaerica 105k
IITAMMAPBIHBIH 1:1 KaThIHACBIHIA KOPFAHBIII OPTachl PETiHAE KOJIaHBLIBIIT
OTBIPFaH MaHCBI3IaHIBIPBUIFaH cyTTe eriiai. JInopummsanus sxymeictapsl Lyobeta
— 4 ps, Mcnanust KOHABIPFBICBIH/IA TOMEHJET] 1- KecTene KOpCeTUIreH pexumie
XKYPri3isi.

Kecre 1 — Xypriziaren muodunusaiys ypaiciHIH pexxumi

01 Mysnaty -50 C 7:0 MmuH

02 bacTtankpl KenTipy -30 300 7:0

03 bactanke! kenripy -30 500 3:0

04 ExiHmiTiK KenTipy 40,0 7:0

05 ExiHnrinik kenripy 37,0 6:30

AJIBIHFaH HOTIDKeJIep YCHIHBUIBII OTBIPFAaH KOPEKTiK OpTa CYT KBIIIKBLUIIBI

MHKpPOOPTaHU3MEPMiH ©cCyiHe alKbIH bIHTANAHABIPYIIBl oCepre He eKeHiH
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KepceTeni, Oy oIapIblH IIBIFYBIH JKOHE Y3aK YaKbIT CaKkTay YIIH eMipIIeHIiriH
apTTBIpyFa MYMKIHIIK Gepeni.

Kecte 2 — KypacThIpbuIras ChIHaMa IpenapaTThlH canalblK KepCeTKimTepi

Toxipubemix Kepcerkimrep arayst Toxipube HoTHXKeEC]
ChIHAMaap

Komnosunus Owmipreq KIIeTKaJIapIbIH
CaHBI, MJIH,KII:
Lact. Paracasei 010 K, 3,4+0,2
Torulopsis sphaeerica 109k 4,24+0,2
Bberen MuKpodIopaMeH JIACTaHYBI )KOK
AHTaroHucTIK GeICeHIimiri JKOFapBI

IIpenapaT KypaMBIHIaFbI ©CIHAINTEPIiH aHTarOHUCTIK OeICeHALNIri MeH OeTeH
MHKpO(IOpaMeH JacTaHybl KeiiHre KaJlABIPBUIFAaH aHTArOHM3M oJiciMeH
(H.C.Eropos, 1986) >xyprisinmi. Canaibsik kepceTkimuTep OONUBIHINA TXipHOeiK
KOMITO3HIIUS JKAKChl KOPCETKIMTep KepceTim, ofaH «OKOMPOOHOTHKY» JeTeH aray

Gepinmi.

«MHKpOGHOIIOTHS, BUPYCOIOTHUSL
JKOHE HMMYHOJIOTHS»

kadeapacsIHBIH MEHTepyIIici, /@ o

npocgeccop 5 K.Kupkumbaena

BereprHapus FEUIBIMIAPBIHBIH, -~ P.MbiKTbIOaeBa
prHap p p Laee" K

KaHIUIAThl, Mpodeccop

BHOJIOT WS FBUIBIMAAPBIHBIH @iy 3.Koxaxmerosa

KaHIUIAThL, KayBIM.IIpodeccop

I3genymi, PhD nokropaHT 3?/ ®.CarpmMbex
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KAJAKCTAH PECITYBHKACHI PECIYRIHKA KABANCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MATEHT
PATENT

7343
NAIATE MOAE/ILIE / HA TIOJE3HYIO MOJETh / FOR UTILITY MODEL

‘Sagymbek Ftia Gabitkyzy (K2)
Abdigalyea Tokyn Bakyiovna (K2)
Makimaden Katia (K2)

Zebek Gaukbar Sanatkyzy (K2)
ombeyev Talgat Dyusyumbekonich (K2)
Urizbekovs Gulzhan Yerlyevsa (KZ)
Kozhakhmeioa Zubais Amirbokovsa (K2)
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REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MATEHT
PATENT
Ne 36625
OHEPTABLICKA / HA H3OBPETEHIIE  FOR INVENTION

