
الدرس العملى السادس



تقدير أعداد بعض الميكروبات الهامة  
فى التربة بطريقة العدد الأكثر إحتمالاً  

Most Probable Number )MPN(

تقدير أعداد الأزوتوباكتر فى التربة وعزلها فى صورة مزارع   -١
)١٩٦٨أشبى (نقية باستخدام بيئة المانيتول والسكروز 

  دورا وتلعب المصریة الأراضى فى بكثرة الأزوتوباكتر أفراد تنتشر       
 المثبتة الھوائیة البكتیریات أھم من تعتبر حیث التربة خصوبة فى ھاما

 إنتشارھا درجة فى ویتحكم . لاتكافلیة بطریقة الجوى الھواء لنتروجین
  إحتوائھا ومدى التربة حموضة أھمھا العوامل من مجموعة الأراضى فى

  حیث المیكروبات لھذه للطاقة مصدرا تعتبر التى العضویة المادة على
  التغذیة ذاتیة غیر المیكروبات من أنھا



 على دلیلا یعتبر المیكروبات ھذه من كبیرة أعداد على التربة وإحتواء
 التربة فى المیكروبات ھذه أعداد تقدیر فى الكثیرون نجح وقد ، خصوبتھا

. ذلك یوضح التالى والتدریب نقیة مزارع صورة فى عزلھا من تمكنوا كما
:المطلوبة والمواد الأدوات

.الخصبة التربة عینة - ١
.معقمة ماصات - ٢
.نظیفة إختبار أنابیب - ٣
.معقمة بترى أطباق - ٤
 ملح محلول أو معقم حنفیة ماء ملل ٩٠ على منھا كل تحتوى التى العینات زجاجات - ٥

. معقم فسیولوجى
 من تتركب والتى النیتروجین من والخالیة المعقمة والسكروز المانیتول بیئة - ٦

 ، جرام ٥ القاعدیة ثنائیة بوتاسیوم فوسفات ، جرام ١٠ سكروز ، جرام ١٠ مانیتول
  مائیة ماغنسیوم كبریتات ، جرام ٥ كالسیوم كربونات ، جرام ٠.٢ صودیوم كلورید
  وكبریتات الحدیدیك كلورید من آثار ، جرام ٠.١ كالسیوم كبریتات ، جرام ٠.٢

   . ٧ PH الـ درجة ، ٣سم ١٠٠٠ مقطر ماء ، المولیبدیك وحمض المنجنیز
 أشبى بیئة( لتر/ جرام ٢٠ بمعدل الآجار إلیھا مضافا البیئة نفس على تحتوى أنابیب - ٧

  )١٩٦٨ وإسحاق الملك عبد بواسطة المعدلة



:العمل خطوات
  على النتائج حساب یمكن حتى التربة عینة فى الرطوبة تقدر -١

. تماما الجاف الوزن أساس
. المعتادة الطریقة بنفس العشریة التخفیفات سلسلة عمل یتم -٢
  بمعدل الأنابیب فى وتوزع السابقة بالمكونات البیئة تحضر -٣
  ماص الغیر القطن من بسدادات الأنابیب تسد ثم أنبوبة لكل ٣سم٧

. دقیقة ١٥ لمدة م°١٢١ حرارة درجة على الأوتوكلاف فى وتعقم
  خمس تلقیح ویتم المناسبة التخفیفات من خمسة إختیار یتم -٤

  وذلك )مكررات خمس × تخفیفات خمس( تخفیف كل من أنابیب
. معقمة ماصة بواسطة أنبوبة كل إلى اللقاح من ملل ١ بنقل



 نفحص ثم إسبوعین لمدة م° ٢٨-٢٥ درجة على الملقحة الأنابیب تحضن -٥
 وكذلك الممیز الغشاء بظھور وذلك الأزوتوباكتر خلایا وجود على للتعرف

 من للتأكد جرام بصبغھ وصبغھ غشاء عمل بعد المیكروسكوبى بالفحص
 والسالبة أزواج فى المتجمعة أو المفردة البیضاویة الأزوتوباكتر خلایا وجود
 أو الغلاف علیھا یطلق ھلامیة بطبقة منھا زوج كل یحاط والتى لجرام

. السابقة النتائج أعطت إذا موجبة الأنابیب وتعتبر )العلبة( الكبسول
 باستخدام إلیھا الإشارة السابق إحتمالا الأكثر العدد بطریقة النتائج تحسب -٦

. التربة عینة من تماما جاف وزن لجرام تنسب ثم التقریبیة العد جداول
 على المخطوطة أو المصبوبة الأطباق بطریقة الأزوتوباكتر عزل یمكن -٧

