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تقدير كفاءة الميكروبات فى 
تثبيت النيتروجين الجوى



طرق تقدير النيتروجين المثبت فى التربة والنبات

: الأسيتيلين إختزال طريقة - ١

  على المیكروبات أو التربة قدرة تقدیر فى الأسیتیلین إختزال طریقة تستخدم
 لإنزیم حقیقیة صورة الأسیتیلین إختزال إختبار ویعطى . الجوى النتروجین تثبیت

    الأسیتلین مثل أخرى مواد إختزال وأیضا النیتروجین جزء إختزال على النیتروجینیز
. والأیزوسیانید السیانید الأزید النیتروز أكسید

 النیتروجینیز أنزیم بواسطة إثیلین إلى الإسیتیلین طریقةال ختزلوت

: بأنھا الطریقة وتمتاز
 التقدیر سھلة طریقة -
  دقیقة -
  جدا حساسة -
.المرقم النیتروجین بطریقة بالمقارنة وذلك الثمن رخیصة مستلزماتھا -



:العمل خطوات
 من عینھ ملل ٠.٠٥ مع تحلیلة المراد الغاز بواسطة GLC  جھاز نحقن - ١

  ھذین بتحلیل الجھاز قیام إمكانیة من نتأكد حتى النقى والإثیلین النقى الإسیتلین
  ظروف مراعاة ویجب . مركب كل إحتجاز زمن ویسجل الجھاز نضبط ثم المركبین

 GLC جھاز بتزوید ذلك ویتم والأیثیلین الأسیتلین لتحلیل GLC جھاز تشغیل
 درجة تكون أن ویراعى ، سم٠.٣ وقطرة متر ٢ طولھ وعمود احتراق بشمعة
.دقیقة /ملل ٣٠ الخامل الغاز إنسیاب وسرعة ئویةم درجة م°٥٠ العمود حرارة

  الغاز ھذا نحقن ثم الإثیلین إسطوانة من عینة نسحب محكمة سرنجة بواسطة - ٢
 حقن نبدأ بأن ذلك ویتم للإثیلین قیاسى منحنى عمل یمكننا حتى GLC جھاز فى

  بعد مللیلتر واحد حتى تدریجیا الحقن كمیة نزید ثم میكرولیتر واحدب الجھاز
  تحلیل نتائج علیة مرسوم GLC جھاز مع المستخدم الورق( على الحصول
  بتحلیل القیاسى المنحنى رسم یتم )وإنخفاضات أرتفاعات صورة فى الإثیلین
  إرتفاع أقصى تحت الكاملة المساحة نأخذ أو إرتفاع أكثر نأخذ بأن الإیثیلین

. الإثیلین حقن تركیز مقابل وذلك )المثلث مساحة(



  من قلیل أیضا ونضع )ملل ٣٠ سعة( سیرم زجاجة فى تربة جرام واحد نضع - ٣
  عینة لكل ماء مل ٠.١ ذلك بعد یضاف ثم أخرى سیرم زجاجة فى الجذریة العقد

.الكاوتشوك بالسدادات الزجاجات غلق ویحكم
  تدریجیا أسیتیلین مل ٥ منھ بدلا إحقن ثم ھواء مل ٥ زجاجة كل من إسحب - ٤

 مل ٥ بواسطة أخرى زجاجة إحقن ثم دقائق خمس إنتظر الحقن زمن وسجل
. الثانیة للزجاجة الحقن زمن وسجل أسیتیلین

. م ٣٠-٢٥ حرارة درجة على المعمل فى الزجاجات تحضین یتم - ٥
  ٩٠ ولمدة دقائق عشر كل ذلك إجراء ویتم زجاجة كل من عینة مل ٠.٢ إجمع - ٦

