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 دامنه

بیولوژی‌های‌‌منابع‌طبیعی‌و‌كارشناسان‌آزمایشگاه‌پژوهشگران‌قابل‌استفاده‌برای

‌اکخ

‌

 هدف

منظور‌پایش‌تغییرات‌خاک‌و‌نیز‌های‌زیستی‌خاک‌به‌گیری‌شاخص‌برای‌اندازه‌دستورالعملاین‌

‌استفادههای‌اراضی‌كشاورزی‌قابل‌خاک‌همچنینمختلف‌و‌های‌رویشگاهارزیابی‌كیفیت‌آن‌در‌

‌.است

‌

‌
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 چکیده

‌ ‌طب‌کیخاک ‌به‌ارزشمند‌یعیمنبع ‌كه ‌آن‌است ‌تشكیل ‌طولانی ‌بسیار ‌روند ‌منابع‌‌،دلیل جزء

‌می ‌محسوب ‌به‌تجدیدناپزیر ‌خاک ‌زنده‌شود. ‌سیستم ‌یک ‌اكوسیستمظو‌،عنوان ‌در ‌متعددی های‌‌ایف

‌تنظیم‌جریان‌آب،‌‌میازجمله‌آنها‌دارد‌كه‌زمینی‌بر‌عهده‌ توان‌به‌ذخیره‌و‌تنظیم‌چرخه‌مواد‌غذایی،

ساختن‌‌یكننده‌و‌حمایت‌فیزیكی‌برا‌زدایی‌از‌مواد‌آلوده‌مواد‌آلی،‌سمیتاستقرار‌تنوع‌زیستی،‌تجزیه‌

با‌توجه‌به‌اهمیت‌خاک‌لازم‌است‌برای‌اطمینان‌از‌عملكرد‌صحیح‌آن،‌.‌اشاره‌كردها‌‌ساختمان‌ها‌و‌جاده

خاک‌و‌‌یزیخرفتن‌حاصل‌نیاز‌بكیفیت‌و‌سلامت‌خاک‌حفظ‌شود.‌عدم‌حفظ‌كیفیت‌خاک‌منجر‌به‌

‌اجتماعی‌فراوانی‌‌–كه‌تبعات‌اقتصادی‌وقوع‌گردوغبار‌در‌نقاط‌مختلف‌جهان‌شده‌است‌زین ‌دنبالهبرا

شود‌تا‌با‌‌شیخاک‌پا‌های‌یژگیو‌تغییراتمدت‌لازم‌است‌بلند‌و‌حفاظت‌از‌خاک‌در‌ینگهدار‌یبرا‌.دارد

‌شیم‌شود.‌پافراه‌داریتوسعه‌پا‌یخاک‌برا‌تیریمدامكان‌‌،سلامت‌خاکو‌‌تیفیك‌راتییتغروند‌‌نییتع

-از‌یک‌خاک‌شیپا‌یبرا‌.در‌طول‌زمان‌استخاک‌‌راتییتغ‌نوع‌و‌زانیم‌یریگ‌زهاندا‌یخاک‌تنها‌راه‌برا

‌آسان‌یریگ‌انتخاب‌شوند‌كه‌اندازه‌دیبااز‌خاک‌‌هایی‌یژگیو‌،سو ‌دسترس‌همگان‌‌آنها ‌در ‌از‌‌باشدو و

اهداف‌مورد‌‌زیخاک‌و‌ن‌یعیخاک‌را‌با‌توجه‌به‌عملكرد‌طب‌تیفیآنها‌بتوان‌ك‌یریگ‌با‌اندازه‌گرید‌سوی

‌ ‌دكر‌ارزیابینظر ‌ویژگی. ‌از ‌پایش‌خاک ‌فیزیك‌برای ‌ظاهری، ‌استفاده‌های ‌آن ‌زیستی ‌و ‌شیمیایی ی،