 تحضن ثم إیجابیة نتیجة أعطت التى العد أنابیب باستخدام الصلبة البیئة
 والتى المستعمرات تظھر حتى م°٢٨-٢٥ حرارة درجة على الأطباق

 ینقل نقیة إحداھا شوھدت وإذا المخاطى بقوامھا تتمیز حیث میكروسكوبیا
 مع الدرجة نفس على وتحضن المائلة الصلبة البیئة أنابیب إلى منھا جزء
.میكروسكوبیا فحصھا بإعادة نقاوتھا من التأكد



نمو الأزوتوباكتر على البیئات  
السائلة والصلبة وشكلھ تحت  

المیكروسكوب



عد وعزل البكتيريا اللاهوائية غير ذاتية التغذية  - ٢
المثبتة لآزوت الهواء الحوى بطريقة حرة والتابعة 

باستخدام بيئة السكروز  Clostridiumلجنس 
)بيئة وينوجرادسكى المعدلة(ومستخلص الخميرة 

  أعداد عن التربة في الكلوستریدیم أعداد تتفوق قد   
  النیتروجین تثبیت عملیة في فرصة لھ یعطي مما الازوتوباكتر

  الازوتوباكتر من أقل النقیة المزارع في تثبیتھ معدل معل كان وإن
  تحمل یستطیع الكلوستریدیم أن وجد فقد أخري ناحبة ومن

  ھي التعادل درجھ كانت وإن الازوتوباكتر من أكثر الحموضة
  صوره في المیكروبات ھذه عزل امكن وقد . أیضا لھ المفضلة
  كما ذلك تم وقد اللاھوائیة الظروف تحت وتنمیتھا نقیة مزارع

:یلي



: المطلوبة والمواد الأدوات
. الخصبة التربة من عینھ  -١
. ملل ١، ملل ١٠ سعھ معقمھ ماصات -٢
  أو معقم حنفیة ماء ملل ٩٠ علي منھا كل تحتوي والتي العینات زجاجات -٣

. معقم فسیولوجي ملحي محلول
. معقم مائي آجار أو معقم فاسبار -٤
.معقمھ بتري أطباق -٥
  أیضا وھي ) المعدلة وینوجرادسكي بیئة( الخمیرة ومستخلص السكروز بیئة -٦

  من وتتركب للنیتروجین مصدر أي من خالیھ
  بوتاسیوم فوسفات ، ٣سم٠.١ )%١٠( خمیرة مستخلص ، جرام ٢٠ سكروز
  جرام ٢ كالسیوم كربونات ، جرام ٠.٢ منجنیز كبریتات، جرام ١ القاعدیة ثنائیة

  ، جرام ٠.٢ مائیة ماغنسییوم كبریتات ، جرام١ الصودیوم ثیوجیلیكولات ،
  ،جرام ٠.٢ صودیوم كلوربد، جرام ١ آجارآجار، جرام ٠.٠٢ حدیدوز كبریتات
. ٣سم١٠٠٠ مقطر ماء، جرام ٠.٠٠١ أمونیوم مولیبدات

  ٢٠ بمعدل الآجار باضافة مصلبة ولكنھا البیئة نفس علي تحتوي أنابیب -٧
. لتر / جرام



: العمل خطوات
. الجاف الوزن اساس علي النتائج حساب لامكانیة التربة عینة في الرطوبة تقدر - ١
 التخفیفات من خمسھ وتختار المعتادة بالطریقة العشریھ التخفیفات سلسلھ تجھز - ٢

 م˚٨٠درجھ علي مائي حمام في بوضعھا بسترتھا ویتم التربھ نوع حسب المناسبة
. متجرثمة الغیر المیكروبات من للتخلص دقیقھ ١٥ لمده

 كل في صدئي غیر لامع حدید مسمار وضع بعد الانابیب في وتوزع البیئة تجھز - ٣
 علي الاوتوكلاف في وتعقم ماص الغیر القطن من بسدادات الانابیب تسد ثم أنبوبة
.دقیقھ ١٥ لمده ١٢١ م˚درجھ

 جو حجز یتم ثم اختیارھا تم التي التخفیفات من تخفیف كل من أنابیب ٥ تلقیح یتم - ٤
 المعقم الفاسبار من بطبقة البیئة سطح بتغطیة وذلك الخارجي الھواء عن البیئة

 مئویة درجة ٥٠ الي السائل یبرد ان على )١:١ بنسبة البرافین شمع + فازلین(
)الفسبار من بدلا المائى الأجار إستعمل یمكن( القطنیة بالسدادات الأنابیب سد ویعاد