  ٥٠ العمود حرارة باستخدام GLC جھاز فى المأخوذة العینة إحقن ثم دقیقة
.مئوى

      السرعة مقلل إستخدام یمكن أنھ ویلاحظ علیھ نحصل الذى المنحنى نتائج سجل - ٧
 المساحة أو إرتفاع أقصى حساب من تمكنا بدرجة المنحنى لإظھار اللزوم عند

.للإثیلین المنحنى تحت الكاملة
 من الناتجة الإثیلین كمیة لتقدیر )رسمھ سبق الذى( القیاسى المنحنى إستخدام - ٨

 رسم ورق على الجذریة والعقد التربة من لكل الإثیلین نسبة ارسم ثم التجربة
.بیانى
: خاصة معادلة باستخدام الساعة فى تكونت التى الإثیلین كمیة حساب ویمكن



حقن العینة فتحة دخول 
الغاز الحامل

Detector

تسجیل قراءة 
العینة

سدادة من المطاط 
والسیلیكون

العمود

غرفة تسخین 
العینة

GLCرسم تخطیطى مبسط لجھاز 



مرسوم علیة نتائج تحلیل الإثیلین فى صورة أرتفاعات   GLCالورق المستخدم مع جھاز 
)المنحنى القیاسى(وإنخفاضات 

مساحة (تحلیل الإیثیلین نأخذ أكثر إرتفاع أو نأخذ المساحة الكاملة تحت أقصى إرتفاع عند  
.وذلك مقابل تركیز حقن الإثیلین ) المثلث

الزمن بالدقائق

إرتفاع العمود



: 15N2 المرقم النيتروجين طريقة -٢

: بأنھا الطریقة ھذه تمتاز
  المثبت الغازى النیتروجین من الصغیرة للكمیات حساسة -
  التقدیر عملیة فى جدا دقیقة -
النیتروجین تثبیت على جدید میكروب قدرة من للتأكد تستخدم أن یمكن -
 مصدرة أكان سواء بالنبات الموجودة النیتروجین مصدر معرفة -

 العملیات أو المضافة الأسمدة أو الجوى الھواء أو التربة نتیتروجین
. الأخرى الزراعیة

  
:الإنتشار واسعة غیر الطریق ھذه جعل الذى والأسباب الطریقة عیوب

  15N2 المرقم النیتروجین ثمن إرتفاع -
Mass جھاز ثمن إرتفاع - Spectrometer الطریقة ھذه لإجراء الازم.



:العمل خطوات
:التربة فى المثبت النیتروجین كمیة تقدیر -أ
 تتراوح لمدة مرقم نیتروجین على یحتوى جو فى التربة عینة تحضن -١

 إلى المرقم النیتروجین تحویل یتم الخطوة ھذه وفى ساعة ١٢-٦ من
  . نیتروجین على تحتوى أمونیا

 ثم )السابقة الدروس فى شرحة سبق كما( كلداھل بطریقة العینة تھضم -٢
.الأمونیا على للحصول تقطیرھا یتم
Mass جھاز استخدام 15N2  على المحتویة الناتجة الأمونیا تختبر -٣

Spectrometer المثبتھ النیتروجین كمیة تقدر وبذلك .

: ما نبات فى المثبت النیتروجین كمیة تقدیر -ب
 للنیتروجین مثبت نبات على 15N2 المرقم النیتروجین إستخدام یتم حیث
  خلال من المثبت النیتروجین كمیة تقدیر ویتم )للمقارنة( مثبت غیر وأخر
:خاصة تمعادلا



Mass Spectrometer



Mass Spectrometer



:كلداهل وحدة باستخدام الأمونيا تقدير طريقة -٣

: الطریقة ھذه وتعتبر
 فى المثبت النیتروجین كمیة تقدیر فى المستعملة الطرق أسھل من -

  النبات أو التربة
. الطرق أسرع -
.تكلفة الطرق أقل -
: أن الطریق ھذه یعیب -
. فعلا المثبتة الكمیة من أقل غالبا تكون المقدرة الأمونیا كمیة -