@) 220

) 010320

($4) Barucran ocyin METAMIIMPYS, SYPYIPAN AITN AR AME AT SpUAI HOSHOTHEATK
nperapar
Tlpobionescesai npenapar 214 crsy1aun PocTa, TpodHAKTII 1 Actcis 2a6rcaa PUS
Probiotic drug fo growth stimulation, prevention and trstment of fish discases

Carnx Garsa Faiersns (KZ)
Sagymbek Fatima Gabitkyzy (KZ)

Sagymbek Fatima Gabitkyzy (KZ)

Scribayeva Assya Dermeukbanovas (KZ)

Orakbayevs Aimir Dyusembekdkyzy (KZ)
Cancunacaa iy Kyaracanss (K2) Sunsyabayeva Bibigul Kutaarkyzy (K7)
Ouapona Ascune Bepunanonta (Z) ‘Omarova Akkenshe Bedkhanovna (K2)
HaonGoca Taar Joocouteroais (K2) Tomiayev Talgat Dyusyumbekovich (€2)
Sypusbesona Iynosan Epunscans (KZ) Urnzhekova Gulhan Yeralycvna (K2)
Pr— —— Ablizaliyeva Tokyn Bakyovna (K2)

UK xo soienras
Hommeaso LT
Signed with EDS

¥ ansrecpaie s wacniryray PMIK peropu s o
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YTBEPXKIAIO

MbI  HIKenoJucaBiiyecs, J1aboapHT MO 300TeXHHH OOAipaksiM E. ¢
OJIHOM  CTOpPOHBI M JIOKTOp OWOJOrMYecKHX Hayk, Mpodeccop kadeapsl
«Texnomoruss M Oe3omacHOCTb mnuuIeBbIX npoaykTo» HAO «KAZHAWY»
Cepukbaesa A.Jl., accou. npodeccop kadenps «ITuiesas Onorexnonsorus» AC
«ATY» T.b. A6gurammesa, PhD  nokropant @.F. CarbiMOex cocTaBuiIn
HACTOSIIUI aKT O HUKecHeaytolieM, uto ¢ 25 aBrycta no 23 centsabdps 2022 rona,
GBLIH TIPOBEIEHbI DKCTIEPHMEHTDI MO H3YUEHHIO JeHCTBHS NPOGHOTHKA U3 IITAMMA
010K — Lactobacillus paracasei B TOO «TENQRY FISH» B axBapuanbHbIX
YCIIOBUSIX.

OnauM u3 (akTopoB >(PQPEKTUBHOTO Pa3sBUTHs TOBAPHOIO PHIOOBOACTBA
sBrseTcs  KopmiieHue pbib.  KomOukopma s pwib, Bblllyckaemble Ha
KOMOMKOPMOBBIX 3aBOJaX, TPEOYIOT yIydlleHHs KauecTBa [Uls rojydeHus Oosee
BBICOKOT'O OMOJIOTHYECKOT0 U YKOHOMHUECKOTo d(deKTa.

OCHOBHBIMH 3a/lauaMi B pa3padOTKe pelenTyp KOMOUMKOPMOB sIBIAIOTCS MX
COBEPIIEHCTBOBAHME MYTEeM MOBBILLIEHHs MPOYKTUBHbBIX CBOICTB, ylelIEBIEHHUS,
3aMeHbl Je(UUUTHBIX MM JOPOTOCTOSIIIMX KOMIIOHEHTOB HETPAAULMOHHBIM
CBIPBEM.

[TosTOMY TMpe/CTaBIIsNIo0 UHTEPEC, U3yUeHHEe BO3SMOXHOCTH UCIOJIb30BAHUS
MpOOMOTUKOB HAa OCHOBE MOJIOUHOKWCIBIX OakTepuil M /Ipoiokell  B3aMeH
JIOPOTOCTOSILErO KOPMa IPH BbIPALIMBAHUU PbIO.

J171st 5TOTO ObLIHM HCTIOBb30BaHbI aKBApHyMbl 00beMoM 100 :1nTpoB.

MatepHanom IS UCCIe 10BAHNS CIYKUITH ahpHKAHCKHC THITATIHS Cpe/IHeH
WTY4HOUM Maccol 23 rpamma.