الحضان فى أسبوعین لمدة م ٢٨ –٢٥على الأنابیب تحض - ٥
 غاز بتكوین علیھا یستدل والتى الموجبة الأنابیب عن الكشف یتم التحضین فترة بعد - ٦

  بالفحص ثم البیئة فى حامض تكوین مع أعلى إلى الفاسبار طبقة یدفع
جراثیمھا أو البكتیریا تواجد من التأكد یتم المیكروسكوبى



طبق بترى وأنبوبة إختبار 

تحتوى على میكروب

  Clostridium

شكل میكروب

 Clostridium 

تحت المیكروسكوب



تقدير أعداد الأزوسبيريللم فى التربة وعزله -٣
فى صورة مزارع نقية باستخدام بيئة

)١٩٧٨بيئة دوبرينر (المالات النصف صلبة  
میك  روب الآزوس  بیریللم عص  وى قص  یر مف  رد س  الب لص  بغة    
جرام غیر متجرثم متحرك بخصلة من الفلاجلات الطرفی ة غن ى بم ادة    

المخزنة وھو میك روب ھ وائى وإن ك ان یثب ت النیت روجین       PHBالـ 
وھ  ذا المیك  روب یثب  ت  . تح  ت ظ  روف كمی  ة ش  حیحة م  ن الأكس  جین   

النیتروجین بطریقة حرة كالازوتوباكتر أو قد یق وم بالتثبی ت وھ و ف ى     
حال  ة تع  اون م  ع ج  ذور بع  ض النبات  ات النجیلی  ة مث  ل ال  ذرة حی  ث ت  م   
عزلھ من الصفیحة الوسطى لخلای ا ج ذور ھ ذه النبات ات ول ذلك یطل ق       
علیھ مثبت للنیتروجین شبھ تكافلى ولتقدیر أعداد ھ ذا المیك روب ف ى    

:ریزوسفیر النجیلیات وعزلھ فى صورة مزارع نقیة یتبع ما یلى



: المطلوبة الأدوات
.إختبار أنابیب -١
.معقمة بترى أطباق -٢
.معقمة مل ١٠ ، مل ١ سعھ ماصات -٣
. معقم حنفیة ماء مل ٩٠ على منھا كل تحتوى التى العینات زجاجات -٣
.الخصبة التربة عینة -٤
 )١٩٧٨ دوبرینر( النیتروجین من الخالیة الصلبة نصف المالات بیئة -٥

 : من تتركب والتى
 أحادیة بوتاسیوم فوسفات جرام، ٥ )الصودیوم مالات( المالیك حمض

 كلورید ، جرام ٠.٢ مائیة ماغنسیوم كبریتات ، جرام ٠.٥ القاعدیة
 حدیدوز كبریتات جرام، ٠.٠٢ كالسیوم كلورید ، جرام ٠.١ صودیوم

 كبریتات ، جرام ٠.٠٠٢ صودیوم موزلیبدات جرام، ٠.٥ مائیة
 ١.٧٥ ،آجار جرام ٤ بوتاسیوم ھیدروكسید ، جرام ٠.١ مائیة منجنیز
  %٥ كحولى محلول من مل ٢ ویضاف ، مل ١٠٠٠ مقطر ماء ، جرام
.٦.٨ PH الـ درجة بلو، البروموثیمول دلیل من



: العمل طریقة
  حتى الإختبار موضع التربة عینة فى الرطوبة تقدیر یتم -١

.الجاف الوزن اساس على النتائج حساب یتسنى
.المعتادة بالطریقة العشریة التخفیفات سلسلة تحضر -٢
 فى وتعقم أنبوبة كل فى ٣سم ٧ بمعدل أنابیب فى البیئة توزع -٣

.دقیقة ٢٠-١٥ لمدة م°١٢١ درجة على الأوتوكلاف جھاز
 التربة عینة نوع حسب المناسبة التخفیفات من خمس تختار -٤

 من خمس تلقیح فى تخفیف كل ویستخدم الإختبار موضع
 ثم )أنابیب ٥ × تخفیفات ٥( البیئة على المحتویة الأنابیب
 ٧ لمدة م°٣٠ حرارة درجة على الحضان فى الأنابیب تحضن

.أیام
  خلایا لوجود الموجبة الأنابیب تختبر التحضین فترة بعد -٥

  سطح تحت البیضاء القشرة بملاحظة وذلك الازوسبیریللم
.الیھا التوصل تم التى النتائج وتسجل البیئة