‌ویژگی‌می ‌حساسیت ‌به ‌توجه ‌با ‌فعالیت‌شود. ‌و ‌مدیریت ‌اعمال ‌از ‌ناشی ‌تغییرات ‌به ‌زیستی های‌‌های

‌ویژگی ‌سایر ‌با ‌مقایسه ‌اندازه‌انسانی‌در ‌اهمیت‌زیادی‌برای‌پیش‌های‌خاک، ‌در‌‌گیری‌آنها بینی‌تغییر

نجام‌اهای‌زیستی‌مهم‌در‌پایش‌خاک‌و‌نحوه‌‌ویژگی‌،دستورالعملكیفیت‌و‌سلامت‌خاک‌دارد.‌در‌این‌

‌ ‌آزمایشگاه ‌در ‌آنها ‌راهنمای‌مناسبی‌برای‌ارائه ‌است‌كه ‌كارشناسان‌پژوهشگران‌شده ‌و ‌طبیعی منابع

 های‌خاک‌است.‌‌آزمایشگاه

 

‌.یستیز‌یها‌یژگیو‌ت،یفیخاک،‌ك‌ش،یپا‌کلیدی:های  واژه

‌
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 پایش منابع طبیعی 

بر‌منابع‌طبیعی‌‌ازحد‌شیبرشد‌جمعیت‌جهانی‌و‌نیز‌تغییر‌اقلیم‌باعث‌فشار‌‌ازجملهعوامل‌متعددی‌

نیاز‌به‌پایش‌منظم‌و‌صحیح‌منابع‌طبیعی‌برای‌‌،جهیدرنت‌.اند‌شده‌،جهان‌استمهم‌اقتصاد‌‌گاه‌هیتككه‌

‌های‌و‌رویشگاه‌كاهش‌منابع‌آبمانند‌تغییر‌اقلیم،‌‌یواملع‌است.‌افتهی‌‌شیافزا‌آنهاجلوگیری‌از‌تخریب‌

بهتر‌برای‌محافظت‌از‌های‌‌زیست‌و‌اتخاذ‌سیستم‌در‌خطر‌ازجمله‌عواملی‌هستند‌كه‌لزوم‌پایش‌محیط

‌دهد.‌‌آن‌را‌نشان‌می

‌شده‌‌گرفتهكردن‌یا‌خبر‌دادن‌‌آگاه(‌در‌زبان‌انگلیسی‌از‌مشاهده،‌Monitoringریشه‌كلمه‌پایش‌)

آگاه‌شدن‌یا‌مطلع‌شدن‌پیش‌از‌وقوع‌و‌منظور‌مشاهده‌‌،شود‌یماست.‌بنابراین‌وقتی‌از‌پایش‌صحبت‌

‌،صورت–ر‌اینیهدف‌از‌پایش‌این‌است‌كه‌درست‌بودن‌جهت‌حركت‌مشخص‌شود‌تا‌در‌غ‌،درواقعاست.‌

‌.‌انجام‌شودرسیدن‌به‌اهداف‌مورد‌نظر‌‌منظور‌بهاقدامات‌لازم‌برای‌قرار‌گرفتن‌در‌جهت‌درست،‌

در‌طول‌زمان‌و‌مشخص‌‌راتییتغ‌نییتع‌سپسو‌‌ستمیاكوس‌یاجزا‌یبرا‌هیپا‌ریمقاد‌نییتع‌شیپا

‌از‌مقاد ‌پایش‌است‌یعیطب‌ریكردن‌انحراف‌آنها ‌منابع‌طبیعی، ‌در ‌و‌تجزیهریگ‌اندازه. تحلیل‌ و‌ ی‌مكرر

منابع‌طبیعی‌به‌این‌دلیل‌پایش‌‌،به‌عبارت‌دیگر‌.منظور‌ارزیابی‌تغییر‌در‌ویژگی‌مورد‌نظر‌استها‌به‌داده

