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БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	ДДТ
	4,4’-дихлордифенилтрихлорметилметан

	ДДЭ
	дихлордифенилэтилен

	ГХЦГ
	1,2,3,4,5,6-гексахлорциклогексан

	ТОҚ
	Тұрақты органикалық қосылыстар

	ХОП
	хлорорганикалық пестицидтер

	ХОҚ
	хлорорганикалық қосылыстар

	2,4-Д
	2,4-дихлорфеноксиацет қышқылы

	СД50
	сынақ тобындағы дарақтардың 50%-ның летальді дозасы

	МРД
	максималды рұқсат етілген деңгей

	ШРК
	шекті рұқсат етілетін концентрация

	РТД
	рұқсат етілген тәуліктік доза

	УРТД
	уақытша рұқсат етілген тәуліктік доза

	КТБ
	колония түзуші бірлік

	ТТФ
	трифенилформазан

	ТТХ
	2,3,5-трифенил тетразолий хлориді
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[bookmark: _Hlk166183710]Жұмыстың жалпы сипаттамасы
Диссертациялық жұмыс Алматы облысы, Талғар ауданының елді-мекендерінің тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі және деструктор-микроорганизмдердің скринингі, сонымен қатар ластанған топырақтарды биоремедиациялауда штамм-деструкторлар негізінде консорциум құрастыруға арналған. 
Тақырыптың өзектілігі
Қазіргі уақытта қоршаған орта объектілерінің тұрақты органикалық қосылыстармен кең ауқымды ластануы экологиялық маңызды мәселелерінің бірі болып табылады. Қазақстанда және ТМД-ға іргелес елдерде соңғы 30 жыл ішінде химиялық қосылыстардың әртүрлі кластарына жататын 700-ден астам пестицидтер  қолданылды. 2013–2022 жылдар аралығында Қазақстан Республикасының аумағында қолдануға рұқсат етілген пестицидтердің шамамен 1021 түрі тіркелген, жыл сайын пестицидтердің тізімі 15–20 жаңа препараттарымен толықтырылады. Ауылшаруашылығында инсектицидтер, фунгицидтер және гербицидтер ретінде көп жағдайда хлорорганикалық пестицидтер қолданылады.
Біріккен Ұлттар Ұйымының Даму Бағдарламасы (БҰҰДБ)/ Ғаламдық Қоршаған Ортақ Қоры (ГҚОҚ) «Қазақстан Республикасына тұрақты органикалық қосылыстар туралы Стокгольм конвенциясы бойынша міндеттемелерді орындауға алғашқы көмек көрсету» жобасы аясында Қазақстанда тұрақты органикалық қосылыстарға алдын ала инвентаризация жүргізу нәтижелері бойынша Қазақстан Республикасының аумағында пестицидтер сақталған 727 қойма және 15 көму орындары бар.
Тұрақты органикалық қосылыстар қоршаған ортада ұзақ уақыт сақталатын және жартылай ыдырау механизміне байланысты, қоректік тізбек арқылы адам денсаулығына кері әсері ететін ксенобиотиктер. Қазіргі таңда 20-дан астам хлорорганикалық пестицидтер тұрақты органикалық қосылыстардың тізіміне енгізілген. Пестицидтердің адам және жануарлар организміне әсерін зерттеу нәтижелері бойынша репродуктивті бұзылулар, туа біткен аномалиялық ақаулар және патологиялық өзгерістер, иммундық жүйенің дисфункциясы, неврологиялық аурулар және қатерлі ісіктер дамитындығы көрсетілген. Соңғы жылдары тұрақты органикалық ластағыштардың қоршаған ортада кең таралуы мен тұрақтылығы, жоғары биоаккумуляциялану потенциалы, биологиялық зиянды әсерлеріне халықаралық деңгейде назар аударылып отыр. 
[bookmark: _Hlk164941038]Қоршаған орта объектілерін тұрақты органикалық ластағыштардан тазартуда микроорганизмдердің деструктивтік қасиетіне негізделген биоремедиация әдісінің маңызы жоғары. Ластанған топырақтарды биоремедиациялауда микроорганизмдердің алуантүрлілігіне негізделген микробиологиялық деструкция экологиялық таза және экономикалық тиімді әдістердің бірі болып табылады. Деструктор – микроорганизмдердің метаболиттік механизмдері қоршаған орта факторларына жоғары бейімділуге, қолайсыз жағдайларға төзімділікке және ферментативтік белсенділігі әсерінен тұрақты органикалық қосылыстарды салыстырмалы түрде токсинділігі төмен қосылыстарға айналдыруға қабілетті. 
Сондықтан, пестицидтермен ластанған топырақтардың микробиоценозын, деструктор – микроорганизмдердің физиологиялық, биохимиялық, генетикалық аспектілерін және тұрақты органикалық қосылыстарды биотрансформациялау механизмдерін зерттеу өзекті болып табылады.
Зерттеу жұмысының мақсаты: 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтардың микробтық алуантүрлілігін зерттеу, перспективті деструктор – микроорганизмдердің скринингін жүргізу және ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор – микроорганизмдердің консорциумын қолдану технологиялық сызбасын жасау.
Зерттеу міндеттері: 
1. Алматы облысы, Талғар ауданының тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарға химиялық талдау жасау;
2. Топырақ микробиоценозын Illumina's MiSeq NGS system метагеномды талдау және микробиологиялық зерттеу, аборигенді микроорганизмдердің таза дақылдарын бөліп алу; 
3. Бөлініп алынған штамдардың морфология – культуральдық, физиология-биохимиялық қасиеттерін зерттеу және молекулалық-генетикалық идентификациялау;
4. Перспективті штамдардың деструктивті белсенділігінің механизмдерін зерттеу және деструктор – штамдарға скрининг жүргізу;
5. Деструктор – штамдардың биoсәйкeстiгi негізінде консорциум құру және хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату дәрежесін анықтау;
6. Штамм – деструкторлардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігін модельді тәжірибиелерде зерттеу. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақты штамм-деструкторлар консорциумы негізінде биоремедиациялаудың технологиялық сызбасын жасау.
Зерттеу объектілері
Зерттеу жұмысының объектілері ретінде пестицидтермен ластанған Алматы облысы, Талғар ауданының Қызылкайрат, Бесқайнар, Амангелді №1, Амангелді №2, Белбұлақ, Басшы елді – мекендерінің топырақ үлгілері және осы үлгілерден бөлініп алынған микроорганизмдердің таза дақылдары қолданылды.
Зерттеу әдістері
Диссертациялық жұмыс барысында тәжірибелер зертханалық жағдайда химиялық талдаудың Agilent Technologies 6890N газды хромотографиялық әдісі, заманауи Illumina's MiSeq NGS system метагеномды талдау, дәстүрлі микробиологиялық әдістер, молекулалық – генетикалық, сканерлеуші электронды микроскопиялық (СЭМ), флуоресцентті спектроскопия, ИҚ-Фурье спектрометрі ALPHA II әдістерін қолдана отырып жүргізілді.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы
[bookmark: _Hlk165571544]Алғаш рет Қазақстан Республикасы, Алматы облысы, Талғар ауданының Қызылкайрат, Бесқайнар, Амангелді №1, Амангелді №2, Белбұлақ елді – мекендерінің тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігін микробиологиялық дәстүрлі және заманауи MiSeq NGS Illumina метагеномды талдау нәтижесінде, үлгілерде Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Gemmatimonadates, Saccharibacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia бактерия  филумдары (типтері) басым екендігі және Bacillus, Pseudomonas туысының өкілдері 68-80% кездесетіндігі анықталды. 
Зерттеу жұмысында тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен 40 штамм бөлініп алынып, олардың  морфология – культуральдық, физиология-биохимиялық және деструктивті қасиеттері зерттеліп, белсенді 10 штамм іріктеліп алынды. Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1, Bacillus paramycoides SA1 деструктор-штамдары түрге дейін идентификацияланып, оларға филогенетикалық талдау жасалынды.
Перспективті штамдардың деструктивті белсенділігінің механизмдері олардың ферментативтік қасиетіне негізделеді және деструктор – штамдардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдыратуға қабілетті протеаза, лакказа, каталаза, целлюлаза, дегидрогеназа ферменттерін   түзетіндігіні дәлелденді. 
Тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратудың тиімділігін жоғарылату мақсатында перспективті штамдар негізінде консорциумдар құрастырылды. Хлорорганикалық пестицидтерді Pseudomonas plecoglossicida K2 + Bacillus aryabhattai K3 консорциумы 69%, ал Bacillus pumilus B1 + Bacillus amyloliquefaciens B2 консорциумы 78% ыдыратындығы анықталды. Зерттеу нәтижелерінде перспективті штамдар тұрақты органикалық қосылыстарды алициклді қосылыстар циклоалкандарға (-СН2), ароматты гетероциклді қосылыстарға (С=C, COO-) және алифатты қосылыстардың ішінде алкан тобының бөлігі алкил топтарына дейін (-СН3 және - СН2)  ыдыратуға қабілетті екені байқалды.
Зерттеу жұмысында алынған нәтижелер бойынша тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор - штамдарға негізделген консорциумдарды қолдану технологиясының сызба нұсқасы ұсынылды.
Жұмыстың ғылыми және практикалық маңыздылығы
[bookmark: _Hlk165491713][bookmark: _Hlk165333449]Деструктивті қасиеттері бойынша іріктеліп алынған деструктор – штамдар Pseudomonas plecoglossicida K2 (OK217230), Bacillus aryabhattai K3 (MW866565), Solibacillus isronensis KS1 (OK236011), Pseudomonas sp. KS2 (OL348382), Bacillus pumilus B1 (OL348383), Bacillus amyloliquefaciens B2 (OL348394), Bacillus subtilis AK5 (MW866566), Pseudomonas koreensis AK1 (OL348403), Bacillus megaterium AS1 (OL348404), Bacillus paramycoides SA1 (OL348439) түрге дейін идентификацияланды, Genbank Ұлттық биотехнологиялық ақпарат орталығы (NCBI) дерекқорында тіркелді. Зерттеу жұмыстарына қолдану үшін идентификацияланған жаңа штамдар әл-Фараби атындағы ҚазҰУ-нің қолданбалы микробиология зертханасының коллекциясына енгізілді.
[bookmark: _Hlk165566707]Жұмыста алынған деструктор-штамдар негізіндегі консорциумдардың деструктивтік белсенділіктері модельді тәжірбиелерде зерттелініп, консорциум штамдары Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 83%, Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 хлорорганикалық пестицидтерді 86% ыдырататындығы анықталды. Пестицидтермен ластанған топырақтарда бидай тұқымдарының өну белсенділігі моно штамдарда Bacillus aryabhattai K3 бар нұсқаларда жалпы 67-83% - ға, ал Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум штамдары бар нұсқаларда 82 – 88%,  Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 консорциум нұсқаларында 87 – 94%- ға артқаны байқалады. 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен перспективті деструктор – микроораганизмдер іріктеліп алынып, деструктивті қасиеттері зерттелді және «Пестицидтерді микробиологиялық деструкциялау тәсілі», (№ 34115, 09.01.2020 ж.), «Органохлорлы пестицидтерді микробиологиялық жою тәсілі» (№ 7731, 13.01.2023ж.) патенттері алынды.  Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор - штамдар негізінде консорциумдар ұсынылды. 
Зерттеу жұмысында алынған нәтижелерді жоғарғы оқу орындарында студенттер мен магистранттарға, докторанттарға теориялық және практикалық курстарда оқу материал ретінде пайдалануға болады.
Қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар
1. Алматы облысы, Талғар ауданының тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінде 4,4-ДДЭ, 4,4-ДДТ, α-ГХЦГ, β-ГХЦГ және γ-ГХЦГ хлорорганикалық пестицидтердің мөлшері жоғары болды. Хлорорганикалық пестицидтердің концентрациясы сәйкесінше зерттеуге алынған топырақ үлгілерінде Қызылкайрат - 121,054, Бесқайнар -  47,334, Амангелді №1 - 5382, Амангелді №2 - 1032, Белбұлақ - 1025, Басшы – 146 мкг/кг -1 мөлшерінде болды. 
[bookmark: _Hlk165571737]2. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінде Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Gemmatimonadates, Saccharibacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia бактерия  филумдары (тип) басым болды және Bacillus, Pseudomonas туысының өкілдері 68-80% кездесті. 
3. Белсенді деструктор-штамдар Pseudomonas plecoglossicida K2 (OK217230), Bacillus aryabhattai K3 (MW866565), Solibacillus isronensis KS1 (OK236011), Pseudomonas sp. KS2 (OL348382), Bacillus pumilus B1 (OL348383), Bacillus amyloliquefaciens B2 (OL348394), Bacillus subtilis AK5 (MW866566), Pseudomonas koreensis AK1 (OL348403), Bacillus megaterium AS1 (OL348404), Bacillus paramycoides SA1 (OL348439) түрге дейін идентификацияланды және  NCBI дерекқорына тіркелді. 
4. Перспективті штамдардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігін протеаза, лакказа, каталаза, целлюлаза, дегидрогеназа ферменттері қамтамасыз етеді.
5. Деструктор – штамдардың биосәйкестігі негізінде 2 консорциум құрастырылды. Pseudomonas plecoglossicida K2 + Bacillus aryabhattai K3 консорциумы хлорорганикалық пестицидтерді 84% және Bacillus pumilus B1 + Bacillus amyloliquefaciens B2 консорциумы 86% биодеградациялады. 
Жұмыстың ғылыми зерттеу бағдарламасымен байланыстылығы
Диссертациялық жұмыс ИРН ВR05236379 Жалпы генетика және цитология институты бағдарламасы барысында «Қолданылмайтын және тыйым салынған пестицидтердің Алматы облысы тұрғындарының генетикалық жағдайы мен денсаулығына әсерін кешенді бағалау: пестицидтер көмілген жерлерге іргелес аумақтың микробтық алуантүрлілігін анықтау, скрининг жүргізу, деструктор - микроорганизмдерді бөліп алу» жобасының аясында жасалды.
Қорғауға ұсынылатын ғылыми жұмыс нәтижелерінің жасақталуына қосқан диссертанттың жеке үлесі
Зерттеу жұмысының нәтижелері, әдеби деректерге шолу, жұмыстың мақсат-міндеттерін анықтау, тәжірибелік зерттеулерді жүргізу және алынған нәтижелерді талдау, статистикалық өңдеу автордың жеке қатысуымен орындалды.
Диссертациялық жұмыстың апробациясы: Диссертация жұмысының негізгі қағидалары және зерттеу нәтижелері төмендегідей халықаралық ғылыми конференциялар мен симпозиумдарда баяндалды және талқыланды:
1. The 2nd International Conference on Renewable Energy and Environment Engineering (30th October 2019);
2. The international scientific conference of young scientists «Fundamental research and innovations in molecular biology, biotechnology, biochemistry» dedicated to the 80th anniversary of academician Murat Aitkhozhin (28-29th November 2019);
3. VІI Халықаралық Фараби оқулары, «Фараби әлемі» атты халықаралық ғылыми конференция (Алматы,  6-9 сәуір 2020 ж.); 
4. Annali d’Italia Scientific Journal of Italy,  2020;
5. II Международное книжное издание стран Содружества Независимых Государств «Лучшие молодые ученые – 2020» (Астана, Казахстан, 28 сентябрь 2020);
6. VІII Халықаралық Фараби оқулары, «Фараби әлемі» атты халықаралық ғылыми конференция (Алматы,  6-8 сәуір 2021 ж.); 
7. The International scientific and practical conference "Modern problems of biotechnology: from the laboratory researches to production", (4-5 June, 2021, Almaty, Kazakhstan);
8. ІX Халықаралық Фараби оқулары, «Фараби әлемі» атты халықаралық ғылыми конференция (Алматы, 6-8 сәуір 2022 ж.); 
9. X Халықаралық Фараби оқулары, «Фараби әлемі» атты халықаралық ғылыми конференция (Алматы, 6-8 сәуір 2023 ж.); 
Басылымдар. Диссертациялық жұмыста алынған материалдар баспадан шыққан 27 ғылыми еңбектерде жарияланды, соның ішінде резенцияланатын шетелдік ғылыми басылымдарда  – 2 мақала; Web of Science және Scopus деректер қорларында индекстелетін, нөлдік емес импакт-факторы бар Q2 квартильге енгізілген халықаралық рецензияланатын ғылыми журналдардағы –  1 мақала; Web of Science және Scopus деректер қорларында индекстелген CiteScore бойынша пайыздық көрсеткіші кемінде 25 болатын халықаралық ғылыми конференцияда – 1 мақала; Қазақстан Республикасы Білім және Ғылым саласындағы бақылау Комитеті ұсынған республикалық ғылыми басылымдарда – 4 мақала; Халықаралық конференциялар материалдарында – 13 тезис жарияланды.  Диссертациялық жұмыс нәтижелері бойынша өнертабысқа ресми сараптамадан өткен, Қазақстан Республикасының 2 патенті және 2 авторлық куәлігі алынды. 
Диссертацияның құрылымы. Диссертация 172 беттен, белгілеулер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу объектілері, материалдары мен әдістері, зерттеу нәтижелері мен талқылау, қорытынды бөлімдерінен, 268 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен, 9 кестеден, 53 суреттен тұрады.




 


























1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ
1.1 Тұрақты органикалық қосылыстардың химиялық құрамы, хлорорганикалық пестицидтердің классификациясы
Тұрақты органикалық қосылыстар – қоршаған ортадағы ыдырау процестеріне төзімді улы органикалық қосылыстар болып табылады. Тұрақты органикалық қосылыстар әртүрлі физика-химиялық қасиеттері мен токсиндік әсері бар химиялық қосылыстардың үлкен тобын қамтиды [6].
Тұрақты органикалық қосылыстардың қолданылуы және өндірісін тоқтату, жою мақсатында  Біріккен Ұлттар Ұйымының Қоршаған Орта Жөніндегі Бағдарламасы (ЮНЕП) Тұрақты органикалық қосылыстар туралы әлемдік келісім шартқа сәйкес, Стокгольм конвенциясын ратификациялау  туралы заң 2004 жылы мамыр айынан бастап, 150 мемлекеттен аса елдерде ұсынылды  [7].
Қазақстан Республикасында Тұрақты органикалық қосылыстарды пайдалану туралы заң, Қазақстан Республикасының Әділет министрлігі, нормативтік құқықтық актілерінің ақпараттық-құқықтық жүйесіне сәйкес 2007 жылғы 7 маусымдағы N 259 Заңы бойынша бекітілді  [8].
Бастапқы тұрақты органикалық қосылыстар Стокгольм конвенциясында 2001 жылдан белгілі, соның ішінде жиі қолданылатын өндірістік пестицидтер қатарына:  альдрин, хлордан, ДДТ, дильдрин, эндрин, гептахлор, гексахлорбензол, мирекс, токсафен, полихлорлы дифенилдер (ПХБ), полихлорлы дибензо-п-диоксиндер (ПХДД) және полихлорлы дибензофурандар (ПХДФ) жатады. 2009 жылдан бастап Стокгольм конвенциясына жаңа 13 тұрақты органикалық ластағыштардың тізімі қосылып жаңартылды: хлордекон, альфа-гексахлорциклогексан, бета-гексахлорциклогексан, гексабромдифенил, гексабромдифенил және гептабромдифенил эфирлері, линдан, пентахлорбензол, перфтороктанды сульфон қышқылы және оның тұздары, перфтороктанды сульфонилфторид, және тетрабромдифенил, пентабромдифенил эфирлері [9-11].
Химиялық құрамы бойынша пестицидтердің құрамы 4 топқа жіктеледі. Оларға хлорорганикалық қосылыстар, фосфорорганикалық қосылыстар, карбаматтар, және пиретриндер мен пиретроидтар жатады (Сурет 1) [12].


Сурет 1. Тұрақты органикалық қосылыстардың химиялық құрамы бойынша классификациясы, (Carla Maria Raffa and Fulvia Chiampo. Bioremediation of Agricultural Soils Polluted with Pesticides // 2021 Bioengineering (Basel))

Хлорорганикалық пестицидтер химиялық құрылымы бойынша хлор атомымен ковалентті байланысқан көмірсутек тізбектерінен тұратын органикалық қосылыстар болып табылады. Ауыл шаруашылығында жәндіктердің көптеген түрлерімен күресу үшін инсектицидтер ретінде қолданылады. 1 – суретте көрсетілгендей ең көп таралған хлорорганикалық қосылыстарға: дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ), дихлордифенилдихлорэтан (ДДД), дикофол, диэлдрин, линдан, алдрин, хлордан, эндосульфан, изодрин, изобензан, токсафен және хлоропропилат жатады [13]. 
Органофосфаттар немесе фосфорорганикалық қосылыстар синтетикалық пестицидтер болып табылады, олардың құрамына фосфор қышқылының күрделі эфирлері немесе тиофосфор қышқылының күрделі эфирлері кіреді. Гексаэтилтетрафосфат (ГТФ) ең алғаг ауылшаруашылық инсектицидтер ретінде пайдаланылдған форфорорганикалық пестицидтер класы болып табылады. 
Карбаматтар - карбамин қышқылынан алынған қосылыстар, химиялық құрылымы күрделі эфир тобымен байланысқан амин тобымен сипатталады. Әдетте R 1 және R 2 органикалық радикалдар немесе сутегі топтарынан тұрады. Егер R2 сутегі тобынан тұратын болса, R1 функционалдық тобын ескере отырып, қолдану мақсатын түсінуге болады [14]. Мысалы: инсектицидтер ретінде, R 1 метил тобы болғанда, гербицидтер, R 1 хош иісті топ болған кезде, R1 бензимидазол бөлігі болған кезде фунгицидтер ретінде қолданылады.
Пиретриндер және пиретроидтер. Пиретриндер - табиғи инсектицидтер, олардың белсенді түрі Tanacetum cinerariaefolium (Chrysanthemum cinerariaefolium немесе Pyrethrum cinerariaefolium) деп аталатын гүлдерінен алынады. Химиялық құрылымы бойынша белсенді компоненттері 2,2-диметил-3-(2-метил-л-пропенил)-l-циклопропанкарбон қышқылының (хризантемин қышқылы) және 3-(2-метоксикарбонил-l-пропенил)-2,2- күрделі эфирлері болып табылатын диметил-л-циклопропанкарбон қышқылынан (пиретр қышқылы) тұрады.
Қазіргі таңда Стокгольм конвенциясына 20 тұрақты органикалық ластағыштардың тізімі көрсетілген (сурет 2). Басқа да белсенді Тұрақты органикалық қосылыстардың тізіміне қысқа тізбекті хлорланған парафиндер, хлорирнафталин, гексахлорбутадиен және пентахлорфенол кіреді. Сонымен қатар, тұрақты органикалық қосылыстарға қоршаған ортада кең таралған және жоғары токсинді полициклді ароматты көмірсулар (PAHs) және бромдалған антипирендер, металорганикалық қосылыстар жатады  [15 – 17].
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Сурет 2. Стокгольм конвенциясында көрсетілген  тұрақты органикалық қосылыстар (ТОЛ), (Eddy Y. Zeng, Persistent Organic Pollutants (POPs): Analytical Techniques, Environmental Fate and Biological Effects//2015 Elsevier B.V.)