 )١٩٥٠ كوكران( التقریبیة العد جداول تستخدم -٦
  جافة تربة جرام ١ لكل منسوبة الخلایا أعداد لتقدیر
.تماما

  جزء یأخذ نقیة مزارع صورة فى البكتریا ھذه لعزل -٧
 نتیجة أعطت التى الأنابیب من المیكروبى النمو من

  على مرات عدة زرعھا ویعاد العد إختبار فى موجبة
  أطباق فى للتخطیط تزرع ثم صلبة النصف البیئة نفس

 لنحصل تصلیبھا بعد ولكن البیئة نفس على تحتوى
 یأخذ والتى الآجار سطح على منفصلة مستعمرات على
 نحصل مائلة صلبة نصف بیئة على وتنمیتھ منھا جزء
 حتى التعریف لإخبارات تخضع نقیة مزارع على

.معرفة نقیة مزراع على النھایة فى نحصل



تقدير أعداد الطحالب الخضراء المزرقة  -٤
المثبتة للنيتروجين فى التربة  
باستخدام بيئة وتاناب المعدلة

 حیث التربة من السطحیة الطبقة فى الطحالب تنتشر
 الضوئى التمثیل بعملیة القیام لتستطیع الشمس ضوء یتوفر
 التربة تحتوى وعموما ، عالیة رطوبة وجود فى خاصة
: الطحالب من الآتیة المجامیع على

 - المزرقة الخضراء الطحالب –الخضراء الطحالب
. الذھبیة الطحالب - الدیاتومات



  المجموعات ھذه أھم من المزرقة الخضراء الطحالب تعتبر
  التربة فى الجوى الھواء نیتروجین تثبیت على لقدرتھا ذلك ویرجع
 خصوبة زیادة فى یساھم مما الضوئى التمثیل بعملیة قیامھا بجانب
.بالأرز المزروعة الأراضى مثل  الغدقة الأراضى فى خاصة التربة

  تقدیر أمكن فقد الطحالب من المجموعة ھذه لأھمیة ونظرا
  لإستخدامھا عزلھا أمكن كما أھمیتھا لمدى كدلیل التربة فى أعدادھا

  محتواھا لزیادة الأرز أراضى تلقیح فى تستخدم لقاحات تحضیر فى
  یوضح التالى والتدریب . النبات منھ یستفید الذى النیتروجین من

. عزلھا وكیفیة التربة فى الطحالب ھذه أعداد طریقة



:اللازمة والمواد الأدوات
.مل ٢٥٠ سعھ دوارق -١
 بالأرز مزروع حقل من میاه أو غدقة تربة من السطحیة الطبقة من عینة -٢

.الطحالب ھذه على تحتوى
 ملح محلول أو معقم حنفیة ماء مل ٩٠ على منھا كل تحتوى التى زجاجات -٣

. معقم فسیولوجى
.معقمة بترى أطباق -٤
.مل ١ مل، ١٠ سعھ معقمة ماصات -٥
الآتى من وتتركب المعدلة وتاناب بیئة -٦
 جرام، ٠.٢ مائیة ماغنسیوم كبریتات ، جرام ٠.٣ البوتاسیوم ثنائى فوسفات 

 ٢ جلوكوز جرام، ٠.١ كالسیوم كربونات ، جرام ٠.٢ بوتاسیوم كبریتات
 الأملاح مجموعة مل، ٠.٢ )طازج محضر %١٣( حدیدیك كلورید ، جرام

 ٧.٥ PH درجة ، مل ١٠٠٠ مقطر ماء ، مل ١ الصغرى
 ٢٠ بمعدل الآجار إضافة بعد معقمة السابقة البیئة نفس على تحتوى أنابیب -٧

. لتر/ جرام



:العمل طریقة
  یتسنى حتى التربة عینة إستخدام حالة فى الرطوبة نسبة تقدر -١

. تماما الجاف الوزن أساس على الأعداد حساب
  خمسة منھا ویختار المعتادة بالطریقة التخفیفات سلسلة تعمل -٢

.مناسبة تخفیفات
  ٣سم ١٠٠ بمعدل الدوارق فى وتوزع السابقة البیئة تحضر -٣

. الأوتوكلاف فى تعقم ثم دورق/
  ثم التعقیم شروط تحت تخفیف كل من دوارق ٥ تلقیح یتم -٤

 ٤-٣ لمدة الشمس لضؤ معرضة النافذة بجوار بتركھا تحضن
 الحرارة درجة مضبوطة للإضاءة وحدة إستخدام یمكن( أسابیع