یا‌لازم‌است‌شرایط‌‌كند‌میتأمین‌آیا‌شرایط‌اختصاصی‌موجود‌اهداف‌مورد‌نظر‌را‌شود‌تا‌معلوم‌شود‌‌می

 مدیریت‌شود.‌‌مورد‌نظربه‌نفع‌اهداف‌

‌

 پایش خاک

و‌‌كشد‌یآن‌هزاران‌سال‌طول‌م‌لیاست‌كه‌تشك‌ریناپذ‌دیارزشمند‌و‌تجد‌یعیمنبع‌طب‌کیخاک‌

كره‌زمین‌بستگی‌به‌‌دروجود‌حیات‌‌،احاطه‌كرده‌است.‌درواقع‌ااست‌كه‌ما‌ر‌یآن‌مانند‌هوا‌و‌آب‌تیاهم

‌ ‌خاک‌دارد. ‌و ‌هوا ‌آب، ‌ناد‌تیاهم‌،متأسفانهوجود ‌گذشته ‌به‌‌دهیخاک‌در ‌منجر ‌است‌كه گرفته‌شده

وغبار‌در‌نقاط‌مختلف‌جهان‌دوقوع‌گر‌زیخاک‌و‌ن‌یزیخرفتن‌حاصل‌نیمانند‌از‌ب‌یندیب‌ناخوشاقعوا

خاک‌‌شیپادر‌مورد‌‌متعددی‌پژوهشگرانو‌‌شود‌یم‌یمت‌خاک‌توجه‌جدشده‌است.‌امروزه‌به‌نقش‌سلا

‌‌.كنند‌یمطالعه‌م
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های‌خاک‌پایش‌شود‌تا‌با‌‌ویژگیتغییرات‌لازم‌است‌‌مدتبلنددر‌برای‌نگهداری‌و‌حفاظت‌از‌خاک‌

‌گاهی‌معادل‌سلامت‌خاک‌ ‌تعیین‌تغییرات‌كیفیت‌خاک‌كه در‌مدیریت‌خاک‌‌،شود‌گرفته‌میدرنظر

‌پایش‌خاک‌در‌قالب‌ ی‌میزان‌و‌ریگ‌اندازهتنها‌راه‌برای‌‌مدتبلندو‌‌مدت‌انیمتوسعه‌پایدار‌انجام‌شود.

‌ ‌از ‌تغییرات‌خاک‌ناشی ‌ها‌تیفعالجهت ‌و ‌انسان ‌ی ‌است‌خاکفرایند ‌پایش‌خاک‌یک‌‌،زایی بنابراین

در‌را‌حفاظت‌‌راهبردهایجهت‌‌تواند‌یم‌خاک‌شیپا.‌باشد‌یمضرورت‌اساسی‌برای‌ارزیابی‌پایداری‌خاک‌

‌مناطقی‌تعیین‌ ‌مجموعهكند ‌ویژگی‌كه ‌جغرافی‌ها‌ای‌از ‌اقلیم، ‌خطر‌‌یاخاک، ‌مدیریت‌موجب‌ایجاد و

‌شوند.‌‌بالقوه‌برای‌تخریب‌خاک‌می

مناطقی‌كه‌‌در‌ژهیو‌به‌،دارند‌ها‌ستمیاكوسهای‌خاک‌نقش‌حیاتی‌در‌پایداری‌‌یژگیوشكی‌نیست‌كه‌

‌ن ‌فشار ‌یا ‌نامناسب ‌محیطی ‌شرایط ‌معرض ‌فعالیتدر ‌از ‌‌اشی ‌انسانی ‌پایش‌خاک‌هستندهای ‌برای .