Көптеген тұрақты органикалық қосылыстар жасанды қосылыстар және пестицидтер, өндірістік химикаттар болып табылады. Стокгольм конвенциясының тізіміне кіретін тұрақты органикалық қосылыстар  «лас дюжина» деген атауға ие, оларға альдрин, хлордан, ДДТ, дильдрин, эндрин,  гексахлорбензол, мирекс және токсафен – хлорорганикалық пестицидтер (ХОП), полихлорлы дифенилдер (ПХД) – өндірістік химикаттар, толық емес жану кезінде түзілетін қосалқы өнімдер ішінде полихлорлы дибензо-пара-диоксиндер (ПХДД) және полихлорлы дибензолфурандар (ПХДФ) жатады. Тұрақты органикалық қосылыстардың галогенирленген алифатты және ароматты сақиналары (F, Cl және Br) негізгі қасиеті болып табылады (сурет 2). Химиялық құрамы бұндай Тұрақты органикалық қосылыстар суда нашар ериді, майларда жоғары ерігіштік қасиетке ие, химиялық, биологиялық және фотолитикалық ыдырауға жоғары төзімділік көрсетеді [18].
Альдрин-термит, шегіртке, ұзын түкті және басқа да жәндіктермен күресу үшін арналған, құстар, балық және адамдар үшін улы болып табылады. Мысалы, альдринмен өңделген күріш Техастағы Мексика шығанағының жағалауындағы суда жүзетін құстар мен торғайлардың қырылуының себебі болған [19]. Құстар мен жануарлардың улануы осы күрішпен қоректену нәтижесінде пайда болды. Ересек адам үшін альдриннің өлім дозасы шамамен 5 грамм. Әдетте, альдрин адам ағзасына сүт және ет өнімдері арқылы енуі мүмкін. 
Хлордан – термиттермен күресу үшін және бірқатар ауыл шаруашылығы дақылдарын өсіру кезінде кең ауқымды әсер ететін инсектицид ретінде кеңінен қолданылды. Ұзақ уақыт бойы топырақта қалады, жартылай ыдырау кезеңі бір жылды құрайды. Хлорданның летальды дозасы балықтар мен құстардың өлімге алып келеді.  Хлордан адам ағзасының иммундық жүйесіне зиянды және канцерогенді әсер етеді [20].
ДДТ (Дихлордифенил-трихлорэтан) ‒ хлорорганикалық пестицид, әртүрлі елдерде әртүрлі атаулармен белгілі. Мысалы ДДТ, гезарол, гуезарол, неоцид, дикофан және т.б. Негізінен шыбындар, масалар мен шегірткелерге қарсы қолданылған. ДДТ 1940-1970 жылдары кеңінен таралды және жәндіктер зиянкестерімен күресудің ең танымал және кеңінен қолданылатын химиялық құралы болды. Жыл сайын үш онжылдық ішінде ДДТ-ны үнемі өсіп келе жатқан масштабта қолдану оның сыртқы ортада, топырақта, суда, өсімдіктер мен жануарлар организмдерінде, соның ішінде адам ағзасында айтарлықтай жиналуына әкелді. Қазіргі уақытта ДДТ-ды пайдалануға тыйым салынған [21-26].
Кейбір белсенді-эколог зерттеуші ғалымдардың айтуы бойынша, әсіресе, құстардың көбеюіне әсер етіп, пестицидтер олардың жұмыртқаларының қабығында жиналады. Осындай себептерге қарамастан, КСРО-да және басқа да көптеген елдерде шектеулі қолданылып келді, бірақ қазіргі таңда қолдануға тыйым салынған. Кең таралған тұрмыстық атауы ДДТ - "дуст". Безгектің тасымалдаушыларымен (The use of DDT in malaria vector control) күресу үшін ДДТ қолдану бойынша ДДҰ ресми ұстанымы: Безгектің алдын алу мақсатында ДДТ қолдану ұсынылады.
ДДТ-ны қолдану әлемнің көптеген елдерінде айтарлықтай шектелген немесе тыйым салынған, бірақ көптеген аймақтарда күнделікті тәжірибеде қала береді. Бүгінгі таңда әлемде басқа улы пестицидтер өндіріледі және қолданылады [27]. Пестицидтердің өндірісі мен қолданылуы экологтар үшін ғана емес, жалпы денсаулық сақтау жүйесі үшін де маңызды мәселелердің бірі болып табылады. Ауыл шаруашылығында жұмыс істейтін жұмысшылар әртүрлі ауруларға, атап айтқанда пестицидтермен уланудың салыстырмалы түрде жоғары қаупіне ұшырайды. Ауылшаруашылық жұмысшыларында пестицидтер  денеде ұзақ уақыт жиналуына байланысты өткір улану немесе созылмалы инфекциялық ауруларды тудыруы мүмкін [28-31].
Гексахлоран (ГХЦГ) – 1,2,3,4,5,6-гексахлорциклогексанның сегіз стереоизомерінен тұратын хлорорганикалық пестицид. Ауылшаруашылығында инсектицид түрінде қоладынылған, қазіргі таңда пайдалануға тыйым салынған [10]. Жылы қанды жануарлар үшін токсинді, бірақ канцерогендік әсері жоқ. Хлорорганикалық пестицидтердің ішінде гексахлоранның үш изомері ауылшаруашылығында кеңінен қолданылған: α-гексахлорциклогексан, β-гексахлорциклогексан, γ-гексахлорциклогексан. Таза гексахлоран-қатты, ақ, ұнтақ зат, іс жүзінде иіссіз, тазартылмаған — техникалық ГХЦГ-да пентахлорциклогексен мен тетрахлорциклогексадиеннің қоспаларына байланысты тұрақты жағымсыз көгеру иісі, сарғыш-сұр түсті болады. Суда нашар ериді, органикалық полярлы емес еріткіштерде жақсы ериді-керосин (1:7), ацетон (1: 2), диэтил эфирі, бензол, липофильді қосылыс минералды майлармен, май қышқылдарымен және липидтермен жақсы әрекеттеседі. ГХЦГ термиялық тұрғыдан тұрақты, бірақ жоғары температурада ол ақ, қою түтін шығарады, бұл оны аэрозоль түрінде қолдануға мүмкіндік береді. Ультракүлгін сәулелердің әсерінен әлсіз өзгеріске ұшырайды, бірақ салыстырмалы түрде жоғары құбылмалылықтың арқасында су буларымен сублимацияланады немесе буланады, сондықтан оның сақталуы температураға байланысты [32]. ГХЦГ әртүрлі тотықтырғыштар мен концентрацияланған қышқылдардың азот, күкірт, тұз, температура) әсеріне өте төзімді. Бұл қасиет өсімдіктерде инсектицид қалдықтарын анықтауда қолданылады, ол үшін өсімдік сынамасы күкірт қышқылымен өңделіп, ГХЦГ су буымен сублимацияланады [33]. Сілтілердің немесе жоғары температураның әсерінен барлық ГХЦГ изомерлері НСl бөлінуімен және трихлорбензол түзілуімен ыдырайды. Ылғалды топырақта γ-изомер ыдырап, пентахлорциклогексен түзеді, жылы қанды жануарлар үшін γ-изомерге қарағанда 1000 есе аз уытты болып келеді [34 – 37].
Дильдрин-негізінен ауыл шаруашылығы алқаптарының топырағында мекендейтін жәндіктермен, термиттермен күресу үшін қолданылды. Дильдриннің топырақтағы жартылай ыдырау кезеңі шамамен бес жыл. Альдрин пестицидінің тотығу-тотықсыздану әсерінен дильдринге тез өзгереді, сондықтан қоршаған ортадағы дильдриннің мөлшері және оны пайдалану көрсеткіштері жоғары. Дильдрин балықтар мен басқа да су жануарлары үшін жоғары улы, атап айтқанда, бақалар, тіпті кішкентай дозасы эмбрион омыртқасының деформациясын тудыруы мүмкін. Дильдриннің қалдықтары ауада, суда, топырақта, балық, құстар мен сүтқоректілердің, сонымен қатар адам организмінде табылған. Дильдриннің адам ағзасына түсуінің негізгі көзі тағам болып табылады. Дильдрин АҚШ-та пастерленген сүт құрамында анықталу жиілігі бойынша екінші орында болып табылады [38].
Эндрин-бұл инсектицид бірқатар ауыл шаруашылығы дақылдарын, атап айтқанда мақта мен дәнді дақылдарды өсіру кезінде және кеміргіштермен күресу үшін қолданылады. Эндрин жануарлардың зат алмасу процесіне әсер етеді, май тіндерінде пестицидтердің жоғары концентрациясы жинақталады. Жартылай ыдырау кезеңі ұзақ -12 жылға дейін созылады. Адам организміне көбінесе тағам өнімдері арқылы түседі [39]. 
Гептахлор-бастапқыда термиттермен күресу үшін пайдаланылған. Кейіннен мақта зиянкестерімен, шегірткемен, ауыл шаруашылығы дақылдарының басқа да зиянкестерімен және безгек масалармен күресу үшін кеңінен қолданылды. Гептахлор құстардың кейбір түрлерінің, соның ішінде канадалық казарканың және Колумбия өзенінің (АҚШ) бассейніндегі құстарының таралуының қысқаруына себеп болған. Жүргізілген зертханалық сынақтар бойынша  үлкен мөлшердегі гептахлор-күзен, егеуқұйрық және қояндардың тіршілігін жою қауіптілігін көрсетті. Гептахлордың шағын дозасының өзі жануарларда мінез-құлқында өзгерістер туғызады және репродуктивті қабілетін төмендетеді. Гептахлор канцерогенді заттарға жатады. Адам ағзасына түсудің негізгі жолы-тамақ. Бұл зат АҚШ пен Австралияда ірі қара малдың қанынан табылды [37-40].
Гексахлорбензол (ГХБ)1945 жылы ГХБ алғаш рет астық өңдеу және азық-түлік дақылдарының саңырауқұлақ ауруларымен күресу үшін пайдаланылды. Ол бидай бастарымен күресу үшін кеңінен қолданылды. ГХБ белгілі бір өнеркәсіптік химиялық заттарды өндірудің жанама өнімі және кейбір пестицидтердің құрамындағы қоспа болып табылады [40].
1954 жылдан 1959 жылға дейін ГХБ өңделген астықты Түркияның шығысында пайдалану бірқатар симптомдардың пайда болуына, оның ішінде тері қабатының жарық сезгіш зақымдануына, шаншуына және сарқылуына әкелді. Бірнеше мың зардап шеккендердің метаболизм процесінің бұзылуы — гексахлорбензолды порфириясы (адам организмінде ТОҚ жинақталуы салдарынан гемоглобин метаболизмнің аралық өнімдерінің бұзылуы)  дамыды, 14% жағдай өліммен аяқталды. ГХБ эмбриондарға плацента және жаңа туған нәрестелерге емшек сүтімен беріледі. Үлкен мөлшерде жануарлардың кейбір түрлерін өлімге ұшыратады, аз мөлшерде репродуктивті қабілетін төмендетеді. ГХБ барлық азық-түлік өнімдерінде анықталған, мысалы Испаниядағы барлық ет үлгілерінен табылған. Бағалау бойынша, Үндістандағы ГХБ тәуліктік тұтыну адам салмағының килограмына 0,13 мкг құрайды [41].
Мирекс 1970 жылдары АҚШ, Бельгия, Франция, Германия, Ұлыбритания және Нидерланды елдерінде кеңінен қолданылды. Мирекстің техникалық маркаларының құрамында (пайызбен), 1% мирекс және 2,58% хлордекон бар (қалған қоспадардың саны көрсетілмеген). Мирекс тұрақты пестицидтердің бірі болып саналады, оның топырақтағы жартылай ыдырау кезеңі 10 жылды құрайды. Мирекстің салыстырмалы ұшқыш коэффициенті ұзақ қашықтыққа тасымалдауға мүмкіндік береді. Герметикалық қаптамада өзінің қасиеттерін шексіз уақытқа дейін сақтайды. КСРО/РФ-да мирекс іс жүзінде қолданылмады және 1965-1999 жылдардағы улы химикаттар туралы анықтамалар мен ғылыми мақалаларда көрсетілмеген. Мирекстің токсинділігі: сүтқоректілер үшін орташа: егеуқұйрықтар үшін LD50 = 235 мг / кг, ал қояндардағы тері арқылы токсинділігі 80 мг/кг құрайды. Мирекс адамда эндокриндік аурулардың туындауына және канцерогендік аурулардың қаупін тудыруы мүмкін [42].
Токсафен –  мақта, дәнді дақылдар, жемістер, жаңғақтар мен көкөністерді өсіруде, сондай-ақ үй жануарларында кенелермен күресу үшін қолданылатын инсектицид. 1975 жылы АҚШ-та ең көп қолданылатын пестицидтер болды. Жартылай ыдырау кезеңі-12 жылды құрайды. Адам ағзасына токсафен негізінен тағаммен түседі. Токсафен уыттылығы адам ағзасына тікелей әсер еткенде жоғары болмаса да, зертханалық жануарларға сынақ нәтижелері бойынша адам организмі үшін канцерогендер тобына жатқызылды. Токсофен балықтар үшін жоғары токсинді. Токсафеннің әсерінен форель балығының 90 күннен кейін салмағы 46% - ға қысқарған және уылдырығының тірішілікке қабілеттілігі төмендеген [43].
Полихлорбифенилдер (ПХБ). ПХБ өнеркәсіпте жылу тасығыштар ретінде, бояуда, көшірме қағазда және пластмассада қосымша ретінде, сондай-ақ электр трансформаторлары мен конденсаторларда пайдаланылады. ПХБ-ның 13209 түрі диоксиндер сияқты токсинді. ПХБ тұрақтылығы хлорлау дәрежесіне байланысты, жартылай ыдырау кезеңі 10 күннен бір жарым жылға дейін болуы мүмкін. ПХБ балықтар үшін токсинді: үлкен мөлшерде өлімге алып келеді, шағын балықтарда уылдырықтың бұзылуына әсерін тигізеді. Зерттеулерлерге сәйкес жабайы жануарлардың кейбір түрлерінің репродуктивтік және иммундық жүйелерінің бұзылуына алып келгені анықталған [43,44].
ПХБ ластанған тамақ өнімдерімен адам ағзасына түседі. 1968 жылы Жапонияда және 1979 жылы Тайванда ПХБ ластанған күріш майын тұтыну тырнақ пластиналары мен шырышты қабықтардың пигменттелуін, көз қабақтарының қалыңдығын, шаршағандықты, жүрек айнуы мен құсу сияқты аурулардың себебі болды. Тайванда ПХБ әсеріне ұшыраған әйелдер жеті жыл бойы дамуы мен мінез-құлқы бұзылған балаларды дүниеге әкелді [45]. Сондай-ақ, Мичиган көлінен жұқтырылған балықтарды көп тұтынған аналардан туған балалардың қысқа мерзімді есте сақтауының бұзылуы анықталды. ПХБ адамның иммундық жүйесінің жұмысын бұзады және адам организмі үшін тұрақты канцерогендерге жатады.
Полихлорланған дибензодиоксиндер (ПХДД, диоксиндер) химиялық заттардың толық жанбау нәтижесінде, сондай-ақ пестицидтер мен құрамында хлоры бар басқа да заттарды өндіру кезінде пайда болады. ПХДД қосылыстары негізінен медициналық, коммуналдық-тұрмыстық және қауіпті қалдықтарды жағу нәтижесінде, сондай-ақ автомобильдерден бөлінетін газдар, шымтезек, көмір және ағаш жануы кезінде пайда болады. Диоксиндердің 75 түрінің 7 түрі өте  қауіпті. Олардың бірі бірінші қолданғаннан кейін 10-12 жыл өткен соңда топырақта табылған. Диоксиндер адам денсаулығына зиянды әсер етеді, иммунитетті төмендетеді, ферментацияны бұзады және терінің зақымдануына әкеледі (хлоракне), адам үшін канцерогендердің тобына жатады. Зертханалық жануарларға сынаулар басқа да бірқатар зиянды әсерлерді, оның ішінде туа біткен кемістіктер мен өлі туулар санының ұлғаюына алып келетіні анықталды. Балықтардың тіршілік етуіне әсер етіп, тез өлімге әкеледі. Адам ағзасына түсудің негізгі көзі етті тағамдар болып табылады.
Полихлорланған дибензофуранды (ПХДФ, фурандар) қосылыстар диоксиндер сияқты процестердің нәтижесінде, сондай-ақ ПХБ өндірісі кезінде пайда болады. ПХДФ қоқыс жағатын қондырғылар мен автокөлік қалдықтарынан табылған. Фуранның құрылымы мен уытты әсері бойынша диоксиндерге ұқсас. Әртүрлі уланулардың 135 түрі бар. Фурандар ұзақ уақыт бойы қоршаған ортада сақталады және тұрақты адам канцерогендеріне жатады. Адам ағзасына түсудің негізгі көзі етті тағамдар болып табылады [46].
ТОЛ-дың ластану көздері агрохимикаттар мен өнеркәсіптік химикаттарды тиісінше пайдаланбау және жою, жоғары температуралар мен жану процестері, сондай-ақ өнеркәсіптік процестердің немесе жанудың жағымсыз жанама өнімдері [47].
Соңғы онжылдықта тұрақты органикалық қосылыстардың басым тізімі жаңартылып, оған 2017 жылы Стокгольм конвенциясында аталған полибромирленген дифенилдік эфирлер және гексабромциклодекандар, бромдалған антипирендер сияқты қосылыстарды қосу үшін жаңартылды. Жақында танылған галогенденген қосылыстардың тағы бір тобы перфторирленген алкильді заттар болып табылады, олардың ішінде перфтороктанды сульфонат (ПФОС), оның тұздары мен перфтороктанды сульфонилфториді де 2017 жылы Стокгольм тізіміне енгізілді. Жаңа тізімдегі басқа қосылыстар эндосульфан, линдан, пентахлорбензол, хлордекон және гексабромциклодекандарды (ГБЦД) қамтиды [48].
Соңғы уақытқа дейін ең көп қолданылатын пестицидтер қатарына хлорлорганикалық пестицидтерді (ХОП) жатқызамыз. Бұл қосылыстардың өткір токсинділігі әртүрлі, олардың ерекшелігі қоршаған орта объектілеріндегі жоғары төзімділігі және тірі организмдердің май тіндерінде жинақталу үрдісі болып табылады. Пестицидтердің қауіптілігін бағалаудың және оларды жіктеудің жүйелі тәсіліне арналған жұмыстарда ХОП-дің тұрақтылығы мен биоаккумуляциясының критерийлері ең жоғары баллға ие [49].
Бірқатар елдерде тұрақты ХОП-ді қолдануға тыйым салынады және ауыл шаруашылығында тұрақты ХОП-ді қолданудың орнына қауіпсіз органофосфор пестицидтеріне және синтетикалық пиретроидтарға ауысуы жалғасуда. Бірақ қоршаған ортаға енгізілген ХОП-дің мөлшері өте жоғары, сондықтан олардың қоршаған ортаға және адам денсаулығына зиянды әсерін ескермеуге болмайды. 
ХОП және синтетикалық пиретроидтер қоршаған ортаны және ауылшаруашылық өнімдерін басым ластаушылардың бірі болғандықтан, судағы және тамақ өнімдеріндегі ХОП-дің қалдық мөлшерінің пайда болуы оларды қатаң бақылау қажеттілігі туралы үлкен алаңдаушылық тудырды. Ең көп таралған ХОП-дің қатарына гексахлорциклогексанның альфа және гамма изомерлері (ГХЦГ), 4,4’-дихлордифенилтрихлорметилметан (ДДТ), альдрин, гептахлор және 2,4-дихлорфеноксиацет қышқылы (2,4-Д) жатады. Ең танымал синтетикалық пиретроидтер - декис және сумицидин болып табылады [49-51].
Қоршаған ортаны ХОП-мен ластау проблемасы биосфераның тұрақты хлорорганикалық қосылыстармен (ХОҚ), атап айтқанда, қоршаған ортада өзін-өзі ұстайтын диоксиндер мен полихлорланған бифенилдер сияқты қосылыстармен улануының жалпы проблемасының бөлігі болып табылады. Қоршаған орта объектілерінде мұндай ХОҚ-дың болуы көбінесе ДДТ және басқа ХОП-дің үлкен шоғырлануымен байланысты болады. Сонымен қатар, диоксиндердің қоршаған ортаға және халықтың денсаулығына зиянды әсері ХОП-дің әсерінен асып кетуі мүмкін.
Осылайша, азық-түлік шикізаты мен тамақ өнімдерінің ХОП-мен және  синтетикалық пиретроидтармен ластануын анықтау әлеуметтік-гигиеналық мониторинг жүйесіндегі маңызды міндет болып табылады. Соңғы жылдардағы зерттеулер қазіргі кездегі химиялық токсиканттардың ішінде халықтың денсаулығы мен қоршаған орта үшін басты қауіп ДДТ емес, ауыр металдар мен жоғары уытты ХОҚ (диоксиндер мен полихлорланған бифенилдер) екенін дәлелдегенімен, ХОП құрамын тамақ, ауыз су және емшек сүтінен бақылау мәселесі өзекті болып табылады. Қазіргі жағдайда пестицидтердің жаңа буынының өндірісі – синтетикалық пиретроидтер, олар әлдеқайда аз токсинді, зиянсыз өнімдерге тез ыдырайды және селективті әсерге ие – ХОП-ге тиімді балама болып табылады [52,53].
Тұрақты органикалық қосылыстардан қорғаныс шараларын енгізудің I кезеңінде пестицидтерді қолданудың негізгі мақсаты зиянды заттарды жою болып табылады және жоғары тұтыну нормалары бар бейорганикалық қосылыстар қолданылады. 
II кезеңде белсенділігі мен селективтілігі жоғары органикалық препараттардың пайда болуына, дақылдарды өсірудің қарқынды технологияларын енгізуге байланысты қорғаныс шараларының стратегиясы өзгерді. Пестицидтерді қолдану мақсаты зиянкестерді жою емес, олардың санын, зияндылық дәрежесін экономикалық шегіне дейін азайту болып табылады.
Қазіргі уақытта III кезеңде агроценоздарды реттеу міндеті пестицидтердің зиянды объектілерге тікелей әсерін ғана емес, сонымен қатар олардың агроценоздардың барлық компоненттеріне жанама әсерін, сондай-ақ ұзақ мерзімді салдарын ескере отырып қойылған. Препараттар ассортиментінде тек зиянкестермен күресу мақсатында пестицидтер ғана емес, сонымен қатар реттеуші әсер ететін феромондар, ювеноидтар және т. б. хлорорганикалық пестицидтер қолданылады.
Өсімдіктерді қорғаудағы келесі кезең гендік инженерияның дамуымен және зиянкестер мен аурулар кешеніне төзімді өсімдіктердің генетикалық түрлендірілген сорттарын өсірумен байланысты болады. Соның нәтижесінде пестицидтерді қолдануды азайтуға немесе оларды қолданудан мүлдем бас тартуға мүмкіндік береді [54]. 
Пестицидтерді дозасы бойынша бірнеше топқа бөліп қарастыруға болады:
1) шектік мөлшерге дейінгі доза - организмде өзгерістер тудырмайтын заттың ең көп мөлшері;
2) шекті доза - жануар улануының сыртқы белгілері болмаған кезде неғұрлым сезімтал биохимиялық және физиологиялық тесттермен анықталатын, ағзада өзгерістер тудыратын заттың ең аз мөлшері;
3) сублетальды доза – организмнің тіршілік әрекетінің елеулі бұзылуын тудыратын, бірақ оның өліміне алып келмейтін пестицидтің дозасы;
4) летальды доза - тәжірибелік объектінің өліміне әкелетін пестицидтің дозасы;
5) орташа уытты доза – тәжірибелік объектілердің жартысының өліміне әкелетін доза (СД50) [55]. 
Пестицидтердің ингаляциялық токсигенділігі бойынша жіктеуді будың қаныққан концентрациясын ескере отырып жүргізеді:
1) өте қауіпті зат (қаныққан концентрация токсинділігі өте жоғары);
2) қауіпті зат (қаныққан концентрация шекті мәннен жоғары);
3) қауіптілігі төмен зат (қаныққан концентрация шекті мәннен аз). 
Сонымен қатар бұл негізгі критерийлерден басқа пестицидтердің патологиялық әсерлері зерттеледі:
1) тератогенділік –химиялық агенттердің әсерінен эмбриональды дамудың бұзылуы және морфологиялық өзгерістер мен жетіспеушіліктердің дамуы;
2) репродуктивтік токсигенділік- адамның репродуктивтік функциясына әсері;
3) эмбриоуыттылық - эмбрион дамуының бұзылуы;
4) мутагенділік - мутациялардың пайда болуы;
5) канцерогендік – қатерлі ісіктердің пайда болуы;
6) аллергенділік – организмнің химиялық заттардың әсеріне сезімталдығының артуы [56].
Пестицидтің қауіптілік тобын шекті көрсеткішін ескере отырып, толық токсикологиялық бағалау негізінде анықтайды. Қауіптілік тобы препаратты таңдау, жұмыс ауысымының ұзақтығын белгілеу, жеке қорғаныс құралдарын таңдау кезінде ескеріледі.
Қауіптілігі 1-топтағы пестицидтерді ауыл шаруашылығында қолдану ұсынылмайды, оларды тек мамандар ерекше жағдайларда ғана пайдалана алады, бұл қауіпті пестицидтерді бөлшек саудаларда сатуға тыйым салынады. Қажет болған жағдайда 2-топтағы пестицидтерді мамандар немесе олардың бақылауымен арнайы кәсіптік даярлығы бар адамдар ғана қолданады, бөлшек саудаларда сатуға тек кәсіптік даярлығы бар адамдарға ғана рұқсат етіледі. 3- және 4-топтағы пестицидтер белгіленген регламенттерге сәйкес пайдаланылады. Бұл ретте мамандандырылмаған сауда орындарында қауіптілігі 3-топтағы пестицидтерді сатуға тыйым салынады.
Сол себептен пестицидтерді қолданудың ерекше тәртібін білдіретін ережелер жиынтығы, ғылыми негізделген ұсыныстар мен қатаң міндетті шектеуде тағайындалған. Оларды ғылыми-зерттеу институттары әзірлейді, мемлекеттік химиялық комиссия белгілі бір мерзімге рұқсат береді және денсаулық сақтау министрлігімен келісіледі. Пестицидтерді қолдану регламенттері тізімдерде әрбір жылға жарияланады, онда препараттардың түр –түрі, өңделетін дақылдар мен зиянды объектілер, шығыс нормалары, өңдеу мерзімдері мен тәсілдері, өңдеу еселігі, өнімді жинау алдындағы соңғы өңдеу мерзімі бойынша күту кезеңі, алынған өнімді пайдалануға шектеулер, қолмен және механикаландырылған жұмыстар үшін өңделген аймақтарға шығу мерзімі көрсетіледі.
Адамдардың пестицидтермен улануына жол бермеу үшін Денсаулық сақтау министрлігі оларды пайдаланудың гигиеналық нормативтерін әзірледі:
1) МРД – максималды рұқсат етілген деңгей. Өсімдік шаруашылығы өнімінде пестицидтің қалдық мөлшерінің рұқсат етілген ең жоғары деңгейі, өлше бірлігі (мг/кг);
2) ШРК - ауадағы, судағы, топырақтағы шекті рұқсат етілетін концентрация. ШРК бойынша жіктелуі:
– атмосфералық ауадағы әсердің шамамен қауіпсіз деңгейі (мг/м3);
– су қоймалары суындағы шамамен рұқсат етілген деңгей (мг/л);
- топырақтағы шамамен рұқсат етілген концентрация (мг/кг).
3) РТД – пестицидтің ағзаға түсуінің рұқсат етілген тәуліктік дозасы (мг/кг дене салмағына); 
4) УРТД – уақытша рұқсат етілген тәуліктік доза.
Қауіпсіздік нұсқаулары келесі бөлімдерді қамтуы керек:
1. Жалпы қауіпсіздік талаптары.
2. Тасымалдау және сақтау ережелері.
3. Пестицидтерді қолдану тәртібі.
4. Уланудан қорғау, оның ішінде: жеке қорғаныс құралдары, қауіпсіздік белгілері, арнайы киімдерді, ыдыстарды залалсыздандыру, алғашқы көмек көрсету шаралары.
Жаңа пестицидтерді синтездеу шығындары жыл сайын артып келеді, өйткені дәрі-дәрмектерге санитарлық-гигиеналық және экологиялық-токсикологиялық көрсеткіштер тұрғысынан қатаң талаптар қойылады. АҚШ–та пестицидтерге жұмсалатын жалпы шығындардың 21%-ын қосылыстарды синтездеу және скрининг жөніндегі жұмыстарға, 6%-ын токсикологиялық бағалауға, 20%-ын далалық зерттеулерге, 16%-ын метаболизмді, экотоксикологияны зерттеуге және қалдықтарды талдауға, қалған 37%-ын препараттық нысандарды өңдеуге, өнеркәсіптік технологияларды жасауға және тіркеуге арналған шығындарды құрайды [57]. Жаңа пестицидтерді жасау әртүрлі жолдармен жүзеге асырылады:
1) барлық синтезделетін қосылыстардың биологиялық белсенділікке эмпирикалық синтезі және стандартты скринингі;
2) құрылымы жағынан биологиялық белсенді заттарға жақын қосылыстардың синтезі;
3) табиғи өнімдерді модельдеу (мысалы, синтетикалық пиретроидтер);
4) әсер етудің ықтимал тетігін ескере отырып, биохимиялық құрастыру. 
Әлемдегі пестицидтердің ең ірі өндірушісі - Солтүстік Америка, бірақ соған қарамастан, Азия-Тынық мұхиты аймағында орташа жылдық өсу қарқыны ең маңызды болды деп болжануда [58]. Мысалы, 2014-2020 жылдардан бастап пестицидтердің орташа жылдық өсу қарқыны 7,9% құрады. Өсімдіктерді қорғауда жетекші позициялар келесі өндірушілерге тиесілі: неміс BAYER, швейцариялық SYNGENTA және DUPONT, қытайлық HONBOR, IPROCHEM,даниялық CHEMINOVA, австриялық DOW AGROSCIENCES, израильдік GOLTIX және басқа да компаниялар [59].
Пестицидтер қолдану объектілері бойынша, әсер ету сипаты бойынша, сондай-ақ химиялық құрылымы бойынша жіктеледі.
Пестицидтерді қолдану объектілері бойынша классификациясы пестицидтерді олармен күресу үшін пайдаланылатын объектіні ескере отырып, бірнеше топтарға бөледі:
1) жәндіктер санын реттеу үшін инсектицидтер, кенелерге – акарицидтер,
нематодтарға - нематицидтер, зиянды кеміргіштерге - родентицидтер, моллюскаларға - моллюскицидтер;
2) саңырауқұлақ ауруларының дамуын басу үшін - фунгицидтер, бактериялық аурулар үшін - бактерицидтер;
3) арам шөпті өсімдіктерді жою үшін – гербицидтер, ағаш-бұта өсімдіктерін жою үшін – арборицидтер тағайындалған.
Сонымен қатар пестицидтердің осы топтарының арасында арнайы кіші топтарға бөлуге болады, мысалы:
- афицидтер  - теңқанаттылар отрядына жататын жәндіктермен күресу үшін;
- вермицидтер - құрттармен күресу үшін;
- овицидтер - зиянды жәндіктер мен кенелердің жұмыртқаларын жоюға арналған;
- ларвицидтер - жәндіктердің личинкаларын жою үшін арналған.
Пестицидтердің әсер ету сипаты бойынша жіктелуі. Мысалы контактілі, жүйелік және фумигациялық пестицидтер бар.
1. Контактілі пестицидтер өсімдікке тікелей қолданылатын жерде ғана әсер етеді.
2. Жүйелік пестицидтер, керісінше, өсімдік құрамына еніп, онда ұзақ уақыт сақталады және өсімдік арқылы зиянды ағзаны басады (фунгицидтер, акарицидтер, инсектицидтер) немесе бүкіл өсімдікті (гербицидтер) толығымен жояды. Мұндай пестицидтер әсіресе өсімдік ішінде дамитын қоздырғыштарға және күшті тамыр жүйесі бар арамшөптерге қарсы тиімді.
3. Фумигациялық әсер ететін пестицидтер (фумиганттар) – газ немесе бу түрінде тыныс алу жолдары арқылы зиянды организмге енетін химиялық заттар. 
Сонымен қатар, өсімдікке әсер ету сипаты мен қолдану бағыты бойынша пестицидтердің жіктелуі:
1) дефолианттар - өсімдіктердің пісіп жетілуін жеделдету және жинау жұмыстарын механикаландыруды жеңілдету мақсатында өсімдіктерден жапырақтарды жинау алдында алып тастауға арналған химиялық заттар;
2) десиканттар - өсімдіктерді жинау алдында кептіруге арналған химиялық заттар;
3) өсімдіктердің өсуін реттегіштер – өсімдіктердің өсуі мен дамуын ынталандыратын немесе тежейтін заттар. Олардың ішінде өсімдіктердің өсу қарқынын төмендететін дәрілер - ретарданттар жиі ерекшеленеді.
Химиялық құрылымы бойынша пестицидтерді жіктеу. Бұл жіктеу бір химиялық топтың заттары жалпы химиялық қасиеттерге және бірдей биологиялық белсенділікке ие болуымен байланысты үш топқа жіктеледі:
1) бейорганикалық қосылыстар (мыс тұздары, фосфидтер, күкірт);
2) шығу тегі табиғи заттар (биопестицидтер – микробиологиялық және вирустық препараттар, микробиологиялық синтез өнімдері);
3) органикалық синтетикалық қосылыстар (бұл ең үлкен топ) [60-63]. 
1.2 Қазақстан Республикасының қоршаған орта объектілерінің тұрақты органикалық қосылыстармен ластану мәселелері және қоршаған ортаға әсері
Тұрақты органикалық ластағыштар - қоршаған ортада сақталатын әртүрлі химиялық заттардың тобы, қоршаған ортадағы топырақта, шөгінділерде, ауада және биотада ұзақ жартылай ыдырау кезеңіне ие, гидрофобты және липофильді, қоршаған орта температурасында газ фазасына өтуге бейім және ұзақ қашықтыққа тасымалдауға қабілетті, бүкіл әлемде таралған органикалық қосылыстар болып саналады. Тіпті ешқашан пайдаланылмаған Арктика сияқты адам аяғы баспаған табиғи орталарда тұрақты органикалық қосылыстар табылған. Тұрақты органикалық қосылыстардың комбинациясы метаболитикалық тұрақтылығы мен липофильділігі олардың биоаккумуляцияланатынын білдіреді, қоректік тізбектер арқылы тасымалданады. Адам және жануарларды тұрақты органикалық ластағыштардың әсеріне зерттеу нәтижелері бойынша репродуктивті бұзылулар, туа біткен аномалиялық және патологиялық өзгерістер, иммундық жүйенің дисфункциясы, неврологиялық аурулар және қатерлі ісіктер дамыған [64]. Бұл химиялық ластағыштар соңғы жылдары халықаралық назарға ие болды, олардың барлық жерде кездесуі, тұрақтылығы, биоаккумуляцияның жоғары потенциалы және зиянды биологиялық әсерлері анықталған. 
Дамушы елдердегі  тұрақты органикалық қосылыстардың мысалдары бромдалған заттардың бірнеше түрі болып табылады полибромды дифенил эфирлері (PBDEs) сияқты өртке қарсы заттар (BFR), перфторланған қосылыстар және полихлорланған нафталин (ПХН) [65]. Жаһандық ортадағы ТОҚ ішінде «ескірген» ТОҚ (ДДT және ГХЦГ сияқты) хлорорганикалық пестицидтері өнеркәсіптік дамыған елдерде, тропикалық және субтропиктік дамушы елдерде, соның ішінде Үндістан мен Қытайда, өндіріске кеш тыйым салу немесе заңды және заңсыз пайдалануды жалғастыру салдарынан, ауыл шаруашылығында пайдаланылған [66, 67]. Сонымен қатар, әлемдік саудадағы соңғы оқиғалардың нәтижесінде тауарлар өндірісін еңбек шығыны төмен және әлсіз дамушы елдерге ауыстыру қоршаған ортаны қорғау заңнамасы бойынша тауарлардың өнеркәсіптік өндірісінде де бұл өзгерістерде PBDE сияқты «жаңа» ТОҚ-дың жаһандық таралуына себеп болып табылады [68-70]. ТОЛ адамға әсер етуі тағамдық, әсіресе ет, балық және сүт өнімдерін тұтыну арқылы болады. Дегенмен, ТОЛ-ның ұзақ қашықтыққа таралу қабілетіне байланысты, ТОЛ азық-түлік өнімдері өндірілетін фермаларға жақын орналасқан зауыттардан әрдайым табылады. Осы шаруашылықтарда қолданылатын пестицидтерден немесе өндірілетін азық-түлік өнімдері арқылы қоршаған ортаға таралады. Жалпы тұрақты органикалық қосылыстар ауа және су көздері арқылы мыңдаған миль шақырымдарға дейін таралу қабілеттілігіне ие. 
Дамушы елдердегі ТОЛ көздеріне ауыл шаруашылығында және зиянкестермен күресуде қолданылатын хлорорганикалық пестицидтер, өнеркәсіптік химиялық заттар сияқты конденсаторлар мен трансформаторлар ПХД, мысалы, полициклді хош иісті көмірсутектер (PAH), диоксиндер және фурандар, сондай-ақ PBDEs, тұтынушылық өнімдердегі жалынға қарсы заттар ретінде маңыздылығы бар негізгі ТОҚ химиялық заттар болып табылады [71].  
Қазақстан аймағының тұрақты органикалық ластағыштармен ластану мәселелері.
Қазақстанда тұрақты органикалық қосылыстардың (ТОҚ) өндірісі жоқ. Тұрақты органикалық ластағыштардың ластануының негізгі көздері ауыл шаруашылығында ескірген және пайдалануға жарамсыз пестицидтер (оның ішінде тұрақты органикалық ластағыштардың қасиеттері бар), құрамында тұрақты органикалық ластағыштар бар жабдықтар, өнеркәсіпте диоксиндер мен фурандардың әдейі емес шығарылуына әкелетін технологияларды пайдалану, ашық жану процесінде диоксиндер мен фурандардың түзілуі болып табылады [72].
Қазақстанның   барлық  аудандарында  тұрақты органикалық қосылыстармен ластарнған жерлер  тек  қоршаған  орта  экологиясына  ғана  емес сонымен қатар, адам мен  саулығына да қауіп төндіруде. Қазіргі уақытта Қазақстанда тыйым салынған, пайдалануға жарамсыз ескірген пестицидтердің едәуір көлемінің жиналуына байланысты экологиялық проблемалар туындауда. Қазақстанда және ТМД-ға іргелес елдерде соңғы 30 жыл ішінде химиялық қосылыстардың әртүрлі кластарына жататын 700-ден астам пестицидтер  қолданылды. Қазақстан шетелден пестицидтердің 230-дан астам түрін импорттайды [73]. Қазақстанда 250-ден астам пестицидтер, улы химикаттар тіркелген. Жыл сайын тіркелген пестицидтер тізімі жаңа препараттармен толықтырылады, Республикада өндірілетін пестицидтердің , улы химикаттардың тізімі кеңейтілуде [74].
2000 жәнe 2006 жылдapдaғы стaтистикaлық мәлімeттepді тaлдaу Тaлғap aудaны - Aлмaты қaлaсының шeтіндeгі aудaн тұpғындapының aуpушaңдығы тыныс aлу opгaндapының aуpулapы сaнының opтaшa өңіpлік стaтистикaсынaн eдәуіp aсып түскeнін көpсeтті [75]. 
Тaлғap aудaнының хaлқының aуpушaңдығынa қaтысты стaтистикaны тaлдaу көpсeткeндeй, 2000 жылдaн бaстaп 2015 жылғa дeйінгі кeзeңдe eлeулі дeнсaулық пpoблeмaлapы бaйқaлды, aймaқтaғы aуpушaңдық дeңгeйі oблыстa aйтapлықтaй жoғapы дeңгeйдe қaлды. Жүйкe жүйeсі, тыныс aлу жүйeсі, aс қopыту жүйeсі жәнe туa біткeн aуытқулap aуpулapының aйтapлықтaй өсуі бaйқaлaды. Тaлғap aудaнының тұpғындapының дeнсaулығының төмeндігі туpaлы peсми түpдe кeлтіpілгeн фaктілep пeстицидтepмeн лaстaнумeн бaйлaнысты aймaқтың тepeң экoлoгиялық aпaтының сaлдapы бoлуы мүмкін [76].
Елде ауыл шаруашылығында ескірген және пайдалануға жарамсыз пестицидтер, оларды химиялық сәйкестендіру проблемасы өткір мәселе болып тұр. Мұндай пестицидтер мен олардың қоспаларының 1500 т-дан астамы Республиканың қоймаларында сақталған, олардың бір бөлігі бейімделмеген, шатыры бар ескі үй-жайларда сақталады, көбінесе бір үймеге төгілген. Олардың шамамен 10% - ы қосымша қасиеттері бар пестицидтер тобына жатады. Топырақтардың ТОЛ-ға жататын пестицидтер қалдықтарымен ластануы көп және сирек таралған, бұл ТОЛ-дың қасиеттері бар пестицидтермен ластанған аумақтарды тазарту бойынша үлкен көлемді талап етеді.
Қазақстан аумағының полихлордифенилдермен (ПХД) ластану деңгейі зерттелген. Республика аумағында таза полихлордифенилдер мен олардың негізіндегі майлардың (совол, совтол және т.б.) қоры жоқ. Өскемен конденсатор зауытында (УККЗ) конденсаторларды толтыруға арналған сұйықтық ретінде полихлордифенилдер (ПХД)  1968 жылдан 1990 жылға дейін өнеркәсіптік өндірісте қолданылды. Мәселе полихлордифенилдер (ПХД)  бар жабдық және ПХД ластанған аумақтар болып табылады.  Қазіргі уақытта Қазақстанда полихлордифенилдермен (ПХД) ластанған 57 мыңға жуық жабдық бар. Пайдалану мерзіміне жеткенше герметизацияланған жағдайда жабдық жұмыс істеушілер үшін ықтимал қауіп төндіреді. Сонымен қатар, Қазақстанда әртүрлі дәрежеде полихлордифенилдермен (ПХД)  ластанған 9 алаң анықталды. Тұрақты органикалық ластағыштардың қалдықтарының қоры бойынша Қазақстан Республикасы Ресей Федерациясынан кейін Шығыс және Орталық Еуропа елдері арасында екінші орынды алады. Өскемен конденсатор зауытында трихлордифенил қалдықтары және өндірісте полихлордифенилдерді (ПХД)  қолдануға тыйым салынғаннан кейін өндіріс қалдықтары 1990 жылы зауыт ауданында алынған қатты ластанған топырақпен бірге зауыттың жинақтау тоғанында көмілді. Осылайша, Өскемен конденсатор зауыты жинақтауыш тоған қазіргі уақытта ең қауіпті ауа ластағыштарының бірі болып табылады, әсіресе, жер асты сулары, өйткені жинағыш тоған түбінде экрандаушы қабаты жоқ [77].
Полихлорланған дифенилдер жоғары уытты қасиеттерге ие, химиялық және биологиялық ыдырауға төзімді қосылыстар болып табылады, тірі ағза майлы тіндерінде шоғырланады, әр түрлі орталарда үлкен қашықтыққа таралуға қабілетті. ПХД-ДДТ қарағанда тиімді хлорорганикалық заттар арасындағы ең қауіпті улардың бірі.  ПХД суда ерімейді, бірақ майларда, көмірсутектерде және басқа да органикалық қосылыстарда оңай ериді. ПХД ағзаның ішкі реттеу жүйесін бұзады - гормондық немесе эндокриндік-сондықтан эндокриндік бұзылушылар деп аталады.
Өскемен ауданында биоиндикация әдісімен өсімдік қоғамдастығының морфологиясына ПХД елеулі әсері анықталмады. Бірақ тұрақты органикалық ластағыштардың әсері өсімдіктердің ішкі құрылысының бұзылуына әсер етеді, бұл осы өсімдіктер құрылымының өзгеруіне, олардың қоршаған ортаға бейімделу қасиеттерінің өзгеруіне әкеледі. Ластанған топырақты микробиологиялық зерттеу, ластанған топырақта аэробты және анаэробты жағдайларда клетчатканы ыдырататын микроорганизмдердің өсуінің бәсеңдеуі байқалатынын көрсетті.  Олардың саны тәжірибелі үлгіге қарағанда үш рет төмен болды. Яғни, ПХД топырағының ластануы топырақ микрофлорасының тежелуіне әкеледі [78].
Аблакетка кенті ауданында (Өскемен конденсатор зауытына іргелес) онкологиялық және басқа да патологиялардың жиілігі зерттелді. Тұрақты органикалық ластағыштардың ластану белгілері бар аудандарда тұратын халықтың денсаулығына әсер етуінің үлкен ықтималдығы туралы куәландырады. Соңғы 10 жылда алғашқы ауру көрсеткіштері тыныс алу органдары, қан және қан шығару органдары, тері аурулары бойынша 6-15 пайызға өсті [79].
Қазақстанның барлық ПХД-қалдықтарының шамамен 80%-ын құрайтын Өскемен конденсаторлық зауыты мен оның тоған жинағыш тұнбасының ауданында ПХД ластанған топырақты тиімді ремедиациялау үшін ластанудың әртүрлі дәрежесіндегі учаскелерді бөліп бере отырып, кең ластанған алаңға (10 км2) егжей-тегжейлі аудандастыру қажет. Құрамында ПХД жоғары топырақты плазмалық конвертерді пайдалана отырып жинау және залалсыздандыру қажет, ал құрамында ПХД аз аумақтарда ПХД ыдырайтын және қоршаған ортаға зиян келтірмейтін микроорганизм-деструкторларды қолдана отырып, биоремедиациялау тиімді [80].
Қазіргі уақытта Қазақстанда құрамында полихлордифенил (ПХД)    қалдықтар мен ПХД-ластанған жабдықтар көлемі бойынша материалдарды талдау нәтижесі бойынша ластанудың жалпы көлемі 2500 га құрайды.
Пестицидтерді жою жөніндегі қондырғыларды салу мен пайдалануды қоса алғанда, қазіргі уақытта белгілі полихлордифенилдермен (ПХД) ластанған топырақтар мен жабдықтарды жою жөніндегі жұмыстардың жалпы құны алдын ала 15-18 млрд. теңгеге бағаланады. Конвертерлік қондырғының жобалық қуаты жылына 5 000 т және Қазақстанның әр түрлі аудандарында үш қондырғының бір мезгілде жұмыс істеуі кезінде ПХД-ластанған тұнба мен топырақты – полихлордифенил (ПХД)    қалдықтарының көлемді түрін жою ұзақтығы 11-12 жылды құрайды. Қосымша қалдықтармен жұмыс істеу мәселесінде шешілмеген көптеген проблемалар бар. Қазақстан Республикасында құрамында полихлордифенил (ПХД) бар жабдықтарды басқару, мониторингілеу және бақылау жүйесі, пайдаланылатын жабдықтарды экологиялық қауіпсіз басқару және қалдықтармен жұмыс істеу жөніндегі нормативтік базасы жоқ. Кәсіпорындарда және бақылаушы органдар тарапынан жабдықтарды пайдалануға мониторинг пен бақылауды жүзеге асыруға қабілетті оқытылған персоналдың жетіспеушілігі байқалады. Құрамында полихлордифенилдер (ПХД)  бар жабдықтар мен қалдықтарды уақытша сақтауға арналған мамандандырылған арнайы орындар жоқ [81-85].
Полихлордифенилдермен (ПХД)  жұмыс істеудің тиімді жүйесін ұйымдастыру үшін орнықты органикалық ластағыштар туралы Стокгольм конвенциясы бойынша Қазақстан Республикасының міндеттемелерін орындаудың Ұлттық жоспарын бекіту және орындау қажет. Жоспарды табысты орындау үшін мемлекеттік органдар мен жеке құрылымдардың шынайы деректерді ұсынғаны үшін жауапкершілігі туралы үкіметтік шешім орынды.
Елде тұрақты органикалық қосылыстар жөніндегі мамандандырылған орталық құру қажет, ол мониторингтік зерттеулерді, ақпарат жинауды, нормативтік базаны дайындауды, қосымша ластанған жабдықтарды пайдаланудан шығаруды және ластанған аумақтарды оңалтуды қоса алғанда, Қазақстан Республикасы Ішкі Істер Министрлігінің Ішкі қауіпсіздік департаменті бойынша барлық мәселелер шеңберімен айналысатын болады. Құрамында қосымша қалдықтармен жұмыс істеу жөніндегі жұмыстарды орындау үшін арнайы зертханалық база, оның ішінде диоксин зертханасын құру қажет.
Тұрақты органикалық қосылыстардың адам денсаулығына және қоршаған орта объектілеріне әсерін ескере отырып,  аталған мәселелерді шешуде бірқатар комплексті шараларды қолдану қажет [86-88]. 
Тұрақты органикалық қосылыстардың қоршаған ортаға әсері, жалпы биогеоценозға табиғи айналым жолымен түсіп, өз әсерін бірнеше жылдар бойы тұрақты сақтайды. Тұрақты органикалық қосылыстар (ТОҚ) қоршаған ортаның өзгерістерінің белгілі процестерінің көпшілігіне төзімді. Тұрақты органикалық ластағыштарды қоршаған ортада таралуының көптеген жолдары бар. Пестицидтермен ластанудың негізгі көздері оларды пайдалану, тасымалдау, сақтау болып табылады [89-91]. Кейбір басқа химиялық заттар полихлорланған дифенилдер (ПХД), пентахлорфенол, конденсаторлар мен трансформаторлардағы майлар, диэлектрлік және салқындатқыш сұйықтықтар ретінде консервациялау үшін пайдаланылады және ағын сулармен, булану нәтижесінде қоршаған ортаға шығарылады. Диоксиндер, фурандар, полициклді хош иісті көмірсутектер (ПАУ) және гексахлорбензол сияқты бірқатар заттар көптеген өнеркәсіптік процестердің жанама өнімдері  тікелей ауаға шығарылады [92-100].
Тұрақты органикалық ластағыштардың қоршаған ортадағы көптеген процестерге тұрақты болуына қарамастан, қоршаған ортада кейбір молекулалық өзгерістер болуы мүмкін, олар неғұрлым қарапайым немесе токсинді қосылыстарға дейін ыдырайды. Тұрақты органикалық ластағыштардың метаболиттерінің кейбірі бірдей күрделі және тіпті бастапқы молекулаларға қарағанда токсинді болып келеді [101]. Қоршаған ортадағы ТОҚ ыдырау процестерінің көпшілігіне микроорганизмдер әсер етеді. Дегенмен, тұрақты органикалық ластағыштардың биодеградация процестерінің жартылай ыдырау кезеңі өте ұзақ болып табылады, бұл олардың қоршаған ортада ұзақ сақталуына мүмкіндік береді [102, 103]. Олар қоршаған ортаға, адамдарға, өсімдіктер мен жануарлардың түрлеріне және табиғи экожүйелерге тікелей әсер етеді [104-106]. 
Тұрақты органикалық ластағыштардың қосымша дозасының адамға денсаулығы үшін бірқатар теріс әсерлерді тудыруы мүмкін, соның ішінде: өлімге әкелу, обыр ауруларының түрлері, аллергия, жоғары сезімталдық, жасқа байланысты өзгеруі, орталық және перифериялық нерв жүйесінің зақымдануы, эндокриндік, репродуктивтік және иммундық жүйелердің бұзылуы. 
Тұрақты органикалық ластағыштардың әсері эмбриондардың даму процесінде әртүрлі кемістіктерінің туындауына, созылмалы ауруларға және өлімге әкелуі мүмкін. Олардың кейбірі канцерогендер болып табылады, сүт безі обырын қоса алғанда. Көптеген  тұрақты органикалық ластағыштардың қосылыстары репродуктивті жүйеде, орталық жүйке жүйесінде немесе иммундық жүйеде эндокриндік бұзылуларды тудыруы мүмкін [107-110]. Тұрақты органикалық ластағыштардың әсеріне адамдар кездейсоқ немесе кәсіби түрде май тіндерінде биоаккумуляциялануы мүмкін және биоценоз тізбегіндегі биоаккумуляция нәтижесінде жануарлардан алынатын өнімдерден де тікелей адам организміне түсіп отырады. Жалпы қан сарысуындағы тұрақты органикалық ластағыштардың деңгейі ерлерге қарағанда жасы ұлғайған әйелдерде жоғары кездеседі [111-115]. 
АҚШ-тың қоршаған ортаны қорғау жөніндегі агенттігінің деректері бойынша балықтардың, құстардың және сүтқоректілердің кейбір түрлерін қоса алғанда, жабайы табиғат түрлеріндегі аурулар немесе аномалиялардың жиілігінің артуы мен әсерінің арасында байланыс бар. Теңіз және жағалау ортасындағы пестицидтердің теріс салдарларына тірі коралл жамылғысының азаюы және балдырлар мен губкалардың ұлғаюы, сондай-ақ балдырлар мен басқа да су өсімдіктерінің гербицидтермен келтірілетін зардаптары сияқты рифтік қауымдастық құрылымындағы өзгерістер жатады [116-120].
Пестицидтер өсімдікдіктерге тікелей дақылдарды, азық-түлік қорларын өңдеу кезінде, сондай-ақ топырақтың, судың, ауаның ластануы нәтижесінде түсуі мүмкін. Жануарлардан алынатын өнімдерге, атап айтқанда, сүтке, ет пен майға пестицидтер эктопаразиттерді жою мақсатында жануарлардың терісін өңдеген кезде, сондай-ақ мал құрамында улы химикаттардың қалдықтары бар жемді пайдаланған кезде түсуі мүмкін. Пестицидтермен ластанған тағамдарды ұзақ уақыт тұтыну адам ағзасына зиянды әсер етеді. Пестицидтердің адам ағзасына жағымсыз әсері жедел және созылмалы улану түрінде көрінуі мүмкін. Жедел улану көбінесе пестицидтерді қолдану ережелерін және пестицидтермен өңделген тағамдарды пайдалану ережелерін өрескел бұзған кезде пайда болады (мысалы, гранозанмен уланған тұқым дәнін пайдалану). Созылмалы улану құрамында пестицидтер бар тамақ өнімдерін шекті рұқсат етілген концентрациядан сәл асатын дозада ұзақ уақыт қолдану нәтижесінде пайда болады. Созылмалы уланудың көрінісі көбінесе асқорыту органдарының (бауыр, асқазан), жүрек-тамыр жүйесінің ауруларымен бірге жүреді [121-125].
Бүкіл әлемде арамшөптер мен зиянкестерден болатын жыл сайынғы шығындар ықтимал өнімнің 34% - ын құрайды және 75 млрд. доллармен бағаланады. Пестицидтерді қолдану егіннің едәуір бөлігін сақтайды, сондықтан оларды қолдану ауыл шаруашылығына тез енгізіледі, бірақ бұл көптеген жағымсыз әсерлерге алып келеді. Зиянкестермен қатар олар күрделі экологиялық жүйелерді бұзып, көптеген басқа жануарлардың өліміне ықпал етеді. Кейбір пестицидтер біртіндеп қоректік тізбектерде жиналып, адам ағзасына азық-түлікпен бірге еніп, әртүрлі қауіпті ауруларды тудыруы мүмкін. Кейбір биоцидтер генетикалық аппаратқа радиациядан қарағанда қатты әсер етеді [126]. Пестицидтердің топырақтағы сақталу ұзақтығы олардың құрамына байланысты. Тұрақты органикалық қосылыстардың ыдырау уақыты 10 жылға дейін және одан да көп уақытқа созылуы мүмкін.
Қазір көптеген елдерде қоршаған ортаның пестицидтермен ластануын бақылау жүргізілуде. Пестицидтер үшін топырақтағы ШРК нормалары белгіленген, олар топырақтың жүзден және оннан бір бөлігін құрайды [127].
Пестицидтердің топыраққа түсуі оларды тікелей енгізумен қатар, өсімдіктерді суарумен және өсімдіктер бетінен жауын-шашынның ағып кетуімен, егістіктерді, орман алқаптарын өңдеу кезінде препараттарды бұзумен және т. б. байланысты, топырақта пестицидтердің жинақталу мүмкіндігі оларды қолдану шарттарымен (тұтыну нормалары, өңдеу жиілігі), препараттардың тұрақтылығы мен ерігіштігі, топырақтың түрі, рН, температура мен ылғалдылық, сілтілену жағдайлары, өсімдіктердің белсенді емес әсері, ену тереңдігі және т. б. байланысты. Топырақтағы химиялық және биологиялық процестердің нәтижесінде ондағы пестицидтердің мөлшері азаяды, дегенмен олардың қалдық мөлшері жүзден он микрограммға дейін 1кг құрайды. Құмды топырақтардағы пестицидтер тұрақытлығы ең аз, ал саз, органикалық заттар, темір, алюминий және марганец иондары көп топырақтарда ең тұрақты пестицидтер кездеседі. Топырақта пестицидтер абиотикалық факторларға (жарық, ауа, су) ұшырайды, олардың ыдырауында микроорганизмдер маңызды рөл атқарады. Сонымен қатар гидролиз, тотығу, демитилизация және басқа процестердің нәтижесінде пестицидтер ыдырайды, бірақ кейде улы өнімдер пайда болуы мүмкін [128-130].
Сонымен, қоршаған ортадағы тұрақты органикалық ластағыштардың баяу ыдырауы тірі организмдер үшін өте қауіпті, әсіресе токсинділігінің әсерінен топырақ шөгінділерінде жинақталу және олардың биоаккумуляциясымен су және жер үсті биоценоз тізбектеріндегі биоаккумуляциясы жоғарылауы мүмкін.