  )الشمس لضوء التعرض من بدلا



 الطحالب نمو فیھا یلاحظ والتى الموجبة الدوارق تسجل -٥
 الأكسجین غاز من فقاقیع ظھور مع المزرقة الخضراء

.الدورق فى
 جرام لكل المزرقة الخضراء الطحالب أعداد تستخرج -٦

 باستخدام وذلك المیاه عینة من مل واحد لكل أو تربة
 فى جاف وزن لجرام العدد ینسب ثم التقریبى العد جداول
.التربة غینة استخدام حالة

 نقیة بحالة الدوارق فى النامیة الطحالب عزل یمكن -٧
 فى وصبھا بالاجار تصلیبھا بعد البیئة نفس باستخدام
 الأطباق ھذه على التخطیط بطریقة العزل ویتم الأطباق

.السابقة التنمیة ظروف نفس تحت



نمو الطحالب الخضراء المزرقة فى أطباق بترى وعلى البیئات الصلبة فى 
دوارق مخروطیة 

شكل بعض الطحالب الخضراء  
المزرقة تحت المیكروسكوب

 Anabaena

Nostoc

Spirulina



عد وعزل البكتيريا المحللة للسليلوز فى التربة - ٥

  النباتیة المخلفات مكونات من عالیة نسبة السلیلوز یمثل
  المیكروبیولوجیة العملیات من یعتبر التربة فى وتحلیلھ التربة فى

  الى وتحویلھا المخلفات ھذه من التخلص على تساعد التى الھامة
  بامتصاصھا النبات منھا یستنفید التى الأساسیة عناصرھا
  السلیلوز تحلیل البكتیریا من الكثیر وتستطیع . علیھا والتغذیة

  العلماء تمكن وقد اللاھوائیة أو ھوائیة سواء الظروف كل تحت
  أو الھوائیة سواء للسلیلوز المحللة البكتیریا اعداد تقدیر من

  ھذه من نقیة مزارع على الحصول أمكنھم كما اللاھوائیة
  المیكروبات ھذه اعداد لتقدیر المتبعة الطرق یلى وفیما البكتیریات

.عزلھا وطرق



تقدير أعداد البكتيريا الهوائية المحللة للسليلوز   - أ
وطريقة عزلها فى مزارع نقية باستخدام بيئة دوبس

:المطلوبة والمواد الأدوات
نظیفة إختبار أنابیب -١
.معقمة بترى أطباق -٢
.مل ١ ، مل ١٠ سعة معقمة ماصات -٣
 ٩٠ على منھا كل تحتوى والتى التخفیفات زجاجات -٤
.معقم فسیولوجى ملح محلول أو معقم حنفیة ماء مل
.للسلیلوز كمصدر ترشیح ورق -٥
.خصبة تربة عینة -٦



من وتتركب دوبس بیئة -٧
 مائیة ماغنسیوم كبریتات جرام، ٠.٥ صودیوم نترات 

 فوسفات ، الحدیدیك كبریتات من آثار جرام، ٠.٥
  بوتاسیوم كلورید ، جرام ١ القاعدیة ثنائیة بوتاسیوم

. ٧.٥ PH الـ درجة ، لتر ١ مقطر ماء جرام، ٠.٥
 والدكسترین السلیلوز آجار بیئة على تحتوى أنابیب -٨

.المعقمة
:العمل طریقة

  تماما الجاف الوزن الى منسوبة الأعداد لحساب الرطوبة تقدر -١
.التربة من

  ویتم المعتادة بالطریقة العشریة التخفیفات سلسلة تعمل -٢
.المناسبة التخفیفات من خمسة اختیار



 ٣سم ٥ بمعدل الأنابیب فى توزع ثم البیئة تحضر -٣
  الترشیح ورق من شریط وضع مع انبوبة كل فى

 منھ جزء یكون بحیث أنبوبة كل فى للسلیلوز كمصدر
 الأنابیب تسد ثم سطحھا فوق وجزء البیئة فى مغمور

 فى وتعقم ماص الغیر القطن من بسدادات
.الاوتوكلاف

 ١ بإضافة تخفیف كل من أنابیب خمس تلقیح یتم -٤
.الأنابیب ترقم ثن انبوبة لكل مل

- ٢٨( المناسبة الحرارة درجة على الأنابیب تحضن -٥
.أسابیع ٣-٢ لمدة )م°٣٠



 التحضین فترة بعد ایجابیة نتیجة تعطى التى الأنابیب تسجل - ٦
 خاصة مسودة او بنیة او صفراء بقع بظھور علیھا یستدل والتى