بتوان‌‌آنهای‌ریگ‌اندازهدیگر‌با‌‌سویآسان‌است‌و‌از‌‌آنهای‌ریگ‌اندازهباید‌انتخاب‌شوند‌كه‌‌ییها‌ویژگی

‌تعیین‌ ‌نظر ‌اهداف‌مورد ‌نیز ‌طبیعی‌خاک‌و ‌عملكرد ‌به ‌توجه ‌با ‌انتخاب‌‌.دكركیفیت‌خاک‌را پس‌از

تیمار‌و‌‌برداری،‌پیش‌شد‌كه‌روش‌نمونه‌مطمئنباید‌‌،شاخص‌كیفیت‌خاک‌عنوان‌بههای‌مناسب‌‌یژگیو

‌ب‌ها‌دادهتجزیه‌ ‌با‌‌مهم‌است‌كه‌روش‌نمونه‌،علاوه‌همناسب‌باشد. ‌را برداری‌بتواند‌تغییرات‌اتفاق‌افتاده

 درجه‌معینی‌از‌اطمینان‌نشان‌دهد.‌

‌

 های پایش خاک شاخص

‌برا‌کی ‌مهم ‌و ‌خاک‌یچالش‌بزرگ ‌علوم ‌كه‌‌ویژگی‌ییشناسا‌،دانشمندان ‌است ‌خاک ‌از هایی

در‌اختیار‌را‌ها‌باید‌بتوانند‌اطلاعات‌كافی‌‌یژگیوبه‌اندازه‌كافی‌ساده‌و‌آسان‌باشد.‌این‌‌آنهاگیری‌‌اندازه

‌ویژگی ‌بتوان‌ارزیابی‌درستی‌از‌عملكرد‌خاک‌داشت. ‌پایش‌خاک‌باید‌‌بگذارند‌تا های‌مورد‌استفاده‌در

‌ ‌باشند‌چهاردارای ‌‌-‌1:مشخصه ‌تغییرات، ‌به ‌‌-2حساس ‌خاک، ‌عملكرد ‌به ‌برای‌‌-3وابسته مفید

‌افر ‌و ‌اكوسیستم ‌ریگ‌اندازه‌-4یندهای ‌و ‌آسان ‌اندازه‌.ارزانی ‌از ‌خاک ‌پایش ‌ویژگی‌برای های‌‌گیری

عنوان‌شاخص‌كیفیت‌یا‌با‌ها‌‌شود.‌از‌این‌ویژگی‌یاستفاده‌م‌ظاهری،‌فیزیكی،‌شیمیایی‌و‌زیستی‌خاک
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.‌نوع‌شاخص‌مورد‌استفاده‌در‌پایش‌بستگی‌به‌عملكردی‌از‌خاک‌دارد‌شود‌یمبرده‌خاک‌نیز‌نام‌‌سلامت

درنتیجه‌امنیت‌و‌،‌خدمات‌اكوسیستم‌به‌عملكرد‌خاک‌وابسته‌است%‌‌80،تقریببهكه‌مورد‌توجه‌است.‌

‌و‌كارآمد‌خاک‌بستگی‌دارد.‌سلامت‌نوع‌بشر‌به‌عملكرد‌مؤثر

و‌‌ییایمیش‌،یكیزیففراهم‌كردن‌شرایط‌مناسب‌‌-1:‌كه‌عبارتند‌از‌خاک‌عملكردهای‌متعددی‌دارد

تنظیم‌و‌تقسیم‌جریان‌آب،‌ذخیره‌و‌گردش‌مواد‌غذایی‌و‌سایر‌عناصر،‌‌-2ی‌برای‌موجودات‌زنده،‌ستیز

زدایی‌از‌مواد‌آلی‌و‌‌فیلتر‌كردن،‌تجزیه،‌تثبیت‌و‌سمیت‌-4تنوع‌زیستی‌گیاهان‌و‌تولیدمثل‌جانوران،‌‌-3

‌كردن‌محیط‌-5 ‌برای‌موجودات‌زندهزیست‌‌فراهم ‌ویژگی‌خاک‌. ‌كدام ‌این‌‌،ی‌شودریگ‌اندازهاینكه به