1.3 Қоршаған орта биоремедиациясында микроорганизмдер мен  микробтық консорциумдарды пайдалану артықшылықтары.
Табиғи жағдайда пестицидтер ретінде қолданылатын барлық химиялық қосылыстар абиотикалық және биотикалық факторларға байланысты белгілі бір дәрежеде деградацияға ұшырайды. Биотикалық факторлардың ішінде бұл процесте топырақ микрофлорасы жетекші рөл атқарады. Көптеген пестицидтер ультракүлгін сәулеленудің әсерінен, кейбір улы қосылыстар гидролиз нәтижесінде ыдырайтыны анықталды, сонымен қатар пестицидтер микроорганизмдермен белсенді түрде ыдырайды. Қазіргі уақытта пестицидтерді улы емес қосылыстарға ыдырата алатын саңырауқұлақтар, бактериялар, актиномицеттер, балдырлар штамдарының көптеген түрлері белгілі. Пестицидтерді микроорганизмдермен жоюдың ұзақтығы заттың химиялық құрамына, микроорганизмдердің түрлеріне, топырақтың қасиеттеріне (температура, аэрация және т.б.) байланысты бірнеше күннен бірнеше айға дейін, кейде ондаған жылдарға дейін созылуы мүмкін. Сондықтан токсинді хлорорганикалық қосылыстарды залалсыздандырудың барлық белгілі әдістерінің ішінде биотехнологиялық әдістер ең перспективті әдісі болып табылады. Микробиологиялық залалсыздандыру әдістерінің басқа әдістерден артықшылығы микроорганизмдердің ферменттік жүйелердің алуан түрлілігіне және метаболизмнің үлкен тұрақсыздығына ие болуымен түсіндіріледі, бұл химиялық төзімді қосылыстардың кең спектрін ыдыратуға мүмкіндік береді. Сонымен қатар бұл әдіс өзінің артықшылықтарын үнемді және термодинамикалық тұрғыдан қол жетімділігімен көрсете білді, себебі микроорганизмдер пестицидпен ластанған кез-келген химиялық затты қолдана алады. Қолайлы жағдайларда микробтар пестицидтерді көміртек, күкірт көзі және электронды донор ретінде пайдаланады. Солардың ішінде бактериялар (Bacillus, Pseudomonas, Flavobacterium, Moraxalla, Acinetobacter, Arthrobacter, Paracoccus, Aerobacter, Alkaligens, Burkholderia and Sphingomonas), актиномицеттер (Streptomycetes) мен саңырауқұлақтар (Fusarium, Aspergilus niger, Penicillium, Lentinulaedodes, Lecanicillium, Oxysporum) хлорорганикалық пестицидтерді, полихлорланған дифенилдерді, полициклді хош иісті көмірсутектерді, органофосфор қосылыстарын деградацияға немесе детоксикациялауға қабілетті екені анықталған. Сондай-ақ, пестицидтер түріндегі тұрақты органикалық ластағыштар микробтық ферменттермен, атап айтқанда дегидрогеназа, лигниназа, оксигеназа, пероксидаза, фосфотриэстераза, гидролаза, дегалогеназа, лаказа және органофосфор қышқылының ангидролаза ферменттерінің көмегімен ыдырайды [131-135].
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Аэробты целлюлозаны ыдыратушы микроорганизмдер санының өзгеруі топырақтың целлюлозаны ыдырататын белсенділігімен байланысты. Алынған деректерді салыстыру зығыр маталардың ыдырауының ең жоғары белсенділігі флавобактеринмен тұқымдарды өңдеумен нұсқада пайдалы микрофлорамен топырақты байыту кезінде байқалғанын көрсетеді. Бұл нұсқадағы тіндердің жойылу дәрежесі бақылауға қарағанда (2,8 есе) және химиялық заттарды қолданған кезде (3,3– 3,4 есе) айтарлықтай жоғары. Пестицид пен бактериялық тыңайтқыш қоспасы қолданылған нұсқада химиялық нұсқаларды басқарумен салыстырғанда целлюлозаны ыдырататын процестердің белсенділігі де байқалды [136].
Топырақ микроорганизмдерінің органикалық қосылыстардың, оның ішінде өсімдік қалдықтарының ыдырауында, топырақ құнарлылығын арттыруда және өсімдіктердің қоректенуін оңтайландыруда таптырмайтын рөлі белгілі. Көптеген зерттеушілер дақылдардың өнімділігі мен топырақтың биологиялық белсенділігі арасындағы тығыз оң байланысты атап өтті. Топырақта тіршілік ететін микроорганизмдердің едәуір бөлігі органикалық заттар мен минералды қоректену элементтерінің қол жетімді емес формаларын өсімдіктерге оңай сіңетін формаларға айналдыруға белсенді қатысатындығы анықталған. Микроорганизмдердің бұл тобы топырақтың биологиялық белсенділігін анықтайды. Атмосфералық ылғалдың жетіспеушілігімен топырақтағы ең белсенді микробиологиялық белсенділік көктемде ылғалмен қамтамасыз етілген кезеңде жүреді.
Көптеген пестицидтер топырақ биотасына біркелкі емес, жиі теріс әсер етеді. Пестицидтерді қолдану топырақтағы экологиялық жағдайдың өршуіне алып келуі мүмкін, топырақ микробиоценозын өзгертеді – микроорганизмдердің кейбір топтарын тежейді және басқалардың көбеюін ынталандырады, физиологиялық топтардың кейбір өкілдері фитотоксиндік улы қосылыстарды түзуге қабілетті және осылайша топырақты тазартау мақсатында қолданылатын препараттардың теріс әсерін күшейтеді. 
Л. В. Коваленко өсімдіктерді қорғауда химиялық хлорораганикалық пестицидтердің ұсынылған дозаларын кешенді қолдану аммонификациялайтын бактериялар санының азаюына алып келетіні, топырақтағы целлюлозаны ыдыратуға қабілетті микроорганизмдердің микроценозының өзгеріске ұшырайтыны анықталды. Зерттеуші ғалымдардың жұмыстарында пестицидтер топырақтың токсинділігін анықтап қана қоймай, сонымен қатар тамыр жүйесі мен өнімде толық жиналып, экологиялық тұрғыдан сапасыз төмен өнім алуға әкелетінін атап өтті. Волгоград облысында астық тұқымдарын көптеген ондаған жылдар бойы кеңінен хлорорганикалық пестицидтерді қолдану салдарынан топырақ микробиоценозында аммонификациялаушы, олигонитрофилдер және фосфор ыдыратушы бактериялардың азаюы байқалған [137-140]. 
Топырақтың ықтимал құнарлылығының деңгейі тек гумустың сандық және сапалық көрсеткіштеріне және оның қоректік режимін анықтайтын қоректік заттар кешеніне ғана байланысты емес екені белгілі. Басқа көрсеткіштермен қатар ол егістік қабатының микробиологиялық және ферментативті белсенділігімен анықталады. Негізінен топырақтың биохимиялық қасиеттерін анықтайтын микробтық қауымдастық - бұл белгілі бір экотрофты бірлікті құрайтын әртүрлі түрлердің бірге өмір сүретін микроорганизмдердің жиынтығы. Экожүйенің барлық биотикалық компоненттерінің ішінен микробтық қауымдастық экожүйелердің ауылшаруашылық дамуы кезінде болатын экологиялық жағдайдың өзгеруіне және антропогендік әсердің басқа түрлерінің, соның ішінде ластаушы заттардың болуына өте сезімтал. Әр түрлі микроорганизмдердің бір-бірімен және өсімдікпен, сондай-ақ агробиоценоздың басқа компоненттерімен қарым-қатынасының күрделілігі мен әртүрлілігі топырақтың фитосанитариялық жағдайын және оның тұрақтылығын анықтайды [141-143].
Ластанған топырақтың микробоценоздарының құрамын, сондай-ақ токсинді химикаттарды көму аумағындағы топырақты зерттеу қоршаған орта мониторингі үшін де, токсиканттардың жоғары дозаларына төзімді микроорганизмдерді бөліп алу үшін де айтарлықтай ғылыми қызығушылық тудырады. Топырақтың ластануының әртүрлі түрлері үшін тиісті арнайы штамм-деструкторлар қолданылады. Пестицидтерге төзімді микроорганизмдердің бөлінуін ұзақ уақыт пестицидтердің жоғары концентрациясы бар топырақ сынамаларында жүргізген жөн. Сонымен қатар топырақтың әр түріне белгілі бір штамм-деструкторлар тән. Аборигендік деструкторларды тікелей ластанған аумақтан енгізу әдісін қолданған кезде табиғи микрофлора қауымдастығынан ең белсенді штамдар бөлінеді, оңтайлы өсіру жағдайларын таңдайды, биомасса шығарады және оны ластанған ортаға енгізеді, содан кейін стандартты агротехникалық әдістермен белсендіріледі [145]. 
Топырақ бактериялары жоғары бейімделу потенциалына және ерекше ферменттік жүйелерге ие және көптеген пестицидтерді деградациялауға қабілетті. Микроорганизмдердің бұл қабілеті топырақтың биоремедиациясының әртүрлі әдістерін жасауда кеңінен қолданылады. Пестицидтердің деградация процесін күшейту үшін қолданылатын негізгі тәсіл – микроорганизмдердің дақылдарын – (токсиканттардың белсенді деструкторларын) топыраққа енгізу. Микроорганизмдерді қоршаған ортаға енгізер алдында олардың тіршілікке қабілеттілігін және пестицидтің биодеградациясының тиімділігін бағалау қажет. 
Микроорганизмдердің дақылдары табиғи субстраттардың үлгілерінен бөлініп алынады немесе коллекциялық штамдар қолданылады. Ластаушы заттардың концентрациясының жоғары дәрежесінде микроорганизмдерді дақылдау белсенді деструкторларды таңдауға мүмкіндік береді. Мұндай жағдайларда өсу қарқыны төмен және осы ластаушы заттардың биодеградациясы жеткіліксіз көрсеткіші бар микроорганизмдер алғашқы қауымдастықтардан шығарылады [146].
Осыған байланысты, заманауи биотехнологияның өзекті міндеттерінің бірі ксенобиотиктермен ластанған топырақты оңалтуға байланысты міндеттер кешенін шешу үшін аборигендік микрофлорадан алынған деструктор штамдар негізінде биопрепараттар құру болып табылады. Қазіргі уақытта монокультуралар түрінде де, консорциумдарда да микроорганизмдердің көптеген штамдары бөлініп алынған. Ксенобиотиктерді ыдыратуға қабілетті топырақ микроорганизмдерінің негізгі тобы 100-ден астам органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті Pseudomonas туысына жататын бактериялардан тұрады. Pseudomonas туысының көптеген бактериялары хош иісті және галогені бар органикалық қосылыстардың ыдырауын катализдейтін ферменттерді кодтайтын плазмидтерді тасымалдайды [147].
Антропогендік әсерлер топырақтың физикалық, химиялық және биологиялық деградациясына ғана емес, құнарлылығының жоғалуына, өнімдер мен жемде токсинді заттардың жиналуына алып келеді. Сондықтан топырақтың бастапқы қасиеттерін қалпына келтіру (ремедиация) жолдарын іздеу және жүзеге асыру өте маңызды жұмыстардың бірі болып табылады. Осыған байланысты әр түрлі  микроорганизмдерді қолдануды қамтитын биоремедиация әдістері негізінде қоршаған орта жүйелерін қалпына келтіру жұмыстарын жүргізу үшін жүйелі деңгейлер мен микроорганизмдер және олардың консорциумдары кеңінен қолданылады. Топырақтың супрессивтілігін қалпына келтіру оны фитопатогендер мен микробтық фитотоксиндерден босатудан, поллютанттар мен ксенобиотиктердің детоксикациясынан шыққан техногендік және агрогендік шығу тегіне байланысты болады [148]. Топыраққа үнемі антропогендік әсер ету арқылы топырақтың құрамы өзгеріске ұшырайды немесе "сау" топыраққа тән микробоценоздар жойылады [149]. Сау топырақ деген ұғымның мағынасы топырақ биожүйесі берілген кеңістік шекараларында өсімдіктер мен жануарлардың өнімділігін, су мен ауаның қолайлы сапасын сақтау, сонымен қатар адамдардың, жануарлар мен өсімдіктердің денсаулығын қамтамасыз ету дегенді білдіреді [150]. Қоршаған ортаны техногендік ластанудан тазарту әдістерінің ең тиімді әдістерінің бірі биоремедиация болып табылады. Биоремедиация кезінде топырақ құнарлылығының бастапқы параметрлерін біртіндеп қалпына келтіру өсімдік-микробтық жүйеге байланысты өздігінен жүруі мүмкін. Алайда бұл процестер кейде өте баяу жүреді және қалпына келтіру процестерінің жылдамдығын арттыру үшін күш қажет, бұл топырақ биотехнологиясының бірінші кезектегі міндеттері [151]. Қоршаған ортаны тазартудың басқа әдістерімен салыстырғанда ластану биоремедиациясы in situ әлдеқайда арзан әдіс болып табылады. Сараптамалық биоремедиация әдістерінің орташа құны химиялық әдістер құнының 20% - ынан арзан деп бағаланады. Диффузиялық ластану кезінде биоремедиацияға балама жоқ [152]. Мүмкіндігі бар өнеркәсіптік биотехнологиядан айырмашылығы технологиялық процестің барлық параметрлеріне төтеп беру, биоремедиация, әдетте, ашық жүйеде жүзеге асырылады. Поллютанттардың алуан түрлілігі, соның ішінде биологиялық токсиндер биоремедиация әдістерінің алуан түрлілігін және биоремедиатор организмдердің кең ауқымын қолдануды талап етеді. Биоремедиация процесінің жылдамдығы мен сапасы организмдердің немесе биожүйелердің үш мүмкіндігімен анықталады: 1) қосылыстарға дейін ластаушы заттарды жою мүмкіндігі аз токсинді немесе токсинді болмауы; 2) поллютанттарды органикалық қосылыстардан алу және оларды детоксикациялау қабілеті; 3) токсин түзуші организмдердің қызметін тежеу қабілеті. Биоремедиаторлардың бірінші ерекшелігі экзоэнзимдер синтезімен байланысты, көбінесе гидролитикалық немесе оксидоредуктаза, екінші ерекшелігі токсиканттарды белсенді емес күйге дейін ыдырататын әртүрлі метаболиттік механизмдермен анықталады, үшіншісі антагонистік репрессия механизміне негізделген [153].
Биоремедиациялық шаралар жүйесінде ластанған топырақтың токсинділігін төмендетуге қабілетті микроорганизмдердің келесі топтарына жіктеледі:
– аборигенді микрофлора. Ксенобиотиктерді ыдыратуға қабілетті немесе топырақ микрофлорасының автохтонды түрлері;
- бөлініп алынған микроорганизм штамдары ластаушы заттарға қатысты деструктивті қабілеті болу керек. Бұл жағдайда аборигенді микрофлора да, басқа ластанған орындарынан бөлініп алынған микроорганизмдер де қолданылады (биоаугментация).
- бір-біріне қолайлы жағдай тудыратын, микроорганизмдердің консорциумдары;
- жоғары сатыдағы өсімдіктер мен микроорганизмдердің симбиозды тіршілік процесі, ластаушы заттарды жинай алатын фиторемедиторлар ретінде ұсынылады.
Осылайша, әртүрлі жүйелік топтардың ағзаларын қолдана отырып, техногендік аумақтарды қалпына келтіруде салыстырмалы түрде үлкен тәжірибе жинақталды. Сонымен қатар, биодеградация процесінің жылдамдығына және тазарту тереңдігіне әсер ететін абиотикалық факторларды зерттейтін стандартты зерттеулер жүргізілуде, ластаушы заттардың температура, рН, ылғалдылық, аэрация деңгейі, ластаушы заттардың концентрациясы, деструктивті микроорганизмдер үшін минералды және органикалық қоректену көздерінің болуы және т. б. факторлар әсер етеді [154].
Биоремедиациялық іс-шаралардың экологиялық-токсикологиялық сипаттамасы үшін қауіпсіздікті және топырақты биоремедиациялау технологиясының тиімділігі: 
1. Іріктеліп алынған деструктор штамдардың адамдар мен жануарлар үшін қауіпсіздігін зерттейді, дәрілік препараттарды өндіруші микроорганизмдер үшін халықаралық тәжірибеде қабылданған ең қатаң критерийлер бойынша жануарларда сынама өткізеді.
2. Биоремедиация алдында топырақтағы химиялық ластаушы қосылыстардың нақты құрамы және олардың топырақ қабаттары бойынша бөлінуі туралы ақпаратты қамтитын учаскенің картасын жасау, химиялық талдау өткізу.
3. Биоремедиацияның тиімділігін жан-жақты бағалау үшін топырақтың интегралды токсинділігі және оның биофункционалды белсенділігі зерттеледі.
4. Биоремедиация аймағында тұратын халықтың сырқаттану қаупін бағалайды.
Қазіргі уақытта жиі қолданылатын әдістер тобы ластанған жерлерге жергілікті микроорганизмдердің популяцияларды ынталандыру үшін әртүрлі заттар қосылады: тотықтырғыштар, косубстраттар (меласса, этанол, көң, көң ағындары), азот және фосфор көздері, эмульгаторлар. Аэрацияны жақсарту үшін топырақ қопсытылады. Автохтонды микрофлораны белсендірудің әртүрлі технологияларын қолданудың тиімділігі топырақтың жасына және ластану дәрежесіне, топырақтың механикалық құрамына, тазаланатын аумақтың көлеміне және оны шаруашылықта пайдалану бағытына байланысты [155]. 
Микроорганизм-деструкторларды енгізудің міндетті шарттары мыналар болып табылады: деструктор-микроорганизмдер енгізілетін экожүйенің жағдайын жан-жақты зерттеу, ластаушы заттың шоғырлану деңгейі; интродуценттің деструктивті белсенділігі. Бөлінген микроорганизм-деструкторды енгізу сәттілігінің болжамы оның модельдік экожүйеде тұрақтануын және ластаушы заттың тиісті концентрациясына байланысты микроорганизмнің деструктивті қасиеттерін тексеру негізінде жасалады. Бұл болжамдар осы микроорганизмге тән метаболиттік ерекшеліктері интермедиаттарының абсолютті экологиялық қауіпсіздік көрсеткіштерімен біріктірілуі керек [156-158].
Сонымен қатар, биоремедиациялық шаралардың айтарлықтай жетістіктері топырақ үшін табиғи (шымтезек, сапропель, түрлі өсімдік қалдықтары) және жұқа талшықты, ұсақ түйіршікті, түрлі тасымалдаушыларға деструктор микроорганизмдерді иммобилизациялау әдісіне байланысты. Теңіз бактерияларын биоремедиациялау процесінде қолдану мүмкіндігі туралы мәліметтер бар [159]. Теңіз суларынан бөлініп алынған бактериялардың детоксикация, көмірсутектер және басқа да қауіпті қосылыстар мен ксенобиотиктер үшін қолдануға мүмкіндік беретін қасиеттері бар екені белгілі. Бұл бактериялардың әсер ету механизмі клеткадан тыс полимерлі заттарды шығару қабілетіне негізделген. Теңіз бактерияларын алдын-ала генетикалық манипуляцияларсыз биоремедиация мақсатында қолдануға болады. Кейбір микроорганизмдердің жоғары тұрақтылық деңгейі оларды биоремедиацияда қолдану негіздерінің бірі болып табылады [160-165].
[bookmark: _Hlk165292435][bookmark: _heading=h.1fob9te]Пестицидтердің әлемдік ассортиментін және ластанған топырақты қалпына келтірудің биологиялық әдістерін қолданудың экономикалық тиімділігін ескере отырып, деструктор микроорганизмдерінің практикалық қолданылуы ұсынылады.  Хлорорганикалық пестицидпен (ДДТ) ластанған топырақты биоремедиациялау үшін ақ зең саңырауқұлағы және оның метаболиті лакказа сығындысымен деградациялау әдісі қолданылды [166]. Фосфонатпен ластанған N-фосфометилглицинмен топырақтан бөлініп алынған Pseudomonas fluorescens, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces, Candida, Pichia,  Thiobacillus туысының өкілдері гликофосфататқа төзімді штамдарын осы ксенобиотиктің биодеградациясының биотехнологиялық процестерінде қолдану мүмкіндігі эксперименталды түрде дәлелденген [167-168]. 
Деструктивті микроорганизмдердің қатарына перспективті бактериялардың ішінде топырақта кездесетін автохтонды микрофлора өкілдері  жатады [169]. Bacillus және Pseudomonas туыстарының өкілдері тұрақты органикалық қосылыстарды биодеструкторлар мен биосорбенттердің қасиеттерін біріктіретін штамдар болып есетеледі [170]. Зерттелген штамдар стационарлық жағдайда теңіз және тұщы су бетінен мұнай қалдықтарын ыдыратуға қабілетті екені анықталды, деструкция тиімділігі 14-21 тәулік ішінде 60% - дан 98% - ға дейін артқаны байқалады. тұрақты органикалық қосылыстарды белсенді түрде деградациялауға қабілетті бактериялардың ішінде Acinetobacter және Mycobacterium туыстарына жататын штамдар анықталды [171]. 
Химиялық кәсіпорындардың қалдықтарымен ластанған топырақтардан моно -, полиароматикалық көмірсутектерді және бірқатар хлорорганикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті микроорганизмдер бөлінді. Деструктивті бактериялар Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Rhodococcus, Mуcobacterium, Cellulomonas, Arthrobacter, Brevibacterium туыстарына жатқызылды. Анықталған бактериялар ксенобиотиктерді температураның кең диапазонында, қоршаған ортаның әртүрлі рН деңгейінде және натрий хлоридінің жоғары концентрациясы болған кезде деградациялауға қабілетті [172].
Биоремедиацияға арналған биопрепараттар жасау үшін полихлорланған бифенилдермен ластанған топырақты Bacillus туысының бактерияларының белгілі штамдарын қолдану перспективті болып табылады. Гексахлорциклогексанмен ластанған топырақтан бөлініп алынған Bacillus туысының бактерияларының коллекциялық штамдары қоректену мен энергияның жалғыз көзі бифенилдерді пайдаланады және бифенилді қосылыстарды белсенді түрде деградациялауға қабілетті [173].
Микробтық қауымдастықтарға микроорганизмдердің бірнеше түрлері немесе штамдары кіреді. Pseudomonas stutzeri және Pseudomonas putida штамдарының қауымдастығы антропогендік ластану аймақтарындағы цианидтер мен тиоцианаттарды өте жоғары концентрацияда ыдыратуға қабілетті [174]. Pseudomonas туысының өкілдерінің қауымдастығы тіршілік барысында цианидтерді азот көзі, ал тиоцианатты күкірт көзі ретінде пайдаланады [175]. 
Микроорганизмдер ластағыш қосылыстардың микробтық биодеградациясына қатысуы, ризосферадағы катаболикалық белсенділікті арттыру, органикалық ластаушы заттардың фитотоксинділігін төмендету, өсімдіктердің өсуін ынталандыру арқылы фиторемедиацияға қатысады. Бұл жағдайда бірдей ксенобиотиктертің ыдырау жолдары әр түрлі болуы мүмкін. Көбінесе биологияық қосылыстардың деградациясын күшейту үшін биопрепараттарды микроорганизмдердің консорциумы түрінде қолдану тиімді болып табылады.
Микpoбцeнoздapдың құpылымы химиялық құpaмы, мөлшepі жәнe қopшaғaн opтaдaғы ксeнoбиoтиктердің тұpaқтылығынa бaйлaнысты бoлaды. Деструктивті микpoopгaнизмдepдің скpинингі тoпыpaқтың пeстицидпeн лaстaну аймақтарынан бөлініп алынатын микроopгaнизмдep мeн биoиндикaтopлы opгaнизмдepді аламыз. Бeлгілі біp пpeпapaттapдың бeлсeнді дeгpaдaциясынa қaбілeтті бaктepиялap, микpoмицeттep мeн бaлдыpлap apaсындaғы микpoopгaнизмдepдің тaзa дақылын іздeу жәнe бөліп алу топырақты хлорорганикалық пeстицидтepден биopeмидиaциялaу шapaлapында пайдаланылады [176]. Тoпыpaқ микpoopгaнизмдepі қopшaғaн opтaның химиялық кoмпoнeнттepінe бeлсeнді әсep eтeді. Жaңa қoсылыстap пaйдa бoлғaн кeздe микpoорганизм жaсушaсы кeздeйсoқ eмeс epeкшe қосылыстарға шaбуыл жaсaйды [177-179]. Табиғи жағдайда микpoopгaнизмдepдің пестицидтерді ыдыpaту пpoцeсіне қoсқaн үлeсі 10-70% бaғaлaнaды [180]. Микроорганизмдердің пестицидтерді ыдырату қaбілeттepін жүзeгe aсыpу үшін кeлeсі шapттap қaжeт: пeстицидтepді ыдыpaтуға қабілетті бoлуы қажет, пeстицидтepдің түpлeну пpoцeстepін кaтaлиздeйтін фepмeнттep синтeзі үшін қaжeтті оптимальды жағдайлардың бoлуы, фepмeнттің өзгepу peaкциясын жүзeгe aсыpу үшін микроорганизмдердің белсенді бoлуы. Eгep жоғарыда аталған шapттapдың бірі өзгерген жағдайда, тoпыpaқтa пeстицидтepдің дeгpaдaция процесінің жүруі мүмкін eмeс.
Ғылыми әдeбиeттepдe әpтүpлі пeстицидтepдің бeлгілі біp жaғдaйдa жәнe бeлгілі біp тoпыpaқтa микpoopгaнизмдepдің әсepінeн өзгepуі туpaлы көптeгeн мысaлдap кeлтіpілгeн. Мысaлы, микpoорганизмдердің әсepінeн хлopopгaникaлық пpeпapaттap (ДДТ) хoш иісті сaқинaлapдың бөлінуімeн тepeң ыдыpaуғa ұшыpaйды. Хлopopгaникaлық қoсылыс, ГХЦГ гaммa изoмepі, микpoopгaнизмдepдің әсерінен фeнoлдapғa мeтaбoлиздeнeді, кeйін мoлeкулaсы тoлық жoйылaды. Тoпыpaқ құpaмындaғы 2,4-ДДТ ыдыpaу жылдaмдығы мeн бaктepиялapдың сaны, қaбaттың тepeңдігінe бaйлaнысты тoпыpaқтaғы opгaникaлық көміpтeгі мөлшepінің өзгepуімeн бaйлaнысты eкeндігі көpсeтілгeн [181-186]. Көптеген зepттeуші ғалымдардың еңбектерінде тoпыpaқтaғы көміpтeгі мөлшepінің өзгepуін тoпыpaқтaғы пeстицидтepдің ыдыpaу жылдaмдығының өзгepуін бaғaлaу үшін белгілі пapaмeтp peтіндe пaйдaлaнуды ұсынады.
Фoсфopopгaникaлық пeстицидтepінің нeгізгі ыдыpaу peaкциялapы aэpoбты жaғдaйдa гидpoлиз жәнe тoтығу бoлып тaбылaды. Фoсфopopгaникaлық қoсылыстapының гидpoлиз жылдaмдығы opтaның pН-нa, тeмпepaтуpaғa бaйлaнысты. Кapбaминді қышқыл эфиpлepді дeтoксикaциялaудың нeгізгі жoлдapы гидpoлиз жәнe гидpoксилдeну, кoнъюгaтaттapдың түзілуі бoлып тaбылaды [187]. Әp түpлі жүйeлік тoптapдың микpoopгaнизмдepі пeстицидтepдің дeгpaдaциясынa қaбілeтті. Мысaлы, Agrobacterium radiobacter  тoпыpaқ бaктepиясы aтpaзин гepбицидін 94% aзoтсыз opтaдa 72 сaғaт ішіндe минepaлизациялауға қaбілeтті. Аталған штaмды тoпыpaққa eнгізу гepбицидті минepaлдaндыpу қaбілeтін 2-5 eсe apттыpды [188].
Линдaнның дeгpaдaциясы күpіш aлқaбынaн жинaлғaн тoпыpaқ үлгілepінeн бөлініп алынған бaктepиялapмeн бeлсeнді түpдe жүзeгe aсыpылaды: Bacillus sp., Pseudomonas sp. Micrococcus sp., Proteus sp. хлopopгaникaлық пeстицидтepмeн лaстaнғaн тoпыpaқты тaзapту үшін көміpтeк көздepі, aтaп aйтқaндa кpaхмaл қoсылaды, бұл тoпыpaқ бaктepиялapы мeн сaңыpaуқұлaқтapдың тeз өсуінe алып келеді, мeтaбoлизм бeлсeнділігін apттыpады, oсылaйшa пeстицидтepдің тaбиғи дeгpaдaциясының жоғарылауына ықпaл eтeді [189].
Phanerochaete chrysosporium көмeгімeн хлopopгaникaлық мeн фoсфopopгaникaлық инсeктицидтepі мeн гepбицидтepінің дeгpaдaциялауға қабілетті, лaстaушы зaттapдың жoғapы кoнцeнтpaциясынa төзімді [190]. Жaлпы, пeстицидтepдeн тoпыpaқты тaзapтудың тeopиялық тиімді әдісі - oлapды жoюғa қaбілeтті микpoopгaнизмдepді тoпыpaқтa көбeйту бoлып тaбылaды. Aлaйдa, oсы сaлaдaғы жұмыстapды тaлдaу көpсeткeндeй, инoкулятты микpoбтың тиімді жүктeмeсі 107-109 КТБ/г тoпыpaқ нeмeсe 0,2–20 т/гa құpaйды, пeстицидтepдің өндіpістік кoнцeнтpaциясы 2-5 peттeн жoғapы кeздe бoлaды [191-194]. Сoндықтaн бүгіндe тaзapту қoндыpғылapындa, өсімдіктepді қopғaу құpaлдapын сaқтaу жәнe тapaту opындapындa, сoндaй-aқ сaлыстыpмaлы түpдe шaғын aудaндapдa пeстицидтepдің жoғapы кoнцeнтpaциясы бap төтeншe жaғдaйлap кeзіндe пeстицидтepді дeтoксикaциялaу үшін микpoбтық пpeпapaттapды қoлдaну қажет. Тұpaқты хлopopгaникaлық пeстицидтepді, oның ішіндe ДДТ жәнe ГХЦГ қoсa aлғaндa, кeңінeн жәнe ұзaқ қoлдaну oлapдың құpлықтa жәнe тeңіздepдің жaғaлaу бөлігіндe қaзіpгі уaқыттa тіpі opгaнизмдepгe тepіс әсep eтeтін aймaқтapының пaйдa бoлуынa әкeлді. Тұpaқты хлopopгaникaлық қoсылыстapдың әсep eту aймaқтapын aзaйту жөніндeгі қaлпынa кeлтіpу шapaлapының ішіндe, aтaп aйтқaндa, қoлдa бap энepгия субстpaтының (көң нeмeсe сидepaт) үлкeн мөлшepін (кeм дeгeндe 1%) eнгізу apқылы ксeнoбиoтиктepмeн лaстaнғaн тoпыpaқтapды микpoбиoлoгиялық өзін-өзі тaзapтуды күшeйту ұсынылaды.
Псeвдoмoнaдaлap aцeтoхлop сияқты хлopы бap гepбицидтің ыдыpaуындa дa тиімді бoлды. Мысaлы, Bacillus sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Proteus sp. күpіш aлқaбындaғы тoпыpaқ үлгілepінeн oқшaулaнғaн линдaнды ыдыpaтуғa қaбілeтті [195].
Сapaтoв ғaлымдapы Гeзaгapд гepбицидімeн лaстaну жaғдaйындaғы тoпыpaқтың биoлoгиялық бeлсeнділігін зepттeді жәнe пeстицидтepдің тoзу қapқынын кeлeсі тeхнoлoгиялық әдістepмeн aнықтaды: aгpoтeхникaлық әдістepмeн aвтoхтoнды микpoфлopaны ынтaлaндыpу жәнe кaпсулaлaнбaғaн МO дeстpуктopын eнгізу – Pseudomonas putida П2. 
Pseudomonas putida П2 штaммының eнгізілуі тoпыpaққa дeтoксикaцияғa жaуaп бepeтін микpoбиoлoгиялық пpoцeстepді бeлсeндіpеді. Жoйылу дeңгeйі 70-80% құpaды [196]. Pseudomonas sp. штaмдapының біpін eнгізумeн тoпыpaқтың инкубaциясы 15 күннің ішіндe 90-100% гepбицид aтpaзиннің минepaлдaнуынa әкeлді [197]. Agrobacterium radiobacter сoнымeн қaтap 72 сaғaт ішіндe aтpaзинді 90% минepaлдaндыpуғa қaбілeтті бoлды.
Лaстaнғaн тoпыpaқтapдың, сoндaй-aқ пeстицидтepді жoю aймaғындaғы тoпыpaқтың микpoбoцeнoздapының құpaмын зepттeу қopшaғaн opтaны бaқылaу үшін дe, уытты зaттapдың жoғapы дoзaлapынa төзімді микpoopгaнизмдepді oқшaулaу үшін дe үлкeн ғылыми қызығушылық тудыpaды. Тoпыpaқтың әp түpлі лaстaнуынa бaйлaнысты тиісті дeстpуктивті штaмдap қoлдaнылaды. Ксeнoбиoтиктepгe төзімді микpoopгaнизмдepді oқшaулaуды тoпыpaқтaн ұзaқ мepзімді ксeнoбиoтиктepдің жoғapы кoнцeнтpaциясыдa жүpгізгeн жөн [198-201].
Сoнымeн қaтap, тoпыpaқтың әp түpі үшін бeлгілі дeстpуктивті штaмдap, eң aлдымeн жepгілікті микpoфлopaның өкілдepі тән. Жepгілікті дeстpуктopлapды тікeлeй лaстaнғaн aумaқтaн eнгізу әдісін қoлдaнa oтыpып, тaбиғи микpoфлopa қaуымдaстығының бeлсeнді штaмдapы oқшaулaнғaн, oңтaйлы өсіpу жaғдaйлapын тaңдaйды, биoмaссa шығapылaды жәнe лaстaнғaн opтaғa стaндapтты aгpoтeхникaлық әдістepмeн іскe қoсылып eнгізілeді. Қaзіpгі уaқыттa дeстpуктopлapдың көптeгeн штaмдapы oқшaулaнғaн жәнe культуpa түpіндe дe, кoнсopциум түpіндe дe сaқтaлғaн. Aлaйдa пeстицидтepдің біpнeшe түpін біpдeн жoюғa apнaлғaн пpeпapaттap жoқ. Жoғapыдa кeлтіpілгeн мaқсaтқa бaйлaнысты жұмыс пeстицидтepмeн лaстaнғaн жepдeн тoпыpaқты микpoбиoлoгиялық зepттeу жәнe дeстpуктopлapының тиімді микpoopгaнизмдepін іздeу жұмыстapы жүpгізілгeн [202].
Дeстpуктop микpopгaнизм штaмдapын іздeу жұмыстapы біpнeшe сaты бoйыншa жүpгізілeді. Пeстицидтep көмілгeн жepлepдeн жәнe бeлгілeнгeн aймaқтaғы тoпыpaқтың микpoбиoлoгиялық құpaмын зepттeу: Тoпыpaқтaғы микpoopгaнизмдepдің бaсым пoпуляциясын aнықтaу; Бaсым пoпуляциялapдың микpoopгaнизмдepінің тaзa дaқылдapын бөліп aлу; Жaлғыз opгaникaлық көміpтeгі көзі peтіндe ГХЦГ жәнe 4,4-ДДТ пeстицидтepін қoлдaнaтын дeстpуктopлapдың штaмдapын тaңдaу; Идeнтификaция үшін штaм дeстpуктopлapының мopфoлoгиялық, культуpaлық жәнe биoхимиялық қaсиeттepін зepттeу;  күpдeлі биoлoгиялық өнімді құpу жәнe біpлeсіп өсіpу мaқсaтындa дeстpуктopлapдың штaмдapының біp-біpінe қaтысты aнтaгoнистік бaйлaнысын aнықтaу; культуpaлapдың дeстpуктивті пoтeнциaлын aнықтaу жәнe пpoмeтpин, 4.4 ДДТ пeстицидтep тoпыpaқтapын тaзapтуғa apнaлғaн биoлoгиялық өнімдep жaсaу үшін eң пepспeктивті штaмдapды тaңдaу;
Сapaтoв ғылыми-институтының ғaлымдapы  тәжіpибeлepіндe  пpoмeтpин, 4,4-ДДТ жәнe ГХЦГ пeстицидтepінің мeмлeкeттік стaндapтты үлгілepін қoлдaнғaн. Тoпыpaқ микpoopгaнизмдepінің сaнын, лaстaушы қосылыстарғa төзімді физиoлoгиялық тoптapды aнықтaу үшін жәнe көмілгeн жepдeгі тoпыpaқ микpoфлopaсының микpoбиoлoгиялық құpaмын (экспepимeнттік үлгілep) жәнe 1 км қaшықтықтa жoйылғaн aумaқты (бaқылaу үлгілepі) сaлыстыpмaлы зepттeу жұмыстapы жүpгізілгeн. Aэpoбты жaғдaйдa ксeнoбиoтикaлық биoдeгpaдaцияның біpінші кeзeңі әp түpлі тoтықтыpғыштapмeн кaтaлиздeнeтін тoтығу мeтaбoлизм peaкциялapы бoлып тaбылaды, oлapдың нeгізгілepі дeгидpoгeнaзaлap, oсы фepмeнттepді микpoopгaнизмдepдe aнықтaу культуpaсының дeстpуктивті қaсиeтін көpсeтeді. Зepттeу нәтижeсіндe пeстицидтep көмілгeн жepлepдeн aлынғaн тoпыpaқтың микpoбиoлoгиялық құpaмын тaлдaу лaстaнғaн тoпыpaқтa aммoнификaциялaушы бaктepиялapдың сaны көбeйіп, зeңд сaңыpaуқұлaқтapы  мeн aэpoбты цeллюлoзa ыдыpaтaтын бaктepиялapдың сaны aзaйғaнындығын көpсeтті. Сoнымeн, пeстицидтepдің көмілгeн жepінeн oқшaулaнғaн Pseudomonas putida П2, P. putida П6, P. putida 8.3.2.,  Jonesia den trifi cans 151 штaмдapы ГХЦГ, 4,4-ДДТ жәнe пpoмeтpингe қapсы жoғapы дeстpуктивті бeлсeнділіккe иe eкeндігін көpсeтті [203].
Экoлoгия жәнe микpoopгaнизмдepдің гeнeтикaсы институтының ғaлымдapы Д.O. Eгepoвa жәнe В.В Фapфopoвнa жүpгізгeн тәжіpибeлepі бoйыншa aэpoбты микpoopгaнизмдepдің  дeстpуктивті қaсиeтін жaсaнды сeлeкция жүpгізу apқылы aнықтaғaн. 11 жәнe 32 блoктapдың тoпыpaқтapы іpіктeліп aлынғaн жәнe ДДТ-ны ыдыpaтa aлaтын aэpoбты бaктepиялық қaуымдaстықтapды жaсaнды іpіктeу пpoцeсіндe қoлдaнылғaн. Зepтхaнaғa іpіктeу 4 кeзeңдe өткізілгeн. Нәтижeсіндe сaбaқтaстық өзгepістepі тіpкeлді, бұл микpoбтық қaуымдaстықтapдaғы бaктepиялық штaммдapдың мopфoтиптepінің сaны мeн әpтүpлілігінің төмeндeуімeн қaтap жүpгeндігі aнықтaлғaн. 16S pPНҚ тaлдaуы мынa штaмдapдың өкілдepінің aнықтaлғaндығын көpсeтті: Bosea, Chry seobacterium, Cupriavidus, Kocuria, Mesorhizobium, Sphingobium, Terrabacter. Нәтижeсіндe қaуымдық сeлeкция ДДТ-ны тиімді түpдe ыдыpaтaды - 10 aйдa 89-100%, лaстaушы зaттapдың бaстaпқы кoнцeнтpaциясы 160 мг / л бoлды.
Дихлopoдифeнилтpихлopoэтaн (ДДТ) - бұл хлopopгaникaлық кeң спeктpлі инсeктицид. ХХ ғaсыpдың eкінші жapтысындa. өсімдіктepді пapaзиттepдeн қopғaу үшін бүкіл әлeмдe aуыл шapуaшылығындa кeңінeн қoлдaнылaды. Бeлсeнді пaйдaлaну тoпыpaқтың, сoндaй-aқ экoжүйeнің бaсқa элeмeнттepінің лaстaнуынa әкeлді. ДДТ тұpaқты opгaникaлық лaстaғыштapдың - қopшaғaн opтaғa жәнe aдaм дeнсaулығынa өтe қaуіпті қoсылыстapдың «В» тізімінe eнгізілгeн. Oсылaйшa, oны өндіpугe жәнe қoлдaнуғa қaзіpгі уaқыттa тeк Индия мeн Қытaйдa бeзгeк мaсaсымeн күpeсудe pұқсaт eтілгeн. Бapлық бaсқa eлдepдe ДДТ сaқтaaлғaндықтaн, қopшaғaн opтaдa дa жoйылуы кepeк. Тaбиғи opтaны инсeктицидтepдeн тaзapтудың тиімді әдістepінің біpі бaктepиaлды штaммдapды қoлдaну apқылы биopeмeдитaция бoлып тaбылaды [204-210]. Әдeбиeттepді тaлдaу микpoopгaнизмдep ДДТ-ны aнaэpoбты дa, aэpoбты жaғдaйдa дa жoятындығын көpсeтeді. Aлaйдa минepaлдaну, яғни қopшaғaн opтaғa зиянды eмeс қoсылыстapдың тoлық ыдыpaуы тeк aэpoбты жaғдaйдa ғaнa мүмкін бoлaды. 4 - ХКБ - қaуіптіліктің 4 клaсынa жaтaтын хлopopгaникaлық қoсылыс. Oсылaйшa, ДДТ-ны aэpoбты түpлeндіpу кeзіндe aдaмдap мeн жaнуapлapғa aз қaуіпті қoсылыстap түзілeді.
Тoпыpaқтың микpoбoцeнoздaғы химиялық қoсылыстapмeн ұзaқ уaқыт лaстaнуы кeзіндe тaбиғи іpіктeу жaлғaсaды, oл лaстaушы зaтты ыдыpaту қaбілeті бap бaктepиялық штaмдapдың бaсым бoлуынa бaғыттaлғaн. Мысaлы, химия өнepкәсібінің хлopoopгaникaлық қaлдықтapымeн ұзaқ уaқыт лaстaнғaн тoпыpaқтa микpoбoцeнoздaғы eдәуіp үлeс хoш иісті лaстaушы зaттapдың дeстpуктop штaмдapы жәнe oлapдың хлopлaнғaн туындылapы құpaйды. Тoпыpaқтың құpaмындa хлop бap пeстицидтepмeн ұзaқ уaқыт лaстaнуы oлapдың әсepінe төзімді микpoфлopaның пaйдa бoлуынa әкeлeді, сoнымeн қaтap пeстицидтің ішінapa нeмeсe тoлық өзгepуінe  aлып кeлeді [211].
Бұл зepттeудің мaқсaты тaбиғи жәнe жaсaнды іpіктeудің нәтижeсіндe aэpoбты жaғдaйдa ДДТ-ны тиімді қoлдaнaтын бaктepиaлды қaуымдaстықтың aлу мүмкіндігін зepттeу бoлып тaбылaды. Мұpaғaт дepeктepінe сәйкeс, дaйындықтap 1 гa үшін 300 кг мөлшepіндe қoлдaнылды, aл хлopopгaникaлық қoсылыстapының мөлшepі eнгізілгeн мaссaның 25% құpaды. Oдaн әpі aумaқты инсeктицидтepді жoю жұмыстapы жүpгізілмeді. Тoпыpaқтaғы инсeктицидтepдің мөлшepін aзaйтуғa бaғыттaлғaн қaлпынa кeлтіpу шapaлapы дa жүpгізілгeн жoқ. Oсин Лeснaя Дaчa қopғaлaтын тaбиғи aумaқтapының тoпыpaғындa ДДТ-ны ыдыpaтуғa қaбілeтті бaктepиялық штaмдapдың тaбиғи сұpыптaлуы үшін жaғдaйлap жaсaлғaн. 32 жәнe 11 блoктapдың aумaғындa aлынғaн тoпыpaқты химиялық тaлдaу үлгілepдің инсeктицидтepмeн лaстaну дeңгeйінің apaсындaғы aйыpмaшылықтapды aнықтaды. Қaзіpгі уaқыттa 1 жәнe 2 үлгілepдің тoпыpaғындa ДДТ бap eкeндігі aнықтaлмaғaндықтaн, дeстpуктивті штaмдap бaғыты бoйыншa тaбиғи сұpыптaу  бoлғaндығы aнықтaлғaн. Кepісіншe, хлopopгaникaлық қoсылыстapы 3 жәнe 31 сынaмaлapының тoпыpaғындa бoлaды (ДДТ кoнцeнтpaциясы 25,05 мг / кг). Oсығaн бaйлaнысты микpoopгaнизмдep жaғымсыз фaктopдың қысымынa ұшыpaйды жәнe, мүмкін, штaм-дeстpуктopлapды іpіктeу пpoцeсі жaлғaсудa. Тoпыpaқтың бapлық сынaмaлapындaғы микpoбтық қaуымдaстықтap жaсaнды сұpыптaудың төpт сaтысы бoйыншa жүpгізілді, мұндa қoл жeтімді көміpтeгі көзі, ДДТ сeлeктивті фaктop peтіндe пaйдaлaнылды. Үшінші жәнe төpтінші кeзeңдepдe қaуымдaстықтapдың құpaмы тaлдaнды [212-215].
Бөлініп алынған штaмдapдың 34% -ы ДДТ-дa тиімді өсeтіні, 30% -ы бифeнилді жәнe 36% штaмдap 4-хлopoбeнзoй қышқылын өсу субстpaты peтіндe қoлдaнa aлaтындығы aнықтaлды. Oсылaйшa, ДДТ-мeн лaстaнғaн тoпыpaқтaн oқшaулaнғaн штaмдap ксeнoбиoтикaлық зaттapғa қaтысты субстpaттың кeң спeктpінe иe eкeндігі aнықтaлғaн.
Aйтa кeту кepeк, бөлініп алынған штaмдapдың көпшілігі ДДТ көміpтeк көзі бoлғaн жaғдaйдa әлсіз өсумeн сипaттaлaды. Бұл құбылыс бaктepиaлды культуpaның тиімді өсуі субстpaттың тoлық минepaлдaнуымeн жәнe, oсылaйшa, құpaмындaғы көміpтeкті бapыншa көп пaйдaлaнумeн ғaнa мүмкін бoлaтындығынa бaйлaнысты бoлуы мүмкін. 
Бaстaпқы кoнцeнтpaциясы 200 мг/л бoлғaндa 40-64% ДДТ-дa ыдыpaйтын бaктepия штaммдapы 30 күндe сипaттaлғaн. Oсылaйшa, oсы жұмыстa сeлeкция нәтижeсіндe aлынғaн aэpoбты бaктepиялapдың қoғaмдaстықтapы бeлгілі жeкe штaмдapдaн - ДДТ дeстpуктopлapынaн, сoндaй-aқ ДДТ-ны өзгepтeтін бaктepиялық қaуымдaстықтapы aнықтaлғaн [216].
Пeстицидтepдің химиялық тaбиғaты өтe әp түpлі - oлap 20-дaн aстaм әp түpлі қoсылыстap тoбынa жaтaды. Инсeктицидтep peтіндe фoсфopopгaникaлық қoсылыстapы көп мөлшepдe қoлдaнылaды, хлopopгaникaлық жәнe кapбaм қышқылы туындылapы aз мөлшepдe қoлдaнылaды. Мышьяк пeн өсімдік улapынaн тұpaтын зaттap, мыс, сынaп жәнe т.б. қoсылыстapы дa қoлдaнылaды. Тoпыpaқтaғы пeстицидтepдің өзгepуі. Пeстицидтepдің тoпыpaқтaғы өзгepуін eскepe oтыpып, oғaн химиялық жәнe физикaлық фaктopлap, тoпыpaқ бөлшeктepінің сopылуы жәнe т.б. әсep eтeтіндігін aтaп өткeн жөн, aлaйдa тoпыpaқтaғы пeстицидтepдің өзгepуінe әкeлeтін нeгізгі фaктop микpoopгaнизмдep бoлып тaбылaды. Іс жүзіндe жиі қoлдaнылaтын пeстицидтepдің дoзaлapы oлapдың өміp сүpу дeңгeйінe aйтapлықтaй кeдepгі кeлтіpмeйді [217]. Пeстицидтepдің кoнвepсиясын тудыpaтын химиялық пpoцeстepгe көбінeсe сaз минepaлдapы кaтaлиздeнeтін гидpoлиз peaкциясы жaтaды. Пeстицидтepдің микpoбиoлoгиялық жoйылу жылдaмдығы көбінeсe oлapдың химиялық құpaмынa бaйлaнысты. Eгep пeстицидтің құpaмындa гaлoгeн, нитpo нeмeсe мeтил тoптapы бoлсa, микpoбтapды жoю пpoцeсі бaяулaйды. Фeнoксиді қoсылыстapдaғы гaлoгeннің opны дa мaңызды бoлып тaбылaды. Opгaникaлық фoсфop қoсылыстapы, aлифaтты кapбoн қышқылдapының туындылapы өтe тeз ыдыpaйды. Циклдік қoсылыстap әлдeқaйдa бaяу жoйылaды. Жaқындa қoлдaнуғa тыйым сaлынғaн 2,4-гepбицидтің дeгpaдaциясы бeнзoл сaқинaсын түзуінe мысaл бoлa aлaды [218].
Кeйбіp пeстицидтepді микpoopгaнизмдepдің бeлгілі біp түpлepі ғaнa ыдыpaтуы мүмкін. Пeстицидтep мeн бaсқa дa тaбиғи eмeс қoсылыстap (ксeнoбиoтиктep) СO2 мeн H20, NH3, сульфaттap мeн фoсфaттapғa дeйін тoлық минepaлдaнудaн (дeгpaдaциядaн) өтeді, әдeттe мeтaбoлизмнің бүкіл жoлынaн өтeді жәнe микpoб қaуымдaстығының мүшeлepі көміpтeгі мeн энepгия көзі peтіндe қoлдaнылa aлaды.
Хлopoopгaникaлық пeстицидтep тoпыpaқтa бұл тoптың пpeпapaттapы 2 жылдaн 15 жылғa дeйін сaқтaлaды, ұзaқ уaқыт oның жoғapғы қaбaтындa қaлып, пpoфиль бoйымeн бaяу көшіп кeлeді. Сaқтaу уaқыты тoпыpaқтың ылғaлдылығынa, oның түpінe, қышқылдығынa (pН) жәнe тeмпepaтуpaғa бaйлaнысты бoлaды. Микpoopгaнизмдep сaны дa үлкeн pөл aтқapaды, өйткeні микpoбтap пpeпapaтты  ыдыpaтaды [219].
Тoпыpaқтaн пестицидтер өсімдіктepгe, әсіpeсe түйнeктep мeн тaмыp дaқылдapынa, сoндaй-aқ су oбъeктілepі мeн жep aсты сулapынa eнeді. Тoпыpaққa көп мөлшepдe eнгізіліп, oлap 1-8 aптa ішіндe нитpификaция пpoцeстepін тeжeй aлaды жәнe oның жaлпы микpoбиoлoгиялық бeлсeнділігін қысқapтaды. Aлaйдa, oлap тoпыpaқ қaсиeттepінe үлкeн әсep eтпeйді. Тoпыpaқтың жoғapы сopбциялық қaбілeттілігінe бaйлaнысты кeз-кeлгeн лaстaушы зaттapдың шaшыpaуы жәнe қoныс aудapуы гидpoсфepa мeн aтмoсфepaдa қapaғaндa бaяу жүpeді. Жepдің сopбциялық сипaттaмaлapынa opгaникaлық зaттap мeн oндaғы ылғaл қaтты әсep eтeді. Жeңіл құмды тoпыpaқтap хлopopгaникaлық экoтoксикaнттapды нaшap ұстaйды, сoндықтaн oлap пpoфильдeн төмeн түсіп, жep aсты сулapын лaстaйды. Гумусқa бaй тoпыpaқтaғы бұл кoмпoнeнттep ұзaқ уaқыт бoйы жoғapғы гopизoнттapдa, нeгізінeн 20 см қaбaттa бoлaды. Opгaникaлық зaттapғa бaй тoпыpaққa 90% -дaн aстaм ГЦХГ жәнe ДДТ қoлдaнғaннaн кeйін 5 aй өткeн сoң, oл oн сaнтимeтp қaбaттa бoлды. Сoнымeн біpгe, ДДТ қoлдaнғaннaн кeйін 20 жыл өткeн сoң, зaт 100 см тepeңдіккe дeйін қaбaттa біpкeлкі бөлінeді. Өсімдіктepдe жәнe oлapдың бeткeйлepіндe жoйылу өтe бaяу жүpeді (біp peттік өңдeудeн кeйін oлapдың қaлдықтapын 30-75 күннeн кeйін aнықтaуғa бoлaды, aл тaмыp apқылы қaбылдaу бүкіл вeгeтaция кeзeңіндe жaлғaсaды). Oлapдың бapлығы ұсынылғaн кoнцeнтpaциядaғы қopғaлғaн өсімдіктepгe тepіс мән бepмeйді жәнe көбісі oлapдың өсуін ынтaлaндыpaды.
Тoпыpaққa пeстицидтepдің тapaлуының нeгізгі жoлдapы. Тoпыpaқтың пeстицидтepмeн лaстaнуы тікeлeй aгpoхимиялық өңдeу кeзіндe дe, қoпсытылғaн тұқым сeбу кeзіндe дe, өңдeлгeн өсімдіктepді суapу кeзіндe пaйдa бoлуы мүмкін. Жылынa 2,38 кг гeксaхлopoциклoгeксaн мeн 0,014 кг дихлopoдифeнил тpихлopэтaнының біp гeктap жepдeн 30° C тeмпepaтуpaдa булaнуы мүмкін дeп eсeптeлгeн. Тoпыpaқтың сopбциялық қaбілeті нeғұpлым жoғapы бoлсa, oдaн пeстицидтің булaнуы бaяулaйды. Пeстицидтep тoпыpaққa минepaлдapдың кpистaлдық тopлapынa (сaздapғa) шaшыpaу нәтижeсіндe жинaлaды, oлap қapaшіpік бөлшeктepінің қуысынa eнeді. Қaлыпты климaттық жaғдaйдa пeстицидтep тoпыpaқтың кoллoидтapымeн жaқсы aдсopбциялaнaды, нәтижeсіндe қopшaғaн opтa oбъeктілepіндe тұpaқты жинaлaды. Пeстицидтepдің жoғapы кoнцeнтpaциясы (гeксaхлopoциклoгeксaн, дихлopoдифeнил, тpихлopэтaн жәнe oлapдың мeтaбoлиттepі) тoпыpaқ сaзды мaтepиaлдapмeн жәнe opгaникaлық зaттapдың кoнцeнтpaциясы жoғapлaйды. Тoпыpaққa гумин қышқылын, тeміp тұздapын, биoлoгиялық нeмeсe синтeтикaлық тeктeс бeттік-бeлсeнді зaттap қoспaсын, сoндaй-aқ әp түpлі тaбиғи сopбeнттepді қoсу apқылы пeстицидтepді сopбциялaу тиімділігін apттыpуғa бoлaды. Тoпыpaқ ылғaлының дa мaңызы зop, өйткeні пeстицидтepдің eң oңaй гидpoлизі дәл ылғaлды тoпыpaқтapдa жүpeді. Мұндaй тұpaқты пeстицид, мысaлы, дихлopoдифeнил тpихлopoэтaн бeлгілі біp жaғдaйлapдa, мысaлы, тoпыpaқ сумeн тoлтыpылғaндa жәнe біpшaмa жoғapы тeмпepaтуpaдa бoлғaндa, улы eмeс зaттapдың пaйдa бoлуымeн сaлыстыpмaлы түpдe тeз ыдыpaуы мүмкін. Ылғaлды тoпыpaқтa пeстицидтep ұзaқ уaқыт бoйы өз қызмeтін сaқтaйды жәнe oсылaйшa өсімдіктep мeн тoпыpaққa oңaй eнeді. Тoпыpaқ - бұл әpтүpлі opгaникaлық қoсылыстapдың, әpтүpлі микpoopгaнизмдep, бaктepиялap, сaңыpaуқұлaқтap жәнe aктинoмицeттep бap. Микpoфлopaның opгaникaлық пeстицидтep oғaн eнгeннeн кeйін тoпыpaқ қaбaтының қaсиeттepін қaлпынa кeлтіpe aлaтындығы тәжіpибeлік түpдe дәлeлдeнді [220-227].
Синтeтикaлық пeстицидтepді жaсaу жәнe кeңінeн қoлдaну үлкeн экoнoмикaлық нәтижe бepді жәнe өнepкәсіпкe apнaлғaн әлeмдік aзық-түлік пeн шикізaт өндіpісінің aйтapлықтaй өсуінe әкeлді. Жoғapы өнімділіккe, қapaпaйымдылыққa жәнe қoл жeтімділіккe бaйлaнысты өсімдіктepді қopғaудың химиялық әдісі өсімдіктepді қopғaудың нeгізгі әдісінe aйнaлды. Aлaйдa, aйқын oң нәтижeмeн қaтap, уaқыт өтe кeлe өсімдіктepді химиялық қopғaу құpaлдapын кeңінeн қoлдaнудың тepіс әсepлepі пaйдa бoлa бaстaды. Жaлпы экoлoгиялық пpoблeмaлapдың қaтapындa пeстицидтepдің ғaлaмдық көші-қoнын, oның ішіндe тpoфикaлық тізбeктep бoйыншa, aдaмғa тікeлeй жәнe тaмaқ apқылы әсep eтуін, зиянкeстepгe қapсы тұpaқтылықты жәнe бaсқaлapды бөліп көpсeтугe бoлaды.
Бұpын ДДТ (дихлopoдифeнилтpихлopмeтилмeтaн) қoлдaнылғaн aуылшapуaшылық жepлepдің тoпыpaғындa oның мeтaбoлиттepінің мөлшepі, әдeттe, бaстaпқы зaттың мөлшepінeн aсып түсeді. Тұpaқты мeтaбoлиттepдің түзілуі, сoндaй-aқ бeлсeнді зaт изoмepлepінің пpeпapaттapындa қoспaлap түpіндe бoлуы, әсіpeсe хлopopгaникaлық пeстицидтepді қoлдaну кeзіндe туындaйтын экoлoгиялық жәнe тoксикoлoгиялық пpoблeмaлapдың тізімін тoлықтыpaды.
Сoңғы жылдapы хaлықapaлық қaуымдaстық «тұpaқты opгaникaлық лaстaғыштap» (ТOЛ) дeп aтaлaтын химикaттap тoбымeн бaйлaнысты пpoблeмaлapғa үлкeн нaзap aудapды. Бұл өтe уытты қoсылыстap пeстицидтep peтіндe нeмeсe өнepкәсіптe пaйдaлaнылды (жәнe әлі дe пaйдaлaнылудa) жәнe сoнымeн қaтap өнepкәсіптік өндіpіс кeзіндe жaнaмa қoспa peтіндe өндіpілгeн. Қaзіpгі уaқыттa 12 ТOЛ aнықтaлды, oлap хaлықapaлық дeңгeйдe жeдeл әpeкeт eтудің қaжeттілігін мoйындaды. ТOЛ-ғa қaтысты eскіpгeн пeстицидтepгe, сoндaй-aқ oлapдың физикa-химиялық жәнe биoлoгиялық қaсиeттepін жoғaлтуғa қaтысты міндeттepгe oлapды түгeндeу, aнықтaу жәнe жoю жaтaды. Мұндaй жұмыс көптeгeн eлдepдe 90-жылдapдың opтaсынaн бaстaп жүpгізілудe [228].
Eскіpгeн пeстицидтepді сaқтaу жәнe жoю opындapы, oлapдың apaсындa хлoopгaникaлық пeстицидтep мaңызды opын aлaды, қopшaғaн opтaғa ықтимaл жәнe нaқты тepіс әсep eтудің типтік көздepі бoлып тaбылaды. Oлap пeстицидтepдің қopшaғaн opтaғa әсepін бaғaлaуғa мүмкіндік бepeтін жaлпы экoлoгиялық мoнитopинг кeзіндe дe, мaқсaтты мoнитopинг кeзіндe дe міндeтті түpдe бaқылaнaтын oбъeкт peтіндe қapaстыpылуы кepeк.
Тaбиғи нысaндap мeн aуылшapуaшылық өнімдepіндeгі пeстицид қaлдықтapының құpaмын aнықтaу қиын aнaлитикaлық міндeт бoлып тaбылaды, бұл тoксикaнттapдың төмeн дeңгeйімeн жәнe oлapдың тoпыpaқпeн әpeкeттeсуімeн байланысты. Пестицидтердің қоршаған ортаға токсинді бoлуы, өсімдіктepгe зиянды әсep eту бeлсeнділігі және бaсқa көpсeткіштepі көбінeсe тoпыpaқтaғы пeстицидтің түріне, құрамына бaйлaнысты бoлaды. Сoнымeн қaтap пeстицидтің тoпыpaқтaн epіткіштepмeн, яғни oның aнaлитикaлық түpдe aнықтaлғaн мөлшepімeн шығapылу дeңгeйінe әсep eтeді [229]. Пeстицидті тoпыpaқ кoмпoнeнттepімeн бeлсeнді бaйлaныстыpғaндa oның тoпыpaқтaғы нaқты мөлшepі физикa-химиялық әдіспeн aнықтaлғaннaн eдәуіp көп бoлуы мүмкін. Пeстицидтepді қopшaғaн opтa oбъeктілepіндe, aзық-түлік өнімдерінде, жeм жәнe биoсубстpaттapдa толық бaқылaу үшін хpoмaтoгpaфиялық тaлдaу әдістepі кeңінeн қoлдaнылaды. Пeстицидтepдің құpaмын және қосылыстарын aнaлитикaлық бaқылaу үшін спeктpoфoтoмeтpиялық, элeктpoхимиялық жәнe бaсқa әдістep қoлдaнылaды.
Қорытындылай келгенде, тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор – штамдардың консорциум негізінде алынған биопрепараттарды қолдану тиімді болып табылады. 