 ورقة فى تآكل ظھور مع البیئة لسطح ملامستھا موضع فى
.خفیفا رجا الأنبوبة رج عند وتفتتھا الترشیح

 على تعدل ثم التقریبیة العد جداول باستخدام النتائج تحسب - ٧
.لتربة الجاف الوزن اساس

 أعطت التى الأنابیب من للسلیلوز المحللة البكتیریا عزل یمكن - ٨
  علیھا التى الترشیح ورقة من جزء بنزع وذلك موجبة نتیجة
 بترى طبق فى الموجود المعقم الماء من قلیل فى وتفتتھا البقع

 بصبغة ویصبغ غشاء منھ ویعمل المعلق من جزء یأخذ ثم
 عزلھا یمكن والتى المیكروبات على للتعرف القاعدى الفوكسین

. المخطوطة الأطباق بطریقة المحلول من نقیة مزارع صورة فى



تقدير أعداد البكتيريا اللاهوائية المحللة - ب
للسليلوز باستخدام بيئة أمليانسكى 

:المطلوبة الأدوات
.نظیفة إختبار أنابیب -١
.معقمة بترى أطباق -٢
.مل ١ ، مل ١٠ سعة معقمة ماصات -٣
.الإسطبل سماد من عینة أو الخصبة التربة عینة -٤
. معقم مائى آجار أو معقم فاسبار -٥
 : من وتتركب أملیانسكى بیئة -٦

  ثنائى بوتاسیوم فوسفات ، جرام ١ الأمونیوم فوسفات أو الأمونیوم كبریتات
  جرام، ٢ كالسیوم كبریتات جرام، ٠.٥ ماغنسیوم كبریتات ، جرام ١ القاعدیة

  أملاح إستبدال ویمكن . ٣سم ١٠٠٠ مقطر ماء الصودیوم، كلورید من آثار
  الببتون أو الأسبارجین مثل عضوى بمصدر للنیتروجین معدنى كمصدر الأمونیوم

.لتر /جرام ٥ بمعدل
.المعقمة والدكسترین السلیلوز آجار بیئة على تحتوى أنابیب -٧



:العمل طریقة
  الجاف الوزن أساس على الأعداد حساب لیتسنى الرطوبة تقدر -١

.للتربة
 تخفیفات ٥ منھا ویختار المعتادة بالطریقة التخفیفات سلسلة تعمل -٢

.الإختیار موضع العینة نوع حسب مناسبة
  مع أنبوبة لكل ٣سم ٥ بمعدل الأنابیب فى وتوزع البیئة تجھز  -٣

 ثم للسلیلوز كمصدر أنبوبة كل فى الترشیح ورق من قطعة وضع
 الغیر القطن من بسدادات سدھا بعد الاوتوكلاف فى الأنابیب تعقم

.ماص
 من طبقة منھا كل على توضع ثم تخفیف كل من انابیب خمس تلقح -٤

  لجعل وذلك م°٥٠ عند والمبردة المسیلة المائى الاجار أو الفاسبار
 المناسبة الحرارة درجة على تحضن ثم ھوائیة غیر النمو ظروف
.أسابیع ٣-٢ لمدة )م°٣٠- ٢٨( المناسبة وللمدة



 الترشیح ورقة على صفراء بقع بمشاھدة الأنابیب إیجابیة على یستدل -٥
 ثم التقریبیة العد جداول باستخدام الأعداد وتحسب أجزائھا فى تآكل مع

. التربة من الجاف الوزن الى تنسب
 فى یفتت ثم المتآكلة الترشیح ورقة من جزء یأخذ البكتیریا ھذه لعزل -٦

 بعد میكروسكوبیا ویفحص غشاء منھ ویعمل المعقم الماء من قلیل
 الأطباق طریقة باستخدام نقیة بحالة یعزل ثم جرام بصبغة صبغة

. اللاھوائیة الظروف تحت المخطوطة

:ملحوظة
 المحللة اللاھوائیة البكتیریا معظم یشمل الكلوستریدیم جنس لأن نظرا

 فى الرغبة عند فإن ولذلك المتجرثمة المیكروبات من ولكونھ للسلیلوز
 م٨٠ درجة على التخفیفات بسترة یفضل السابقة بالطریقة أعداده تقدیر
 المیكروبات من للتخلص وذلك التلقیح فى استخدامھا قبل دقیقة ١٥ لمدة
.للجراثیم المكونة غیر



:تقدير بكتيريا التأزت فى التربة وطريقة عزلها  - ٦

  التي الھامة العملیات من البیولوجیة التأزت عملیة تعتبر
 الأمونیا أكسدة تتم حیث النشدرة عملیة تلي والتي التربة في تحدث