‌ ‌عملكرد‌خاک‌موضوع ‌كدام ‌كه ‌است‌بستگی‌دارد ‌ریگ‌اندازهقرار ‌پایش‌شود. ‌تیفیك‌یابیارز‌یبرای‌و

‌تیفیك‌یابیارز‌یبرا‌ها‌یژگیاز‌همه‌واستفاده‌‌حال‌نیدرع‌،استفاده‌كردویژگی‌‌کیفقط‌از‌‌توان‌یخاک‌نم

‌یستیو‌ز‌ییایمیش‌،یكیزیف‌های‌یژگیشامل‌و‌ها‌یژگیاز‌و‌ای‌مجموعه‌دیبا‌،نیبنابرا‌.است‌رممكنیخاک‌غ

‌.شوندیده‌مینام‌(MDS)‌1ها‌مجموع‌حداقل‌داده‌،ها‌یژگیمجموعه‌و‌نی.‌اشوند‌ستفادها‌ی‌پایشخاک‌برا

هدف‌به‌‌،ردیگبمورد‌استفاده‌قرار‌‌کیكدام‌نكهیانتخاب‌ا‌.وجود‌دارد‌یمتفاوت‌یهاMDSخاک‌‌پایش‌یبرا

‌دارد‌پایش‌بستگی ‌برنامه‌های‌یژگیو. ‌زیستی‌مورد‌استفاده‌در ‌شیمیایی‌و و‌‌های‌پایش‌خاک‌فیزیكی،

‌‌.شده‌استارائه‌‌1شكل‌در‌ارتباط‌آن‌با‌كیفیت‌خاک‌
 

  

                                                 
1
 Minimum dataset 
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 های  شیمیاییویژگی

:‌افزایش‌فشار‌شوری خاک

اسمزی‌و‌تخریب‌ساختمان‌

‌خاک‌

:‌میزان‌در‌دسترس‌اسیدیته

بودن‌مواد‌غذایی‌و‌شرایط‌

‌فیزیكی‌خاک‌

:‌توان‌ظرفیت تبادل کاتیونی

‌نگهداری‌مواد‌غذایی‌در‌خاک‌

:‌(Kو P ،Nعناصر پرمصرف )
وری‌خاک،‌تبدیل‌كربن‌به‌بهره

مواد‌آلی،‌افزایش‌رشد‌گیاه،‌

افزایش‌سنتز‌پروتئین،‌مقابله‌با‌

افزایش‌‌های‌زنده‌و‌غیرزنده‌،تش

‌تثبیت‌ازت‌

:‌تاثیر‌بر‌مواد آلی خاک

ها،‌پایداری،‌عمل‌به‌خاكدانه

عنوان‌بافر،‌افزایش‌قدرت‌

  نگهداری‌آب

 ،موثر بر رشد

فعالیت، تنوع 

و فراوانی 

 یوبمیکر

 های زیستیویژگی

تنوع و تعداد 

 ها:میکروارگانیسم

یی‌ایمیژئوش‌هایچرخه

‌عناصر‌

 خاک:تنفس پایه 

ه‌یتجزی‌و‌كروبیم‌تیفعال

‌یماده‌آل

 ختهیتنفس برانگ

جمعیت‌میكروبی‌ :خاک

‌كننده‌گلوكز‌تجزیه

توده کربن زی

‌یابیارز میکروبی:

موجود‌در‌‌هایكروبیم

‌خاک

-چرخه :فعالیت آنزیمی

و‌‌ییایمیژئوش‌های

‌تجزیه‌مواد‌آلی‌

 ،موثر بر رشد

فعالیت، تنوع 

و فراوانی 

 وبیمیکر

 فیزیکیهای ویژگی

:‌وزن مخصوص ظاهری

شاخص‌فشردگی‌و‌

‌تخلخل‌خاک‌

فراهم‌‌بافت خاک:

گاه‌برای‌كردن‌ریززیست

ها‌و‌میكروارگانیسم

‌چرخه‌عناصر‌

محلی‌ :میزان آب خاک

برای‌نقل‌و‌انتقال‌مواد‌

‌مختلف

  

موثر بر معدنی 

شدن و 

گردش عناصر 

 در خاک

موثر بر معدنی 

شدن و 

گردش عناصر 

 در خاک

 

 

 

 پایش برای خاک  های شیمیایی، زیستی و فیزیکی ‌ویژگی -1شکل 

 

 خاکپایش  فیزیکیهای  شاخص

دارد‌‌یخاک‌بستگ‌یلتشك‌یندهایافرو‌‌یسنگ‌مادر‌یتخاک‌به‌ماه‌یزیكیف‌های‌یژگیاز‌و‌یاریبس

‌یتو‌فعال‌یرزندهغ‌یمواد‌آل‌تأثیرخاک‌تحت‌‌یزیكیف‌های‌یژگیوبرخی‌از‌‌،هستند.‌اما‌یو‌درواقع‌موروث

وزن‌‌.شوند‌می‌هاستفاد‌های‌پایش‌در‌برنامهخاک‌‌های‌یژگیبخش‌از‌و‌ین.‌اگیرند‌یبخش‌زنده‌خاک‌قرار‌م

های‌فیزیكی‌خاک‌‌یژگیوترین‌بافت‌خاک‌و‌میزان‌آب‌موجود‌در‌خاک‌از‌مهم‌،خاک‌یمخصوص‌ظاهر

 د.نگیر‌قرار‌می‌هستند‌كه‌در‌پایش‌مورد‌استفاده

 مین سلامت خاکابهبود حاصلخیزی خاک و ت
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 خاک شیپا شیمیایی های شاخص

‌‌یاطلاعات‌ییایمیشهای‌‌شاخصپایش‌ و‌‌تركیبشكل‌‌هدسترس‌ب‌در‌ییمواد‌غذا‌تیدرمورد‌كمرا

‌ها‌سمیكروارگانیو‌م‌اهانیگخاک‌در‌تأمین‌رشد‌توان‌دهنده‌‌نشان‌،جهیدرنت‌.دهند‌یقرار‌م‌اریآزاد‌در‌اخت

كننده‌و‌برخی‌از‌كیفیت‌آب،‌قدرت‌بافری‌خاک،‌حركت‌مواد‌آلودهبر‌رابطه‌گیاه‌و‌خاک،‌‌،علاوه‌هب‌.است

از‌‌یاریكه‌بس‌ییجا‌از‌آن‌.گذارد‌میثیر‌أتهای‌فیزیكی‌خاک‌مانند‌تمایل‌به‌تشكیل‌پوسته‌)سله(‌‌یژگیو

‌لیتشك‌یخاک‌و‌اجزا‌یمواد‌آل‌یابیخاک‌قرار‌دارند،‌ارز‌یمواد‌آل‌تأثیرحت‌تخاک‌‌ییایمیش‌های‌یژگیو

‌ ‌آن‌در ‌شوری‌خاک‌)هدایت‌‌.دارد‌ای‌ژهیو‌تیخاک‌اهم‌پایشدهنده ‌آلی‌خاک، ‌میزان‌مواد ‌بر علاوه

و‌گوگرد‌‌(میپرمصرف‌)فسفر،‌ازت‌و‌پتاسعناصر‌مقدار‌(،‌pHتریكی‌خاک(،‌اسیدیته‌یا‌واكنش‌خاک‌)كال

 شوند.‌گیری‌می‌شیمیایی‌هستند‌كه‌در‌پایش‌خاک‌اندازه‌های‌ویژگیاز‌دیگر‌

‌

  خاک شیپازیستی  های شاخص

به‌هر‌نوع‌هایی‌از‌خاک‌هستند‌كه‌با‌فعالیت‌زیستی‌خاک‌ارتباط‌دارند‌و‌‌ویژگی‌،یستیز‌های‌ویژگی