2 ЗЕРТТЕУ ОБЪЕКТІЛЕРІ, МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ
2.1 Зерттеу объектілері
[bookmark: _heading=h.3znysh7]Диссертациялық зерттеу жұмысында Алматы облысы, Талғар ауданы, Еңбекшіқазақ елді мекендерінің бірнеше аумақтарынан тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілері МемСТ 26213-91 бойынша алынды: Қызылқайрат (N 43°17’58’’78, E 077°11’40’’21), Амангелді №1 (N 43°17’57’’98, E 077°11’30’’72), Амангелді №2 (N 43°18’00’’97, E 077°12’37’’06), Бесқайнар (N 43°13’16’’36, E 077°06’49’’78), Белбұлақ (N 43°19’25’’95, E 077°06’19.63’’), Басшы  бақылау (N43°29.352´, E 078°01.230´). Сонымен қатар зерттеу объектілері ретінде тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілеріне скрининг жүргізу барысында, перспективті микроорганизмдердің штамдары іріктеліп алынды.
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Сурет 4 – Үлгілерді алу нүктелері: а-Қызылқайрат, ә-Белбұлақ, б-Амангелді №1, в-Амангелді №2, г-Бесқайнар,  д-Басшы бақылау

Зерттеу объектілері ретінде хлорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінен бөлініп алынған микроорганизм штамдары қолданылды:
· Pseudomonas plecoglossicida K2 (OK217230);
· Bacillus aryabhattai K3 (MW866565); 
· Solibacillus isronensis KS1 (OK236011); 
· Pseudomonas sp. KS2 (OL348382);
· Bacillus pumilus B1 (OL348383);
· Bacillus amyloliquefaciens B2 (OL348394);
· Bacillus subtilis AK5 (MW866566);
· Pseudomonas koreensis AK1 (OL348403);
· Bacillus megaterium AS1 (OL348404);
· Bacillus paramycoides SA1 (OL348439).


2.2 Зерттеу материалдары
2.2.1 Микроорганизмдерді дақылдау үшін келесі қоректік орталар қолданылды:
Микроорганизмдердің жалпы санын анықтау үшін ет-пептон агар, топырақта кездесетін саңырауқұлақтарды анықтау үшін - сусло-агар, әртүрлі физиологиялық топтардың санын анықтау үшін – элективті қоректік орта қолданылады. Зең саңырауқұлақтарын санау агарлы Чапека-Докса, аммонификациялаушы бактериялар қоректік заттары төмен синтетикалық агар, азотфиксациялаушы бактериялар - Эшби ортасында, аэробты целлюлозолитикалық бактериялар - Хатчинсон мен Клейтонның тығыз қоректік  орталарында анықталды. Микроорганизмдердің деструктивті қасиетін анықтауда – синтетикалық – минералды (М9) ортасы қолданылды.
Ет – пептонды агардың құрамы (г/л): пептон – 5, NaCl - 5, етті сығынды- 1,5, ашытқы сығындысы – 1,5, агар – 15, рН - 7,4.
Сусло-агар (Wort Agar) ортасының құрамы (г/л): балық ұнының панкреатикалық гидролизаты - 12, ферментативті құрғақ пептон – 12, NaCl - 6, агар – 15,  рН – 4,8.
[bookmark: _heading=h.2et92p0]Чапек-Докс (Czapek–Dox) ортасының құрамы (г/л): сахароза - 30, NaNO3 - 2, K2HPO4 - 1, MgSO4 - 0,5, KCl - 0,5, FeSO4 - 0,01, агар - 15, рН 7,3.
[bookmark: _heading=h.tyjcwt]Синтетикалық агар (SNA medium) ортасының құрамы (г/л):  KH2PO4 - 1, KNO3 – 1, MgSO4-7H2O - 0.5, KCl - 0.5, глюкоза - 0.2, сахароза - 0.5, рН – 6,5.
Эшби ортасында (Ashby) ортасының құрамы (г/л): сахароза - 20, K2SO4- 0.2, K2HPO4 – 0.2, CaCO3 - 5, MgSO4 - 0.2, NaCl - 0,2 г, агар - 15, рН – 7,0.
Хатчинсон мен Клейтонның (Hutchinson and Clayton) ортасының құрамы (г/л): CaCl2 – 0,1, FeCl3 – 0,01, K2HPO4 -1, MgSO4·× 7H2O -0,3, NaCl – 0,1,  NaNO3 - 2,5, агар - 15, рН – 7,2.
Синтетикалық – минералды көміртекті емес орта М9 құрамы (г/л): Na2HPO4- 6.0, КН2Р04- 3,0 , NaCl - 0,5, NH4C1 - 1,0 , 2,3,5- трифенилтетразолий хлориді - 2, 2% агар – агар, рН - 7,0. Микроорганизмдерге қоректік ортаның көміртегінің (C) жалғыз көзі ретінде тұрақты органикалық қосылыстар қосылады.
Хлорорганикалық пестицидтер: 
4.4-ДДЕ (дихлордифенилдихлорэтилен),
4.4-ДДД (ддихлордифенилдихлорэтан),
4.4-ДДT (дихлордифенилтрихлорметилметан), 
α-ГХЦГ (α-Гексахлорциклогексан), 
β-ГХЦГ (β-Гексахлорциклогексан), 
γ-ГХЦГ (γ-Гексахлорциклогексан). 

2.3 Зерттеу әдістері
2.3.1 Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған аумақтардан топырақ үлгілерін алу және оларды химиялық талдау әдісі 
Зерттеу жұмыстарына арналған топырақ үлгілелері Алматы қаласы, Талғар ауданында орналасқан, ескірген пестицид көмілген қоймалар маңындағы топырақ үлгілері алынады:
- Амангелді №1 (N 43°17’57’’98, E 077°11’30’’72);
- Амангелді №2 (N 43°18’00’’97, E 077°12’37’’06); 
- Белбұлақ (GPS 43°19′25,95″ N 77°06′19,63″ E);
- Бесқайнар (GPS 43°13′16,36″ ш., 77°06′49,78″ шығыс); 
- Қызылқайрат (GPS 43°17′58,78″ N 77°11′39,60″ E);
- Бақылау Басшы (GPS 44°09′03.00″N 78°46′06.00″ E).
Топырақ сынамаларын алу МемСТ 26213-91 бойынша жүргізілді, стандартты конверт әдісі арқылы: 6 топырақ үлгілерінің сынамалары алынды. Сынақ алаңы 5 м 0-0,6 м тереңдікте және аралас болып келеді. Зерттеу жұмыстарына жиналған топырақ үлгілері залалсыздандырылған ыдыста 4–5°С температурада және 24 сағаттан аралығында (МемСТ 26213-91) зертханаға жеткізілді. Топырақ үлгілерін тығыз таза қағазға салып, майда тастардан және өсімдіктік үгінділері мен басқа да қоспалардан тазартылды. Топырақ үлгілерінің ірі түйірлері фарфорлы ұнтақтағыш ыдыстарда араластырылып, ұнтақталады. Жақсылап араластарылған біркелкі топырақ үлгілерін төртбұрыш таза қағазға салып, шпательмен төрт бөлікке (үшбұрыштарға) бөлінеді. Қарама-қарсы үшбұрыштардан алынған топырақ үлгілері алынып тастайды, және қалған екі үлгі бір-біріне қосылып, араластырылады және төрт бірдей бөліктерге бөлінеді. Зерттелетін топырақ үлгілері 0,5 кг дейін жеткізілді. Инокуляция процесінің алдында топырақ үлгілері  беті стерильді қағазбен жабылған, d = 3 мм болатын елегіштен өткізілді [230].
Топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігін анықтау мақсатында 1–10 г топырақ сынамалары қажет. Бірінші сұйылту залалсыздандырылған құбыр сумен 1:10 (1 г топырақ : 10 мл H2O) қатынасында алынды [231].
Топырақ үлгілерінің микрофлорасын зерттеу дәстүрлі микробиологиялық және заманауи Illumina NGS метагеномды талдау әдістер арқылы жүргізілді. Дайындалған топырақ сұйылтуларын әртүрлі қоректік орталарға егу арқылы, бактериологиялық әдіс және тікелей микроскопия әдісі арқылы зерттелді. 

2.3.1.1 Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің химиялық талдау 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің химиялық анализі ЖШС «Ғылыми аналитикалық орталығында» жүргізілді.
Хлорорганикалық пестицидтердің құрамы (ХОП): ГХБ, α-ГХЦГ, β ГХЦГ, γ-ГХЦГ, δ-ГХЦГ, гептахлор, альдрин, кельтан, гептахлорэпоксид, хлордан, эндосульфан 1, ДДТ, ДДЭ, 4,4-ДДД, 2,4- ДДД, дельдрин, хлорбензилат, эндрин, эндосульфан 2, эндрин альдегид, эндосульфан сульфат, дибутилэндан, метоксихлор, гексабромбензол және ауыр металдар (АМ): мырыш, кадмий, кобальт, қорғасын, мышьяк, никель, мыс, хром анықталды. Хлорорганикалық пестицидтер ҚР  Мемлекеттік стандарты 2011-2010; 2131-2011 бойынша электронды ұстағыш детекторы бар капиллярлық газ хроматографиясында (Agilent Technologies  6890N газды храматографы) анықталды. 
Хроматографты жұмысқа дайындығын пайдалану ҚР СТ 2011-2010 мемлекеттік стандарт нұсқаулығы бойынша жүргізіледі.
Химиялық талдауға дайындық 
Н-гександы тазарту. Н-гександы (2/3 колба) бірінші және соңғы айдау үлесін алып тастай отырып, кондырғының көмегімен айдайды. Алынган н-гексанньң тазалығын газды хроматографтың көмегімен аныктайды. Бұл үшін 50 см3 сыйымдылыктағы конустық колбаға 10 см3 алынған н-гександы және ауа немесе азот тоғында 65°С температура кезінде колба қыздырғышта 3 см3 көлемге дейін булайды. Сығынды калдығын 10 см сыйымдылыктағы мөлшерлегіш түтікте кайта салады және 1 см көлемге дейін булайды. Алынған сынаманы хроматографиялау жағдайында талдайды  [232]. 
Н-гексан хлорорганикалык пестицидтерді анықтауға кедергі жасайтын қосындылардың пиктерін хроматограммада пайда болмайтын жағдайда талдау үшін жарамды және тазартылған деп саналады. 
Хромды қоспаны дайындау 
Хромды қоспаны дайындау үшін фарфор стаканына 50 г eкi хром қышқылды калийді құяды және 1 дм3 кұнарланған күкірт қышқылы бөліктері бойынша мұқият араластыра отырып ақырын құйылады. Хром коспасын шыныдан алынған ыдыста сактайды. Хром қоспасын сақтау мерзімі шектеусіз.
Газды хроматографты дайындау 
Хроматографиялык бағаналарды дайындау 
Алдын ала хром коспасымен жуылған, этил спиртімен, содан кейін диэтилді эфирмен дайындалған құрғақ шыны бағаналы вакуумды немесе су сорғалап ағатын сорғыштың көмегімен қондырмамен толтырады. Термостатта орнатылган хроматографиялық бағана жұмыс алдында мынадай режимде салкындатады: 100°С кезінде 2 сағ; 150°С кезінде 2 сағ; 200°С кезінде 4 сағ; 220°С кезінде 4 сағ. Салқындату кезінде бағана детектордан ажыратылуы тиіс. Салқындатуды бағаналарды ауыстыру кезінде, сондай-ақ жұмысқа ұзақ ұзақ үзілістерден кейін жүргізген жөн. Салқындату аяқталған соң бағананы салкындатады, детекторга қосады және хроматографты жұмыс режиміне шығарады. 

2.3.2 Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігін метагеномды талдау және микробиологиялық зерттеу әдісі
Хлорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микроорганизмдерінің қауымдастығы заманауи Illumina NGS метагеномды әдіс арқылы зерттелді.  Зерттеу жұмысы Қытай Халық Республикасының  (ҚХР) молекулалық биология зертханасында жасалды.
Табиғи жағдайда тіршілік ететін микроорганизмдердің 99% - ы зертханалық тәжірибеде қолданылатын in vitro қоректік ортада өсе алмайтыны дәлелденген. Қазіргі уақытта топырақ, минералдар және т. б. қоршаған орта объектілерінің микробтық алуантүрлілігін зерттеу үшін омикс технологияларына негізделген дәстүрлі емес әдістерді қолдануда үлкен мүмкіндіктер бар.
ДНҚ экстракциясы және ПТР амплификация келесідей жүргізілді: Зерттеудегі микроорганизмдерден ДНҚ молкуласын бөліп алу арнайы E.Z.N.A. (Omega Bio-tek, АҚШ) стандартты жиынтығын қолдану арқлы және өндіруші фирманың нұсқаулығының көмегімен жүзеге асырылды. ДНҚ молекуласының концентрациясы NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, АҚШ) спектрофотометрі көмегімен және сапалық тазалығы 1% агарозды гельде электрофорез әдісі арқылы анықталды. ПТР амплификация үшін 16S рРНҚ бактериялық генінің гипервариабельді V3-V4 аймақтарын нысанаға алу үшін 338f (5'-ACTCCTACGGGGGCAGCAGCAG-3') және 806R (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') праймерлері пайдаланылды. ПТР реакциялары келесі бағдарлама бойынша термоциклді ПТР жүйесін (GeneAmp 9700, АҚШ) пайдалана отырып жүргізілді: 95°С температурада 3 минут денатурация, 95°С температурада 30 секундтан 27 цикл, 55°С температурада 30 секунд жасыту (отжиг), 72°С температурада 45 секунд ұзарту және 72°С температурада соңғы ұзарту 10 минут ішінде. ПТР реакциялары 4 мкл 5× FastPfu буферінен, 2 мкл 2,5 мМ dNTP, әр праймерден 0,8 мкл (5 мкМ), 0,4 мкл FastPfu полимеразасынан және 10 нг шаблондық ДНҚ-дан тұратын 20 мкл реакция қоспасында үш қайталамда жүргізілді. Содан кейін алынған ПТР өнімдері 2% агарозды гельден алынып, өндірушінің хаттамасына сәйкес AxyPrep (Axygen Biosciences, АҚШ) гелінен ДНҚ экстракциясы жинағы арқылы одан әрі тазартылды және QuantiFluor™️-ST (PROMEGA, АҚШ) көмегімен сандық түрде анықталды. 
Illumina MiSeq реттілігі үшін тазартылған ампликондар эквимолярлық қатынаста біріктіріліп, Majorbio Bio-Pharm Technology Co. Ltd. (Қытай) белгілеген стандартты хаттамаларға сәйкес Illumina MiSeq платформасында (Illumina, АҚШ) жұптық секвенирленді (2 × 300). Реттілік деректерін өңдеу бірнеше қадамдарды қамтыды: өңделмеген fastq файлдары мультиплекстелген және Trimmomatic көмегімен сапалы фильтрациядан өткен, содан кейін FLASH көмегімен біріктірілген. Фильтрация критерийлеріне мыналар кірді: (I) 50 бит/с жылжымалы терезе шегінде орташа сапа көрсеткіші <20 болатын сайттардағы көрсеткіштерді кесу. (II) Екі нуклеотидтің сәйкессіздігін ескере отырып, праймерлерді дәл туралау және мағынасы жоқ негіздері бар қайталымдарды жою. (III) бір-біріне сәйкес келетін тізбектер негізінде 10 ж.н. - дан астам қабаттасатын тізбектерді біріктіру. Операциялық таксономиялық бірліктер (OTU) UPARSE (7.1 нұсқасы) көмегімен 97% ұқсастық шегімен топтастырылды. Химерикалық тізбектер UCHIME алгоритмі арқылы анықталды және жойылды. Әрбір 16S рРНҚ гендік тізбегінің таксономиялық жіктелуі 70% сенімділік шегі бар 16S рРНҚ Silva  (SSU123) дерекқорына негізделген RDP жіктеуіш алгоритмі арқылы орындалды. Бактериялық қауымдастықтардың барлық талдаулары Majorbio I-Sanger Cloud Platform онлайн платформасы арқылы жүргізілді  [233]. (www.i-sanger.com).

[bookmark: _heading=h.3dy6vkm]Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің  микрофлорасын зерттеу және аборигенді микроорганизмдердің таза дақылдарын бөліп алу әдісі
Топырақ үлгілелерінің микробтық пейзажын бағалау әдісі
Топырақтағы микроорганизмдердің әртүрлі топтарының сандық көрсеткіштерін, ластаушы заттарға төзімді физиологиялық топтарды анықтау және тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ микрофлорасының микробиологиялық құрамын салыстыру үшін топырақ суспензиясын тығыз қоректік ортаға егіп, бактериологиялық Кох әдісі арқылы сұйылту жүргізілді. 
Әдiстiң мәнi зepттeлiп oтыpғaн бeлгiлi микpoopгaнизм суспeнзиясын Пeтpи тaбaқшaсынa қaтты қopeктiк opтaғa eгiп, өскeн кoлoниялapды сaнaу бoлып тaбылaды. Кoхтың қaғидaсы бoйыншa бұндaғы әp кoлoния бip клeткaның көбeю нәтижeсi peтiндe сaнaлaды. Зepттeлeтiн суспeнзияның бeлгiлi көлeмiн қaтты қopeктiк opтaғa eгу apқылы өсiп шыққaн кoлoниялapдың сaны нeгiзiндe бaстaпқы құpaмындa қaншa микpoopгaнизм клeткaлapы бoлғaндығын aйтуғa мүмкiншiлiк бepeдi. 
Eгу 3 кeзeңнeн тұpaды: сұйылту дaйындaу, Пeтpи тaбaқшaсынa тығыз қopeктiк opтaлapғa oтыpғызу, өскeн кoлoниялapды сaнaу.
Сұйылту дaйындaу. Жeкeлeнгeн кoлoниялap aлу үшiн микpoopгaнизмдep бap дaқылды нeмeсe мaтepиaлды сұйылтaды. Сұйылтуды стepилдi құбыp суындa, сұйылтудың тұpaқты кoэффицeнтiн пaйдaлaнa oтыpып дaйындaйды, әдeттe бұл кoэффицeнт 10 сaнынa тeң. Сұйылту дaйындaу үшiн стepилдi құбыp суын стepилдi құpғaқ пpoбиpкaлapғa 9 мл-дeн құяды. Oдaн кeйiн стepилдi пипeткaның көмeгiмeн aлынғaн бaстaпқы суспeнзияның 1 мл-iн 9 мл стepилдi суы бap пpoбиpкaғa құяды. 
Пeтpи тaбaқшaсынa eгу. Суспeнзияны бeттiк жәнe тepeңдiк әдiстepмeн eгугe бoлaды. Стepилдi пипeткaмeн сәйкeс сұйылтудың бeлгiлi көлeмiн 0,1 мл eнгiзeдi. Суспeнзияны қopeктiк opтa бeтiнe Дpигaльский шпaтeлiнiң көмeгiмeн жaяды. Тaбaқшaлapды тepмoстaтқa 28-300С тeмпepaтуpaсындa бipнeшe күнгe қaлдыpaды. 
Өскeн кoлoниялapды сaнaу. Өсу жылдaмдығынa бaйлaнысты Пeтpи тaбaқшaсындa өскeн кoлoниялapдың сaнын дaқылдaудың 1-15 тәулiгiнeн кeйiн сaнaйды. Тaбaқшaдaғы кoлoниялapдың opтaшa сaнын aнықтaйды дa фopмулa бoйыншa 1 мл-дeгi клeткaлap сaнын eсeптeйдi (1).


      				           (1)
мұндa, М- 1 мл-дeгi микpoopгaнизм клeткaлapының сaны; a- Пeтpи тaбaқшaсындaғы микpoopгaнизмдep кoлoниясының opтaшa сaны; 10- сұйылту кoэффицeнтi; n- eгу жүpгiзiлгeн сұйылтудың peттiк сaны; v- eгугe aлынғaн суспeнзияның көлeмi.
Микроорганизмдердің жалпы санын анықтау үшін ет-пептонды агар (ЕПА), микроорганизмдердің әртүрлі физиологиялық топтарының санын анықтау элективті қоректік орталарға егу арқылы жүргізілді: топырақтағы саңырауқұлақтардың құрамын анықтау – сусло-агар (СА), зең саңырауқұлақтары Чапека-Докса қатты ортасында, аммонификатор  бактериялар ГРМ-агарда, азотфиксациялаушы бактериялар Эшби ортасында, аэробты целлюлозаыдыратушы бактериялар Хетчинсон және Клейтонның тығыз қоректік орталарында жүргізілді. 
Гетеротрофты бактерияларды 2 тәулік, ашытқылар, азотфиксациялаушы бактериялар және зең саңырауқұлақтар 5-7 тәулікте және целлюлоза ыдыратушы бактерияларды  7-9 тәулік аралығында термостатта 28-30°C температурада дақылдау жүргізілді. Элективті қатты қоректік орталарда өсіп шыққан колонияларды санау арқылы 1 г топырақтағы колония түзуші бірліктердің (КТБ) саны анықталды [234].
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен аборигенді микpoopгaнизмдepдiң таза дақылдарды бөліп алу. 
Таза дақылдарды бөліп алу тығыз қоректік ортада сиpeтiп eгу және штрих әдістері арқылы жүргізілді. Қатты қоректік ортада өсіп шыққан оқшауланған колониялардағы микроорганизмдердің тазалығы зерттелініп, қиғаш қоректік ортаға отырғызылды.

2.3.3 Таза дақылдардың морфология – культуральдық, физиология-биохимиялық, молекулалық - генетикалық қасиеттерін зерттеу  және идентификациялау әдістері 
Морфологиялық қасиеттері клетка пішін, мөлшері, клеткалардың кеңістікте орналасуы, спора түзуі,  капсулалардың болуы, қозғалғыштығы және бактериялардың Грам әдісімен боялуы ерекшелігіне негізделеді. Микроорганизмдердің клетка морфологиясы қоректік заттардың түріне, дақылдау кезінде қоршаған ортаның факторлар байланысты өзгеріске ұшырауы мүмкін. Микроорганизмдердің культуралдық қасиеттері әртүрлі қоректік орталарда өсу ерекшелігімен сипатталады. Қатты агарлы қоректік орталарды S (тегіс), R (кедір-бұдыр) және M (сілемейлі) типті колониялар түзіп өседі. Колония мөлшері 0,1 мм-ден бірнеше см дейін болуы мүмкін. Колониялар дөңгелек, әр түрлі шеттері бар жалпақ болуы мүмкін: тегіс, кедір-бұдыр, ризоид тәрізді болады. 
Пестицидтермен ластанған қоршаған орта обьектілерінен бөлініп алынған таза дақылдардың физиологиялық – биохимиялық қасиеттерін келесі белгілері бойынша анықталды: pH, температураға төзімділігі, желатин гидролизі, крахмал гидролизі, казеин гидролизі, каталазалық белсенділік, молекулалық азотты пайдалану.
Желатин  гидролизі. Микроорганизмдердің желатинді ыдырату қабілетін зерттеу ет-пептонды желатинге (ЕПЖ)  егу арқылы анықталынады. 100 мл  ЕПБ-ға  10-15 г желатинді қосады, 20-30 минутқа қалдырады, ортаны су моншасында желатин толығымен ерігенше қыздырады және алынған ЕПЖ-ны 8-10 мл-ден пробиркаға құяды. 15 минут 0.5 атм. автоклавта залалсыздандырады. Егуді ине арқылы жүргізеді. Дақылдау ұзақтығы бөлме температурасында 7-10 тәулік. Желатиннің ыдырауын визуальды қаралады. Егер желатин сұйытылса, сұйылту қарқындылығы мен пішінін көрсетеді - воронка тәрізді, қап тәрізді, көпіршікті және т. б.
Казеин гидролизі. Бұл қабілеттілікті анықтау үшін залалсыздандырылған, майсыздандырылған сүттің және 3% сулы агардың тең бөліктерінен тұратын сүтті агар-ортаны пайдаланады. Әдетте, ортаны дайындау алдында сүтті 15 минут бойы центрифугалау арқылы майсыздандырады. Сүттің бетінде жеткілікті тығыз пленка түзетін майлар жойылады, ал сүтті 0,5 атм. қысымда 30 мин. залалсыздандырады. Стерилизациядан кейін оны жылытады және таза  балқытылған және салқындатылған 50°С дейін сулы агарға тұрақты араластыру кезінде қосады. Алынған ортаны стерильді Петри табақшаларына құяды. Микроорганизмдерді ыдыстың диаметрі бойынша штрихпен немесе инемен егеді. Дақылдау ұзақтығы  2-10 тәулік, 50°С температурада. Казеин гидролизін колонияның айналасындағы ортаның түссіздену аймағы бойынша өскен микроорганизмдерді анықтайды. Әсіресе, ол 5%-дық трихлор сірке қышқылының ерітіндісімен ортаны өңдегеннен кейін анық көрінеді. Казеин гидролизінің аймағын штрихтің шетінен немесе колонияның ашық аймақтың шекарасына дейін өлшейді. Ашық аймақтың диаметрі неғұрлым көп болса, бактериялардың казеинолитикалық белсенділігі соғұрлым жоғары болады.
Крахмал гидролизі. Крахмалдың белсенді продуценттері Bacillus, Pseudomonas, Streptomycetes, Aspergillus және Penicillium түрлері амилазаның әсерінен гидролитикалық ыдырауға ұшырайды. Амилолитикалық белсенділікті анықтау үшін келесі құрам ортасын қолданады (г/л): пептон-10,0; К2НРО4-5,0;  крахмал-2,0; агар-15,0; pH 6,8-7,0. Дақылдау ұзақтығы  2-10 тәулік. Крахмал гидролизін агарлы пластинканы Люголь ерітіндісімен өңдегеннен кейін анықталады. Ол үшін ортаның бетіне 3-5 мл Люголь ерітіндісін құяды. Крахмал бар орта көк түске боялады, ал гидролиз аймағы түссіз қалады немесе крахмал декстриндерге дейін гидролизделген болса, қызыл-қоңыр түске ие болады. Крахмал гидролиз аймағын штрихтың шетінен ашық аймақтың шекарасына дейін өлшейді. Ашық аймақтың диаметрі неғұрлым көп болса, соғұрлым амилоликалық белсенділік жоғары.
Молекулалық азотты пайдалану. Аэробты микроорганизмдердің молекулалық азотты пайдалану қабілеті туралы олардың өсуі бойынша Эшби ортада қарастыруға болады, оның құрамы(г/л): маннит-20,0; К2НРО4-0,2;  MgSO4*7H2O-0,2 ; NaCl-0,2;  K2SO4-0,1; CaCO3-5,0;  агар-20,0; pH 7,1-7,3. Ортаны пробиркаларға құяды, 0,5 атм-да залалсыздандырады, егу штрих әдісімен жүргізіледі. Дақылдау ұзақтығы  7-10 тәулік. Эшби ортасында молекулалық азотты бекітетін микроорганизмдер ғана емес, олигонитрофилдер де, яғни реактивтерде, суда және ауада болатын байланысқан азоттың мөлшерін сіңіруге қабілетті микроорганизмдер де өсе алатынын атап өту қажет. 
Каталазды белсенділік. Каталазалық белсенділік көптеген аэробты микроорганизмдерге тән. Облигатты анаэробтар және микроаэрофильдер каталаза түзбейді. Каталаза оттегі түзіп сутегінің асқын тотығын ыдыратады. 10% Н2О2-ң бір тамшысын колонияға тамызады немесе микроорганизм клеткасын осы ерітіндіде сұйылтады. Егер оттегі түзілсе клеткада каталаза бар. Оттегінің түзілуін газ көпіршіктерінің пайда болуынан көруге болады [235].
Сканерлеуші электронды микроскоп көмегімен (СЭМ) деструктор – микроорганизмдерді цифрлық форматта зерттеу әдісі
Сканерлеуші электронды микроскоп (СЭМ) — үлкейтілген кескіндерді алу үшін оптикалық микроскоптан әлдеқайда асып түсетін көп функциялы жабдық. Сканерлеуші электронды микроскоп (СЭМ) көмегімен ластанған топырақ үлгілерінің микроорганизмдерін айқын қолданылатын әдіс болып табылады және үлгіні 300000 есе үлкейтіп көрсетеді. Сонымен қатар, топырақ бетінің кедір-бұдырлығы СЭM-ді материалдың бетіндегі жарықтар мен саңылауларда бактериялардың клеткалары мен биотаспалардың пайда болуы туралы толық ақпарат беретін құрал болып табылады [236]. Зерттеу әдісін жүргізу үшін сканерлеуші электронды микроскоп Quanta 200i 3D (FEI Company, АҚШ) қолданылды. 

Перспективті штамм-деструкторлардың молекулалық-генетикалық қасиеттерін зерттеу және идентификациялау әдістері.  Деструктор – микроорганизмдердің ДНҚ, РНҚ және белоктардың сандық анықтау әдістері
Деструктор – микроорганизмдердің ДНҚ, РНҚ және белоктардың сандық анықтау әдістері
Нуклеин қышқылын (ДНҚ, РНҚ) және микроорганизмдердің ақуызын сандық анықтау флуориметрия (Qubit 2.0, Thermo Scientific, АҚШ) және ELISA әдістер арқылы жүзеге асырылады [238].
Әрбір кубит талдау жинағы концентрацияланған талдау реагентін, сұйылту буферін және алдын ала сұйылтылған стандарттарды қамтамасыз етеді және барлық талдау реагенттері бөлме температурасында сақталады. Берілген буфердің көмегімен реагентті сұйылтады, үлгіні қосады (кез-келген көлем 1-ден 20 мкл-ге дейін) және 2 минуттық инкубациядан кейін Qubit 2.0 Fluorometer флюорометрімен ДНҚ, РНҚ және ақуыздың концентрациясы өлшенеді. 
Деструктор-микроорганизм штамдарын ПТР әдісі арқылы идентификациялау
Штамдарды идентификациялау аймақтың ITS (генаралық транскрипцияланатын аймақ) тікелей нуклеотидтер тізбегін анықтау арқылы, және GeneBank халықаралық деректер базасына нуклеотидтік тізбектердің сәйкестігін енгізу арқылы жүзеге асырылады [239].
Геномдық ДНҚ 1-2 тәуліктік бактериялардың дақылдарынан өндіруші хаттамасына сәйкес (Invitrogen, Carlsbad, AҚШ) PureLink Genomic DNA Kit ДНҚ бөлу жиынтығының көмегімен бактерияларды бөліп алды. ДНҚ және үлгілердегі  ПТР-өнімнің концентрациясын QUBITTM dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Oregon, AҚШ) жиынтығының көмегімен Qubit® 2.0 флуориметрінде анықталды. 
РНҚ-ның 16S бөлігін амплификациялау үшін 25 мкл мөлшерінде реакциялық қоспаны дайындады:
- 12,5 мл Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs Ins., AҚШ); 
- әмбебап жұп праймерлер: 8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) және 806R (5’-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’) 1,2 мкл-ден 10мл концентрациясы; 
- ДНҚ-матрица;
- 25 мл су. 
Ампликация режимі келесі циклдерден тұрады: 95℃ температурада 5 минут ішінде, одан кейін: 95℃-30 секунд, 55℃-40 секунд, 72℃-50 секунд-30 цикл; 10 минут ішінде 72℃ кезінде элонгация. 
ПТР-өнім 1,2% агарозды гельде бөлініп, жолақтар бромды этидийімен боялды және УК-трансиллюминаторында визуализацияланды. Электродты буфер ретінде 1˟TBE-буфер қолданылды. ПТР-өнімді CleanSweep (Thermo Scientific, АҚШ) тазалауға арналған реагенттің көмегімен тазартылды. 
Бактериялардың 16s rRNA генінің фрагменттерін секвенирлеу Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, АҚШ) жиынтығымен жүргізілді. Секвенирлеу өнімдерін тазалау үшін өндіруші хаттамасына сәйкес BigDye XTerminator Purification Kit жинағы пайдаланылды. Капиллярлы форез ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems, АҚШ) генетикалық анализаторында жүргізілді. 
Секвенирлеу нәтижелері Sequencing Analysis v5.1 бағдарламасында өңделді. 16s rRNA гендерінің гомологиялық нуклеотидтік тізбектерін іздеуді BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) бағдарламасының көмегімен АҚШ-та биотехнологиялық ақпарат Ұлттық орталығының Gene Bank-те жүргізілді. (HTТP://www.ncbi.nlm.nih.gov). Филогенетикалық талдау MEGA6 бағдарламалық қамтамасыз етуді қолдану арқылы жүргізілді. Нуклеотидті тізбектерді теңестіру ClustalW алгоритмін пайдалана отырып жүргізілді. Филогенетикалық ағаштар құру үшін Neiighbor-Joining (NJ) әдісі қолданылды [240]. 