 كسماد التربة في المضافة تلك أو النشدرة عملیة خلال المتكونة
 ، ومتلازمتتین متتابعتین مرحلتین خلال النترات إلي – أمونیومى

 ذلك ویتم نیتریت إلي الأولي المرحلة في الأمونیا تتأكسد حیث
 جنس ھو إنتشارا أكثرھا بكتیریة أجناس خمس بواسطھ

Nitrosomonasالعملیة ھذه وتسمي nitrosification

  أھمھا بكتیریة أجناس ثلاث بواسطھ فتتم الثانیة المرحلھ أما
 في المتكونة النیتریت أكسدة تتم وفیھا Netrobacter جنس

نترات إلي السابقة المرحلة



وتختلف بكتری ا الت ازت ف ي أش كالھا وف ي ق درتھا عل ي الحرك ة         
ولكنھ  ا جمتع  ا تعتب  ر میكروب  ات ھوائی  ة اجب  ارا كم  ا انھ  ا ذاتی  ة   
التغذی  ة حی  ث تحص  ل عل  ي الكرب  ون م  ن ث  اني أكس  ید الكرب  ون    
الج  وي وتحص  ل عل  ي طاقتھ  ا م  ن تف  اعلات الأكس  دة الس  ابق        

وقد أمكن تقدیر أعداد ھ ذه البكتری ا عل ي بیئ ات     . الاشارة إلیھا 
ویمكن توضیح ذل ك  ، كما أمكن عزلھا علي السیلكاجل . خاصة 

:فیما یلي 
: اللازمة والمواد الأدوات

. فحصھا المراد التربة عینة -١
 ماء مل ٩٠ على منھا كل تحتوى والتى التخفیفات زجاجات -٢

.معقم حنفیة
.معقمة كالسیوم كربونات -٣



.نظیفة اختبار أنابیب -٤
.معقمة وماصات بترى أطباق -٥
: من تتركب والتي إستیفنسون بیئة من مركز محلول -٦
  ثنائیھ بوتاسیوم فوسفات -  جرام ٢٠ الأمونیوم كبریتات 

  ثنائیھ بوتاسیوم فوسفات - .جرام ٧.٥ الھیدروجین
 –جرام ٠.١ حدیدوز كبریتات -جرام ٢.٥ القاعدیة
  ٠.٣ ماغنسیوم كبریتات –جرام ٠.١ منجنیز كبریتات

 مقطر ماء – جرام ٠.٠٢ كالسیوم كلورید – جرام
 . ٩-٧ من PH درجھ –٣سم١٠٠٠

 لتقدیر سائلة كبیئة استخدامھا عند البیئة ھذه تخفف
 اجراء عند الصلبة الغرویة السلكاجل كبیئة أو الأعداد
. المقطر بالماء ١٠٠:١ بنسبة وذلك العزل عملیات



: العمل خطوات
 الأعداد لحساب التربةالخصبة عینة في الرطوبة تقدر -١

.التربة من تماما جاف وزن جرام واحد لكل
 الاختبار انابیب في تخفیفھا بعد السابقة البئة توزع -٢

 من بسدادات الانابیب وتسد انبوبھ كل في ٣سم ٧ بمعدل
 عند الاتوتوكلاف جھاز في تعقم ثم ماص الغیر القطن
. دقیقة ٢٠-١٥ لمده م°١٢١

 المعتاده بالطریقھ العشریة التخفیفات سلسلھ عمل یتم -٣
 في منھا كل وتستخدم مناسبة تخفیفات ٥ منھا ویختار
 التحضین وقبل)مقررات x٥ تخفیفات ٥( ابابیب ٥ تلقیح

 الكالسیوم كربونات من قلیلة كمیھ انبوبھ لكل یضاف
 ثم PHالـ درجھ علي للمحافظة معقمھ سباتیول بواسطھ
. أسابیع ٣ لمدة م° ٢٥ درجة علي الانابیب تحضن



  فنیل الداي دلیل باستخدام التحضین فترة بعد النترات لتكون الأنابیب تختبر -٤
  اختبار أنبوبھ في المحضنة الملقحة البیئة من ٣سم ١ بوضع وذلك أمین
  وجود حالة في ازرق لون فیتكون الدلیل من نقط بضع إلیھا ویضاف نظیفة

. النترات
.جافة تربة جرام ١ وتنسب التقریبیة العد جداول باستخدام النتائج تحسب -٥
  البیئة تصلب )النتروباكتر أو النیتروزوموناس( التازت میكروبات لعزل -٦

