
محیطگزارش کار آزمایشگاه میکروبیولوژی 

ریت و جداسازی و مطالعه ی باکتری های اکسید کننده نیت
آمونیاک
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تشکیلنیتریتشدناکسیدوآمونیاکشدناکسیدبخشدوازنیتریفیکاسیون

.ندداروجودآبوخاکدرگستردهطوربهنیتریفیکاتورها.استشده

میاکسیدنیتراتبهارنیتریتنیتروباکترونیتریتبهراآمونیاکنیتروزوموناس

نیتراتیاونیتریتآمونیاکازقادرندهاقارچوهتروتروفهایباکتری.کند

.استناچیزبسیارآنمیزانولیکنندتولید
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محصولناولی.استنیازآمونیاکشدناکسیدبرایاکسیژنازمونوآنزیمومولکولیاکسیژن

حاصلمرحلهایندرانرژیواست(NH2OH)آمینهیدروکسیلآمونیاکشدناکسیدازحاصل

فسفوریلاسیونوNADHطریقازATPوشودمیاکسیدنیتریتبهآمینهیدروکسیل.شودنمی

.گرددمیتولید

کنداکتریهاباینعلتهمینبهوباشدمیناچیزآمونیاکونیتریتاکسیداسیونازحاصلانرژی

تروژننیاکسیداسیوندرمهمیهایآنزیمکشدمیطولهاآنرشدهفتهدوحداقلوهستندرشد

کردناکسیددرردوکتازواکسیدآمینهیدروکسیلومونواکسیژنازآمونیاک.دارندنقش

پروتئینجزوژنازمونواکسیآمونیاکآنزیم.باشندمیموثرنیتریتوآمینهیدروکسیلبهآمونیاک

Cیتوکرومس.باشدمیغشادرردوکتازواکسیدآمینهیدروکسیلکهحالیدر.استغشادرونی

نیتریتآنزیمحاوینیتریتکنندهاکسیدهایباکتری.دارندنقشالکترونانتقالدرکوئینونبیوا
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یتریت جداسازی باکتری های اکسید کننده آمونیاک و ن
باکتریتاسممکنچونکندنمیرشدغنیمحیطدرشدهجداباکتریشدمطمئنبایدهاباکتریاینجداسازیباری

.باشدهتروتروفهایاباکتریباهمراه

کندهاستفادپروواتواستاتازتواندمینیتروباکترولیباشندمیاتوتروفهانیتریفیکاتورگرچه.

این.کنندمیهاستفادازتوانرژیمنبعتنهاعنوانبهآمونیاکازوانداتوتروفآمونیاککنندهاکسیدهایباکتری

یاو(پسندرسنهگهایباکتری)الیگوتروفهایباکتریمعمولاًولیدارندوجودپراکندهصورتبهوجاهمهدرباکتری

آلییمادهناچیزیمیزانمقطرآبدراگر.شوندمیهاباکتریاینجداسازیورشدمانعهتروتروفهایباکتری

یگوتروفالدرحتیآلیمادهاگر.شوندمیهاباکتریاینجداسازیمانعوکنندمیرشدهاالیگوتروفباشدموجود

.شدخواهندغالبهااتوتروفبهنسبتها

(ن تر است زمان تقسیم هتروتروف ها خیلی کوتاه است و زمان تقسیم الیگوتروف ها نسبت به اتوتروف ها پایی )
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الیگوتروفوروفهترورتهایباکتریرشدبتوانیمکهکنیمجداسازیراهاآنتوانیممیشرطیبهبنابراین

کهردکاستفادهمرکاستانداردخالصکاملاًموادودیونیزهمقطرآبازکاراینبرایکنیممحدودرا

.باشدآلیموادازعاری

وجودونچ.باشدجدادیگرهایآزمایشگاهازبایداتوتروفهایباکتریمطالعههایآزمایشگاهحتی

.شوندمیهاارگانیسماینرشدازمانعهوادرمتانول،آلدئیدفرم،اتانول،متان

برایداکسیدیکربنگازچونباشدمیآوراشتهایمادهعنوانبهکربناتبیمانندموادازبعضی

.دارندنیازآمونیاکاکسیداسیون

سهیلا عباسی: تهیه کننده 

5



میکروازلحاصانرژی.کندمیتبدیلنیتریتوانرژیبهراآمونیاک،آمونیاکیکنندهاکسیدباکتری

رشداشندبآلیموادحاویکههاییمحیطدرهموهستندرشدکندجهتهمینبهاستجزئیخیلیهاارگانیسم

درهاآننتقالابارچندازبعدوکنندمیغنیمایعکشتمحیطدرراهاباکتریشرایطاینحفظبا.کنندنمی

میآگارسطحهبچسبندهوریزبسیارباکتریاینهایکلنی.کنندمیجداسازیآگارزوآمونیاکحاویمحیط

.کنندمیاستفادهلوپیاومیکروسکوپازآنیمشاهدهبرایوباشند

باکتریجداسازیگرنمایانروز21ازبعدمایعکشتمحیطدرومایعکشتمحیطبهخالصهایکلنیانتقال

منفیگرم،()+کاتالازهوازیآمونیاککنندهاکسیدهایباکتریتمام.باشدمیآمونیاککنندهاکسیدهای

.منفیگرمایمیلهنیتروزوموناسومنفیگرمکوکسینیتروزوکوکوسمانند
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داردراآمونیاکیدهکنناکسیدهایباکتریشرایطتمامشرایطتمامنیزنیتریتکنندهاکسیدباکتری.