2.3.4	Перспективті штамдардың деструктивті белсенділігінің механизмдерін зерттеу және деструктор –штамдарға скрининг жүргізу әдісі
[bookmark: _heading=h.1t3h5sf]Перспективті штамдардың хлорорганикалық пестицидтер қатысында өсу динамикасын зерттеу әдісі 
Перспективті штамдардың хлорорганикалық пестицидтер қатысында өсу динамикасын зерттеу М9 сұйық қоректік (құрамы, г/л: Na2HPO4 ‒ 6,0; KH2PO4 – 3,0; NaCl – 0,5; NH4CL – 1,0; дистилденген су 1000 мл, 2% агар) ортасына 0,01% көміртегі көзі ретінде пестицид мөлшерін қосып 280С температурада 7 тәулік дақылдау жүргізілді. Өсу динамикасында микроорганиздердің өсу қарқылындылығын М9 сұйық қоректік ортасында дақылдардың өсу белгілерін визуальді анықтау, Петри табақшаларындағы қатты қоректік орталарға егу арқылы  микроорганизмдердің тіршілікке қабілеттілігін өсіп шыққан колония түзу бірліктерін санау арқылы бағаланды, дақылдардың оптикалық тығыздығын анықтау арқылы биомасса жинау қарқындылығы анықталды. 

Перспективті штамдардың хлорорганикалық пестицидтер қатысында деструктивтік белсенділігін зерттеу әдісі 
Штамм-деструкторларды іріктеп алу мақсатында пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінен бөлініп алынған таза дақылдардын М9 қатты қоректік ортасы бар Петри табақшасына (құрамы, г/л: Na2HPO4 ‒ 6,0; KH2PO4 – 3,0; NaCl – 0,5; NH4CL – 1,0; дистилденген су 1000 мл, 2% агар) егіп, оған 0,01% көміртегі көзі ретінде пестицид, бактериялардың дегидрогеназалық белсенділігін анықтауда 2,3,5–трифенил-тетразолий хлориді (ТТХ) индикатор ретінде қосылды. Штамдар 5 күн ішінде 28°C температурада дақылданды. Аэробты жағдайда ксенобиотиктердің биодеградациясының бірінші кезеңі әртүрлі оксидоредуктазалармен катализделген тотығу метаболизмінің реакциясы болып табылады, олардың негізгілері дегидрогеназалар болып табылады, микроорганизмдердегі осы ферменттерді анықтау дақылдың деструктивті мүмкіндіктерін көрсетеді. Бактерияларда дегидрогеназа белсенділігін анықтау үшін M9 ортасына қосылған 2,3,5-трифенил тетразолий хлоридінің (TTХ) 5% сулы ерітіндісі қолданылды. Микроорганизмдердің препаратты бұзу қабілеті колониялардың және олардың айналасындағы ортаның қызыл түске боялуымен дәлелденді, бұл қалпына келтірілген трифенилформазанның (TФФ) пайда болуын көрсетті. Осы негізде пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінен барлығы 40 штамм бөлініп алынды, оның 20 штамы белсенді  деструктор-штамдары ретінде іріктеліп алынды.

2.3.4.1 Перспективті штамдардың деструктивті белсенділігінің механизмдерін зерттеу әдістері. Деструктор – микроорганизмдердің ферментативті белсенділігін анықтау
Микроорганизмдердің ферментативті белсенділігі спектрофотометрдің (Cary 60 UV-Vis) көмегімен анықталады. Ферментативті белсенділікті зерттеу кезінде штамм-деструкторлардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату қабілетіне жауапты келесі ферменттердің түрі анықталады: протеаза, лакказа, каталаза, целлюлаза [241].
Протеолитикалық белсенділікті анықтау: протеаза түзетін штамның тәуліктік дақылы  (1%), 5% NaCl және 1% казеин бар, рН 7,0 болатын ет-пептонды сорпаға  егілді, 150 айн/мин шайқау кезінде 37°C температурада 24 сағат дақылданды. Инкубациядан кейін дақыл 10000 айн/мин температурада центрифугаланады. Ансон әдісімен протеазаны талдау үшін клеткасыз супернатант қолданылады. Құрамында 1 мл фермент бар реакция қоспасы 1 мл казеинге қосылады (50 мм калий-фосфат буферінде 1% в/в, рН 7,5) және қоспа 37°C температурада 10 минут ішінде инкубацияланады. Реакция 2 мл 10% трихлорацет қышқылының реагентін қосу арқылы аяқталады, бөлме температурасында 30 минут инкубацияланады, содан кейін 10000 айн/мин температурада 15 минут центрифугаланып, 2 мл фильтрат 3 мл 500 мм натрий карбонатының ерітіндісімен араласады және спектрофотометрдің көмегімен (Cary 60 UV-Vis) 280 нм-де алынған үлгі өлшенеді.
Лакказа белсенділігін анықтау: лакказаның белсенділігі екі түрлі субстратты, атап айтқанда гуаякол мен гидрохинонды қолдану арқылы анықталады. Бактериялық дақыл сұйықтығындағы лакказаның белсенділігі субстрат ретінде 10 мМ гуаякол және 10 мМ гидрохинон бар 30 мм Трис-буферде (рН 8,0) анықталады және 10 минут ішінде 37°C температурада инкубацияланады. Бактериялық  дақыл сұйықтығындағы лакказаның белсенділігі Трис-HCl (рН 8,0) буферінде анықталады, реакция 10 мм соңғы концентрация алынғанша буферге гуаякол мен гидрохинонның бастапқы ерітінділерін қосу арқылы басталады, содан кейін гуаякол үшін 470 нм (e= 6740m-1Cm-1) және гидрохинон үшін 248 нм (e= 17252m-1Cm-1) сәйкесінше спектрофотометрдің көмегімен (Cary 60 UV-Vis) анықталады.
Каталаза белсенділігін анықтау: каталаза белсенділігін зерттеу талдауға дайындалған коллекциялық микроорганизмдердің лизаттарын қолдану арқылы жүзеге асырылады. Нөлдік уақытта әр лизаттың 1,8 мл (250 мкг/мл) құрамында 10 мм сутегі асқын тотығы бар 0,2 мл фосфат буферімен араласады. Қоспаның бір миллилитрін бірден бір реттік кюветке (0,1 см) қосып, спектрофотометрге салады. Каталаза белсенділігі уақыт өте келе ультракүлгін сәуленің (240 нм) сіңуінің төмендеуімен анықталатын сутегі асқын тотығының ыдырауынан байқалады. Сіңіру өлшемдері сутегі асқын тотығы буферіне лизат қосылғаннан кейін 15, 30, 60 және 120 с арқылы жүзеге асырылады.
Целлюлаза белсенділігін анықтау: коллекциялық микроорганизмдердің дақылдары конустық колбалардағы бактериялар үшін 1% карбоксиметилцеллюлоза (CMC) бар қоректік сұйық ортаға егіледі. Бактериялардың изоляттарын алу үшін 24 сағат ішінде 37 ℃ температурада инкубацияланады. Инкубациядан кейін целлюлоза белсенділігі динитросалицил қышқылы (DNSA) әдісін қолдана отырып спектрофотометрмен өлшенеді. Культура сұйықтығы тиісінше бактериялар үшін бес минут 8000 айналым (айн/мин) жылдамдықпен центрифугаланып, № 1 watman қағаз сүзгісі арқылы сүзіледі, және 1 мл культура сүзгісі, буферде бір миллилитр (1 мл) 1% КМЦ, 0,05 м цитрат, рН 4,8 37 ℃ температурада 30 минут бойы инкубацияланады, кейін DNS реагентімен әрекеттеседі (реакцияның өсуін тоқтатады) және 5 минут қыздырылады, алынған үлгінің целлюлаза белсенділігі 240 нм спектрофотометрмен өлшенеді.

2.3.5	Перспективті штамм-деструкторлардың   биoсәйкeстiгiн зepттeу және консорциум құру әдiсi
Перспективті штамм-деструкторлардың биoсәйкeстiгiн зepттeу Глушанов әдісі арқылы жүргізілді. Сұйық қopeктiк opтaдa өсipiлгeн бір тәуліктік дaқылын бaктepиoлoгиялық тұзaқпeн Пeтpи тaбaқшaсындaғы қaтты opтaның бeтiнe диaмeтpi 2-3 мм бoлaтындай етіп егеді, тaмшы тoлық сiңipiлгeншe бөлмe тeмпepaтуpaсынa қaлдыpaды. Сoдaн сoң, бipiншi тамшы жaқтaуынaн 1-2 мм қaлдыpып, сoл қopeктiк opтaдa өсipiлгeн зepттeлeтiн тәулiктiк дaқылды тaмызaды. Eкiншi тaмшы aғып, дaқыл культуpaсының орнына шaмaмeн диaмeтpдiң жapтысынa дeйiн eнeдi. Қaбaттaсқaн культуpa бөлiгiндe бip-бipiмeн бәсeкeлeсe oтыpып дaмиды. Eкiншi культуpaның тaмшысы кeпкeн сoң, дaқылы бap тaбaқшaлapды қoлaйлы тeмпepaтуpaдa қaқпaғын төмeн қapaтa oтыpып инкубaциялaйды. Нәтижeлepдi aлдын- aлa eсeпкe aлу инкубaциядaн 18-20 сaғaттaн кeйiн, сoңғы eсeп – 48 сaғaттaн кeйiн жүpгiзiлeдi. Егep бөлшeктeп бipiктipiлгeн тaмшылapдaғы өсуi бaқылaудaғы өсуiнeн epeкшeлeнбeсe, штaмдap биoлoгиялық сәйкeс бoлғaны, eгep бөлшeктeп бipiктipiлгeн тaмшылapды бaқылaумeн сaлыстыpғaндa штaмм өсуi бaяу нeмeсe мүлдeм бoлмaсa, штaмдap apaсындaғы қaтынaсы aнтaгoнистiк дeп қapaстыpғaн, жәнe oл штaмдapды биoлoгиялық сәйкeс eмeс дeп тaнығaн [242].

[bookmark: _heading=h.4d34og8]2.3.5.1	Штамм-деструкторлардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату дәрежесін масс-спектрометриялық детекторы бар газды – сұйық хроматография әдісімен анықтау
Сынамалар ҚазҰАУ Қазақстан-Жапон инновациялық орталығының Азық-түлік және экологиялық қауіпсіздік зертханасында газды хроматография әдісімен талданды. Хлороорганикалық пестицидтерді анықтау termo Scientific GC column TG-5SILMS 30м-0,25 мм-0,25 мкм капиллярлық бағанасы бар tsq 8000 EVO үштік квадрупольдік масс-спектрометриялық детекторы бар «Хромос ГХ-1000» газды хроматографында (Ресей) ГОСТ 31481-2012 бойынша хроматографиялық әдіспен жүргізілді. Төмен полярлы фазасы 5% дифенил/95% диметил полисилоксан. Кіріс көлемі:1 мкл, бөлу коэффициенті 1:100, ағынның жылдамдығы 1 мл/мин, бағанның қыздыру жылдамдығы: 70°С-тен 285°С-ке дейін, жылдамдығы 10С/мин, талдау уақыты 34 мин, инжектор температурасы 210°С, детектор көзінің температурасы 285°С.
Сынаманы талдауға дайындау.
Көлемі 1000 см3 талданатын М9 сынамасы бөлгіш воронкаға салынады, үстіне 30 см 3 н-гексан қосылады және 3 минут бойы қатты шайқалады. Экстракция кезінде эмульсия түзгенде қоспаға аз мөлшерде этил спирті қосылады. Фазалық бөлінуден кейін гексан қабаты конустық колбаға құйылады,ал М9 фракциясымен экстракция 20 см3 н-гексанның жаңа бөлігімен тағы екі рет қайталанады, сығындылар біріктіріледі. Алынған сығынды сыйымдылығы 100 см3 пробиркаға ауыстырылады және сусыз күкірт қышқылымен натриймен қаныққан 10 см3 күкірт қышқылын құяды және абайлап шайқайды. Төменгі қабатты бөліп, қышқыл түссіз болғанша өңдеуді қайталайды. Тазартылған гексан сығындысы тазартылған М9 бейтарап реакциясына дейін дистилденген судың бірнеше порциясымен (шамамен 10 см3) ұзақ құйғышта жуылады. Сығынды сусыз натрий сульфаты бар құйғыш арқылы ағызылады, бөлгіш құйғышты н-гексанның кішкене ерітіндісімен шайып, оны біріктірілген сығындыға қосады және еріткішті айналмалы буландырғышта 0,1-0,2 см3 көлеміне дейін алып тастайды, содан кейін ауада кептіреді. Құрғақ қалдықты 1см3 н-гександа ерітеді және хроматографқа енгізу үшін пайдаланады. 31858-2012 МС бойынша гексахлорциклогексанның α, β, γ-ГХЦГ изомерлері мен 4,4- дихлордифенилтрихлорметилметанның (ДДТ) ДДД, ДДЭ изомерлерін газды-сұйық хроматография әдісімен анықтау жұмыстары жүргізілді.  
Қажетті құрал-жабдықтар ретінде электрондық түсіру детекторы бар газды хроматограф, SE типті силиконды эластомерлер, микрошприцтер, стерильді лабораториялық ыдыстар мен химиялық реактивтер қолданылды.
Хроматографты дайындау сатылары:
·  Детектор температурасы – 270-290̊ С;
·  Екі сатылы температураны бағдарлау жүйесі;
·  Колонканың бастапты температурасы – 150°С, анализ уақыты 2 минут.
·  Колонканың соңғы температурасы – 250°С [243-247].

2.3.5.2		Штамм – деструкторлардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігін модельді тәжірибиелерде зерттеу әдісі
Жұмыста пестицидтерді ыдырататын микроорганизмдер бір-бірімен биосәйкестігі принципі негізінде жаңа консорциумдарға біріктірілген. Консорциумдарда деструктор штамдары грам-оң және грам-теріс бактериялармен, қозғалғыш және қозғалмайтын, аэробты және факультативті анаэробты формалармен ұсынылған.
Пестицидтердің микробтық ыдырауының аралық өнімдері бастапқы қосылыстарға қарағанда улы болуы мүмкін [248]. Сондықтан табиғи орталарды биоремедиациялау технологиясы үшін микроорганизмдер-биодеструкторлар штамдарының маңызды көрсеткіштерінің бірі фитотоксинділігінің болмауы болып табылады.
Модельдік тәжірибелерде жаздық бидай көшеттеріне деструктор штамдарының дақылдық сұйықтығын қосып, пестицидтермен ластанған топырақтың фитотоксинділігі зерттелді. Тұқымдар пестицидтермен ластанған топырақтың зерттелген үлгілерінде және пестицидсіз бақылау топырақтарында Петри табақшаларында өніп шықты. Микроорганизмдердің штамм-деструкторларының суспензиясының түрлік арақатынасы әртүрлі қатынаста өзгерді: монокультура, екі түр, үш түр және бақылау (штамм-деструкторларды енгізусіз). Алдымен деструктивті – микроорганизмдер элективті қоректік ортада өсіру арқылы биомасса жинақтап алынады. Келесі кезең-микроорганизмдердің оқшауланған қауымдастығының пестицидтерге бейімделуі. Бейімделу минералды ортада аэрация жағдайында жүргізілді. Көміртектің жалғыз көзі ретінде хлорорганикалық пестицидтердің 6 түрі (ДДТ, ДДД, ДДЭ, αГХЦГ, βГХЦГ, µГХЦГ) енгізілді. Пестицидтер гетеротрофты микроорганизмдермен олардың тіршілік әрекеті процесінде ыдырайтыны белгілі. Деструктивті – микроорганизмдерге энергия көзі, органикалық және минералды қосылыстар түріндегі қоректену көздері, сондай-ақ ортаның тиісті оптимальды физика-химиялық жағдайлары (қышқылды топырақ және бейтарап орта (рН 6-7), ылғалдылық 50-70%, температура диапазоны 20-30°С, аэробты жағдай) қажет. Пестицидтермен ластанған топырақтағы бидай өскіндерінің морфометриялық көрсеткіштері бағаланды.
Тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті деструктор – микроорганизмдерді флюоресценті спектрофотометриялық талдау әдісі.
Микроорганизмдердің дегидрогеназа белсенділігін анықтау үшін ТТХ ерітіндісімен модификацияланған әдістеме пайдаланылды [249]. ТҚҚ - ға қатысты микроорганизмдер штамдарының деструктивті белсенділігі FP-8500 флуоресцентті спектрометрінде (Jasco, Japan) спектрофотометриялық талдау әдісімен анықталды.
Аэробты жағдайда ксенобиотиктердің биодеградациясының бірінші кезеңі әртүрлі оксидоредуктазалармен катализденетін тотығу метаболизмінің реакциялары болғандықтан, деструктор – микроорганизмдердің дегидрогеназа ферментін анықтау дақылдың деструктивті белсенділігін көрсетеді. Микроорганизмдердің дегидрогеназа белсенділігін анықтау үшін синтетикалық М9 қоректік ортасына қосылатын 2,3,5-трифенилтетразолий хлоридінің (ТТХ) 5% сулы ерітіндісі қолданылады. Микроорганизмдердің индикаторды жою қабілеті колониялардың және олардың айналасындағы ортаның қызыл түске боялуымен дәлелденеді, бұл қалпына келтірілген трифенилформазанның (TFF) түзілуін көрсетеді. Осы негізде деструктивті штамдар таңдалады. Талдау FP-8500 флуоресцентті спектрометрде (Jasco, Жапония) 20°С температурада 10 мг/л концентрацияда фосфат буферінде ерітілген үлгілердің қоздырғыш-эмиссиялық сипаттамаларын өлшеу үшін жүргізіледі. Сканерлеу 5 нм қадаммен 250-ден 600 нм-ге дейінгі диапазондағы қозу толқын ұзындығында (Em) және 5 нм қадаммен 260-тан 650 нм-ге дейінгі сәулелену толқын ұзындығында (Ex) жүргізіледі.

2.3.5.3	 Штамм-деструкторлардың пестицидтер қатысында функциональдық топтарын ИҚ-Фурье спектрометрі ALPHA II әдісімен анықтау
ALPHA II әртүрлі үлгілермен жұмыс істеуге ыңғайлы болу үшін жасалған, сондықтан оны әртүрлі қолданбалар үшін пайдалану ыңғайлы. ALPHA II-нің маңызды қосымшаларының бірі-әр түрлі салалардағы сапаны бақылау. Мұнда ИҚ-Фурье талдау негізінен өнімнің сапасын тексеру және белгісіз үлгілерді анықтау үшін қолданылады.
Сұйық кюветтердің және әртүрлі NSAID модульдерінің болуы әртүрлі үлгілердің сапасын бақылау үшін оңтайлы жағдайларды таңдауға мүмкіндік береді. ИҚ-Фурье ALPHA II спектрометрі (Bruker, Германия) негізінде шараптың сапалық параметрлерін сандық талдау және дизельдегі FAME анықтау үшін дайын калибрлері бар мамандандырылған анализаторлар жасалды [250]. 
ИҚ-Фурье ALPHA II спектрометрі-спектрдің орта инфрақызыл аймағындағы ғылыми зерттеулер үшін, сондай-ақ әртүрлі өлшемдер үшін қолданылатын құрылғы. Ол отын, фармацевтика, сондай-ақ парфюмерия, мұнай-химия және басқа салаларда сапаны тексеру және сандық талдау жүргізу үшін таңдалады.
Фурье спектрометриясының классикалық оптикалық спектроскопия әдістерінен басты айырмашылығы-дисперсті элементтің болмауы. Спектр екі дәйекті процестен алынады. Бірінші кезеңде сәулелену интерферограммасы жазылады, содан кейін - Фурье түрлендіруінің көмегімен спектр есептелді.
Фурье спектрометрі бүкіл зерттелетін спектрді бір уақытта тіркей алады, бұл оны спектрлік аспаптардың басқа түрлерінен ерекшелендіреді. Аспаптағы интерференциялық сәулелердің айырмашылығы зерттелетін спектрді құрайтын монохроматикалық сәулеленуді модуляциялайды, оның жиілігі белгілі бір толқын ұзындығына сәйкес келеді. Сәулелену қабылдағышы сигналды жиілікке сәйкес энергияның таралу функциясының Фурье түрлендіруі және осылайша талданатын сәулелену спектрі ретінде тіркейді. Кері Фурье түрлендіруін орындау үшін заманауи есептеу техникасы қолданылды. 

2.3.6	Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақты штамм-деструкторлар консорциумы негізінде биоремедиациялау технологиясын жасау әдісі
	Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған  топырақ үлгілерінен бөлініп алынған аборигенді штамм деструкторлар негізінде консорциум құрастыру және перспективті консорциумдар негізінде биопрепараттарды алу хлорорганикалық ластағыштармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда ұсынылды. 

2.4 Тәжірибe нәтижeлeрін статистикалық өңдeу
Ыдырау дәрежесі тұрақты органикалық қосылыстардың қалдықтары арасындағы айырмашылық бойынша бағаланды және 3 егілмеген (бақылау) үлгілері ( % ) (Triola et al., 2017) үшін орташа және стандартты ауытқулар MS Excel 2019-да қайталау деректерді талдау құралы арқылы есептелді. Орташа мәндер қолданумен салыстырылды  MStat 6.1 (Мичиган) көмегімен p < 0.05-те көрсетілген маңыздылығы бар ең аз маңызды айырмашылық (LSD) сынақтары  (Мемлекеттік университет, Шығыс Лансинг, Мичиган, АҚШ).
Метагеномикалық талдау жүргізу барысында алынған геном мәліметтерін өңдеуде қолданылған компьютерлік бағдарламалардағы статистикалық талдау R Version 3.1.3 пакеттер жиынтығының көмегімен жүргізілді. Тетрануклеотидтік жиіліктер үшін алынған z-баллдарының корреляциялық коэффициенттерін салыстыру rpy2 және gplots жылу картасын қолдану арқылы құрастырылды. ggplot2 пакетін пайдалану және пішінін өзгерту көмегімен графиктер құрастылды. Кластерлік талдау APE пакеті негізінде Пирсон және вард-дистанция көмегімен талданды [251].













3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ ЖӘНЕ ТАЛҚЫЛАУ

3.1 Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілеріне мониторинг
Тұрақты органикалық қосылыстар – улы, жартылай ұшқыш және әртүрлі қосылыстар түрінде қоршаған ортадағы өзгерістерге ұшырауға бейім, қозғалмалы химиялық заттар. Тұрақты органикалық қосылыстар ауада үлкен қашықтықта шаң бөлшектерінде, абиотикалық матрицаларда және тірі организмдерде биоаккумуляция арқылы жиналуы мүмкін. Табиғи немесе антропогендік әсерден органикалық қосылыстар класы физикалық – химиялық қасиеттері қоршаған ортада өте ұзақ сақталады, себебі тұрақты органикалық қосылыстар фотолизге, химиялық ыдырауға және  кейбір жағдайларда биологиялық ыдырау процесіне тұрақты. Бұл санатқа хлорорганикалық пестицидтер  (OCPS), полихлорланған дифенилдер (ПХД) және бірнеше полициклді хош иісті көмірсутектер кіреді. Хлорорганикалық пестицидтер (OCPs) – құрамында органикалық қосылыстар байланысты хлор атомдары жоғары липофильділікке және жоғары нейротоксинділікке ие.
Зерттелген топырақ үлгілері 24 хлорорганикалық пестицидтер бойынша талданды  (Кесте1). Қазіргі таңда зерттеулерде кеңінен қарастырылатын белгілі ТОҚ бар: 4,4-ДДЕ,  4.4-ДДТ, α-ГХЦГ, β- ГХЦГ және γ- ГХЦГ (Кесте 1). 

Кесте 1. Топырақ үлгілеріндегі тұрақты органикалық қосылыстардың концентрациясы, мкг кг-1.

	ТОҚ
	ШМКa
	Басшы
	Амангелді 1
	Амангелді 2
	Белбулак
	Бесқайнар
	Қызылқайрат

	4.4-ДДE
	100
	6,6 ± 1.3
	1 163 ± 407
	445 ± 88,5
	577 ± 33,9
	34 215 ± 1 305
	778 ± 292

	4.4-ДДT
	100
	75,2 ± 
9.1
	1 237 ± 0
	< LOD
	20,6 ± 7,5
	6 274 ± 179
	10 023 ± 2 471

	α- ГХЦГ
	100
	5,2 ± 1.7
	7,3 ± 0.1
	< LOD
	< LOD
	7,3 ± 2,3
	89,2 ± 0.0

	β- ГХЦГ
	100
	38,8 ± 4.7
	54,1 ± 15.5
	109 ± 11,8
	3,1 ± 1,0
	252 ± 49,3
	488 ± 152

	γ- ГХЦГ
	100
	< LOD
	19,3 ± 0
	< LOD
	< LOD
	13,4 ± 3,4
	25,5 ± 16,4

	∑
	-
	126
	2 481
	554
	601
	40 762
	11 404



Ескерту: Анықтау шегі (LOD) = 0,1 мкг кг-1; a-Қазақстан Республикасы үшін шекті мөлшер концентрацияның (ШРК) мәндері (MHRK және MEPRK, 2004); 
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Сурет 5 –  Топырақ үлгілерінің хлорорганикалық пестицидтердің концентрациясының хроматограмасы: a) Басшы; b) Амангелді №1; c) Амангелді №2; d) Белбұлақ; e) Бесқайнар; f) Қызылқайрат
[bookmark: _Hlk165570317]Топырақ үлгілеріндегі хлорорганикалық пестицидтердің жалпы концентрациясының мөлшері: Қызылқайрат-121,054  мкг кг-1, Бесқайнар-47,334 мкг кг-1, Амангелді  1-5382 мкг кг−1, Амангелді 2-1032 мкг кг-1,  Белбұлақ-1025 мкг кг-1, ал Басшы-146 мкг кг-1  құрады (Кесте 2, сурет 5). Бесқайнар және Қызылқайрат топырағы тұрақты органикалық қосылыстармен жоғары ластану көрсеткішіне ие болды. 
Басшы бақылау топырағында тұрақты органикалық қосылыстардың қалдықтары табылды, және  алдрин мөлшері ШМК-нан 2,9 есе  асып кетті (Кесте 2).  Амангелді 1 және Амангелді 2 ластанған топырақ үлгілерінде: барлық тұрақты органикалық қосылыстардың түрлері анықталды және ШМК-нан гептахлор 1,3 есе, 2,4-ДДД 1,5 есе, 4.4-ДДД 11,6 есе, 4.4-ДДЕ 12,4 есе, 4.4-ДДТ мен алдрин 2,2 есе, дильдрин және эндрин 44,2 есе жоғары екендігі анықталды.  Амангелді - 2 топырағының құрамында алты тұрақты органикалық қосылыстардың түрі кездесті, ШМК-нан 4,4-ДДЕ 4,5 есе, дильдрин 26,2 есе, эндрин 182 есе және  β-ГХЦГ 1,1 есеге көп кездесетіндігі анықталды (Кесте 2).
4
Кесте 2. Топырақ үлгілеріндегі тұрақты органикалық қосылыстардың концентрациясы (мкг кг-1)
	[bookmark: _heading=h.2s8eyo1]Хлорорганикалық пестицидтер
	ШМК РK a
	Басшы 
	Амангелді 1 
	Амангелді 2 
	Белбұлақ 
	Бесқайнар 
	Қызылқайрат 

	2.4-ДДД*
	100
	< ШМК
	128 ± 28.4
	33 ± 11.2
	176 ± 71.0
	848 ± 32.2
	14,072 ± 5,239

	4.4-ДДД*
	100
	3.9 ± 1.3
	147 ± 50.4
	86.4 ± 65.3
	200 ± 25.8
	825 ± 32.9
	11,434 ± 7,302

	4.4-ДДE*
	100
	6.6 ± 1.3
	1,163 ± 407
	445 ± 88.5
	577 ± 33.9
	34,215 ± 1,305
	778 ± 292

	4.4-ДДT*
	100
	75.2 ± 9.1
	1,237 ± 0
	< ШМК
	20.6 ± 7.5
	6,274 ± 179
	10,023 ± 2,471

	Альдрин*
	2.5
	7.2 ± 2.0
	5.6 ± 1.9
	< ШМК
	< ШМК
	64.0 ± 25.3
	230 ± 59.1

	Хлордан*
	100
	< ШМК
	30.1 ± 16.5
	< ШМК
	4.1 ± 0.3
	< ШМК
	48.1 ± 27.6

	Хлорбензилат
	20
	< ШМК
	278 ± 200
	< ШМК
	8.5 ± 2.5
	4,067 ± 165
	32,061 ± 12,669

	Дибутил хлорендат
	-
	< ШМК
	182 ± 96.4
	99.7 ± 64.8
	< ШМК
	< ШМК
	2,135 ± 478

	Дильдрин*
	0.5
	8.7 ± 2.9
	22.1 ± 6.9
	13.1 ± 8.2
	22.0 ± 9.3
	194 ± 13.1
	133 ± 51.1

	Эндосульфан α
	100
	< ШМК
	83.2 ± 0
	< ШМК
	< ШМК
	15.0 ± 0.0 c
	5.5 ± 0.0

	Эндосульфан β
	100
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	233 ± 0.0 c
	253 ± 163

	Эндосульфан сульфат
	-
	< ШМК
	332 ± 259
	25.9 ± 10.5
	< ШМК
	< ШМК
	119 ± 76.5

	Эндрин*
	1
	< ШМК
	1,289 ± 981
	182 ± 0
	11.9 ± 2.0
	181 ± 17.0
	44,085 ± 17,335

	Эндрин альдегид
	-
	< ШМК
	62.4 ± 9.6
	5.2 ± 0
	< ШМК
	< ШМК
	1,087 ± 198

	Гексахлорбензол*
	500
	< ШМК
	21.3 ± 13
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	4.7 ± 1.9

	Гептахлор*
	50
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	39.5 ± 25.5
	215 ± 0.0

	Гептахлор эпоксид
	50
	< ШМК
	190 ± 174
	< ШМК
	1.8 ± 0.5
	< ШМК
	3,029 ± 1,192

	Гексабромбензол
	30
	< ШМК
	39.8 ± 0
	< ШМК
	< ШМК
	< ШМК
	201 ± 130

	Keльан (Dicofol)*
	100
	< ШМК
	5.8 ± 2.6
	< ШМК
	< ШМК
	14.7 ± 5.2
	34.4 ± 0.0

	Метаксихлор
	1600
	< ШМК
	11.1 ± 0
	< ШМК
	< ШМК
	91.5 ± 16.2
	436 ± 281

	α- ГХЦГ*
	100
	5.2 ± 1.7
	7.3 ± 0.1
	< ШМК
	< ШМК
	7.3 ± 2.3
	89.2 ± 0.0

	β- ГХЦГ*
	100
	38.8 ± 4.7
	54.1 ± 15.5
	109 ± 11.8
	3.1 ± 1.0
	252 ± 49.3
	488 ± 152

	γ- ГХЦГ*
	100
	< ШМК
	19.3 ± 0
	< ШМК
	< ШМК
	13.4 ± 3.4
	25.5 ± 16.4

	δ- ГХЦГ
	100
	< ШМК
	73.6 ± 0
	33.0 ± 11.2
	< ШМК
	< ШМК
	67.4 ± 13.7

	∑
	-
	146
	5,382
	1,032
	1,025
	47,334
	121,054


Ескерту: Анықтау шегі (LOD) = 0,1 мкг кг-1; a-Қазақстан Республикасы үшін шекті мөлшер концентрацияның (ШРК) мәндері (MHRK және MEPRK, 2004); * - ТОҚ.
[bookmark: _Hlk165570473]Қызылқайрат топырақ үлгілері тұрақты органикалық қосылыстармен басқа топырақ үлгілеріне қарағанда жоғары ластанған және құрамында он төрт тұрақты органикалық қосылыстар анықталды. 2,4-ДДД 7,8 есе, 4,4-ДДД 100 есе, 4,4-ДДE 92,0 есе, 4,4-ДДT 266 есе, алдрин 44 есе, дильдрин 4,3 есе, эндрин 4,9 есе, гептахлор 141 және β-ГХЦГ 114 есе ШМК -нан жоғары екендігі анықталды (Кесте 2). Бесқайнар топырақ үлгілерінде 13 тұрақты органикалық қосылыстардың концентрациясы анықталды, ШМК-нан 2,4- ДДД 342 есе, 4,4-ДДД 62,7 есе, 4,4-ДДЕ 25,6 есе, 4,4-ДДТ 388 есе, алдрин 181 есе, дильдрин 2,5 есе, эндрин 8,5 есе және β-ГХЦГ 8,3 есе асып түсті. Белбұлақ топырақ үлгілерінде,  тұрақты органикалық қосылыстардың 8  түрі анықталды, және ШМК-нан 2,4-ДДД 1,8 есе, 4,4-ДДД 2,0 есе, 4,4-ДДE 5,8 есе, дильдрин 44,0 есе және эндрин 11,9 есе жоғары екені анықталды. Осылайша, зерттелген барлық топырақ үлгілерінде тұрақты органикалық қосыластардың 4,4-ДДД, 4,4-ДДE, дилдрин және β-ГХЦГ, 4,4-ДДT түрлерінің басым екендігі анықталды.
Сонымен зерттеу нәтижелері бойынша зерттеуге алынған топырақ үлгілері Қызылқайрат, Бесқайнар топырақ үлгілері пестицидтермен жоғары дәрежеде ластанғаны, Амангелді №1, Амангелді №2,  Белбұлақ топырақ үлгілері  Басшы бақылау үлгісімен салыстырғанда тұрақты органикалық қосылыстармен орташа дәрежеде ластанғаны анықталды. 
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3.2 Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі
Топырақтың құнарлығы және сапалығының негізгі көрсеткіштерінің бірі-оның микробтық алуантүрлілігі және микробтық белсенділігі болып табылады. Топырақтың микробиоценозы оның құнарлылығын, микроорганизмдердің тіршілік әрекетіне байланысты биохимиялық процестердің жиынтық нәтижесін сипаттайды. Топырақ микроорганизмдері кешендерінің сапалық және сандық құрамы топырақ жағдайының маңызды диагностикалық көрсеткіші болып табылады, бұл микробтық қауымдастықтардың жекелеген өкілдерінің экологиялық жағдайлардың өзгеруіне жоғары сезімталдығымен байланысты [252].
Топырақтың құнарлылығы оның құрамындағы органикалық заттардың синтезі мен деградациясының, азотты бекітудің, гумификацияның, биогендік элементтердің айналымының және т.б. маңызды функцияларын жүзеге асыратын микроорганизмдердің белгілі бір топтарының болуына байланысты. Топыраққа пестицидтер сияқты бөгде қосылыстар енгізілсе, салдарынан жергілікті микробтық кешендердің деградациясына әкелуі мүмкін. Екінші жағынан, бұл пестицидтердің трансформациясы мен биодеградациясында жетекші рөл атқаратын микроорганизмдер, тіршілік әрекеті процесінде көміртегі, азот, фосфор және энергия көздері ретінде қолданады. Топырақ пен суда микроорганизмдердің немесе олардың ферменттерінің қатысуымен пестицидтердің гидролизі, тотығуы және тотықсыздану процестері жүреді [253].
Зерттеу жұмысында хлорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің сынамалары 7 нүктеден (Алматы облысының Талғар ауданы) Қызылқайрат, Белбұлақ, Амангелді №1, Амангелді №2, Бесқайнар, Басшы (бақылау) алынды. 
Соңғы жылдары экологиялық тепе-теңдікті сақтауда микроорганизмдердің орасан зор рөлі анықталды. Микроорганизмдердің көптеген формалары ксенобиотиктерді метаболизм үдересінде пайдалану қабілетіне ие, яғни оларды клетканың құрылымдық және энергетикалық метаболизмінде қолданады. Ферменттік жүйелер арқылы жүзеге асырылатын токсиканттардың микробтық деградациясы органикалық токсиканттарды жоюдың белсенді тәсілі болып табылады. Экологиялық маңызды биологиялық агенттердің, соның ішінде микроорганизмдердің номенклатурасы жүйелі түрде кеңейіп келеді. Осыған байланысты, жұмыста Алматы облысының хлорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігіне метагеномды талдау жүргізілді. 
	Зертханалық жағдайда микроорганизмдердің дақылдауға келетін бөлігін ғана зерттеуге болады, ал топрақтағы барлық микроорганизмдердің ДНҚ-на негізделген әдістер топырақ құрамының құрылымдық және алуантүрлілілік ерекшеліктерін зерттеуде қолданылады. Қоршаған ортадан тікелей алынған генетикалық материалды (ДНҚ немесе РНҚ) зерттеу метагеномика деп аталады. Метагеномика микробиология, экология саласындағы іргелі ғылым салаларында қолданылатын негізгі жаңа заманауи әдіс болып табылады. Гендердің ДНҚ тізбегін салыстыру арқылы анықталады. Бактерияларды анықтауға арналған алтын стандарт және архей түрлері-бұл бактериялық қауымдастықтардың құрылымын түсіндіру үшін кеңінен қолданылатын 16s РНҚ (рибосомалық РНҚ) суббірлігін кодтайтын генге негізделген.
Топырақ метагеномикасының негізгі мәселесі топырақтан нуклеин қышқылдарын бөліп алу. Бактериялар экстракцияның тиімділігі клетка қабырғасының құрылымына, бактерия түріне, өсу формаларына байланысты . Әр түрлі топырақтарда нуклеин қышқылдарымен бірге алынатын гуминдер әртүрлі мөлшерде кездеседі. Осыған байланысты ДНҚ әдістерінің әртүрлі секрециялары кейінгі зерттеулерден алынған нәтижелерге әсер етеді. Топырақ бактерияларынан нуклеин қышқылдарын бөліп алу және топырақ матрицасынан нуклеин қышқылдарын тазарту ең күрделі процесс болып табылады. ПТР (полимеразды тізбекті реакция), негізінде зерттелетін гендер пробиркада экспоненциалды түрде көбейеді.
Топырақ бактерияларының көпшілігін ДНҚ молекулалары негізінде ғана зерттеуге болатындықтан, бірнеше метагеномды зерттеуге арналған ДНҚ-мақсатты әдістер микробтық экологияның негізгі сұрақтарына жауап береді. Бактериялардың құрамы қауымдастық 16s рРНҚ гендерін клондау арқылы немесе бірнеше жыл бұрын жасалған келесі ұрпақ секвенирлеу әдістерін (NGS) қолдану арқылы анықталады. Микробтар қауымдастығындағы 16s рРНҚ гендерді бөлу арқылы уақыттың әртүрлі нүктелерінде қауымдастық кескіндерін жасауға және математикалық әдістерді қолдану арқылы уақыт өзгерістерін есептеуге негізделген. Микробтық қауымдастық функциясы катаболитикалық гендерді анықтау және сандық анықтау әдістерін қолдану, мысалы, сандық ПТР әдістері немесе флуоресцентті in situ будандастыру әдістері (FISH) негізінде жүзеге асырылады. Экологиялық транскриптомика, қоршаған ортадағы мРНҚ молекулаларының ген экспрессиясын сандық бағалау катаболикалық гендердің белсенділігін өлшеуге мүмкіндік береді.
	Ең күшті метагеномдық құралдар көбінесе ДНҚ әдістерінің комбинациясы және химиялық немесе микроскопиялық әдістер болып табылады. Мысалы, тұрақты изотоптарды (SIP) зерттеуде маркер ретінде радионуклидтер немесе тұрақты изотоптар арқылы бактериялар пайдаланатын молекулалар ағынын ДНҚ құрылымды блоктары үшін қоректік заттар ретінде өлшеуге болады. Сондай-ақ, метаболиттік зерттеулер үшін флуоресцентті in situ будандастыру әдістері радионуклидтермен біріктіріледі.
[bookmark: _Hlk165570882]Ғылыми зерттеу жұмысында Illumina NGS технология платформасы негізінде алынған тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі зерттелді. 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінде кездесетін ферментативті белсенділігі жоғары, әртүрлі хлорорганикалық ластағыштарды түрлендіруге қабілетті микроорганизмдерді зерттеу қызығушылық тудыруда. Бұл микробтар қауымдастығының өкілдері зертханалық жағдайда жасанды қоректік орталарда оқшаулануы мүмкін. Әр түрлі ортада өмір сүретін прокариоттар қауымдастығының 90-99%-ын өсуге бейім емес, бұл олардың биогеохимиялық және экологиялық функцияларын стандартты микробиологиялық әдістермен нақты зерттеуге болмайтынын білдіреді [254]. Молекулалық биологиялық әдістер микроорганизмдердің дақылданбаған көпшілігін анықтау мен бағалау үшін тиімді, бұл микроорганизмдердің қасиеттерін таза дақылда оқшауламай зерттеуге мүмкіндік береді. Олардың ішінде метагеномиканы, белгілі бір биологиялық жүйеден оқшауланған барлық генетикалық материалды талдауда пайдалануға болады. Метагеномдық тәсіл генетикалық ақпараттың үлкен көлемін талдауға мүмкіндік беретін ДНҚ нуклеотидтер тізбегін «оқуға» арналған жоғары өткізу қабілеттілігін, заманауи технологияларды дамытудың арқасында мүмкін береді. Метагеномдық зерттеулерде құрылымы прокариотты организмдердің қазіргі филогенетикалық классификациясына негізделген 16S рДНҚ генінің талдауы ең танымал болып табылады. Соңғы онжылдықтарда топырақтағы микробтардың құрылымы мен алуантүрлілігі және олардың қоршаған орта факторларымен байланысы метагеномика әдістерімен белсенді түрде зерттелді. 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілеріндегі микроорганизм реттіліктерінің саны кең шектерде өзгергендіктен, сонымен қатар алуантүрліліктің әртүрлі индекстерін есептеу үшін, әр таңдаманың реттіліктің кездейсоқ үлгілері үшін есептелген индикаторлардың орташа мәндерін қолдандық (Rarefaction талдау). 
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а                                                                            b
Сурет 6 - «Rarefaction» тесті: а. өсу қисығы, б. сан қисығы
[bookmark: _Hlk165571103]6 – суретте көрсетілгендей үлгілер үшін жүргізілген реттілікті талдау нәтижелері секвенирленген реттіліктің көлемі ұлғаюымен OTБ жинақталуының әр түрлі бағытты динамикасын көрсетті (сурет 6, өсу қисығы). Графиктегі қисықтардың көлбеулік бұрышы биоалуантүрліліктің қосымша индикаторы болып табылады – көлбеулік бұрышы неғұрлым үлкен болса, микрофлора соғұрлым алуан түрлі болады. Ал сан қисығы (сурет 6, сан қисығы) микробтық қауымдастықтың түрлік құрамының динамикасын салыстырмалы қарқындылығын көрсетеді. 
[bookmark: _Hlk165570932]Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробиоценозының таксономиялық құрылымын талдау. Домен деңгейіндегі микрофлораның таксономиялық құрылымын талдау қауымдастықтың  көпшілігі бактериялар екенін көрсетті. Топырақ үлгілерін метагеномды зерттеу нәтижелері бойынша (RKP1 – Қызылқайрат, RKP2 – Бесқайнар, RKP3 – Амангелді №1, RKP4– Амангелді №2, RKP5 – Белбулақ) бактериялардың 10 таксономиялық топтары Proteobacteria 36%, Actinobacteria 16%, Bacteroidetes 13%, Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Gemmatimonadates, Saccharibacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia және тағы басқалары басым болатындығы анықталды. (Сурет 7). Топырақтың микробтық қауымдастығының иерархиялық кластерлік талдауы MG-Rast бағдарламасы көмегімен жүргізілді. Дендрограмма құру үшін Пирсон корреляциясы және таксондар арасындағы арақашықтықтары қолданылды. 
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Сурет 7 –  Топырақтың микробтық қауымдастығының иерархиялық кластерлік талдауы (RKP1 – Қызылқайрат, RKP2 – Бесқайнар, RKP3 – Амангелді №1, RKP4 – Амангелді №2, RKP5 – Белбулақ)
	Белгіленген жүйелі позициясы бар бактериялардан басқа, 7 – суретте көрсетілгендей барлық үлгілерде фил деңгейінде анықталмайтын тізбектердің көп түрлері болатындығы анықталды. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған аймақта Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes туыстарының басым болуымен сипатталады, ал Verrucomicrobia өкілдерінің саны салыстырмалы түрде аз болатындығы анықталды.
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Сурет 8 –  Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық қауымдастығының пайыздық көрсеткіштері (RKP1 – Қызылқайрат, RKP2 – Бесқайнар, RKP3 – Амангелді №1, RKP4 – Амангелді №2, RKP5 – Белбұлақ)
	Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық қауымдастығын заманауи метагеномикалық әдіс негізінде зерттеу барысында, тек тип деңгейінде ғана емес, сонымен қатар класс, қатар, тұқымдас деңгейінде де анықталды. RKP1 – Қызылқайрат, RKP2 – Бесқайнар, RKP3 – Амангелді №1, RKP4 – Амангелді №2, RKP5 – Белбұлақ топырақ үлгілерінде Bacteria патшалығы микробиоценоздың 13%  құрайды, соның ішінде Proteobacteria 9%, Bacteroides 2,5 % және Actinobacteria 1,5 % екендігі анықталды. 
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Сурет 9 –  Филогенетикалық ағаш түрлерінің тұқымдасы-көлденең түрлердің жүйелі байланысы

[bookmark: _Hlk165571023]	Әр түрлі топырақ үлгілерінің микроорганизмдерінің ұқсастығын зерттеу үшін кластерлік талдау қолданылады. Экологиялық микробиологияда UPGMA (орташа арифметикалық өлшенбеген жұптық топ әдісі) кластерлік әдіс қолданылады, бұл әдіс сынақ үлгілерінің өзара байланысын визуализациялау үшін пайдаланылды. Қашықтық матрицалары Unifrac талдаулары арқылы анықталды (сурет 7). Сондай-ақ әр үлгідегі тип деңгейі бойынша 10 негізгі бактериялық топ салыстырылды (сурет 9). Жалпы алғанда, топырақ үлгілер арасында ең кең таралған 10 бактерия тобы анықталды, солардың ішінде Proteobacteria, Bacteroides және Actinobacteria фил өкілдері басым болды. Үлгілердегі топтардың ең көп бөлігі Proteobacteria өкілдерінің болуына байланысты, 16s рДНҚ бактериялық гендерінің жалпы тізбегінің 0% - дан 45,5% - ға дейін өзгергені байқалды. Ал Tenericutes мөлшері 65,4% көрсетті, Bacteroides салыстырмалы көрсеткіші 33-55,0% құрады, Firmicutes салыстырмалы саны шамамен 3,2-45% құрады, Nitrspirae phylum, P. hlrflexi, Gemmatim aetes, Acidobacteria және Fusobacteria барлық топырақ үлгілерінде аз мөлшерде кездесті.
	Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық қауымдастығының Крона графигі Krona Tools бағдарламасы көмегімен жүзеге асырылды [255]. 
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Сурет 10 – Қызылқайрат топырақ үлгісінде анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі

[bookmark: _Hlk165571443]	10 –суретте, Қызылқайрат топырақ үлгілерінде Рroteobacteria, Actinobacteria және Bacteroides туыстарының басым екендігі көрсетілген. Үлгілердегі түрлердің ең көп саны Proteobacteria-ның салыстырмалы мөлшері 16s рДНҚ бактериялық гендерінің жалпы тізбегінің 36% өзгертті. Proteobacteria тобының басым бөлігін Alphaproteobacteria 39%, Gammaproteobacteria 27%, Betaproteobacteria 18%, Deltaproteobacteria 16% құрайтындығы анықталды. Actinobacteria екінші кең таралған түрі болды, салыстырмалы 16% құрады. Үшінші түрі Bacteroides салыстырмалы құрамы 12% кездесетіндігі анықталды.
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Сурет 11 – Амангелді № 1 топырақ үлгісінде анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі

Зерттеу нәтижесінде 11 – суретте көрсетілгендей тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған Амангелді №1  пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінде ең көп кездесетін туыс Рroteobacteria болып табылады, 16s рДНҚ бактериялық гендерінің жалпы тізбегінің 46% көрсетті. Bacteroides 21%, Actinobacteria  9% екендігі анықталды. Осылайша, топырақ үлгілеріндегі хлорорганикалық заттар ретінде пестицидтердің болуы аммонификациялаушы бактериялардың көбеюін ынталандырды. Зеңдердің азаюы ластанған топырақта олардың өсуін тежейтін хлорорганикалық пестицидтерінің болуына байланысты болуы мүмкін. Ластанған топырақ үлгілеріндегі микроорганизмдердің санын талдау гетеротрофты бактериялардың басым екенін көрсетті, сондықтан осы топта деструктор – микроорганизмдерді іздеу және идентификациялау жүргізілді. 
Әрі қарай микробиологиялық зерттеулердің маңызды шарты микроорганизмдердің басым популяцияларының штамдарын идентификациялау және олардың деструктивті қасиеттерін зерттеу үшін таза дақылдарды бөліп алу. Амангелді №2 топырақ үлгілерінің жалпы микрофлорасын зерттеу нәтижелері 12-суретте көрсетілген.
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Сурет 12 – Амангелді № 2  топырақ үлгілерінен анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі.