  تاخذ ثم معقمة بتري أطباق في وتصب الغرویھ السلیكاجل باستخدام السابقة
  سطح علي التخطیط بطریقة وتزرع السابقة العد أنابیب من أبرة غمسة
  المناسبة حراره درجھ علي الحضان في الاطباق توضع ثم الصلبة البیئة
  من لكل البكتریة المستعمرات تظھر حتي أسبوع ٢-١ لمدة

 حجمھا بصغر الاولي في تتمیز والتي والنیتروباكتر النیتروزوموناس
  دقیقة النیتروباكتر مستعمرات تظھر بینما البنى ولونھا وبتماسكھا المتناھي
  مستعمرات من علیھا وما الغرویة الصلبة البیئة تقطع ذلك بعد وكثیفة
  أو السابقة السائلة البیئة بھا دوراق إلى وتنقل المیكروبین من لكل منفصلة

  على المیكروبات ھذه قدرة تختبر الحضانة فترة وبعد أخرى مناسبة بیئة أى
  . والنترت النیتریت تكوین



-: ملاحظات
  الداي من جرام ٠.٥ بإضافة أمین فنیل الداي دلیل یحضر -١

  الماء إلي الحمض یضاف ٣سم ٢٠ إلي النقي أمین فنیل
  أمین التقلیب مع أمین فنیل یضاف ثم التقلیب مع تدریجیا

. الإذابة تمام حتى التقلیب مع
  تكوین عن للكشف الاخري الدلائل من كثیر استخدام یمكن -٢

  میثیل الداي أو السلفونیلیك حمض مثل النترات أو النیتریت
  فنیل الداي استخدام الي بالاضافة الذنك تراب أو الفانفثالین

.أمین



  الجلوكوز بيئة باستخدام التربة فى الأزوت وإنظلاق النترات إختزال بكتيريا تقدير - ٧
  ألكسندر( الخميرة ومستخلص البويون بيئة أو )١٥٩٥ آلن( البوتاسيوم ونترات
١٩٦٥(:

:المطلوبة الأدوات
.نظیفة إختبار أنابیب -١
.معقمة بترى أطباق -٢
.مل ١ ، مل ١٠ سعة معقمة ماصات -٣
.الإسطبل سماد من عینة أو الخصبة التربة عینة -٤
. معقم مائى آجار أو معقم فاسبار -٥
 : من وتتركب أملیانسكى بیئة -٦

  ثنائى بوتاسیوم فوسفات ، جرام ١ الأمونیوم فوسفات أو الأمونیوم كبریتات
  جرام، ٢ كالسیوم كبریتات جرام، ٠.٥ ماغنسیوم كبریتات ، جرام ١ القاعدیة

  أملاح إستبدال ویمكن . ٣سم ١٠٠٠ مقطر ماء الصودیوم، كلورید من آثار
  الببتون أو الأسبارجین مثل عضوى بمصدر للنیتروجین معدنى كمصدر الأمونیوم

.لتر /جرام ٥ بمعدل
.المعقمة والدكسترین السلیلوز آجار بیئة على تحتوى أنابیب -٧



: المراجع

http://www.wou.edu/~boomers/research/MMLID/nitrogenpix
www.cat.cc.md.us/.../ labmanua/lab7/endobmmg.html
http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/bms5300/bugs/closper.html
http://visualsunlimited.com/results.jsp
http://www.mbio.ncsu.edu/JWB/MB409/lab/Bacillus/isolation.html
http://www.yamagiku.co.jp/pathology/case/case063.htm
http://www.kalyx.com/store/proddetail.cfm/AffiliateID/2003085644/ItemID/20396.0/C
ategoryID/12500.0/SubCatID/210.0/file.htm
http://www.wou.edu/las/natsci_math/biology/boomer/Bio331/microlab/projects/websi
tesspring2002/nitroweb02/AzotobacterPage.html

http://www.wou.edu/~boomers/research/MMLID/nitrogenpix
http://www.cat.cc.md.us/.../labmanua/lab7/endobmmg.html
http://medinfo.ufl.edu/year2/mmid/bms5300/bugs/closper.html
http://visualsunlimited.com/results.jsp
http://www.mbio.ncsu.edu/JWB/MB409/lab/Bacillus/isolation.html
http://www.yamagiku.co.jp/pathology/case/case063.htm
http://www.kalyx.com/store/proddetail.cfm/AffiliateID/2003085644/ItemID/20396.0/C
http://www.wou.edu/las/natsci_math/biology/boomer/Bio331/microlab/projects/websi