PBIO comepikanu B HEMPOTOUHLIX aKBapuyMax ¢ TeMrnepaTtynoil Boasl 26-28°,
KOTOPBIX KOPMHJIM CTaHAAPTHBIM PAllOHOM.

[locne aganTauuy pbIO JI€JIMAM HA TP [PYNIbL. (B& OIbITHBIX H
KOHTpoJIbHAS O S0 ocobeil B Ka 101 rpyrmne.
B xojie ucciienoBanus Oblii HU3YHEHBI CIEIYIOLHE NOKA3L !

- COXPAHHOCTB MOTOIOBhS:
- JKHBasi Macca B Hauajle uiibiia i B KOHLE OMbITA,
- a0COJIFOTHBIH MPUPOCT. AOCOMOTHBIA CPEIHECYTOUHbIN [IPUPOCT.
Mcenenoranus npopeietsl o cxeme, mpejacTarinesHoll 8 rabr 1.
PbiObl OMbITHBIX [PYTIIi fi0sy 4l BMeECTe ¢ KopMoMm 3%y 11pOOHOTHKOB OT
o01ero o0beMa CYTOHHOrO PatiMoHa. a PBIOBL KOHTPOILHOW | PYIITILL TOJTyYaiu

TOJIBKO KOpM. Hponom{(menbuocn OrbITa COCTABUII OJIUH MECHILL.
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KopM ¢ npenapataMu TOTOBUJIM HEMOCPEACTBEHHO Mepes yrnoTpebieHnem.
JInsg 3TOro KOpM yBIQXKHSUIM TEIUIOW KHIISTYEHHOMW BOJIOH, MOC/E 4Yero ero
pasMeriand ¢ cyxumu mpenapatamu. [lonydeHHYI BIaXHYIHO —MeIIaHKY

CKapMJIMBaldM pblOe 10poAbl  appUKaHCKas THJIANHS, HaXOAMBIIUMCH B
aKBapHyMax.

Tabmuua —1. Cxema npoBeaeHHs UCCIIe0BAHUS

Ne | BapuanT onbiTa Ocobennoctu kopmiuenus | KomuectBo pbi6
[ KonTposbHbiii 100% OP 2 50
1 ombITHBIH 95% OP + 5% 50
010K — Lactobacillus paracasei -
2 OTBITHBIN 95% OP + 5% npo6uoTnk 50
«DKOTIPOOUOTUK»

[Tpuwmeuanue: cokpauenne: OP — 0CHOBHO# palMoH.

YBenuuenne Ko>(GGULHEHTa MacCOHAKOIIEHUS FOBOPUT 00 yiydileHUH
YCBOSIEMOCTH KOPMa pbiOaMH.

[ToxazaHo MOJNOXKHUTENBHOE BIMSHHE MPOOHOTHKOB HA KH3HECTIOCOOHOCTH
pBIO, CKOPOCTH HX POCTa U PBIOONPOAYKTHBHOCTb. 3[€Ch [0KA3aTeNH BbIILE, YEM B
KOHTpOJIbHOIT rpymme.

[TosyuenHble MOJIOXKUTENIbHBIE JIaHHbIE SKCMEPUMEHTAJIbHBIX
MCCJIeI0BaHMHA 1aI0T OCHOBAHHE HCIIOB30BATh BBIIICIICPEUHCIIEHHBIE MPENapaThl
B IPOU3BO/ICTBEHHBIX YCIOBUSIX MPU BBIPAIIUBAHUH PbIO.

Ha ocHOBaHMM MNONYYEHHBIX AAHHBIX KOMMCCHSI CUMTAET BO3MOXKHBIM H

1e1ecoo0pasHbIM HCMONB30BaHNe KOPMOBBIX J00aBOK Ha OCHOBe GHOMpenapara B
pbI6OBOJICTBE.

gy
JlaGopanT 1o 300TexHuM : O0aipaksiM E.

Hayunblit pyxoBoautens. 1.0.H., npodeccop _w@%’cftc/fi Cepuxbaena A.Jl.