Метагеномды талдау нәтижелері бойынша Амангелді №2 топырақ үлгілерінде микроорганизмдердің келесі физиологиялық  топтары анықталған: Protobacteria 39%, Alfaprotobacteria 47%, Beta protobacteria 15%, Gammaprotobacteria 22%, Deltaprotobacteria 16% құрады.
Alfaprotobacteria  филдары Sphingomonadaceae тұқымдастарының 53%,  Erythrobacteraceae 11% құрайды. Beta protobacteria  37% Nitrosomonadaceae 37%, Comamonadaceae 46% тұрады. Gammaprotobacteria Xanthomonadaceae 83%, Moraxellaceae 32% құрайды. Deltaprotobacteria  Sandaracinaceae 5%, Desulfobulbaceae 20%, Bacteriovoracaceae 28% құрайды. 
Амангелді № 2  топырақ үлгілерінде Protobacteria филумы Gammaprotobacteria тобы Pseudomonadales қатарына жататын, Рseudomonadaceae тұқымдасының Pseudomonas туысының өкілдері 68% кездесетіндігі анықталды. 
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Сурет 13 –  Амангелді № 2  топырақ үлгілерінен анықталған Pseudomonas туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясы  

13 – суретте көрсетілгендей Pseudomonas туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясы  көрсетілген. Амангелді №2 топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігінің құрамында Рseudomonadaceae тұқымдасының грамтеріс бактериялары басым, жалпы саны 68% құрады, олардың ішінде Pseudomonas туысының бактериялары  көптеп кездеседі. Бұл көрсеткіштер топырақ микрофлорасының құрамында хлорорганикалық пестицидтердің деструкторлары Рseudomonadaceae тұқымдасының бактериялары басым екенін көрсетеді. 
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Сурет 14 – Белбұлақ топырақ үлгілерінен анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі

14 –  суретте көрсетілгендей,  Illuminа заманауи секвенирлеу метагеномды талдауы бойынша Белбұлақ топырақ үлгілерінің жалпы микробтық алуантүрлілігін зерттеу жүргізілді.
Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерін зерттеу метагеномды талдау барысында микроорганизмдердің келесі физиологиялық топтары анықталды: Protobacteria 46%, Alfaprotobacteria 45%, Beta protobacteria 14%, Gammaprotobacteria 27%, Deltaprotobacteria 13% болатындығы көрсетілді. 
Alfaprotobacteria физиологиялық тобы Sphingomonadaceae 44% және Erythrobacteraceae 33% тұқымдасынан тұрады.  Beta protobacteria  филасы Nitrosomonadaceae 22%, сонымен қатар Comamonadaceae тұқымдасының 75% құрайды. Gammaprotobacteria филасы Xanthomonadaceae 65%, Moraxellaceae 20% тұқымдасынан тұрады. Deltaprotobacteria  Sandaracinaceae 13%, Desulfobulbaceae 5%, Bacteriovoracaceae 18% тұқымдасынан тұратындығы анықталды. [image: ]

Сурет 15 –  Белбұлақ топырақ үлгілерінен анықталған Pseudomonas туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясы  

15-суретте Pseudomonas туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясы ұсынылған. Белбұлақ топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігінің құрамында  Рseudomonadaceae тұқымдасының грамтеріс бактериялары басым екені көрсетілген. Бұл көрсеткіштер топырақ микрофлорасының құрамында хлорорганикалық пестицидтердің деструкторлары Pseudomonas туысының бактериялары 80% болатыны көрсетілді. Экологиялық қауіпсіз биотыңайтқыштарды алуда және жаңа биопрепараттарды құрастыруда Pseudomonas туысының көптеген өкілдері өсуді ынталандырушы және биологиялық бақылауды қамтасыз етуде маңызды рөл атқарады. Қоршаған ортадан тұрақты органикалық қосылыстарды жою және ыдырату мақсатында, құрамында катаболитикалық гендері, плазмида және геномдары P450 экспрессиялауға қабілетті Rhodococcus, Gordonia, Mycobacterium және Pseudomonas сияқты бірнеше микроорганизмдердің түрлерін Chakraborty және Das атты ғалымдар ұсынған болатын [256]. Тұрақты органикалық қосылыстардың кең спектірін ыдыратуда гемтиолат - ақуыздарының түрлерін синтездейтін Р450 цитохром монооксигеназаның  да үлесі зор болып табылады.  
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Сурет 16 – Бескайнар топырақ үлгілерінен анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі

16 –  суретте көрсетілгендей,  Illuminа заманауи секвенирлеу метагеномды талдауы бойынша Бесқайнар топырақ үлгілерінің жалпы микробтық алуантүрлілігін зерттеу жүргізілді. Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерін зерттеу метагеномды талдау барысында микроорганизмдердің келесі физиологиялық топтары анықталды: Protobacteria 40%, Alfaprotobacteria 48%, Beta protobacteria 9%, Gammaprotobacteria 26%, Deltaprotobacteria 16%. Alfaprotobacteria тобы Sphingomonadaceae 43%, Erythrobacteraceae 10%,  Beta protobacteria  Nitrosomonadaceae 19%, Comamonadaceae 67%,  Gammaprotobacteria  Xanthomonadaceae 56%, Moraxellaceae 20%, Deltaprotobacteria Sandaracinaceae 9%, Desulfobulbaceae 21%, Bacteriovoracaceae 36% тұқымдастарынан тұратыны анықталды.
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 Сурет 17 –  Бескайнар топырақ үлгілерінен анықталған Bacillus туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясы 

	17 – суретте көрсетілгендей Bacillus туысының бактерияларының үлесін көрсететін веб-бейнелеу Крона таксономиясының визуализациясы көрсетілген. Топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігін зерттеу барысында грам-оң спора түзетін бактериялары Вacillaceeae тұқымдасының 79% басым екені анықталды. Бесқайнар топырақ үлгілерінің микробиотасында Bacillus туысының бактериялардың саны 18% құрады.
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Сурет 18 – Басшы (бақылау) топырақ үлгілерінен анықталған таксондардың салыстырмалы санының Крона графигі

	18 – суретте көрсетілгендей Illuminа заманауи секвенирлеу метагеномды талдауы бойынша Бесқайнар топырақ үлгілерінің жалпы микробтық алуантүрлілігін зерттеу жүргізілді.
Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерін зерттеу метагеномды талдау барысында микроорганизмдердің келесі физиологиялық топтары анықталды: Proteobacteria, Tenericutes, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Nitrospirae және Acidobacteria. 
Микробтық кешендердің қоршаған ортаны ластайтын факторлармен өзара әрекеттесуін зерттеудің маңызы олардың практикалық құндылығы болып табылады. Қоршаған ортаны қайта қалпына келтірудің әдісі ретінде - микроорганизмдердің биотехнологиялық потенциалын пайдалану тиімді болып табылады [257]. Соңғы жылдары ғылыми зерттеулерде қоршаған ортаны биомониторинг және биоремедиациялау мақсатында пайдалануға болатын объектілер ретінде топырақ микроорганизмдерінің әртүрлі систематикалық топтарына деген қызығушылық өте жоғары. Микроорганизмдерді биоремедиацияда пайдалану физиологиялық-биохимиялық және экологиялық, молекулалық – генетикалық ерекшеліктеріне байланысты. Топырақтың кез-келген түрінде микроорганизм популяцияларының саны 1 г-да миллиондаған-миллиардтаған клеткалар кездеседі. Микроорганизмдердің көбею процесіндегі жоғары жылдамдылық белсендігі, стресстік әсерлерге жауап беру жылдамдығы қысқа уақыт ішінде қоршаған ортаға енетін белгілі метоболиттік өнімдерінің ықтимал қауіптілік деңгейін анықтауға мүмкіндік беретіні негізгі қабілеттері болып табылады.
Микробтық қауымдастықтар мен қоршаған орта объектілерінің ластаушы факторлармен өзара әрекеттесуін зерттеу практикалық мәселелерді шешетін өзекті мәселелердің бірі болып табылады. 
Сонымен зерттеу нәтижелеріне сәйкес тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің ішінде Қызылқайрат және Бесқайнар топырақ үлгілерінде Pseudomonas және Bacillus туысының өкілдері басым екені көрсетілген. Бұл деструктор – штамдардың ферментативті белсенділігіне байланысты және ластанған топырақтарды биоремедиациялауда ұсынуға болады. 
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі
Топырақ микроорганизмдері  көптеген биогеохимиялық процестерге жауапты органикалық заттардың минералдануы, элементтер айналымы, фосфордың өзгеруі, ақуыз және нуклеин қышқыл синтезі сияқты процестерге қатысады. Ауылшаруашылық биоалуантүрлілікке жергілікті бактериялар, саңырауқұлақтар, өсімдіктер және жануарлар кіреді. Топырақтың микробтық алуантүрлілігін бағалау тек қана сандық және сапалық сипаттамалары ғана емес, сонымен қатар экожүйедегі қызметі мен рөлі және тірі организмдерге әсері кіреді. Топырақтың биологиялық белсенділігі топырақ алуантүрлілігінің, микроорганизмдердің құрамы мен ферментативті белсенділігіне тікелей байланысты. Микроорганизмдер топырақтағы барлық процестердің 80-90% қатысады. Олар өсімдіктердің өнуі тұқым үшін қолайлы жағдай жасайды және тамырдың дамуы биомасса шығымына оң әсер етеді. Өсімдік тамырлары топырақтағы микробтық алуантүрлілікке әсер ететін әртүрлі химиялық қосылыстарды бөліп шығарады. Өсімдіктердің ризосферасы бактериялар мен микоризды саңырауқұлақтардың тіршілік ету ортасы болып табылады, өйткені олар тамыр секрециясын қорек көзі ретінде пайдаланады. Сонымен қатар, микроорганизмдер антибиотиктерді, сондай-ақ өсімдіктердің өсуін ынталандыратын заттарды (мысалы, этилен, ауксиндер және цитокиндер) және қоректік заттардың биожетімділігін арттыра алатын фосфатты қосылыстарды түзуге бейім болып келеді.  Pseudomonas туысының өкілдері әртүрлі биологиялық белсенді қосылыстар түзе алады мысалы, антибиотиктер, литикалық ферменттер, этилен, ауксиндер және гиббереллиндер.  Pseudomonas sp. штамы Fe үшін сидерофора түзу арқылы қоректік орта үшін патогенді микроорганизмдермен бәсекелеседі.
Жоғарыда айтылған процесстерді ескере отырып, тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтардың жалпы микрофлорасын зерттеу жүргізілді. 
Зерттеу жұмысында тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілері келесі нүктелерден алынды: Алматы облысы Талғар ауданының Амангелді №1, Амангелді №2, Белбұлақ, Қызылқайрат, Бесқайнар. Бақылау ретінде Басшы топырақ үлгілері болды.
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтардың микробтық  алуантүрлілігін зерттеу 19 – суретте келтірілген.
 


Сурет 19 –  Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық  алуантүрлілігі

[bookmark: _heading=h.3rdcrjn]19 – суретте көрсетілгендей, тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтардың микробтық алуантүрлілігін зерттеуде микроорганизмдердің келесі топтары анықталды: гетеротрофты бактериялар – 3,2–7,2 × 107 КТБ г–1, аммонифициялаушы бактериялар – 2,1-4,7×107КТБг–1,  зең саңырауқұлақтар – 1,3–9,5× 107 КТБ г–1, ал целлюлоза ыдыратушы аэробты бактериялар – 1,7–7,1 × 107 КТБ г-1. Басшы бақылау топырақ үлгісінде зең саңырауқұлақтарымен, целлюлоза ыдыратушы аэробты бактериялар және ашытқы саңырауқұлақтары басым. Амангелді №2 және Белбұлақ топырақ үлгілерінде микробтық алуантүрлілігіне байланысты микроорганизмдердің бірдей топтары анықталған. Амангелді №2 топырақ үлгілері көбінесе зең саңырауқұлақтардан, целлюлоза ыдыратушы аэробты бактериялардан және азотфиксациялаушы бактериялардан, Белбұлақ топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі – целлюлоза ыдыратушы аэробты бактериялардан, ашытқы саңырауқұлақтарынан және гетеротрофты бактериялардан тұратындығы анықталған. Амангелді №1 топырақ үлгілерінде азотфиксациялаушы бактериялар және гетеротрофты бактериялар, зең саңырауқұлақтары бірдей мөлшерде кездесті. Бесқайнар топырақ үлгілерінде гетеротрофты бактериялар мен зең саңырауқұлақтары, аммонифициялаушы бактериялар басым болды. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған басқа топырақ үлгілеріне қарағанда Қызылқайрат топырақ үлгілері салыстырмалы түрде пестицидтермен жоғары ластанған, гетеротрофты бактериялар мен зең саңырауқұлақтары, азотфиксациялаушы бактериялар кездесетіні анықталған. Бақылау үлгісінде мезофильді аэробты және факультативті-анаэробты микроорганизмдердің жалпы саны 4,3 × 107 КТБ г-1 құрады. Сонымен, ластанған топырақ үлгілерінде азотфиксациялаушы бактериялардың басым болуына байланысты целлюлолитикалық бактериялар мен ашытқы саңырауқұлақтарының аз кездесуімен сипатталады (20-сурет).



Сурет 20 – Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық  алуантүрлілігі, % 
	
20 – суретте көрсетілгендей Басшы, Қызылқайрат және Амангелді №2 топырақ үлгілерінде зең саңырауқұлақтары 19-29% құрады, азотфиксациялаушы бактериялар Амангелді №1, Амангелді №2 және Қызылқайрат топырақ үлгілерінде 22-29%, аммонификациялаушы бактериялар Бесқайнар және Амангелді №2 топырақ үлгілерінде 19-27% құрайтындығы көрсетілген.
Ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігін зерттеу нәтижесінде келесі физиологиялық топтар бойынша басым болды: аммонификациялаушы, N2-фиксациялаушы, гетеротрофты бактериялар мен зең саңырауқұлақтары. Бұл физиологиялық топтар топырақтың өзін-өзі тазарту қабілетін қамтамасыз етіп, топырақ түзу процестеріне тікелей қатысады. Тұрақты органикалық қосылыстардың сорбция/десорбциясынан кейін органикалық ластаушы заттар әдетте клетка мембранасына тасымалданады және микроорганизм клеткасына сіңеді. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілеріндегі сорбция және тасымалдау маңызды процестер болып табылады, тұрақты органикалық қосылыстар және микробтардың биожетімділігін жақсарту бейімделу механизмдері бұл процесте шешуші рөл атқарады. 
Экожүйенің барлық биотикалық компоненттерінің ішінде микробтар қауымдастығы экожүйелердің ауылшаруашылық дамуы кезінде болатын экологиялық жағдайдың өзгеруіне және антропогендік әсердің басқа түрлерінің, соның ішінде ластаушы заттардың болуына өте сезімтал. Әр түрлі микроорганизмдердің бір-бірімен және өсімдікпен, сондай-ақ агробиоценоздың басқа компоненттерімен қарым-қатынасының күрделілігі мен әртүрлілігі топырақтың фито-санитарлық жағдайын және оның тұрақтылығын тұтастай жүйе ретінде анықтайды [258].
Топыраққа енетін пестицидтер микроорганизмдер қауымдастығына тікелей немесе жанама әсер етеді. Қазіргі таңда микробиологиялық мониторинг қоршаған ортаның сапасын бақылаудың басым бағыттарына жатады. Қазіргі уақытта микроорганизм қауымдастықтарының құрылымдық қайта құруларын зерттеуге және микроорганизмдердің әртүрлі топтарын есепке алуға негізделген поллютанттардың әсерін бағалау әдістері жақсы әзірленген [259].
Экологиялық тұрғыдан алғанда, топырақ күрделі гетерогенді жүйе болып табылады. Топырақ жағдайлары микрофлораның алуантүрлілігіне және қызметіне әсер етеді, сонымен қатар пестицидтің токсинді әсерінің көріну дәрежесін анықтайды. 
	Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық алуантүрлілігі зерттелді. Топырақ үлгілерінің микрофлорасының сандық және сапалық құрамының деректері алынды.  
	Жұмыстың келесі кезеңдерінде Амангелді №1 және Амангелді № 2 топырақ үлгілеріндегі микрофлораның сапалық және сандық құрамы зерттелді, нәтижелері 21 – суретте көрсетілген.



Сурет  21 – Амангелді №1 және Амангелді №2 топырақ үлгілері микрофлорасының сандық және сапалық құрамы

Топырақ үлгілеріндегі микрофлораның сапалық және сандық құрамын зерттеу нәтижесінде Амангелді№1 топырақ үлгілерінің микрофлорасында зең саңырауқұлақтары (31%), аммонификациялаушы бактериялар (26%), аэробты целлюлоза ыдыратушы бактериялар (20%), гетеротрофты бактериялар (14%), ашытқылар (9%) кездесті. Амангелді № 2 топырақ үлгілерінде гетеротрофты бактериялар (34%), азотфиксациялаушы бактериялар (24%), аммонификациялаушы бактериялар (12%), аэробты целлюлоза ыдыратушы бактериялар (11%), зең саңырауқұлақтары (20%) болатыны анықталды.
22 – суретте Қызылқайрат топырақ үлгілеріндегі микрофлораның сапалық және сандық құрамы көрсетілген.



Сурет 22 – Қызылқайрат топырақ үлгілері микрофлорасының сандық және сапалық құрамы

Топырақтың микробиологиялық құрамын зерттеу нәтижелері көрсеткендей, Қызылқайрат микрофлорасында гетеротрофты бактериялардың саны 34%, аммонификациялаушы бактериялар - 23%, ашытқы – 21%, аэробты целлюлоза ыдыратушы бактериялар - 16%, азотфиксациялаушы бактериялар-3%, зең саңырауқұлақтары-микроорганизмдердің жалпы санының 3% құрайды. Қызылқайрат топырақ микрофлорасында гетеротрофты және аммонификациялаушы бактериялар басым.
	23, 24 – суретте Бесқайнар және Белбұлақ топырақ үлгілеріндегі микрофлораның сапалық және сандық құрамын зерттеу нәтижелері келтірілген.



Сурет 23 –Бескайнар топырақ үлгілері микрофлорасының сандық және сапалық құрамы

Бесқайнар топырақ үлгілерін зерттеу нәтижесінде гетеротрофты бактериялардың саны 26%, зең саңырауқұлақтары - 24%, аммонификациялаушы бактериялар - 20%, ашытқылар - 12%, аэробты целлюлоза ыдыратушы бактериялар-11% құрады.  Бесқайнар топырағының микробиоценозында сапрофитті микроорганизмдердің топтары, соның ішінде аммонификациялаушы және гетеротрофты бактериялар, зең саңырауқұлақтары басым екені анықталды.



Сурет 24 –Белбұлақ топырақ үлгілері микрофлорасының сандық және сапалық құрамы

24 – суретте Белбұлақ топырақ үлгілерінің микрофлорасында аммонификациялаушы бактериялар (35%), ашытқылар (27%), гетеротрофтардың (18%) саны басым екендігі, сондай-ақ аэробты целлюлоза ыдыратушы бактериялар (9%), азотфиксациялаушы бактериялар (7%) және зең саңырауқұлақтар (4%) екені анықталды.
Тұрақты органикалық ластағыштармен ластанған топырақ үлгілерінің микробиологиялық құрамын талдау ластанған топырақта гетеротрофты және аммонификациялаушы бактериялардың көбеюін және зеңдер мен аэробты целлюлозалитикалық бактериялардың азаюын көрсетті.

3.3 Микроорганизмдердің морфология – культуральдық,  физиология-биохимиялық қасиеттері және молекулалық - генетикалық идентификациясы 
Пестицидтерді қолдану ауылшаруашылық өндірісін интенсификациялаудың негізгі жолдарының бірі болып отыр. Алайда, қоршаған ортаға қолданылатын бөгде химиялық заттар болғандықтан, олар табиғат пен адамға қауіп төндіруі мүмкін. Хош иісті қатардың хлор туындылары ерекше қауіп төндіреді. Ксенобиотикалық молекулаларды қауіпсіз формаларға айналдыруға қабілетті деструктивті микроорганизмдерді қолдануға негізделген биосфераға жағымсыз әсерлердің алдын алудың биотехнологиялық тәсілі ең заманауи әдістердің бірі болып табылады және қайталама ластану өнімдерінің пайда болуын болдырмайды. Қоршаған ортадағы айналымдағы ксенобиотиктердің деградациясындағы үлкен рөл топырақ бактерияларына тиесілі. Сондықтан ксенобиотиктердің микробиологиялық деструкциясын зерттеудің қазіргі кезеңі деструктор штамдарының физиологиялық, биохимиялық және генетикалық ерекшеліктерін зерттеуге деген қызығушылықпен сипатталады [260].
[bookmark: _heading=h.26in1rg]Осыған байланысты, зерттеу жұмысында біз тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен (Қызылқайрат, Бесқайнар, Амангелді №1, Амангелді №2, Белбұлақ) және бақылау (Басшы) перспективті штамдарды анықтаймыз. Жұмыс барысында тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті деструктор – микроорганизмдердің скринингін жүргізу үшін, ластанған топырақ үлгілерінен барлығы 40 таза дақылдар бөлініп алынды. 
Деструктивті микроорганизм дақылдарының морфологиялық-культуральдық және физиологиялық-биохимиялық қасиеттері зерттелді. 1-кестеде деструктор – микроорганизмдердің морфологиялық-культуральдық қасиеттері көрсетілген.

Кесте 3.  Деструктор – микроорганизмдердің морфология-культуральдық қасиеттері 
	№
	Деструктор-микроорга
низмдер
	Клетка морфологиясы 600X
	Морфология-культуральдық қасиеттердің сипаттамалары

	1
	2
	3
	4

	1
	Pseudomonas plecoglossicida К2
	
[image: ]
	Грам теріс, таяқша тәрізді, қозғалмалы бактерия, 0,5-1,0 х 1,5 – 5,0 мкм болатын екі полярлы жіпшесі бар және тік таяқшалы формалы. Тығыз қоректік ортада олар жұқа жылтыр жабынды, тұтас, тегіс жиегі бар дөңес колонияларды құрайды. Колонияларда беткі қабықшалар түзбейді.

	2
	Bacillus aryabhattai К3
	[image: C:\Users\AbdievaG\Desktop\Проект по пестицидам\Статья Вестник Экология\Ажар\АК3.jpg]
	Грам оң, түзу таяқшалар, дөңгелек ұштары бар, өлшемі 0,5-2,5 х 1,2-10 мкм, жұп болып орналасқан. Үлкен, тегіс, дөңес, ақ колонияларды құрайды.

	3
	Pseudomonas koreensis АК1
	[image: https://sun9-10.userapi.com/c858020/v858020959/1cb662/94jPXbi0EEM.jpg]
	Грам теріс таяқшалар, қозғалмалы, клетка мөлшері 0,5 – 1,0 х 1,5-4,0 мкм.
Тығыз қоректік ортада олар жұқа, жылтыр жабынды, тұтас, тегіс жиектері бар дөңес колонияларды құрайды.

	4
	Bacillus amyloliquefaciens АК3
	[image: Похожее изображение]
	Грам оң қозғалмалы таяқшалар, перитрихтер, мөлшері 0,5-0,7×2,5-3,0 мкм, тізбектер түзбейді. 
Тығыз қоректік ортада диаметрі 3-5 мм болатын кішкентай, тегіс, дөңес ақ күңгірт колониялар пайда болады.

	5
	Bacillus pumilus АК4
	[image: ]
	Орталық немесе парацентральды орналасқан эллипсоидты споралары бар грам оң аэробты таяқшалар, клетка мөлшері 0,7-0,8 х 2-3мкм.
Тығыз қоректік ортада  үлкен колониялар құрайды, шеттері біркелкі емес.

	6
	Bacillus subtillis АК5
	[image: ]
	Грам оң, спора түзетін аэробты, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 2-5 × 0,4-0,6 мкм. Споралар сопақша, клетка өлшемінен аспайды, орталықта орналасқан. Тығыз өсетін ортада колониялар құрғақ, ұсақ мыжылған. Колонияның шеті толқынды.

	7
	Bacillus amyloliquefaciens SK2
	[image: ]
	Грам оң, спора түзетін аэробты, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 0,5-1,5 мкм. Споралар сопақша, клетка өлшемінен аспайды, жалғыз немесе жұппен орналасады, кейде тізбектер түзеді. Тығыз қоректік ортада ақшыл түсті колониялар пайда болады. Пигмент түзбейді.

	8
	Rhodotorula glutinis Б5
	
[image: ]
	Бір клеткалы пигмент түзуге қабілетті ашытқы. Қызғылт түсті тегіс колониялармен түзеді. Клетка мөлшері 3,8-5 мкм. Көбею көпполярлы бүршіктену есебінен жүреді.

	9
	Bacillus thuringiensis SА´2
	
[image: Ð�Ð°ÐºÑ�ÐµÑ�Ð¸Ñ� Ñ�ÐµÐ½Ð½Ð°Ñ� Ð¿Ð°Ð»Ð¾Ñ�ÐºÐ° Ñ�Ñ�Ñ�Ñ�Ð¾Ð²Ñ�Ð¹ Ð³Ñ�Ð¸Ð±]
	Грам оң, спора түзетін анаэробты, таяқша тәрізді бактериялар, клетка мөлшері 0,4-0,6х1,5-5 мкм. Қозғалғыш, субтерминалда орналасқан ыстыққа төзімді спора түзеді. Тығыз қоректік ортада колониялар құрғақ, ұсақ мыжылған.

	10
	Bacillus subtilis SA´3
	[image: Rozmaz Bacillus Subtilis pokazujący zarodniki - Szczegóły pliku  multimedialnego Medicum]
	Грам оң, спора түзетін аэробты, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 2-5 × 0,4-0,6 мкм. Споралар сопақша, клетка өлшемінен аспайды, орталықта орналасқан. Тығыз өсетін ортада колониялар құрғақ, ұсақ. Колонияның шеті толқынды.

	11
	Solibacillus isronensis КS1
	
[image: https://sun9-15.userapi.com/c853624/v853624959/21d611/p7wUCft0qLc.jpg]
	Грам оң, спора түзетін таяқшалар, клетка мөлшері 0,5-1,0 х 1,5 - 5,0 мкм. Қозғалғыш, субтерминалда орналасқан ыстыққа төзімді термофильді спора түзеді. Тығыз қоректік ортада колониялар құрғақ, ұсақ мыжылған.

	12
	Pseudomonas sp. КС2
	
[image: https://sun9-48.userapi.com/c856524/v856524959/14a512/vmaFPiZ6nk0.jpg]

	Грам-теріс, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 0,5-1,0 х 1,5 - 3,0 мкм.
Тығыз қоректік орталарда жұқа жылтыр жабын, қатты, біркелкі шеттері бар дөңес колониялар құрайды.

	13
	Bacillus pumilus B1
	
[image: Gram stain of Bacillus pumilus [21] | Download Scientific Diagram]
	Орталық немесе парацентральды орналасқан эллипсоидты споралары бар грам оң аэробты таяқшалар, клетка мөлшері 0,8-0,9 х 1-2 мкм. Тығыз қоректік ортада  үлкен колониялар құрайды.

	14
	Bacillus amyloliquefaciens B2

	
[image: Bacillus Amyloliquefaciens, Packaging Size: 1 Kg]

	Грам оң, спора түзетін аэробты, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 0,6-1,7 мкм. Споралар сопақша, клетка өлшемінен аспайды, жалғыз немесе жұппен орналасады, кейде тізбектер түзеді. 

	15
	Bacillus subtilis B3
	
[image: Bacillus Subtilis]
	Грам оң, спора түзетін аэробты, таяқша тәрізді, клетка мөлшері 2-4 × 0,3-0,7 мкм. Споралар сопақша, клетка өлшемінен аспайды, орталықта орналасқан. 

	16
	Bacillus pumilus SB1
	[image: D:\Profile\Загрузки\Проект 2018-2020\Ажар проект\Бригада2\сабт1.jpg]

	Грам теріс түзу таяқшалар, ұзындығы 1,1-1,3 мкм, перитрихиальды флагелла есебінен қозғалады.
Тығыз қоректік ортада тұтас, тегіс жиегі бар шырышты, дөңес колониялар түзіледі.

	17
	Bacillus paramycoides
SА1
	
[image: https://sun9-44.userapi.com/c858532/v858532959/14b660/Y9v2xbv70WE.jpg]
	Грам оң, таяқшалар, клетка мөлшері 0,8-1,2 х 1,8 - 3,5 мкм. Спора түзу қабілеті жоқ. Тығыз қоректік ортада колониялар құрғақ, ұсақ мыжылған.

	18
	Bacillus megaterium АS1
	[image: ]
	Грам оң, спора түзетін таяқшалар, клетка мөлшері 0,5-1,5х2,0-3,8 мкм. Споралары сопақша, клетка өлшемінен аспайды, жеке немесе жұп болып орналасады, кейде тізбектер түзеді. Тығыз қоректік ортада ақ түсті колониялар түзеді. Қоректік ортаға пигмент түзбейді.

	19
	Cutaneotrichosporon moniliiforme (синоним Trichosporon moniliiforme) BR4
	[image: Похожее изображение]

	Перитрихиальды флагелла есебінен қозғалатын грам теріс таяқшалар.
Ұзындығы 1,1-1,3 мкм және ені 0,5-0,6 мкм.
Тығыз қоректік ортада қызғылт-күлгін түсті колониялар түзіледі, тегіс жиегі бар.

	20
	Alkanindiges illinoisensis БР7
	[image: ]

	Грамтеріс алканды бұзатын бактериялар. Аэробты, спора түзбейді, мөлшері 0,9-1,6 мкм және ұзындығы 1,5-2,5 мкм болатын ұсақ таяқшалар стационарлық өсу фазасында сфералық болады. 
Тығыз қоректік ортада тұтас, тегіс жиегі бар дөңес колониялар түзіледі.



Морфологиялық – культуральдық белгілері бойынша К2 штамы - грам – теріс қысқа, спора түзбейтін, қозғалмалы таяқшалар, ал К3 штамы – грам – оң ірі, спора түзетін, қозғалмалы таяқшалар, АК3 – грам – оң, спора түзетін, қозғалмалы кокктар, АК5-грам оң, спора түзетін, қозғалмалы таяқшалар, АК4-грам-оң, спора түзбейтін, қозғалмалы таяқшалар, АS1-грам-оң, спора түзуші, жылжымалы таяқшалар, BR1-грам-оң, спора түзетін, қозғалмалы, ұсақ таяқшалар, BR3-грам-оң, спора түзетін, жылжымалы кокктар, BR7 – грам-позитивті, спора түзетін, қозғалмалы кокктар.
4 – кестеде негізгі диагностикалық белгілері бойынша бөлініп алынған штамдардың сипаттамасы берілген.
Кесте 4 – Бөлініп алынған таза дақылдардың негізгі морфологиялық, тинкториалдық және биохимиялық қасиеттері

	№
п/п
	Дақыл







	Клетка фор масы
	Грам әдісі бойынша бояу 
	Қозғалғыш ты ғы
	Спорасы
	Желатин гидролизі
	Крахмал гидролизі
	Казеин гидролизі
	Каталаза белсенділігі
	Молекулалық азотты қолдануы 
	 420С температура өсуі 

	Молекулалық оттегіге қатысы
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	микро-аэрофильді

	11
	SК2  
	п
	+
	-
	+
	+++
	++
	++
	+++
	+
	++
	микро-аэрофильді

	12
	SB1 
	п
	+
	-
	+
	++
	+
	++
	++
	+
	+++
	аэробты

	13
	SB2
	п
	+
	+
	+
	+++
	+
	+++
	++
	+
	++
	аэробты

	14
	АК1
	к
	+
	+
	-
	+++
	++
	+++
	+
	+
	++
	микро-аэрофильді

	15
	АК2
	к
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	++
	аэробты

	16
	АК3
	к
	+
	+
	+
	+++
	+++
	++
	+++
	+
	+++
	аэробты

	17
	АК4
	п
	+
	+
	-
	++
	+++
	+
	+++
	+
	+++
	аэробты

	18
	АК5
	п
	+
	+
	+
	+++
	+++
	-
	++
	-
	++
	аэробты

	19
	АК6
	п
	+
	+
	+
	++
	+++
	+
	++
	-
	+
	аэробты

	20
	АС1
	п
	+
	+
	+
	+++
	++
	+
	+++
	+
	++
	аэробты

	21
	АС2
	к
	-
	-
	-
	+
	+
	++
	+
	+
	++
	аэробты

	22
	АС3
	к
	+
	-
	-
	+++
	+
	+
	+++
	+
	++
	аэробты

	23
	АС4
	к
	+
	+
	-
	+
	+
	+++
	+
	-
	++
	аэробты

	24
	АС5
	к
	+
	+
	-
	++
	+
	+
	+
	+
	++
	микро-аэрофильді

	25
	АС6
	п
	+
	+
	+
	++
	++
	+++
	+
	+
	+++
	микро-аэрофильді

	26
	АС7
	к
	+
	+
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	-
	+++
	аэробты

	27
	АС8
	к
	-
	+
	-
	+
	+
	++
	+
	-
	-
	аэробты

	28
	СА1
	п
	+
	+
	+
	++
	++
	++
	++
	-
	++
	аэробты

	29
	СА2
	п
	+
	-
	+
	+++
	++
	+
	++
	-
	+++
	аэробты

	30
	СА'1
	п
	+
	+
	+
	++
	++
	+++
	++
	-
	+++
	аэробты

	31
	СА'2
	к
	-
	-
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	-
	++
	микро-аэрофильді

	32
	СА'3
	к
	-
	-
	-
	++
	++
	+
	++
	-
	++
	микро-аэрофильді

	33
	СА'4
	п
	+
	+
	+
	+++
	++
	++
	+++
	-
	+++
	аэробты

	34
	BR1
	п
	+
	+
	+
	++
	++
	++
	+
	+
	+++
	микро-аэрофильді

	35
	BR2
	п
	+
	+
	+
	++
	++
	+
	+
	+
	+++
	аэробты

	36
	BR3
	к
	+
	+
	+
	+++
	+++
	+++
	+
	+
	+++
	аэробты

	37
	BR4
	п
	+
	+
	+
	+++
	+
	++
	++
	-
	++
	аэробты

	38
	BR5
	о
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	++
	анаэробты

	39
	BR6
	о
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	++
	анаэробты

	40
	BR7
	к
	+
	+
	+
	++
	+++
	+
	++
	+
	++
	аэробты

	Ескерту-п-таяқша тәрізді клеткалар; к-коккалар, о-сопақ клеткалар;
«+ -» белгі бойынша оң; «- -» белгі бойынша теріс



Алынған мәліметтер негізінде топырақ үлгілерінен оқшауланған микроорганизмдердің дақылдары арасында грам-оң таяқшалар мен кокктар, грам-теріс таяқша тәрізді бактериялар және сопақ клеткалар анықталды. Зерттелетін дақылдардың ішінде 18 штамм-К2, К4, B1, B4, SК1, АК1, АК2, АК4, АS2, АS3, АS4, АS5, АS7, АS8, SА'2, SА'3, BR5, BR6 спора түзбейді, ал қалған штамдар эндоспоралар түзеді. В4, SК2, SB1, АS2, АS3, SА2, SА'2 және SА'3 штамдарынан басқа барлық бөлініп алынған штамдар жылжымалы. Көптеген дақылдар 420С температурада жақсы өсті және молекулалық азотты қолдануда белсенді болды. Молекулалық оттегінің қатысуымен дақылдардың өсуін зерттеу кезінде 9 дақыл аэробты болды B1, B2, A1, AS5, AS6, CA'2, СА'3 және BR1 микроаэрофилдерге, BR5 және BR6 – факультативті анаэробтар. Каталаздың белсенділік барлық штамдары оң, крахмал мен казеинді және желатинді гидролиздейді.
Морфология – культуральдық және физиологиялық-биохимиялық қасиеттерін зерттеу нәтижесінде бөлініп алынған дақылдар Bacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, Rhodotorula түрлеріне жатқызылды. 
Топырақтың әр түрлі ластануы деңгейі үшін арнайы штамм - деструкторлар қолданылады. Ксенобиотиктерге төзімді микроорганизмдердің бөлінуін ксенобиотиктердің жоғары концентрациясы ұзақ уақыт болатын топырақтан жүргізген жөн [261]. Сонымен қатар, топырақтың әр түріне белгілі бір штамдар-деструкторлар, жергілікті микрофлораның өкілдерінен бөлініп алынады. Аборигендік деструкторларды тікелей зерттеу нәтижесінде табиғи микрофлора қауымдастығынан ең белсенді штамдар оқшауланады, эффективті өсіру жағдайлары таңдалады, биомасса өндіреді және оны ластанған ортаға енгізеді, содан кейін стандартты агротехникалық әдістермен белсендіріледі.

Деструктор-микроорганизм штамдарын ПТР әдісі арқылы идентификациялау. 
ДНҚ/РНҚ және ақуыз арақатынастары штамдардың өсу жылдамдығымен тығыз байланысты екені анықталды. Рибосомалар өсіп келе жатқан жасушалардағы жалпы РНҚ-ның шамамен 85% құрайтынын ескере отырып, жалпы РНҚ құрамы өсу жылдамдығымен байланысты. Зерттеу жұмыстарының нәтижелеріне сәйкес, K2, K3, B1, B2, AK1 және AK5 штамдары үшін РНҚ/ДНҚ/ақуыз арақатынасының салыстырмалы өсу қарқынымен салыстырмалы жақын корреляциясы байқалды (5-кесте). Сонымен қатар, тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті 20 штамм молекулалық – генетикалық әдіспен түрге дейін идентификацияланды (6-кесте). 