)المیكروب جسم داخل الأمینیة الأحماض تكوین فى الأمونیا دخول( : سببوال
 إلى الخلایا داخل المثبتھ الأمونیا تحول منعب( : ذلك على وللتغلب 

methionine مادة استعمالب أمینیة أحماض sulphoximine 
Glutamineالإنزیمى للنظام المثبطة synthetase ,

Glutamate synthase من المتكونة الأمونیا كمیة تقدر وبذلك 
  الجوى النتروجین تثبیت عملیة



 أو التربة فى العضوى النیتروجین تحویل فى الطریقة ھذه وتتلخص
 حامض باستخدام الھضم عملیة إجراء طریق عن أمونیا إلى النبات

  كمیا وتقدیرھا الناتجة الأمونیا إمتصاص ثم مركز كبریتیك

وحدة كلداھل



إستخدام وحدة السبيرموسفير فى كفاءة الميكروبات  
المثبتة لأزوت الهواء الجوى

 لآزوت المثبتھ المیكروبات كفاءة تقدیر فى السبیرموسفیر وحدة تستخدم
 والأزوسبیریللا والأزوتوباكتر الجذریة العقد بكتیریا مثل الجوى الھواء

 إختزال طریقة باستخدام ذلك ویتم وغیرھا الزرقة الخضراء والطحالب
.الإسیتیلین

:العمل خطوات
 وحدة فى )نجیلى أو بقولى( الدراسة موضع النبات بادرة توضع -١

. التعقیم ظروف مراعاة مع )٣ شكل( السبیرموسفیر
 بالسلالة والكربون النیتروجین من الخالیة المعقمة المعدنیة البیئة تلقیح -٢

 وحدة فى حدا على كل الأخرى السلالات تلقح وأیضا ، إختبارھا المراد
 تثبیت فى أكفأھا لإختبار وذلك الظروف نفس وتحت خاصة السبیرموسفیر

.الجوى الھواء نتروجین



.للمقارنة تلقیح بدون السبیرموسفیر من الوحدات بعض نترك -٣
.قطنیة بسدادات الملقحة وغیر الملقحة الوحدات تغطى -٤
 بسدادات القطنیة السدادات تستبدل البذور على البكتیریة العقد تكون بعد -٥

. الكاوتشوك من
 سرنجة باستخدام وذلك السبیرموسفیر وحدة ھواء من %١٠ إستبدال یتم -٦

. الأسیتیلین غاز منھ بدلا ونحقن
  الغاز من )٣سم٠.٥ حوالى( معلومة كمیة سحب یتم حقنة بواسطة -٧

. مختلفة فترات على وذلك السبیرموسفیر وحدة فى الموجود
 باستخدام وذلك الإسیتیلین غاز إختزال عن الناتجة الإثیلین غاز كمیة تقدر -٨

.GLC جھاز
 من المتكونة الأیثیلین وكمیة الزمن بین العلاقة یوضح بیانى رسم إرسم -٩

 مراعاة ویجب )ساعة ١٢ كل( فترات على التقدیر مدة خلال الأسیتیلین غاز
.الأكثر على یوم ١٢- ٨ عن التقدیر مدة زیادة عدم



: المراجع

http://www.acsion.com/index.cfm?pageID=44
www.alibaba.com/catalog/.../Disposable_Products.html
http://www.climate.unibe.ch/~jcor/Group/Procedure_description.html
http://www.behr-labor.com/ehtemel/prods/01505c.html
http://www.microbelibrary.org/
http://www.denniskunkel.com/index.php?cPath=3
http://www.agen.ufl.edu/~chyn/age4660/lect/lect_21/f15_5.JPG
http://www.labx.com/v2/b.cfm?a=794
http://structbio.vanderbilt.edu/wetlab/fermentor.phtml
http://czbiom.ecn.cz/index.shtml?x=148446
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