شدهتولیدنیتراتتریتنیاکسیداسیوناز.کنندمیاستفادهانرژیمنبعتنهاعنوانبهرانیتریتکهمعنابدین

یکنندهیداکسهایباکتریمانندجهتهمینبهاستضعیفبسیاراکسیداسیوناینازحاصلانرژیو

.هستندرشدکندآمونیاک

ترکیباتبهحساسمثبتکاتالازهوازیمنفیگرمباکتریکهبردنامرانیتروباکترتوانمیمثالعنوانبه

.باشدمیاتمسفرآلی

 بتدا در سطح محیط بنابراین برای هر دو باکتری ا. فرم آلدهید اتروکلروفرم رشد باکتری را متوقف می کند
ی محیط مایع حاوی آمونیاک و نیتریت باکتری غنی سازی شده بعد از سه بار پاساژ در این محیط ها رو

ری جامد حاوی آگارز جداسازی می شوند این گونه باکتری ها کاربرد مهمی دارند چون هیچ نوع باکت
آن نمی باشند  الیگوتروف و هتوتروفی قادر نیست آمونیاک را با غلظت بالا تحمل کنند و یا قادر به حذف
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ی هنگام  حتی باکتری های هتروتروفی هستند که آمونیاک را جذب می کنند ول
.  مرگ آن را رها می کنند 

د و چون در حالی که باکتری های اتوتروف از آمونیاک نیترتی تولید می کنن
اسیون آمونیاک کاملاً باکتری ها نیتریت را به نیترات تبدیل می کنند در اثر دنیترنیک

یاکی این باکتری ها کاربرد هایی در زمینه ی حذف آلودگی آمون. جذب می شود 
در همچنین از غشاهای این باکتری. از پساب ها و حوضچه های پرورش ماهی دارند 

یداسیون موادی نانوتکنولوژی برای تبدیل آمونیاک به نیتریت و همچنین برای اکس
.  مانند تترا اتیلن کلراید استفاده می کنند 
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روش کار
.باشدمیخاکاستفادهموردنمونه.1

تلقینروباکترنیتوگرمیکونیتروزوموناسمحیطبهآمادهوشدهالکخاکصورتبهگرمنیممیزانرابهخاکنمونه.2

.کنیممی

نیتروباکترونیتروزوموناسمحیطتهیهطرز

نیتروزوموناسکشتمحیط

کنندمیتفادهاسکربناکسیددیگازازوندارندکربنمنبعاتوتروفندچونازتوانرژیعنوانبهآمونیومسولفات.
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CaCO3gr0/5

MgSO4gr0/5

K2HPO4gr1

NaClgr2

FeSO4gra little

D.W.Lit1



کربناتگرم5/0ودرصدیکآمونیومسولفاتقطره4(ارلنهردرلیترمیلی25)استریلازپس

.استسفیدکشتمحیطCaوجودخاطربه.کنیممیاضافهخشککلسیم

نیتروباکترکشتمحیط

مسدینیتریت.کنیممیاضافه%10سدیمنیتریتقطره4(ارلنهردرگرممیلی50)استریلازپس

.باشدمیازتوانرژیمنبع

نگیردصورتواکنشکهاستاینبرایکنیممیاضافهاستریلازبعداینکهعلت.
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K2HPO4gr1

FeSO4gra little

NaClgr0/5

MgSO4gr0/5

D.W.Lit1



کشتمحیطههفتیکازبعد.گذاریممیمحیطدمایدرهوادهیبرایشیکررویرانیتروزوموناسوباکترنیتروآمادههایمحیط.3

.سنجیممیهامعرفازاستفادهبامعدنیترکیباتتولیداتنظرازرا

معرفازنیتریتتشخیصبرایαباشدمییتنیتریدهندهنشانقرمزرنگ.کنیممیاستفادهسولفانیلیکاسیدوآمیننفتیل.

استنیتراتوجودیدهندهنشانآبیرنگکنیممیاستفادهآمینفنیلدیعرفازمنیتراتتشخیصبرای.

واقعدرباشدگرفتهصورتدنیتریفیکاسیونواکنشوبودشدهتولیدنیتریتنیتروزوموناسمحیطدراگرهامحیطبررسیازبعد.4

.دادانتقالجامدمحیطبهراباکتریمحیطاینازتوانمیسپس.استشدهتبدیلنیتریتبهآمونیاک

(خطی)استریکصورتبه.کرداستفادهآگارگرم20توانمیآنلیترهربهآگارنیتروونیتروزوموناسجامدمحیطیتهیهبرای

جامدمحیطبهبودتمثبنیتراتاگرنیتروباکترمحیطدر.کنندمیرشدهاکلنیهفتهیکازبعدمحیطدمایدر.دهیممیکشت

.دهیممیانتقالجداسازیبرای

صورتکاملصورتبهواکنشکهاستممکنچونکنیممیاضافهشاهدبههمرانیتریتهایمعرف،باشدمنفینیتراتاگر
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رسمراآنمورفولوژیونمونهشکلوکردهآمیزیرنگگرمروشباشدهتشکیلهایکلنیاز.5

.کنیممی

ًبیشترخاکدردر.باشدداشتهوجودنظرموردباکتریکشتمحیطدرکهشودمیاثباتنهایتا

آمونیاکنندهکاکسیددیگرهایباکتریکهدحالیدردارندوجودنیتروباکترونیتروزوموناس

.نیتروزوویبریوونیتروزولوبوس،نیتروزوکوکوس،نیترواسپیرا:ازعبارتند

یتروزوکوکوسنونیتروسپینا،نیترواسپیرا:ازعبارتندنیتریتکنندهاکسیدهایباکتری.
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finish
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