Кесте 5 – Тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті перспективті деструктор – штамдардың сандық генетикалық сипаттамасы 
	Штамм
	Әдістерді салыстыру
	Флуорометрлік ДНҚ

	
	Спектрофотометриялық
	Флуорометриялық
	ЖЭСХ
	

	
	(µg g—1)
	(µg g—1)
	(µg g—1)
	

	
	Д
	Р
	Р/Д
	D
	R
	R/D
	D
	R
	R/D
	F/S
	F/H

	[bookmark: _heading=h.35nkun2]K2
	39.7±14.2
	29.9±5
	0.84
	18.6±0.3
	5.7±2.8
	0.31
	39.8±4.4
	24.1±2.4
	0.61
	47
	47

	K3
	38.5±11
	19.1±3.1
	0.96
	31.4±1.9
	25.0±3.5
	0.8
	37.3±0.5
	9.7±0.4
	0.26
	82
	84

	KS1
	37.4±19.3
	20.5±13.5
	0.58
	5.1±0.4
	5.3±1
	1.04
	34.5±3.1
	6±0.3
	0.17
	14
	15

	KS2
	16.6±4.7
	5.1±0.9
	0.157
	2.9±0.1
	3.6±0.3
	1.25
	31.7±3.3
	2.9±0.2
	0.09
	17
	9

	B1
	34±5.8
	2.2±1.1
	0.05
	8.4±0.7
	7.5±1.9
	0.9
	33.5±2.2
	2.8±0.2
	0.08
	25
	25

	B2
	37.7±10.4
	0.8±0.4
	0.004
	3.7±0.4
	6.7±1.9
	1.82
	25.2±4.3
	2.7±0.2
	0.11
	10
	15

	AK5
	12.3±8.2
	0.4±0.7
	0.08
	2.1±0.5
	4.7±1.4
	2.2
	33.6±1.2
	1.3±0.2
	0.04
	17
	6

	AK1
	31.2±11.5
	21.3±2
	0.64
	10.6±0.1
	5.3±2.1
	0.21
	49.3±1.4
	15.1±1.7
	0.52
	38
	34

	AS1
	27.5±10
	16.1±2.1
	0.86
	21.7±1.1
	15.0±3.1
	0.7
	27.3±0.4
	9.5±0.3
	0.16
	72
	55

	SA1
	25.4±14.3
	19.4±12.5
	0.48
	4.1±0.2
	3.3±1.2
	2.04
	14.3±4.1
	7±0.2
	0.27
	24
	18

	Avg
	30.9
	11.1
	
	10.3
	8.4
	
	33.7
	7.1
	
	30
	29


[bookmark: _heading=h.1ksv4uv]Ескерту: Д – ДНҚ; Р – РНҚ; Р/Д – РНҚ/ДНҚ; F/S - % флюорометриялық өлшенген ДНҚ – ның спектрофотометриялық әдісен өлшенген ДНҚ концентрациясы; F/H - % флюорометриялық өлшенген ДНҚ – ның ЖЭСХ әдімен өлшенген ДНҚ концентрациясы.

Микроорганизмдердің молекулалық – генетикалық идентификациясы Сенгер секвенирлеу әдісі бойынша жүргізілді. Бөлініп алынған деструктивті штамдар түрге дейін идентификацияланды. 
Алынған ПТР ДНҚ - дан геннің 16S rRNA фрагменті амплификацияланды, шамамен 600 ж.н. үлгіні амплификациялау нәтижелері 14.суретте көрсетілген. 
Нуклеотидтер тізбегін талдау. Анықталатын штамм генінің 16S rRNA нуклеотидтер тізбегі талданды және SeqaA (Appllied Biosystems) бағдарламалық құралында жалпы тізбекке біріктірілді. Осыдан кейін соңғы фрагменттер алынып тасталды (праймерлердің нуклеотидтер тізбегі, сапа көрсеткіші төмен фрагменттер) бұл бізге BLAST алгоритмі бойынша GeneBank-те анықталған шамамен 600 ж.н. нуклеотидтер тізбегін алуға мүмкіндік берді [262].
Нуклеотидтер тізбегі және сәйкестендіру нәтижелері 6 – кестеде келтірілген.
6 – кесте 16S rRNA генінің нуклеотидтер тізбегін талдау арқылы сәйкестендіру нәтижелері
Кесте 6 – Микробтық штамдардың 16S rRNA идентификация нәтижелері.
	№
	Шартты атау
	16S рРНҚ генінің фрагменттерінің тізбегі
	Тіркеу нөмері
	Штамм
	Ұқсастық

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	К2
	GTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAGCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCAAGGAGCAAGCTCCCGTCATCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCG
	FPC951
	Pseudomonas plecoglossicida
	100%

	2
	К3
	TTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
	NR 115953.1
	Bacillus aryabhattai
	100%

	3
	КS1
	GTCAGTTACAGACCAGACAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCAAATCTCTACGCATTTCACCGCTACACTTGGAATTCCACTATCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTAACAAGGTACCGTCAAGGTAGCGCCAGTTACTACGCTACTTGTTCTTCCCTTGCAACAGAGTTTTACGAACCGAAATCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTTATAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCAACTTCAAAACATGTGTTAAAAAGTATTATTCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAATCTATAAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAAAATTTTAAAGGTGCAAGCACCAATAAAATTTCCGCTCGACTTGC
	NR 115952.1
	Solibacillus isronensis B3W22
	99%

	4
	КS2
	CTTGCTCCTGAATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTCTCGAAAGGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAACTTAATACGTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATG
	NR 042543.1  and NR 025227.1
	Pseudomonas mohnii IpA-2 and Pseudomonas umsongensis Ps 3-10
	99%

	5
	B1
	AGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGT
	NR 115334.1
	Bacillus pumilus CIP 52.67
	100%

	6
	B2
	AGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTT
	NR 116022.1
	Bacillus amyloliquefaciens BCRC 11601
	99.85%

	7
	АК5
	GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCC
	MW866566
	Bacillus subtillis BGSC 3A28
	99%

	8
	АК1
	CTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
	NR 025228.1
	Pseudomonas koreensis Ps 9-14
	99.13%

	9
	АS1
	CAAAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTTCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACGAGCAGTTACTCTTGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGCCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAACCATCTTTCAATCATCTCCCATGAAGGAGAAGATCCTATCCGGTATTAGCTTCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTCACGTCATAGAAGCAAGCTTCTAATCAGTTCGCTCGACTTGCATGTAT
	NR 116873.1
	Bacillus megaterium
	99%

	10
	SА1
	TAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAAC
	NR 157734.1
	Bacillus paramycoides MCCC 1A04098
	100%

	11
	B3
	TCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACAT
	NR 104873.1
	Bacillus subtilis BGSC 3A28
	99.85%

	12
	SК2
	GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCA
	NR 117946.1
	Bacillus amyloliquefaciens MPA 1034
	99%

	13
	SB1
	GTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACC
	NR 115334.1
	Bacillus pumilus CIP 52.67
	100%

	14
	АК3
	CAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGATAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGC
	NR 041455
	Bacillus amyloliquefaciens
	99%

	15
	АК4
	AGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCGAGCAGTTACTCTCGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTTATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCATCCTTGAACCATGCGGTTCAAGGAACTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTTACATCCGGGAGCAAGCTCCCTTCTGTCCGCTCG
	NR 115334.1
	Bacillus pumilus
	99%

	16
	SА2
	GACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAAAATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCC
	NR 043403.1
	Bacillus thuringiensis IAM 12077
	100%

	17
	SА3
	GTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGC
	NR 104873.1
	Bacillus subtilis ssp. inaquosorum BGSC 3A28
	98.84%

	18
	BR4
	ACACCAGCGAAACTTATTACGCCAGATAGACAAGTTAAACACGCTAACTCTTTTAAGGCGAGCCAGGCGACTGGCAACACCCAATTCCAAGCCATTAAGAAACCCTAATGGTTGAGATTTCATGATACTCAAACAGGCATGCTCTCCGGAATACCAGAGAGCGCAAGTTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTATTTTTGTTATAATAACATGACGTTCATTACACAATGTTTGTAAAAGTAATTGACCGAAGTCAATCAACAGTTCACAGGTGTAGATGGATATAGTTTAACGCTCAGAGAGCAATTCACTAATGATCCTTCCG
	KY103022.1 and KY103021.1
	Cutaneotrichosporon moniliiforme CBS:5959 and CBS:9633
	100%

	19
	B5
	CCAACCCGGCTCTAGTCCGAAGACTAGAATTCCTCAGCGAATAGTCTATTACGCCAAGTCAATCCGAAGTTCGATTGCGGATGCTAATGCATTACGAACGAGCTAGACCCTAAAGGCCAGCAGCGCTCAGAAACCAAACACCTCTTCAATCATTAAGAAAGAGGAGGGTTGAAGTATTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCACGGAATACCATGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTATTTTGTTATAAAATTTAATACATTCATAGACTTTGTGTTTATAAGTGAATAGGAGTTCGCCCTCTTGCGAGAGTTACTATCCCAAACAAATGCACAGGGTTAGAAAGTGAGAGTTCGGACTCCAAGTTAAGTTGGACGTCCTATATTCACTAATGATCCTTCCGC
	ON840015
	Rhodotorula glutinis
	100%

	20
	BR7
	TCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCCACCATCCTCTACCGCACTCTAGCTTGCCAGTATCGAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAGCCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAAATCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCCAGTAACGTC
	NR 025254.1
	Alkanindiges illinoisensis
	95%



Халықаралық банктерде GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ribosomal Database Project (RDP-II) (http://rdp) нуклеотидтер тізбегінің болуын көрсететін әдебиет деректерін ескере отырып cme.msu.edu/html/), қателер, сонымен қатар филогенетикалық ағаштар осы түрлердің анықтамалық штаммдарының 16S рРНҚ генінің нуклеотидтер тізбегі арқылы құрастырылған (http://www.bacterio.net).
Талдау 16S рРНҚ генінің нуклеотидтер тізбегін, филогенетикалық тұрғыдан ең жақын микроорганизмдерді қамтыды.
K2 штамының филогенетикалық ағашын құру үшін біз Pseudomonas plecoglossicida тобына жататын эталондық штамдардың 16S рРНҚ нуклеотидті тізбегін пайдаландық.[image: ]

[bookmark: _heading=h.44sinio]Сурет 25 –  Pseudomonas plecoglossicida 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш
  
25 – суреттен көріп отырғанымыздай, K2 штамы Pseudomonas monteilii және Pseudomonas pseudoalcaligenes бір бұтақта орналасқан, осы түрлердегі 16S рРНҚ жоғары сәйкестігін ескере отырып, сенімді идентификациялау үшін ақуыздарды кодтайтын гендердің нуклеотидтер тізбегін талдау немесе фенотиптік талдау жүргізілді.[image: ]

Сурет 26 – Bacillus aryabhattai 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

26 – суретте Bacillus aryabhattai және Bacillus megaterium генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелерден K3 штамдарының Bacillus aryabhattai және Bacillus megaterium эталондық штамдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көруге болады. 

[image: ]

Сурет 27 – Solibacillus isronensis 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

27 – суретте Solibacillus isronensis және Solibacillus kalami генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелерден KS1 штамы Solibacillus isronensis және Solibacillus kalami эталондық штаммдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көруге болады. NR 115952.1 Solibacillus isronensis B3W22  штамының гомологиялық сәйкестігі 99% құрады.

[image: ]
Сурет 28 – Pseudomonas mohnii IpA-2 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

28 – суретте Pseudomonas mohnii strain IpA-2 және NR 025227.1 Pseudomonas umsongensis strain Ps 3-10   генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген [24,25]. Нәтижелерден KS2 штамы Pseudomonas mohnii strain IpA-2 және NR 025227.1 Pseudomonas umsongensis strain Ps 3-10    эталондық штамдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көруге болады. NR 042543.1 Pseudomonas mohnii strain IpA-2 и NR 025227.1 Pseudomonas umsongensis strain Ps 3-10   штамының гомологиялық сәйкестігі 99% құрады.


[image: ]

Сурет 29 – Bacillus pumilus рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

[bookmark: _heading=h.2jxsxqh]29 – суретте Bacillus pumilus және Bacillus safensis генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелерден B1 штамы Bacillus pumilus және Bacillus safensis эталондық штаммдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көруге болады. NR 115334.1 Bacillus pumilus strain CIP 52.67 штамының гомологиялық сәйкестігі 100% құрады.
[image: ]

Сурет 30 – Bacillus pumilus рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

[bookmark: _heading=h.z337ya]30 – суретте Bacillus amyloliquefaciens және Bacillus atrophaeus генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелерден B2 штамы Bacillus amyloliquefaciens және Bacillus atrophaeus эталондық штамдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көруге болады. NR 116022.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601 штамының гомологиялық сәйкестігі 99,85% құрады.

[image: ]

Сурет 31 – Bacillus amyloliquefaciens  16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

31 – суреттен көрініп тұрғандай, AK3 штамы Bacillus siamensis және Bacillus amyloliquefaciens-пен бір тармақта орналасқан, бұл түрлердегі 16S рРНҚ-ның жоғары сәйкестігін ескере отырып, сенімді идентификациялау ақуыздарды кодтайтын гендердің нуклеотидтер тізбегін талдау немесе фенотиптік талдау жүргізілді.

[image: ]

Сурет 32 – Bacillus subtillis 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

32 – суретте Bacillus mojavensis және Bacillus subtillis генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген.
AK4 штаммы үшін филогенетикалық ағашты құру үшін Bacillus pumilus тобына жататын референт штамдарының 16S rRNA нуклеотидті тізбегі пайдаланылды.

[image: ]
Сурет 33 – Bacillus pumilus 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

33 – суреттен көрініп тұрғандай, AK4 штамы Bacillus safensis және Bacillus pumilus сияқты бір бұтақта орналасқан, осы түрлердегі 16S рРНҚ жоғары сәйкестігін ескере отырып, сенімді идентификациялау ақуыздарды кодтайтын гендердің нуклеотидтер тізбегін талдау немесе фенотиптік талдау жүргізілді.
[image: ]

Сурет 34 – Bacillus megaterium 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

34 – суретте Bacillus aryabhattai және Bacillus megaterium генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелер AS1 штамдарының Bacillus aryabhattai және Bacillus megaterium референтті штамдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көрсетеді. Сенімді сәйкестендіру үшін ақуыздарды кодтайтын гендердің нуклеотидтер тізбегін талдау немесе фенотиптік талдау жүргізілді.
[image: ]

Сурет 35 – Bacillus megaterium 16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

35 – суретте Bacillus paramycoides және Bacillus cereus генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген. Нәтижелер SA1 штммдарының Bacillus paramycoides және Bacillus cereus референтті штамдарының нуклеотидтер тізбегі сияқты бір тармақта орналасқанын көрсетеді. Сенімді сәйкестендіру үшін ақуыздарды кодтайтын гендердің нуклеотидтер тізбегін талдау немесе фенотиптік талдау жүргізілді. NR 157734.1 Bacillus paramycoides strain MCCC 1A04098 штамының гомологиялық сәйкестігі 100% құрады.

[image: ]

Сурет 36 – Serratia quinivorans16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

36 – суреттен көрініп тұрғандай, BR1 штамы Serratia plymuthica және Serratia quinivorans сияқты бір бұтақта орналасқан, бұл түрлердегі 16S рРНҚ жоғары сәйкестігі байқалады.

[image: ]

Сурет 37 – Enterobacter cloacae subsp. dissolvens16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

37 – суреттен көрініп тұрғандай, BR3 штамы Enterobacter ludwigi және Enterobacter cloacae subsp. сияқты бір тармақта орналасқан, осы түрлердегі жоғары 16S рРНҚ сәйкестігі байқалады.

[image: ]

Сурет 38 – Alkanindiges illinoisensis16S рРНҚ генінің фрагментін талдау негізінде салынған филогенетикалық ағаш

38 – суретте Alkanindiges hongkongens және Alkanindiges illinoisensis генетикалық туыс түрлерінің филогенетикалық талдауы көрсетілген.
Микроорганизмдердің таңдалған дақылдарын молекулалық-генетикалық идентификациялау нәтижесінде Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1, - Serratia quinivorans BR1, Enterobacter cloacae subsp. BR3, Alkanindiges illinoisensis BR7 түріне жатқызылды.
Осылайша, жүргізілген зерттеулер пестицидтер көмілген жерлерге іргелес аумақтағы микробтардың алуантүрлілігіне тұрақты мониторинг жүргізу, сондай-ақ қоршаған ортаның ластану көрсеткіштері ретінде микроорганизмдерді пайдалану мүмкіндігін зерттеу қажеттілігін көрсетеді. Белгілі бір тұрақты органикалық ластаушы заттардың белсенді ыдырауына қабілетті бактериялар, микромицеттер арасында микроорганизмдердің перспективті дақылдарын іздеу және идентификациялау топырақты қалдық пестицидтерден тазарту бойынша биоремедиация шараларын құрастыруға негіз болып табылады.

3.4	Перспективті штамдардың хлорорганикалық пестицидтер қатысындағы деструктивтік белсенділігі және деструктор – штамдардың скринингі
Тұрақты органикалық қосылыстардың ыдырауы абиотикалық реакциялармен, сондай-ақ қолайлы жағдайларда микроорганизмдердің биохимиялық процестерімен, аз токсикалық жанама өнімдерге айналуымен реттеледі. Осылайша, қазіргі уақытта зерттеулер деструктор штамдарының физиологиялық, биохимиялық және генетикалық сипаттамаларын зерттеуге және ксенобиотиктердің биотрансформация жолдарын анықтауға бағытталған. 
Feng және т.б. (1998) ғылыми зерттеу жұмыстарында жалғыз көміртек көзі ретінде ДДТ-мен байытылған M9 қоректік ортасында өсу кезінде колониялар бастапқы ақ-бұлыңғыр түстен қызылғылт түске өзгергені көрсетілген.
Деструкторларды іздеу басым популяциялардың микроорганизмдер дақылдары арасында жүргізілді. M9 қатты ортасында топырақтың бүкіл микробиотасының құрамында деструктивті штамдардың болуы 0,01% көміртегі ретінде пестицидті және бактериялық дегидрогеназалық белсенділік 2,3,5-трифенилтетразолий хлориді (TTCH) индикаторын қолдану арқылы анықталды. Дақылдардың деструктивті белсенділігі хлорорганикалық химиялық заттардың қатысуымен клетканың өсуі және тіршілікке қабілеттілігін сақтау белсенділігімен өлшенді [263].
Қазіргі заманғы биотехнологияның өзекті міндеттерінің бірі ксенобиотиктермен ластанған топырақтарды қайта қалпына келтіруге байланысты мәселелерін шешу үшін аборигендік микрофлорадан бөлініп алынған деструктор штамдары негізінде биопрепараттар алу болып табылады. Пестицидтерді қолдану нормалары мен ережелерін бұза отырып интенсивті қолдану салдарынан топырақ ерекше деструктивті әсерге ұшырайды, бұл пестицидтердің топырақта жиналуының негізгі себебі болып табылады. Пайдаланылмаған немесе тыйым салынған химиялық заттарға арналған полигондар да қоршаған ортаға ерекше қауіп төндіреді. Топырақтың өзін-өзі тазартуының табиғи процестері мұндай ластану көлеміне төтеп бере алмайды.
Топырақтың құнарлылығы мен өзін-өзі тазартуы микробиологиялық процестердің белсенділігіне тікелей байланысты екені белгілі, алайда топырақтың жоғары интоксикациялық нәтижесінде автохтонды микрофлора тежеледі. Сондықтан топырақтың негізгі функцияларын қалпына келтіруге және құнарлылығын арттыруға бағытталған кешенді технологияларды жасау теориялық және қолданбалы микробиология үшін айтарлықтай ғылыми қызығушылық тудырады. Қазіргі уақытта биологиялық ремедиация әдістері ластанған топырақтарды тазалау мәселелерін шешудің басым әдістері ретінде қарастырылады [264]. Биодеградация органикалық ластаушы заттармен, соның ішінде пестицидтермен ластанған топырақ жүйелерін рекультивациялау технологияларының ең перспективалы бағыты болып саналады.
Жоғарыда айтылғандарға байланысты әрі қарай зерттеулердің мақсаты тиімді деструктор микроорганизмдердің скрнингін жүргізу, дақылдардың деструктивті белсенділігін зерттеу және ең перспективті штамдарды таңдау болды. Деструкторларды іздеу микроорганизмдердің басым популяцияларынан алынған дақылдар арасында жүргізілді. Топырақтың жалпы микробиотасының құрамындағы деструктор штаммдарын анықтау көміртегі көзі ретінде ДДТ пестицидін 0,01%, бактериялардың дегидрогеназа белсенділігінің көрсеткіші 2,3,5-трифенилтетразолий хлоридін (ТТХ) қосу арқылы қатты ортада M9 жүргізілді [265].
Зерттеу жұмысы барысында 40 штамм тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен бөлініп алынды. Штамдардың жартысы көміртегінің жалғыз көзі ретінде тұрақты органикалық қосылыстар бар ортада өспегенін көрсетті, бұл деструктивті белсенділіктің жоқтығын көрсетеді. Скрининг нәтижесінде тұрақты органикалық қосылыстар бар ортада белсенді өсуге қабілетті 10 перспективті штамм іріктеліп алынды, атап айтқанда, Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1  (Cурет 26).
39 – суретте көрсетілгендей, M9 қоректік ортада өсірілген барлық колониялар тегіс, жылтыр қызыл және S-тәрізді болды.
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Сурет 39 – Тұрақты органикалық қосылыстар бар ортада деструктивті микроорганизмдердің өсуі. a Pseudomonas plecoglossicida K2. b Bacillus aryabhattai K3

39 – суретте көрсетілгендей тұрақты органикалық заттардың тотығу-қалпына келтіру реакцияларын катализдейтін дегидрогеназа ферментін анықтау үшін синтетикалық М9 қоректік ортасына 2,3,5-трифенилтетразолий хлориді (TTX) индикаторы қосылып, петри табақшаларында қызыл бояудың пайда болуы ксенобиотиктің деструкциясын анықтайды. Яғни, ортада қалпына келтірілген үшфенилформазанның (ТФФ) түзілуіне байланысты.
Дақылдардың деструктивті белсенділігі хлорорганикалық қосылыстардың қатысуымен өсу және клетканың тіршілікке қабілеттілігін сақтау белсенділігімен бағаланды. Микроорганизмдерді және олардың ыдырау өнімдерін ыдырататын белсенді тұрақты органикалық қосылыстардың скринингі топырақтан бөлініп алынған таза дақылдардың барлық 40 штамында жүргізілді. Скринингтік зерттеулердің негізінде 20 штамм көміртегінің жалғыз көзі ретінде ДДТ қосылған ортада өсуге қабілетсіз болды. Дақылдың қатты қоректік ортада өспеуі штаммдардың деструктивті белсенділігінің жоқтығын көрсетеді. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінен бөлініп алынған Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1 штамдарының ДДТ-ға қатысты деструктивті белсенділігі жоғары екендігі анықталды.
Ғылыми әдебиеттерде хлорорганикалық пестицидтердің кең спектрін қолдану бұл қосылыстардың микроорганизмдердің прокариоттық және эукариоттық клеткаларына, гетеротрофты микроорганизмдерге әсер етуінің әртүрлі механизмдерін қамтитынын және бұл механизмдердің ауқымы өте кең екенін көрсететін мәліметтер бар. Карбаматтардың туындылары клетканың бөліну процесіне әсер ететіні белгілі, органикалық мыс қосылыстары және дитиокарбаматтар – мембрананың өткізгіштігі және тотығу фосфорлануы, тыныс алу тізбегіндегі электрондардың тасымалдануы бойынша, органикалық сынап қосылыстары клеткалық компоненттермен әрекеттеседі, карбоксил, сульфгидрил, амин топтары және металл иондарымен әрекеттеседі [266]. Сондықтан бөлініп алынған таза дақылдардың штамдары хлорорганикалық препараты бар қоректік ортада әртүрлі өсу белсенділігін көрсетті.
Скрининг нәтижесінде ДДТ хлорорганикалық қосылысы бар қоректік ортада белсенді өсу белсенділігіне ие микроорганизмдердің 10 перспективті штамдар іріктеліп алынды. Нәтижелер 40 – суретте көрсетілген.
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Сурет 40 – ДДТ қосылған қоректік ортада тұрақты органикалық қосылыстарды ыдырататын деструктор - штамдардың өсу динамикасының сызықтық регрессиясы

Деструктор - штамдардың ДДТ қосылған қоректік ортада өсуі 5 тәулік бойы зерттелді, 40 – суретте көріп тұрғандарыңыздай, Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Pseudomonas koreensis AK1 штамдары Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1 штамдарымен салыстырғанда белсенді өсуді көрсетті. Зерттелетін штамдардың клетка саны 24 сағаттан кейін 1,7х107 -8,6х107 КТБ/г, бесінші күні 2,1х107-1,2х107 КТБ/г шегінде болды. Зерттелген штамдардың ішінде Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, штамдары ең жоғары өсу белсенділігін көрсетті. Bacillus subtilis AK5 штамы дақылдаудың бірінші күнінде өсуі белсенді, клетка саны 2,9х107 КТБ/г құрады. Тәжірибе соңында барлық клетка саны 2,4x107-4,8x107 КТБ/г шегінде болды (41-сурет). ДДТ қосылған ортада дақылдардың белсенді өсуі штамдардың көміртегінің жалғыз көзі ретінде хлорорганикалық қосылыстарды пайдаланатынын көрсетеді. 41 – суретте ДДТ қосылған ортада микроорганизмдер – деструкторлар дақылдарының өсуі көрсетілген. 
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	Pseudomonas plecoglossicida К2
	Bacillus aryabhattai К3
	Solibacillus isronensis KS1
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	Pseudomonas sp. KS2
	Bacillus pumilus B1
	Bacillus amyloliquefaciens B2
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	Bacillus subtilis AK5
	Pseudomonas koreensis AK1
	Bacillus paramycoides SA1



Сурет 41 – ДДТ қосылған қатты қоректік ортада деструктор - штамдарының дегидрогеназалық белсенділігі (600Х)
44 – суретте көрініп тұрғандай, ДДТ қосылған ортадағы деструктор - штамдарының көлемі 1-2,5 мм беттік колониялар түзеді. ДДТ бар M9 қоректік ортада дақылдар колонияларының өлшемі үлкен болды - 1,8-3 мм құрады. Колониялар дөңгелек, жиегі тегіс және беті тегіс, күңгірт қызыл түсті болды. Колониялардың құрылымы біртекті, барлық штамдар S типті колониялар түзді, кейде шырышты (О) колониялар пайда болды. Pseudomonas plecoglossicida K2, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 штамдарында дөңгелек және тегіс, жылтыр колониялар байқалды. ДДТ қосылған M9 қоректік ортасында барлық штамдар колонияларының айналасында әртүрлі түссіздену аймақтары пайда болды.
Зерттеу нәтижелері бойынша M9 синтетикалық қоректік ортасында барлық колониялар қызыл түсті тегіс, жылтыр S пішінді болды. Көміртектің жалғыз көзі ретінде ДДТ қосылған M9 қоректік ортадағы дақылдар бастапқы ақ – күңгірт түсті қызыл түске өзгертеді, бұл ортада қалпына келтірілген үшфенилформазанның (ТФФ) түзілуіне байланысты. Ғылыми әдебиеттерде белгілі бір жағдайларда және белгілі бір топырақта микроорганизмдердің әсерінен әртүрлі пестицидтердің өзгеруіне көптеген мысалдар келтірілген. Мысалы, хлорорганикалық препараттар (ДДТ) микрофлораның әсерінен хош иісті сақиналардың ыдырауымен терең деградацияға ұшырайды.
Химиялық ластаушы заттарды деструкторлардың штамдарын зерттеу нәтижесінде микроорганизмдердің Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1 штамдары тұрақты органикалық қосылыстарды жоюға қабілетті екендігі анықталды, бұл қызғылт колониялардың пайда болуын көрсетті және олардың айналасындағы орта қызарып, қысқартылған трифенилформазанның (ТФФ) түзілуін көрсетеді. Аэробты жағдайда ксенобиотиктердің биодеградациясының бірінші сатысы әртүрлі оксидоредуктазалармен катализделген тотығу метаболизмінің реакциялары болғандықтан, олардың негізгілері дегидрогеназалар, микроорганизмдерде бұл ферменттердің анықталуы дақылдың деструктивті белсенділігін көрсетеді.

3.4.1 Деструктор – штамдардың ферментативті белсенділігі және белсенді штамдардың скринингі
Деструктор – микроорганизмдердің дегидрогеназалық белсенділігімен қатар қосымша ферментативті белсенділігі зерттелді. 
Пестицидтерді ыдыратудың физика-химиялық әдістері көбінесе үлкен шығындарды қажет ететіндіктен және токсинді жанама өнімдер түзуі мүмкін болғандықтан, пестицидтерді биоремедиациялаудың тиімдірек және экологиялық таза тәсілдеріне сұраныс артып келеді. Биодеградация, ферменттерге негізделген перспективті процесс болып табылады, оксидоредуктазалар, монооксигеназалар, диоксигеназалар, карбоксилэстеразалар, фосфотриэстеразалар, галогеналкандегалогеназалар және дегидрохлориназалар, диизопропилфторофосфатаза, параоксоназа және ангидролаза органофосфат қышқылы сияқты ферменттерді атап өтуге болады. Микроорганизмдердің оксидоредуктазалар, дегидрогеназа, лакказа және каталаза ферменттері ТОҚ қатысты деструктивті мүмкіндіктерінде шешуші рөл атқарады.
Деструктор - штамм ретінде анықталған микроорганизмдердің ферментативті белсенділігі спектрофотометриялық әдіспен талданды (Сурет 42).
 
	

	

	

	



Cурет 42 – ДДТ қосылған қоректік ортада өсірілген деструктор - штамдардың ферментативті белсенділігі

Зерттеу перспективті штамдарға бағытталған. Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1  деструктор – штамдарының барлығы жоғары ферментативті белсенділікті көрсетті. Бұл штамдар деструктивті қабілетке жауап беретін жоғары ферментативті белсенділікке ие - протеаза, лакказа, каталаза және целлюлоза сияқты ферментенттерге негізделген. 
Bacillus туысының өкілдері өндірістік маңызы бар бірнеше ферменттерді синтездейтіні белгілі, атап айтқанда амилаза, протеаза, целлюлаза, каталаза және т.б. Біздің зерттеу жұмысымызда Bacillus туысының өкілдерімен қатар, Solibacillus, Pseudomonas туыс өкілдерінің ферментативті белсенділігі зерттелді. 
Биоремедиацияда қолданылатын ферменттердің қатарына  цитохром P450, лакказа, гидролаза, дегалогеназа, дегидрогеназа, протеаза, липаза және целлюлозаферменттері жатытыны анықталған. Аталған ферменттер полимерлердің, ароматты көмірсутектердің, галогенді қосылыстардың, бояғыштар мен детергенттердің, агрохимиялық қосылыстардың деградациялауында белсенді болып табылады. Ферменттердің бұндай қасиеттері әртүрлі механизмдерге негізделген: тотығу - тотықсыздану, қайта қалпына келтіру, циклді элиминирлеуші. 
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	Лакказа
	Протеаза
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	Целлюлоза
	Каталаза



Cурет 43 – ДДТ қосылған қоректік ортада өсірілген деструктор - штамдардың сапалық ферментативті белсенділігі

43 – суретте көрсетілгендей, Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Solibacillus isronensis KS1, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1, Bacillus megaterium AS1 және Bacillus paramycoides SA1 деструктор – штамдардың ферментативті белсенділігін зерттеу барысында, лакказа, протеаза, целлюлоза, каталаза ферменттерінің белсенділігі зерттелді. Скриниг жүргізу барысында гидролизденген агарлы ортада еріген азотты қосылыстардың түзілгені, яғни бактериялардың протеолитикалық белсенділігі өскен колониялардың жанында түссіз аймақтың байқалуымен сипатталады. Карбоксиметилцеллюлоза агар (КМЦ) қоректік ортасында өскен колонияларды йод ерітіндісімен өңдеу нәтижесінде түссіз аймақтың пайда болуы целлюлоза белсенділігін көрсетті. Келесі зерттеу деструктор-штамдарының биосәйкестігіне талдау жүргізу жоспарланады.

3.5	Перспективті штамм – деструкторлардың биосәйкестігі және микробтық консорциум құру
Биодеградация процесінің тиімділігі үшін микробтық қауымдастықтардың жүйелі консорциумдарын қолдану тиімді болып табылады. Қоршаған ортадағы ксенобиотиктердің трансформациясы үшін деструктор – штамдар арасында антагонистік қасиет болмауы қажет. 
Зерттеу жұмысы барсыныда деструктор – штамдардың биосәйкестігі Глушанов әдісімен зерттелді. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес 7 биосәйкес консорциумдар іріктеліп алынды: Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas koreensis  АК1, Pseudomonas plecoglossicida К2 – Bacillus pumilus В1, Bacillus aryabhattai К3 – Bacillus amyloliquefaciens В2, Bacillus paramycoides SA1 – Pseudomonas koreensis АК1,  Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas plecoglossicida К2, Solibacillus isronensis KS1 – Pseudomonas sp. KS2, Bacillus paramycoides SA1 – Bacillus subtilis АК5. 
Жоғарыда көрсетілген штамдардың бір – біріне антагонистік қасиеттері анықталмады, бұл штамдардың биосәйкес екендігін және биоремедиация процесі үшін консорциум негізіндегі биопрепараттарды қолдану тиімділігін арттыруға болады. Зерттеу жұмысының нәтижесінде 191 комбинациядан 55 биосәйкестік анықталып, ең белсенді 7 консорциум таңдалып алынды.  Зерттеу нәтижелері 5 кестеде көрсетілген. 

Кесте 7 – Перспективті ТОҚ ыдыратуға қабілетті деструктор – штамдардың биосәйкестігі

	№
	Штамдар
	Қоректік ортада өсуі
	Клетка морфологиясы 600Х

	1
	2
	3
	4

	[bookmark: _heading=h.lnxbz9]1
	Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas koreensis  АК1
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	[image: https://sun9-72.userapi.com/c858032/v858032726/1a94c1/C-EDWQT34YU.jpg]

	2
	Pseudomonas plecoglossicida К2 – Bacillus pumilus В1
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	[image: https://sun9-40.userapi.com/c854016/v854016726/209c95/uf3b2OaZK20.jpg]

	3
	Bacillus aryabhattai К3 – Bacillus amyloliquefaciens В2
	[image: https://sun9-65.userapi.com/c858036/v858036387/1d364b/lX_ciS4nQz8.jpg]
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	4
	Вacillus paramycoides SA1 – Pseudomonas koreensis АК1
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	5
	Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas plecoglossicida К2
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	6
	Solibacillus isronensis KS1 – Pseudomonas sp. KS2
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	7
	Bacillus paramycoides SA1 – Bacillus subtilis АК5
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	8
	Bacillus megaterium AS1-Solibacillus isronensis KS1
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	9
	Bacillus amyloliquefaciens AK3-Bacillus amyloliquefaciens B2
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	10
	Bacillus amyloliquefaciens AK3-Cutaneotrichosporon moniliiformeBR4
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	11
	Bacillus pumilus SB1-Rhodotorula glutinis B5
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	12
	Bacillus paramycoides SA1-Rhodotorula glutinis В5
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Деструктор – штамдар арасындағы антагонистік қасиетті бағалау колониялар айналасындағы тежелу аймағының диаметрін өлшеу арқылы жүргізілді. Зерттеу нәтижелері бойынша Bacillus megaterium AS1-Solibacillus isronensis KS1, Bacillus amyloliquefaciens AK3-Bacillus amyloliquefaciens B2, Bacillus amyloliquefaciens AK3-Cutaneotrichosporon moniliiforme BR4, Bacillus pumilus SB1-Rhodotorula glutinis B5, Bacillus paramycoides SA1-Rhodotorula glutinis В5 штамдары бір – біріне антагонистік қасиет көрсетті, яғни симбиозды тіршілік ете алмайды, ал  Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas koreensis  АК1, Pseudomonas plecoglossicida К2 – Bacillus pumilus В1, Bacillus aryabhattai К3 – Bacillus amyloliquefaciens В2, Вacillus paramycoides SA1 – Pseudomonas koreensis АК1, Bacillus subtilis АК5 – Pseudomonas plecoglossicida К2, Solibacillus isronensis KS1 – Pseudomonas sp. KS2, Bacillus paramycoides SA1 – Bacillus subtilis АК5 деструктор - штамдары арасында антагонисттік қасиет болмайтыны анықталды және бактериялық консорциумдар құрастырылды. Бұл штамдарда бір-біріне қатысты тежеу қасиеттерінің болмауы олардың бірлесе симбиозды тіршілік ететінін көрсетеді. Биосәйкестік биоремедиация немесе биодеградация процесі үшін консорциум негізінде биопрепараттар  пайдаланудың перспективті факторлары болып табылады.
	Морфологиялық-культуралдық қасиеттері бойынша биосәйкес штамдар грам оң және грам теріс, клетка пішіндері сопақша, кокка және таяқша тәрізді болып келеді. Қатты қоректік ортаның бетінде екі дақыл бірлесіп өскені, штамдардың биосәйкес екенін көрсетеді. Өсіп шыққан дақылдардың пішіні домалақ, біртекті және шеттері тегіс және кедір-бұдырлы, ақшыл түсті жылтыр колониялар. Келесі зерттеу жұмысы барысында биосәйкес штамдардың морфологиялық-культуралдық қасиеттері зерттеліп, перспективті штамдар молекулалық-генетикалық әдіс негізінде түрге дейін идентификацияланды. Келесі бөлімде молекулалық – генетикалық әдіс негізінде түрге дейін идентификацияланған перспективті деструктор – микроорганизмдердің, тұрақты органикалық қосылыстарды ыдырату белсенділігі газды – сұйықтықты хромотография әдісімен анықталды. 

3.5.1 	Деструктор – штамдардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігі
Масс-спектрометриялық детекторы бар газды – сұйық хроматография әдісімен хлорорганикалық пестицидтерді анықтау
Соңғы бірнеше онжылдықта қоршаған ортадағы хлорорганикалық пестицидтердің мөлшеріне анализ жүргізу және олардың қоршаған ортаға соның ішінде биологиялық объектілерге әсерін бағаулауға көңіл бөлінуде. 
Сынамалар ҚазҰАУ Қазақстан-Жапон инновациялық орталығының Тамақ және экологиялық қауіпсіздік зертханасында хлорорганикалық пестицидтердің құрамы масс-спектрометриялық детекторы бар газды- хроматография әдісі арқылы зерттелінді. Зерттеу жұмысында көміртегінің жалғыз көзі ретінде хлорорганикалық пестицидтердің 5 түрі (ДДТ, ДДЭ, αГХЦГ,β ГХЦГ, µГХЦГ )  қосылған М9 синтетикалық қоректік ортасы пайдаланылды.
Зерттеудің келесі кезеңінде хроматографқа жіберілетін градуирлинген ерітіндіні дайындау үшін Bacillus aryabhattai К3 моно штамы, Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 штамдарының консорциумы бар колбаға гексан алканы құйылды. Пестицидтер 10-15 мл гександа ерітілді. Сыйымдылығы 100 мл колбаға стерильді пипеткамен 1 мл ерітінді алынды.  Сұйық ортадағы штамдардың пестицидтермен қаншалықты қоректенгенін анықтау үшін хроматографиялық анализге сынамалар дайындалды. Гексан мен М9 қоректік ортасының тығыздықтары әртүрлі болғандықтан, екі сұйықтық бір бірімен араласпады. Күкірт қышқылы арқылы органикалық қосылыстарды жойып, экстракция жүргізілді. Қышқыл ортаны бейтараптандыру үшін алдымен калий гидрокарбонаты, кейін дистильденген су  қолданылды. рН мәні 5-ке жеткенде тек пестицидтері бар гексан қажетті мөлшерде алынып, қажет емес суспензия төгілді. Келесі кезеңде гександы қайнатып, 70°С температурада буландыру процесі жүрді. Ваккумдық сорғы арқылы процесс жылдамдатылды. Пестицидтері бар сынамадан микрошприц көмегімен 1 мкл сұйықтық алынып, хромотограф жабдығына жіберілді.
1,4,6-тәуліктерде α-ГХЦГ , β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ, ДДТ, ДДЭ хлорорганикалық пестицидтерінің ыдырау дәрежесі келесі кезеңдегі хроматограммалар арқылы зерттелді. Газды хроматография әдісі-қоршаған орта объектілеріндегі ХОП  анықтаудың ең көп кең таралған әдістердің бірі. Зерттеу нәтижесі төменгі 8 кестеде көрсетілген.
Кесте 8 –  Bacillus aryabhattai К3, Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 штамдарының ДДТ, ДДЭ, α-ГХЦГ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ изомерлерлері бар пестицидтерді ыдырату белсенділіктері

	ГХЦГ α-изомерлер

	Үлгілер
	Талдау күні
	Сынақ нәтижелері бойынша нақты мәндер, мкг / мл
	Ыдырату белсенділігі %

	Бақылау
	1 тәулік
	1,227
	0

	
	4 тәулік
	1,201
	2,12

	
	6 тәулік
	1,240
	1,06

	Bacillus aryabhattai K3

	1 тәулік
	0,694
	0

	
	4 тәулік
	0,645
	7,06

	
	6 тәулік
	0,598
	13,83

	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	1 тәулік
	0,820
	0

	
	4 тәулік
	0,794
	3,17

	
	6 тәулік
	0,747
	8,90

	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	1 тәулік
	2,803
	0

	
	4 тәулік
	1,232
	56,09

	
	6 тәулік
	0,742
	73

	ГХЦГ β -изомерлер

	Үлгілер
	Талдау күні
	Сынақ нәтижелері бойынша нақты мәндер, мкг/мл
	Ыдырату белсенділігі %

	Бақылау
	1 тәулік
	1,709
	0

	
	4 тәулік
	1,679
	-1,76

	
	6 тәулік
	1,630
	-4,62

	Bacillus aryabhattai K3

	1 тәулік
	1,027
	0

	
	4 тәулік
	0,922
	-10,22

	
	6 тәулік
	0,763
	-25,71

	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	1 тәулік
	1,516
	0

	
	4 тәулік
	1,437
	-5,21

	
	6 тәулік
	1,275
	-15,90

	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	1 тәулік
	0,828
	0

	
	4 тәулік
	0,463
	-44,1

	
	6 тәулік
	0,294

	-64,4

	ГХЦГ γ -изомерлер

	Үлгілер
	Талдау күні
	Сынақ нәтижелері бойынша нақты мәндер, мкг / мл
	Ыдырату белсенділігі %

	Бақылау
	1 тәулік
	1,172
	0

	
	4 тәулік
	1,043
	-11,01

	
	6 тәулік
	1,148
	-2,05

	Bacillus aryabhattai K3

	1 тәулік
	1,006
	0

	
	4 тәулік
	0,826
	-17,89

	
	6 тәулік
	0,878
	-12,72

	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	1 тәулік
	1,177
	0

	
	4 тәулік
	1,058
	-10,11

	
	6 тәулік
	0,802
	-68,86

	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	1 тәулік
	1,035
	0

	
	4 тәулік
	0,543
	-48,3

	
	6 тәулік
	0,282
	-73,2 

	[bookmark: _heading=h.3j2qqm3]4,4-ДДТ

	Үлгілер
	Талдау күні
	Сынақ нәтижелері бойынша нақты мәндер, мкг / мл
	Ыдырату белсенділігі %

	Бақылау
	1 тәулік
	5,617
	0

	
	4 тәулік
	5,872
	4,54

	
	6 тәулік
	5,646
	0,52

	Bacillus aryabhattai K3

	1 тәулік
	7,148
	0

	
	4 тәулік
	5,776
	-19,19

	
	6 тәулік
	3,203
	-55,19

	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	1 тәулік
	5,767
	0

	
	4 тәулік
	4,619
	-19,91

	
	6 тәулік
	2,864
	-50,34

	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	1 тәулік
	1,802
	0

	
	4 тәулік
	0,799
	-56,3


	
	6 тәулік
	0,514
	-72,3


	4,4-ДДЭ

	Үлгілер
	Талдау күні
	Сынақ нәтижелері бойынша нақты мәндер, мкг / мл
	Ыдырату белсенділігі %

	Бақылау
	1 тәулік
	3,007
	0

	
	4 тәулік
	2,910
	-3,23

	
	6 тәулік
	2,956
	-1,70

	Bacillus aryabhattai K3

	1 тәулік
	2,283
	0

	
	4 тәулік
	2,003
	-12,26

	
	6 тәулік
	1,203
	-47,31

	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	1 тәулік
	3,498
	0

	
	4 тәулік
	2,444
	-30,13

	
	6 тәулік
	1,646
	-52,94

	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	1 тәулік
	0,442
	0

	
	4 тәулік
	0,158
	-64,2


	
	6 тәулік
	0,098
	-77,8 




[bookmark: _heading=h.1y810tw]8 – кестеде көрсетілгендей,  Bacillus aryabhattai К3 штамдарының α,  β, γ -ГХЦГ ыдырату белсенділіктері 1-тәулікте ешқандай өзгеріс байқалмаған, ал 6- тәулікте жоғары болғандығы байқалды. α –ГХЦГ бойынша пайыздық көрсеткіші – 13,83%,  β –ГХЦГ бойынша- 25,71%,  γ –изомерлі ГХЦГ бойынша- 12,72 % құрады. Bacillus aryabhattai K3 ДДТ ыдыратуының ең жоғарғы пайыздық көрсеткіші 6-тәулікте 55,19% тең болды. Ал 1-ші тәулікте ешқандай өзгеріс байқалмады. ДДЭ ыдыратуының ең жоғарғы пайыздық көрсеткіші 6-тәулікте 47,31% тең болды. Хроматография нәтижелеріне сәйкес Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 штамдарының консорциумының пестицидтерді ыдырату көрсеткіштерінің жоғары екені анықталды. 1 тәуліктен соң α-ГХЦГ 2,803 мкг/мл, ДДД 1,910 мкг/мл, ДДТ 1,802 мкг/мл болды. 4-тәулікте α-ГХЦГ 1,232 мкг/мл, ДДД 0,809 мкг/мл, 6-тәулікте α-ГХЦГ 0,742 мкг/мл, ДДД 0,518 мкг/мл, ДДТ пестициді  0,514 мкг/мл концентрацияларға дейін азайды. Пайыздық көрсеткіштерге сәйкес, 4-тәулікте α-ГХЦГ 43,9%, β-ГХЦГ  55,9%, γ-ГХЦГ 42,8%, ДДЭ 35,7% , ДДД 42,3%, ДДТ 44,3% ыдырады. 6-тәулікте α-ГХЦГ 60%, β-ГХЦГ 63,4%, γ-ГХЦГ 51,9%, ДДЭ 62,0%, ДДД 64,2%, ДДТ 64,3% ыдырады.
Алынған нәтижелер хромотографиялық спектр негізінде 44-45 суреттерде көрсетілген.