HayuHblil KOHCYJIbTaHT, accoil.iipodeccop C@/L/ Abaurasniuesa T.b.
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bis, rtemenne kom korombimap: Kasak YITTBIK —arpapieik  3eprrey
YHUBEPCHUTETI "MHKpPOOHONIOTHSI, ~ BHPYCONOTHSI  JKOHE  HUMMYHOJIOTHs"
Ka(enpachHBIH  MeHrepymiici, B.F.A., mpodeccop KupkumbGaesa XK.C., B.F.K.,
npodeccop Meikteibaesa PIK., 6.r.k., KaysiM. mpodeccop Koxaxmerosa 3.A.,
AJMarThl TEXHONOTMSIIBIK yHUBepcuTeTiHin PhD nokrtopantsl CarbiMGex @.F. 2022
XKBUIBI KBIDKYWEK aWbIHBIH 26-30 apalelFblHAa  «MHKPOOHOLIEHO3 KoHE
NPOGHOTHKTEP/i KYPacThIPy» FBUILIMU-3€DTTEY 3€PTXAHACKHIHMA CATBICTHIPMAIBI
Typae Gepinren Lactobacillus paracasei, 010K wramMmMbl skoHe «IKOMPOGHOTHK
NPOOHOTHKANBIK MPeNapaTTapbIMeH KOPEKTEH/AIpIIreH THIAMUS GalbIFBIHBIH ilIeK
MHKPO(IIOpachIHa CaHJIBIK JKOHE CallalbIK JCEPiH 3epTTey MAaKCAaTHIHAA TOXKIpHbe
XKYPri3iIreHin pacrart, Ko KOHIBIK,

Texipube yur rtomra sxyprisimmi. Texipubere opkaiiceicsl 10 GaisKTan
Typatbin 30 GaibIK, 6aKklIay KoHe 2 TOKIPUOEIiK TONTap KATHICTHL.

Kecre 1 - Lactobacillus paracasei, 010K wrrammer sxome "Dxonpo6uHOTHK"
NPOOUOTHKANBIK TperapaTTapbiMeH KOPEKTeH/IPINreHHeH Kelinri GambIKTapabIi
iIeKx MUKpPOGhIOPaCEIHBIH CaHABIK JKOHE canaiblk kepcerkimrepi, KTh/cnm?

MHUKpOOHOIOTUSUTBIK KOPCETKIIITED
Tomrap baxrepusinapasiyg Torulopsis Lactobacillus
JKaJIITBI CAHBI sphaerica, 109k paracasei, 010K
KTB/ eM® (10 KTB/em?® (107%) KTB/em?® (107)
1 2 3 4
bakpuiay 1.69 = 0.06 .38+£0.02 1.35:£0.02
Toxipube 1 1.75 +0.02 .94 +0.02 1.79 +£0.03
Toxipube 2 2.05+0.07 2.07+0.12 2:3320.05
OKCIIEPHMEHT COHBIHIA GapiblK MeTPH TabaKTapbIHAAFbl GAKTEPUSIAPIBIE

JKaJllbl CaHBIHBIH €H JKOFapbl JICHTeHi eKiHII SKCIepUMEeHTTe TipKeNdi, SFHH
"OKONpoOHOTHK" TPOGHOTHIIMEH KOpeKTeHeTiH 6ambikTapaa (2,05%10* KTB/cM?,
al eH TOMeHri KepceTkiml 6axeuiay ToGbIHZa Goinsl. CoHbIMEH Karap, Oy
GakpliaymMeH canmbIcTEIprana imexrte Lactobacillus paracasei, 010K mramMMbiMen
KOPEKTEHETIH OapiiblK OanbIKTapia aiTapibIKTai sKoraphbl 60Ibl. BalbIKTHIH ek
MHKPO(IOPAChIHAH AbIHFAH CYT KBIUIKBUIB! GaKTepHsUIapbIHbIE OPTAITa MeJIIIepi
2-wi Toxipube TOOBIHA XKaTAThIH GANBIKTAPAA XKOFAPEI GOIIIEL.
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Toxipube Hotmxkecinme Lactobacillus paracasei, 010K mTamMMbIMeH joHe
"JKONpPOOGUOTUK" MPOOUOTUKANBIK IIperapaTsIMeH eMENreH €Ki TOITarbl
GanBIKTAp KAKCHI HKAJIBI KITHHAKAIBIK JKarIali (bl KOPCETT.
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