[image: ]

Сурет 44 – Хлорорганикалық пестицидтер және Bacillus aryabhattai K3 штамдары бар тәжірибе сынамасының хроматография нәтижелері

44 – суретте көрсетілгендей Bacillus aryabhattai K3 штамы 1 -тәулікте қоректік ортаның ішінде ДДЭ қосылған  пестицидтің мөлшері 2,283 мкг / мл құраса,ал 6-тәуліктен кейін Bacillus aryabhattai K3 штамы 1,203 мкг / мл құрады. Нәтижесінде 47 %-ға дейін ыдыратып жіберді.  ДДТ қосылған пестицидтін мөлшері 55%-ға ыдыратты. Ал, α –ГХЦГ бойынша пайыздық көрсеткіші – 13,83 %,  β –ГХЦГ бойынша- 25,71 %,  γ –изомерлі ГХЦГ бойынша-  12,72 % құрады.

[image: ]

Сурет 45 – Хлорорганикалық пестицидтер және Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 штамдары бар тәжірибе сынамасының хроматография нәтижелері

[bookmark: _heading=h.4i7ojhp]45 – суретте көрсетілгендей Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум штамдарының ыдырату белсенділігі α –ГХЦГ бойынша пайыздық көрсеткіші – 8,90%,  β –ГХЦГ бойынша- 15,90 %,  γ –изомерлі ГХЦГ бойынша-  31,86 % құрады. Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциумы 1 -тәулікте қоректік ортаның ішінде ДДЭ қосылған  пестицидтің мөлшері 5,767 мкг/мл құраса, ал 6-тәуліктен кейін  2,864 мкг / мл құрады. Нәтижесінде 50,34 %-ға дейін хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігін көрсетті.  1 -тәулікте ДДТ мөлшері 3,498 мкг/мл құраса, ал 6-тәулікте 1,646 мкг/мл  құрады, және пестицидтін мөлшері 52,94%-ға ыдыратуға қабілеттілігі анықталды. Бұл Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциумының ферментативті белсенділігі және консорциумның тиімділігемен сипатталады.
[bookmark: _heading=h.btw5l087l182]
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	1-тәулік
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	4-тәулік
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	6-тәулік



Сурет 46 –  Хлорорганикалық пестицидтер және Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 штамдары бар тәжірибе сынамасының хроматография нәтижелері

46 – суретте көрсетілген хроматография диаметрі 0.5 мм, ұзындығы 30 мм ValcoBond VB-5 колонкаларында жүргізілді. 1-тәулікте 38 минут жүргілізген жұмыс барысында α-ГХЦГ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ пестицидтері детектордың 250-450 мВ мәнінде 6-7 минутта көрінді. ДДЭ, ДДД, ДДТ пестицидтері 119.1-81.2 мВ-та 14-17 минутта анықталды.  4-тәулікте сәйкесінше 442.7-160.1 мВ детектор кернеуінде α-ГХЦГ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ пестицидтері 6;6;7 минуттарда, ДДЭ, ДДД, ДДТ пестицидтері 14;15;17 минуттарда 41.3-72.8 мВ кернеуде анықталды. 6-тәулікте α-ГХЦГ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ пестицидтері детектордың 252.7- 76.4 мВ мәнінде 6 минутта, ал ДДЭ, ДДД, ДДТ пестицидтері 24.0-21.2 мВ көрсеткіште 14 минутта көрінді. 
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Сурет 47 –  Хлорорганикалық пестицидтер бар бақылау сынамасының хроматография нәтижелері

47 – суретте көрсетілгендей бақылау сынамасының нәтижесі бойынша Bacillus aryabhattai K3 және Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум штамдары бар тәжірибе сынамаларымен салыстарғанда нәтижелері өзгеріссіз екендігі байқалады. Перспективті деструктивті штамдардың моно және консорциумының деструктивті белсенділігі 48-суретте көрсетілген.



Сурет 48 – Перспективті моно және консорциум штамдарының деструктивті белсенділігі (a – бақылау, b – Bacillus aryabhattai K3, c – Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, d – Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2)

48 – суретте көрсетілгендей зерттеу нәтижесі бойынша перспективті штамдардың деструктивтік белсенділіктерінің пайыздық көрсеткіштері анықталды. Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 30-55 % және Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 30-64 % деструктивті бесленділігі анықталды. Аталған консорциумдар тұрақты органикалық қосылыстарды биоремедиациялауда қолдануға ұсынылады. 

3.5.2	Модельді тәжірибиелерде штамм – деструкторлардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдырату белсенділігі
Қазіргі уақытта пестицидтермен ластанған қоршаған орта объектілерін тазарту, сондай-ақ қоймаларда пестицидтерді көму орындарына іргелес аумақтарда орналасқан тұрақты органикалық қосылыстардың артық мөлшерін деградациялау өзекті мәселелелердің бірі болып отыр. Химиялық қосылыстар класы бойынша хлорорганикалық пестицидтер ауылшаруашылығында кеңінен қолданылады. Табиғи жағдайларда пестицидтер ретінде қолданылатын барлық химиялық қосылыстар белгілі бір дәрежеде абиотикалық және биотикалық факторлар мен процестердің әсерінен ыдырауға ұшырайды. Биотикалық факторлардың ішінде бұл процесте жетекші рөлді топырақ микрофлорасы атқарады. Көптеген зерттеулер пестицидтердің ыдырауында топырақ микроорганизмдерінің маңыздылығын атап көрсетеді. Пестицидтердің микроорганизмдермен ыдырау ұзақтығы қосылыстың химиялық құрамына, микроорганизмдердің түрлеріне, топырақ қасиеттеріне (температура, аэрация және т.б.) байланысты бірнеше күннен бірнеше айға, кейде ондаған жылдарға дейін өзгеруі мүмкін.
Микробиологиялық дезактивация әдістерінің басқа әдістерге қарағанда артықшылығы микроорганизмдердің ферменттік жүйелерінің алуантүрлілігімен және химиялық тұрақты қосылыстардың кең спектрін ыдыратуға мүмкіндік беретін үлкен метаболикалық лабильділігімен түсіндіріледі. Пестицидтерді ыдыратудың ең тиімді жолы монокультураға қарағанда, микроорганизмдердің перспективті штамдары негізінде құрастырылған консорциумын пайдалану болып табылады. Топырақ микроорганизмдерінің консорциумының зат алмасу мүмкіндіктері монокультураларға қарағанда жоғары және алуантүрлі. Консорциум микроорганизмдерінің бірлескен қызметі пестицидтерді толық минералдануға дейін жеткізуге мүмкіндік береді, ал бұл микроорганизмдердің бір түрінің популяциясы үшін әрқашан мүмкін емес.
Индуктор-пестицид мөлшері бастапқы қоспаның 10-100 мг/кг аралығында болуы керектігі тәжірибе жүзінде анықталған. Осылайша, бейімделген дақылдар консорциумын бірлесіп қолдану пестицидтердің ыдырау дәрежесін арттырады және жойылу уақытын қысқартады [267].
Перспекивті штамдар негізінде құрастырылған консорциумдар грам-оң және грам-теріс бактерияларды, сондай-ақ метаболикалық белсенділіктің кең ауқымына және жоғары деградация белсенділігіне, қозғалғыш және қозғалмайтын, аэробты және факультативті анаэробты әртүрлі деструктор –  штамдарды қамтиды.
Тұрақты органикалық қосылыстардың микроорганизмдер әсерінен деградациялану процесі барысында кейде аралық метаболиттер бастапқы қосылыстарға қарағанда токсинді болуы мүмкін болғандықтан, фитотоксинділігін бағалау штамдардың биоремедиация үшін эффективтілігін бағалауда негізгі көрсеткіш болып табылады.
Деструктор – микроорганизмдерді лабораториялық жағдайда тестілеу үшін бақыланатын тәжірибелерде жаздық бидай дәндерін пайдалану арқылы деструктор штамдарының культуралық сұйықтығымен өңделген тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтардың фитотоксинділігі бағаланды. Тәжирибелік бидай тұқымдары алдын ала тұрақты органикалық қосылыстармен өңделген және бақылау ретінде табиғи жағдайда өнген бидай қолданылады. Тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті штамм деструкторларының бірнеше комбинациялары таңдалып алынды: монокультура екі немесе үш түрдің комбинациялары, сонымен қатар деструктор штамдарынсыз бақылау үлгісі. тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтағы бидайдың морфометриялық көрсеткіштері: өскіндерінің өнуі және өсу параметрлерін бағалау 7-ші күні жүргізілді. Тәжірибе нәтижелері 9 – кестеде  көрсетілген.

Кесте 9 – Тұрақты органикалық ластағыштармен ластанған топырақта бидайдың морфометриялық көрсеткіштері

	Топырақ
	ДДT, мг/кг
	Штамм
	Өнуі, %
	Ұзынды
ғы/ биіктігі, cm
	Тамыры
ның ұзынды
ғы, cm

	Басшы (бақылау)
	-
	-
	98
	12.7±0.38
	6.7±0.20

	Пестицидпен ластанған топырақ үлгісі

	Басшы
	10
	-
	73
	10.6±0.32
	5.4±0.16

	Басшы
	100
	-
	54
	8.6±0.25
	4.1±0.12

	Топырақ+деструктор микроорганизм+пестицид 

	Топырақ
	10
	Bacillus aryabhattai K3
	83
	15.6±0.46
	6.9±0.21

	Топырақ
	100
	Bacillus aryabhattai K3
	68
	11.6±0.35
	4.8±0.14

	Топырақ
	10
	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	88
	11.9±0.47
	5.7±0.17

	Топырақ
	100
	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	80
	8.6±0.25
	3.6±0.11

	Топырақ
	10
	[bookmark: _Hlk165452944]Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	94
	14.2±0.42
	7.5±0.23

	Топырақ
	100
	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	85
	12.8±0.38
	5.5±0.16

	Топырақ+деструктор микроорганизм

	Топырақ Қызылқай
рат
	-
	-
	58
	10.1±0.32
	4.3±0.13

	Топырақ
	-
	Bacillus aryabhattai K3
	67
	13.3±0.39
	5.8±0.17

	Топырақ
	-
	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	82
	8.9±0.26
	3.8±0.11

	Топырақ
	-
	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	84
	13.6±0.40
	6.2±0.18

	Топырақ
Бесқайнар
	-
	-
	62
	13.0±0.39
	5.2±0.15

	Топырақ
	-
	Bacillus aryabhattai K3
	80
	15.4±0.46
	6.8±0.20

	Топырақ
	-
	Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3
	78
	13.9±0.41
	4.7±0.14

	Топырақ
	-
	Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2
	87
	14.8±0.44
	7.3±0.22



Зерттеудің негізгі бағыты бидай тұқымдарының өну жылдамдығымен көрсетілген хлорорганикалық пестицидтің токсинді әсерін бағалау 9-кесте көрсетілген. Зерттеу барысында Басшы бақылау топырақ үлгілерін хлорорганикалық пестицид қосылмаған және ортада хлорорганикалық пестицид мөлшері 10 мг/кг және 100 мг/кг бар нұсқаларда бидайдың өну белсенділігі анықталды. Хлорорганикалық пестицид қосылмаған Басшы бақылау топырақ үлгілерінде бидайдың өнгіштігі 98% құраса,  бақылау топырақ + 10 мг/кг ДДТ қосылған нұсқаларда бидайдың өнгішітігі 73%, топырақ + 100 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда 54% құрады. 
Топырақ + моно штамм Bacillus aryabhattai K3 + 10 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 83%, ал топырақ+ Bacillus aryabhattai K3 + 100 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 68% құрады. Консорциум нұсқаларында бақылау үлгілерімен салыстырғанда, топырақ + Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 + 10 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 93%, ал топырақ+ Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3+ 100 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 80% артты. Келесі консорциум нұсқаларында топырақ + Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2+ 10 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 94%, ал топырақ+ Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2+ 100 мг/кг ДДТ бар нұсқаларда бидайдың өнуі 85% артқаны байқалады. 
Қызылқайрат топырақ үлгілерінде бидайдың өнгіштігі 58% құраса, топырақ + Bacillus aryabhattai K3 моно штамы бар нұсқаларда 67%, топырақ + Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум нұсқаларында 72% және топырақ + Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 нұсқаларында 84% артқаны байқалады. Бесқайнар топырақ үлгілерінде бидайдың өнгіштігі 62% құраса, топырақ + Bacillus aryabhattai K3 моно штамы бар нұсқаларда 80%, топырақ + Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум нұсқаларында 78% және Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 консорциум нұсқаларында 87% артты. 
Хлорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерін модельді тәжірибеде зерттеу нәтижелеріне сәйкес, бақылаумен үлгілерді салыстырғанда бидай тұқымдарының өну белсенділігі моно дақыл Bacillus aryabhattai K3 бар нұсқаларда жалпы 67-83% - ға, ал Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 консорциум штамдары бар нұсқаларда 82 – 88%,  Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 консорциум нұсқаларында 87 – 94%- ға артқаны байқалады. 
Бидай өскіндерінің морфометриялық параметрлеріне бойынша, хлорорганикалық пестицидтермен өңделген нұсқаларда бақылау үлгілерімен салыстырғанда бидайдың өсу көрсеткіштерінің төмендеуі байқалса, деструктор микроорганизм штамдары бар нұсқаларда 28%-ға артқаны, ал консорциум дақылдары бар нұсқаларда тамырдың өсуі 42%-ға артқаны 49 – суретте көрсетілген.
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Сурет 49 –  Бидайдың микроорганизм консорциумдары мен пестицидтер қатысында өсуі және морфометриялық көрсеткіштері

49 –  суретте көрсетілген бидай тұқымы 3- күн қажетті жағдайларды ескере отырып өсірілді. Өскен бидай өскіндері микроорганизм консорциумдары және әртүрлі пестицидтердің қатысындағы топыраққа егілді. 7- тәулік соңында бидай өскіндеріне морфометриялық көрсеткіштері анықталды. Есеп бойынша, бақылау және тәжірибелік өскіндер алынды. 7- тәулікте бидай өскіндерінің ұзындығы- әртүрлі көрсеткішті көрсетті. Ең жоғарғы көрсеткішке ие бидай сабағы - 30 см құрады. Сонымен қатар,  бақылаумен салыстырғанда тәжірибиелік бидай өсінділерінің ұзындықтары жоғарғы көрсеткішті көрсетті.
Зерттеу жұмысында сонымен қатар топырақ үлгілеріндегі пестицидтерді ыдырататын деструктор – микроорганизмдердің өсу белсенділігімен бақыланды. Деструктор – микроорганизмдердің болуы мен белсенділігі дақылдың өсу қарқыны мен тіршілікке қабілеттілігімен бағаланды. Тәжірибе барысында деструктор штаммдары тіршілікке қабілеттілігін сақтап, клетка санының артуы байқалды, тәжиреблік нұсқаларда 2,8×10⁵-6,0×10⁷ КТБ/г, бақылау үлгілерінде 5,2×10⁴ - 4,4×10⁵ КТБ/г құрады. Бұл микроорганизмдердің ДДТ-ны көміртегінің жалғыз көзі ретінде пайдаланғанын көрсетеді.
Эксперимент консорциумдағы ДДТ ыдырату қабілеттілігінің ең жоғары тиімділігін көрсетті. Bacillus aryabhattai K3 және Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 консорциумдарымен ДДТ деструкциясын растау үшін флуоресценттік-спектрометриялық талдау жүргізілді.
Сонымен қатар, зерттеу осы микроорганизмдер бар ортадағы ДДТ концентрациясының спектрлерін зерттеді. Микроорганизмдерді қосқандағы кез келген спектрлік өзгерістер ДДТ деградациясының көрсеткіші болды. 50 – сурет ДДТ бар үлгілерден алынған 3D EEM флуоресценция спектрлерін көрсетеді, бұл биодеградация процесі туралы қосымша түсінік береді.
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Сурет 50 –Көміртегінің жалғыз көзі ретінде ДДТ қосылған ортаның 3D EEM флуоресценция спектрлері (а, б – бақылау, Bacillus aryabhattai K3, с  – ферментацияның 1 тәулік, д – ферментацияның 5 тәулік: Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, е  – ферментацияның 1 тәулік, ж – ферментацияның 5 тәулік: консорциум Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2)

50 – суреттен көрініп тұрғандай, үлгілердің шығу тегі бойынша А және В шыңдарының орны мен қарқындылығында айтарлықтай айырмашылықтар болды. Осы нәтижелерге сәйкес Bacillus aryabhattai K3 1-ші күні III аймақта орналасқан толқын ұзындығы 290/385 нм Ex/Em жұбымен сипатталды. 5-ші күні Ex/Em 295/430 нм болды. Тәжірибелік үлгілерімен салыстыру үшін ДДТ қосылмаған бақылау ортасы қолданылды. Осы нәтижелерге сәйкес бақылау Ex / Em 280/500 нм толқын ұзындығы жұбын көрсетті және 1-ші күні шыңдардың қарқындылығы бірден екі шыңға өсті, яғни бірінші шың Ex / Em 280/370 нм, екінші шыңы Ex / Em 265/470 нм IV және V аймақтармен байланысты. Осы нәтижелерге сәйкес 5-ші күн III аймақта орналасқан толқын ұзындығы 295/380 нм Ex/Em жұбымен сипатталды.
Әрі қарай жұмысымызда Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Bacillus subtilis AK5 микроорганизмдері бар ортадағы пестицид концентрациясының спектрлерін зерттедік. Ортаға микроорганизмдер қосылған кезде спектрдегі кез келген өзгерістер пестицидтің деградациялануы ретінде қабылдануы мүмкін.
Осы нәтижелерге сәйкес, 1-ші тәулікте Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3 клеткалары негізіндегі микроорганизмдер консорциумы III аймақта орналасқан толқын ұзындығы 295/405 нм Ex/Em жұбымен сипатталды. 5-ші тәулікте Ex/Em 300/430 нм болды. Тәжірибелік үлгілерімен салыстыру үшін ДДТ қосылмаған бақылау қолданылды. Осы нәтижелерге сәйкес бақылау Ex / Em 380/500 нм толқын ұзындығы жұбын көрсетті және 1-ші тәулікте шыңдардың қарқындылығы бірден екі шыңға өсті, яғни бірінші шың Ex / Em 380/470 нм. , Ex / Em 365/470 нм екінші шыңы IV және V аймақпен байланысты. Осы нәтижелерге сәйкес 5-ші тәулікте III аймақта орналасқан толқын ұзындығы 395/380 нм Ex/Em жұбымен сипатталды. Алынған спектрограммаларды талдау зерттелетін пестицидтер консорциумның бактериялық штамдарымен жойылуға ұшырайтынын көрсетті.
Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінен бөлініп алынған Bacillus aryabhattai K3, Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 штамдары негіздегі бактериялық консорциум ДДТ-ға қарсы жоғары деструктивті белсенділікке ие. Ең тиімді биодеструктор штамдарына негізделген бактериялық консорциумды пайдалану тиімді, зерттеу нәтижелеріне сәйкес 5-ші тәулікте топырақта ДДТ ыдырау дәрежесі 86% құрады. Сонымен бірге топырақтағы биодеструктор клеткаларының концентрациясы артып, олардың тіршілікке қабілеттілігі сақталды. Бұл деструктор штамдарын хлорорганикалық пестицидтермен ластанған аймақтарды тазалауға арналған биологиялық препараттарды жасау үшін ұсынуға болады. Хлоорорганикалық пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің аборигенді микрофлорасы негізіндегі биопрепараттарды пайдалану ластанған жерлерді қайта қалпына келтіруде перспективті жол болып табылады.
Cканерлік электрондық микроскоп көмегімен деструктор – микроорганизмдердің х 5000, 10 000 есе үлкейтілген кесінділерін алуға болады. Ластанған топырақ үлгілерінің беттік құрылымын толық талдау үшін сканерлеуші электронды микроскопия әдісі қолданылды, үлгілерінің микросуреттері 52 – суретте көрсетілген. Талдау үлгілері төртке бөлінді: 1. Бақылау  (пестицид  және деструктор-штаммен ластанбаған топырақ); 2.10 мг/кг пестицидпен ластанған топырақ және деструктор-штамм; 3.100 мг/кг пестицидпен ластанған топырақ және деструктор-штамм; 4. Деструктор-штамм (пестицид қосылмаған) негізіндегі топырақ.
Топырақ құрылымы орташа тығыздықпен сипатталады, топырақтың жарықтармен бөлінген гетерогенді бөліктері көрсетілген. Топырақ құрылымының күрделілігі оның гетерогенділігімен байланысты, себебі құрамында айқын органикалық және минералды компоненттер болады. Топырақтың органикалық бөлігі конденсацияланған алифатты және ароматты құрылымдардың қатар болуымен сипатталады, олардың әрқайсысы айқын кристалды түзілімдер құрайды.
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Сурет 51 – Топырақ үлгілерінің сканерлеуші электронды микроскопия әдісі арқылы алынған суреттері (3000×) (a – бақылау, б – 10 мг/кг пестицид + топырақ + деструктор штамм, в – 100 мг/кг пестицид + топырақ + деструктор штамм, с – топырақ + деструктор штамм)

51 – суретте көрсетілгендей топырақ үлгілерінің беті изометриялық формалардың жергілікті жинақталуымен гетерогенді құрылыммен сипатталады, топырақ құрамында хлорорганикалық ластағыштардың қосылыстары және деструктор – штамдардың клеткалары бар екендігін көрсетеді. Бетінде сонымен қатар мөлшері 0,1-2 мкм болатын глобулярлы микроқұрылымдар да бар. Деструктор – микроорганизмдер тіршілігі барысында тұрақты органикалық қосылыстарды энергия және көміртегі көзі ретінде пайдалануда, клеткаларының морфологиялық құрылымына байланысты өзгермейтіндігі яғни, тұрақты екендігі байқалады. 

3.5.3	Деструктор-штамдардың функциональдық топтарын анықтау 
ИҚ спектроскопиясындағы эксперименттік нәтиже инфрақызыл спектр болып табылады-оның жиілігінен өткізілген инфрақызыл қарқындылық функциясы. Әдетте, инфрақызыл спектрде бірқатар сіңіру жолақтары бар, олардың орналасуы мен салыстырмалы қарқындылығы зерттелетін үлгінің құрылымы туралы қорытынды жасайды. Бұл тәсіл көптеген жинақталған эксперименттік ақпараттың арқасында мүмкін болды: сіңіру жиіліктерін үлгіде белгілі бір молекулалық фрагменттердің болуымен байланыстыратын арнайы кестелер бар. Белгісіз талданатын заттың спектрін бұрыннан белгілі заттармен автоматты түрде салыстыруға және сол затты анықтауға мүмкіндік беретін қосылыстардың кейбір кластарының ИҚ спектрлерінің негіздері де құрылды. Үлгіні сәулелендіру тербелмелі және электронды еркіндік дәрежелерін қоздыратын монохроматикалық емес инфрақызыл сәулелену арқылы жүзеге асырылады. Нәтижесінде түскен сәуле тербелмелі және электронды деңгейлердің энергия айырмашылығына сәйкес жиіліктерде жұтылады. Бұл сипаттамалық жиіліктер бағаланатын ерекшеліктер спектрінде пайда болуына әкеледі. 
FTIR ИҚ-Фурье спектрометрі әдісі деструктор-штамдардың функциональдық топтарын анықтауға мүмкіндік береді. Деструктор-штамдардың ферментативті белсенділігі бірінші және екінші реттік метаболиттердің түзілуімен тікелей байланысты.  Зерттеу жұмысында деструктор – микроорганизмдердің функционалды топтары 52 – суретте көрсетілген. 
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	а – Pseudomonas plecoglossicida K2
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	б – Bacillus aryabhattai K3
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	в – Solibacillus isronensis KS1
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	г – Pseudomonas sp. KS2
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	д – Bacillus pumilus B1
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	е – Bacillus amyloliquefaciens B2

	[image: ]

	ж – Bacillus subtilis AK5
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	з – Pseudomonas koreensis AK1
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	и – Bacillus megaterium AS1
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	к – Bacillus paramycoides SA1



Сурет 52 – Деструктор штамдардың ИҚ-спектрлері: а – Pseudomonas plecoglossicida K2, б – Bacillus aryabhattai K3, в – Solibacillus isronensis KS1, г – Pseudomonas sp. KS2, д – Bacillus pumilus B1, е – Bacillus amyloliquefaciens B2,   ж – Bacillus subtilis AK5, з – Pseudomonas koreensis AK1, и – Bacillus megaterium AS1, к – Bacillus paramycoides SA1

52 – суретте көрсетілгендей перспективті деструктор штамдардың ИҚ-спектрлерінде әр түрлі шығу тегі тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға тән сіңіру жолақтары бар. Ол 3400 см-1 кезінде интенсивті жолақпен сипатталады, бұл гидроксил топтарының едәуір мөлшерінің болуын көрсетеді (-OH). Pseudomonas plecoglossicida K2, Bacillus aryabhattai K3, Pseudomonas sp. KS2, Bacillus pumilus B1, Bacillus subtilis AK5, Pseudomonas koreensis AK1,  Bacillus megaterium AS1, Bacillus paramycoides SA1 үлгілерінің спектрлерінде 3200 см-1 ауданында алкил топтарының (-СН3 және - СН2) валентті тербелістерінен туындаған қарқындылық бар.
1554 см-1 ауданындағы жолақ C = C ароматты қосылысты байланысының бар екендігін көрсетеді. 1400 см-1 шамасындағы жұтылу жолағын СН2 топтарындағы С-Н байланысының деформациялық тербелістеріне жатқызуға болады. 1000-500 см-1 ауданында сіңіру шыңдары минералды компоненттерге байланысты пайда болуы мүмкін. Карбоксил топтары (1247 см-1), сондай-ақ гидроксил топтары (1038 см-1) сияқты оттегі құрамды функционалды топтарға әлсіз қарқындылықтың бірнеше жолақтарын жатқызуға болады. 
Зерттеу үлгілерінің ИҚ спектрлері функционалды топтарының алуантүрлілігін көрсететін сіңіру жолақтарының әр түрлі сипаттамалық жиынтығын анықтады. Үлгілердің -OH негізгі аймақтары (3500-1220 см-1) -NH3+, -NH2+, -CO-NH2+, -CO-NH- қосындылары бар созылмалы тербелістерге;  алифатикалық жолақтар (C-H) 2980–2845 см-1; эфирлердің шамалы үлесі бар 1850-1650 см-1 аймағында COOH, -CHO, -CO карбонил жолақтары; 1635–1600 см-1 ароматты қосылысты жолақтардың (С=C, COO-) созылу тербелістері, 873–728 см-1 кездесетін алмастырылмайтын сақиналар, 430–550 см-1 органикалық галогенидтер мен минералдар жатады. 
Зерттеу нәтижелеріне сәйкес тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуға қабілетті штамдар ароматты (С=C, COO-) және алкил топтарының      (-СН3 және - СН2)  қосылыстарын ыдыратуға қабілетті екені анықталды. 

3.6	Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақты штамм - деструкторлар консорциумы негізінде биоремедиациялау технологиясын жасау
Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда биотехнологиялық процестердің, соның ішінде биотрансформация, биодеградация, биостимуляция проецстері маңызды болып табылады. Аталған процестерді жүзеге асыруда деструктор – микроорганизмдердің қолдану тиімді болып табылады. Әсіресе моно дақылға қарағанда консорциум негізінде құрастырылған штамдарды қолдану тиімді. Соңғы жылдары ғылыми зерттеу орталықтарында, микроорганизмдерді  интродукциялау арқылы ластанған экожүйелерді қайта  қалпына келтіру жұмыстары жүргізілуде [268]. Қорытындылай келгенде, тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор микроорганизмдерді қолдану технологиясының сызба нұсқасы алынды (сурет 53). 



5. Топырақты биоремедиациялау процесінің аяқталуы туралы қорытынды құжаттарды рәсімдеу және тазартылған аумақты ауылшаруашылығына қайта пайдалануға ұсыну.

Топырақ үлгілерінде тұрақты органикалық қосылыстардың концентрациясын химиялық талдау жүргізу; Микробиологиялық талдау жүргізу.

Әртүрлі тереңдікте зерттеуге топырақ үлгілерін алу; және токсикологиялық талдау.

Үздіксіз қоректік ортамен қамтамасыз ету; топырақтарды қопсыту, аэрация;  

4. Биоремедиация процесін бақылау

Деструктор - микроорганизм штамдарын алу; Деструктор микроорганизмдер штамдарының биомассасын өсіру және дақылдау;
 Фермент өндірісі; Биокатализаторларды жұмыс орнына тасымалдау

3. Биокатализаторларды енгізу

Топырақты биоремедиациялау

2. Биокатализаторларды дайындау

Биокатализаторларды таңдау (ферменттер, микроорганизмдердің штамдары-деструкторлар немесе аборигенді микроорганизмдер); Биокатализаторлардың қажетті мөлшерін есептеу

Сынамаларды алу, қоректік орта және биокатализаторлар үшін скважиналарды дайындау

1. Топырақ биоремедиациясын жүргізу мақсатында in situ әдісін таңдау

Бастапқы мәліметтерді жинау

 жер бедері; жер асты суларының тереңдігі; топырақтың түрі мен құрамы; экотоксиканттардың сапасы мен саны; гидрометеорологиялық жағдай; рН және температура;


Сурет 53 - Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақтарды биоремедиациялауда деструктор микроорганизмдерді қолдану технологиясының сызба нұсқасы 






ҚОРЫТЫНДЫ

1. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілеріне химиялық талдау жүргізіліп, 4,4-ДДЭ, 4,4-ДДТ, α-ГХЦГ, β-ГХЦГ және γ-ГХЦГ хлорорганикалық пестицидтердің мөлшері жоғары болатындығы анықталды. Топырақ үлгілеріндегі хлорорганикалық пестицидтердің концентрациясы Қызылкайрат - 121,054, Бесқайнар -  47,334, Амангелді №1 - 5382, Амангелді №2 - 1032, Белбұлақ - 1025, Басшы – 146 мкг/кг-1 сәйкесінше болды.
2. Топырақ үлгілерінің микробтықт алуантүрлілігінде Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Acidobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Gemmatimonadates, Saccharibacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia бактерия  типтері басым екендігі және Bacillus, Pseudomonas туысының өкілдері 68-80% кездесетіндігі анықталды.
3. Тұрақты органикалық қосылыстармен ластанған топырақ үлгілерінің аборигенді микроорганизмдерінен 40 таза дақыл бөлініп алынды. Бөлініп алынған штамдардың морфологиялық - культуральдық,  физиологиялық - биохимиялық қасиеттеріне зерттелініп, перспективті деструктор - штамдар Pseudomonas plecoglossicida K2 (OK217230), Bacillus aryabhattai K3 (MW866565), Solibacillus isronensis KS1 (OK236011), Pseudomonas sp. KS2 (OL348382), Bacillus pumilus B1 (OL348383), Bacillus amyloliquefaciens B2 (OL348394), Bacillus subtilis AK5 (MW866566), Pseudomonas koreensis AK1 (OL348403), Bacillus megaterium AS1 (OL348404), Bacillus paramycoides SA1 (OL348439) түрге дейін идентификацияланды және  NCBI дерекқорына тіркелді.
4. Микроорганизмдердің деструктивті қасиеттерін зерттеу барысында көміртегінің жалғыз көзі ретінде ДДТ қосылған қоректік ортада микроорганизмдерді өсу динамикасы зерттелініп, Pseudomonas plecoglossicida K2 1,2×108 КТБ/мл, Bacillus aryabhattai K3 1,1×108 КТБ/мл, Bacillus pumilus B1 7,7×107КТБ/мл, Bacillus amyloliquefaciens B2 8,9×107КТБ/мл құрады.
5.  Перспективті штамдардың деструктивті белсенділігінің механизмдері олардың ферментативтік қасиетіне негізделеді және деструктор – штамдардың хлорорганикалық пестицидтерді ыдыратуға қабілетті протеаза, лакказа, каталаза, целлюлаза, дегидрогеназа ферменттерін   түзетіндігіні анықталды.
6. Тұрақты органикалық қосылыстарды ыдыратуда эффективтілігін жоғарылату мақсатында перспективті штамдардың биосәйкестігі негізінде консорциумдар құрастырылды. Pseudomonas plecoglossicida K2 + Bacillus aryabhattai K3 консорциумы хлорорганикалық пестицидтерді 68% және Bacillus pumilus B1 + Bacillus amyloliquefaciens B2 78% ыдыратындығы анықталды.
7. Деструктор-штамдар негізіндегі консорциумдардың хлорорганикалық пестицидтер қатысындағы деструктивтік белсенділігін модельді тәжірбиелерде зерттелініп, Pseudomonas plecoglossicida K2 +Bacillus aryabhattai K3, Bacillus pumilus Б1+Bacillus amyloliquefaciens Б2 консорциум штамдары 86% ыдырататындығы анықталды. Зерттеу нәтижелерінде перспективті штамдар тұрақты органикалық қосылыстарды алициклді қосылыстар циклоалкандарға (-СН2), ароматты гетероциклді қосылыстарға (С=C, COO-) және алифатты қосылыстардың ішінде алкан тобының бөлігі алкил топтарына дейін (-СН3 және - СН2)  ыдыратуға қабілетті екені анықталды.
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Азотфиксациялаушы бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	2	5.3	6	1.7	2.2000000000000002	7	Гетеротрофты бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	4.3	3.5	3.2	3.5	4.2	7.2	Аммонификациялаушы бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	2.4	2.1	4.7	2.5	3.2	2.2999999999999998	Целлюлозолитикалық бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	7.1	2.9	6.3	5.9	2.7	1.7	Ашытқылар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	6.5	2.5	2.2999999999999998	4.5	2.8	1.7	Зең саңырауқұлақтары	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбұлақ	Бесқайнар	Қызылқайрат	9.5	3.5	9	1.3	3.5	6.2	
Микроорганизмдердің саны  х 107  КТБ/г




Зең саңырауқұлақтары	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	29	11	27	4	11	19	Азотфиксациялаушы бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	8	22	25	7	9	29	Гетеротрофты бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	17	14	12	14	16	28	Аммонификациялаушы бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	14	12	27	15	19	13	Целлюлозолитикалық бактериялар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	27	11	24	22	10	6	Ашытқылар	
Басшы	Амангелді №1	Амангелді №2	Белбулак	Бесқайнар	Қызылқайрат	32	12	11	22	14	8	топырақ үлгілері


Пестицидтермен ластанған топырақ үлгілерінің микробтық  алуантүрлілігі, % 



Столбец1	
Зең саңырауқұлақтары	Аммонификациялаушы бактериялар	Азотфиксациялаушы бактериялар	Гетеротрофты бактериялар	Целлюлозолитикалық бактериялар	Ашытқылар	0.31	0.26	0	0.14000000000000001	0.2	0.09	

Столбец1	
Зең саңырауқұлақтары	Аммонификациялаушы бактериялар	Азотфиксациялаушы бактериялар	Гетеротрофты бактериялар	Целлюлозолитикалық бактериялар	Ашытқылар	0.2	0.12	0.24	0.34	0.11	0	

Столбец1	
Зең саңырауқұлақтары	Аммонификациялаушы бактериялар	Азотфиксациялаушы бактериялар	Гетеротрофты бактериялар	Целлюлозолитикалық бактериялар	Ашытқылар	0.03	0.03	0.34	0.23	0.16	0.21	

Столбец1	
Зең саңырауқұлақтары	Аммонификациялаушы бактериялар	Азотфиксациялаушы бактериялар	Гетеротрофты бактериялар	Целлюлозолитикалық бактериялар	Ашытқылар	0.24	0	0.33	0.2	0.11	0.12	

Столбец1	
Зең саңырауқұлақтары	Аммонификациялаушы бактериялар	Азотфиксациялаушы бактериялар	Гетеротрофты бактериялар	Целлюлозолитикалық бактериялар	Ашытқылар	0.04	0.35	7.0000000000000007E-2	0.18	0.09	0.27	

K2	24	48	72	96	120	144	0.5	0.6	0.75	0.9	0.81	0.5	K3	24	48	72	96	120	144	0.55000000000000004	0.67	0.82	0.75	0.69	0.5	KS1	24	48	72	96	120	144	0.4	0.6	0.7	0.7	0.5	0.2	KS2	24	48	72	96	120	144	0.8	0.7	0.4	0.4	0.2	0.2	B1	24	48	72	96	120	144	0.7	0.9	1.3	1.6	1.2	1	B2	24	48	72	96	120	144	0.5	0.4	0.3	0.2	0.2	0.2	AK5	24	48	72	96	120	144	0.5	0.7	1.3	1.5	1.2	0.9	AK1	24	48	72	96	120	144	0.6	0.9	1	1.4	0.98	0.8	AS1	24	48	72	96	120	144	0.5	0.3	0.4	0.4	0.3	0.3	SA1	24	48	72	96	120	144	0.4	0.5	0.7	0.65	0.6	0.1	уақыт сағат


Протеазалық белсенділік, µg mL-1




K2	24	48	72	96	120	144	168	1.2	2.2000000000000002	3.1	3.98	5.25	5.21	4.12	K3	24	48	72	96	120	144	168	0.25	2	2.5	3.2	4.5	4.2	3.8	KS1	24	48	72	96	120	144	168	1.2	1.5	2.2999999999999998	3.5	4.3	4.0999999999999996	3.72	KS2	24	48	72	96	120	144	168	1.03	1.52	2.74	3.4	4.17	3.37	3.28	B1	24	48	72	96	120	144	168	2.25	4.5199999999999996	6.3	6.89	7.1	6.77	6.46	B2	24	48	72	96	120	144	168	1.31	2.4500000000000002	3.57	5.13	6.25	6.12	5.76	AK5	24	48	72	96	120	144	168	2.5	3.7	4.5	5.9	6.9	6	5.4	AK1	24	48	72	96	120	144	168	2.5099999999999998	3.54	5.75	6.83	6.42	6.18	5.85	AS1	24	48	72	96	120	144	168	1.89	2.82	4.8499999999999996	6.18	6.95	7.33	6.75	SA1	24	48	72	96	120	144	168	1.2	2.2999999999999998	3	3.75	5.93	5.45	4.75	уақыт, сағат


Лакказалық белсенділік, U mL-1




K2	24	48	72	96	120	144	168	192	216	15	20	25	30	40	50	60	70	80	K3	24	48	72	96	120	144	168	192	216	10	15	20	25	35	40	50	60	70	KS1	24	48	72	96	120	144	168	192	216	12	18	25	30	35	40	50	60	70	KS2	24	48	72	96	120	144	168	192	216	15	20	25	30	35	40	45	55	60	B1	24	48	72	96	120	144	168	192	216	10	15	20	25	30	35	40	45	50	B2	24	48	72	96	120	144	168	192	216	15	20	25	30	35	40	45	50	60	AK5	24	48	72	96	120	144	168	192	216	10	20	25	30	35	40	50	60	70	AK1	24	48	72	96	120	144	168	192	216	10	20	25	30	40	50	60	70	75	AS1	24	48	72	96	120	144	168	192	216	12	20	25	30	35	40	45	50	55	SA1	24	48	72	96	120	144	168	192	216	15	25	35	45	50	55	60	65	70	уақыт, сағат


Каталазалық белсенділік, mm




K2	24	48	72	96	120	144	0.4	0.6	0.7	0.75	0.81	0.5	K3	24	48	72	96	120	144	0.5	0.6	0.7	0.75	0.81	0.5	KS1	24	48	72	96	120	144	0.4	0.6	0.7	0.7	0.5	0.2	KS2	24	48	72	96	120	144	0.8	0.7	0.4	0.4	0.2	0.2	B1	24	48	72	96	120	144	0.7	0.5	0.2	0.2	0.2	0.1	B2	24	48	72	96	120	144	0.5	0.4	0.3	0.2	0.2	0.2	AK5	24	48	72	96	120	144	0.6	0.55000000000000004	0.45	0.3	0.2	0.15	AK1	24	48	72	96	120	144	0.6	0.5	0.3	0.2	0.2	0.1	AS1	24	48	72	96	120	144	0.5	0.3	0.4	0.4	0.3	0.3	SA1	24	48	72	96	120	144	0.4	0.5	0.7	0.65	0.6	0.1	уақыт, сағат 


Целлюлазалық юелсенділік, mg mL-1 sec-1




а

α ГХЦГ	24	96	144	24	96	144	24	96	144	24	96	144	0	1.06	2.12	0	7.06	13.83	0	3.17	8.9	0	3.37	9.4	β ГХЦГ	24	96	144	24	96	144	24	96	144	24	96	144	0	1.76	4.62	0	10.220000000000001	25.71	0	5.21	15.9	0	6.27	17.2	γ ГХЦГ	24	96	144	24	96	144	24	96	144	24	96	144	0	2.15	1.01	0	17.89	12.72	0	10.11	31.86	0	12.17	30.16	4,4-ДДТ	24	96	144	24	96	144	24	96	144	24	96	144	0	0.52	4.54	0	19.190000000000001	55.19	0	19.91	50.34	0	23.17	57.74	4,4-ДДЕ 	24	96	144	24	96	144	24	96	144	24	96	144	0	1.7	3.23	0	12.26	47.31	0	30.13	54.94	0	30.25	64.12	уақыт


Сынақ нәтижелеріне негізделген нақты мәндер, %
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