‌واكنش‌‌ییرتغ ‌سرعت ‌به ‌خاک ‌در ‌شده ‌اعمال ‌شاخص‌.دهند‌یمنشان ‌می‌از ‌خاک ‌زیستی توان‌‌های

نماتدها‌های‌خاكی،‌‌)كرم‌های‌مختلف‌مزوفون‌توده‌میكروبی‌كربن،‌تنفس‌خاک،‌فراوانی‌و‌تنوع‌گروه‌زی

‌بند ‌ونپایا‌و ‌جزء‌‌( ‌خاک ‌زنده ‌موجودات ‌برد. ‌نام ‌را ‌خاک ‌آنزیمی ‌فعالیت ‌نیز ‌و ‌خاک میكروفون

دهند.‌تنوع‌‌های‌انسانی‌و‌تغییرات‌اقلیم‌را‌نشان‌می‌شوند‌و‌تأثیر‌فعالیت‌های‌حساس‌محسوب‌می‌شاخص

رار‌و‌توسعه‌گیاهان‌و‌ریشه‌استق‌‌های‌آن‌مانند‌تجزیه‌مواد‌آلی،‌با‌عملكرد‌موجودات‌زنده‌خاکو‌فراوانی‌

‌سمیت ‌ترسیب‌و ‌و ‌)رقابت( ‌ارتباط‌دارد‌آنها ‌فلزات‌سنگین ‌از های‌‌شاخص‌‌همین‌دلیل‌جزء‌به‌،زدایی

‌‌كیفیت‌خاک‌محسوب‌می توان‌‌شوند‌می‌گیری‌می‌های‌زیستی‌كه‌در‌پایش‌خاک‌اندازه‌از‌ویژگیشوند.

‌ ‌تعداد ‌و ‌متنوع ‌یكروبیجوامع ‌)تنفس‌خاک‌هیتنفس‌پا، ‌كربن‌ختهیبرانگ‌تنفس(، ،‌یكروبیم‌توده‌یز،

 و‌فعالیت‌آنزیمی‌را‌نام‌برد.‌‌ونیكاسیفیترین
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 جوامع میکروبی خاک -1  

در‌را‌‌یدیخاک‌بوده‌و‌نقش‌كل‌یخاک‌با‌وجود‌كوچک‌بودن،‌موجودات‌زنده‌اصل‌های‌یكروارگانیسمم

‌سا‌یمیاییژئوش‌یها‌چرخه ‌كربن‌و ‌غذا‌یرازت، ‌به‌ییمواد ‌م‌،علاوهدارند. ‌‌یكروبیجوامع ‌یندهایافردر

در‌‌یكروبینقش‌مهم‌جوامع‌م‌‌با‌توجه‌به‌.دارند‌یدینقش‌كل‌ها‌یوتیکاز‌گزنوب‌زدایی‌یتمانند‌سم‌مختلف

‌‌یفیتك ‌اندازه‌یكروبیجوامع‌م‌ییراتتغ‌یبررس‌خاک، ‌با به‌‌تواند‌یخاک‌م‌یمیآنز‌یتفعال‌یریگ‌همراه

‌ك ‌بكند‌یثرؤمخاک‌كمک‌‌یفیتشناخت ‌قارچ‌ها‌باكتری. ‌مهم‌و ‌از ‌میكروارگانیسمها ‌خاک‌‌ترین های

شود.‌‌استفاده‌می‌فراوانی‌‌بهشوند‌كه‌از‌فراوانی‌و‌تنوع‌آنها‌در‌پایش‌كیفیت‌و‌سلامت‌خاک‌‌محسوب‌می

‌،3سیپتومیمتاترنسك‌،2كسیمانند‌متاژنوم‌دیجد‌یكردهایخاک‌از‌رو‌یكروبیتنوع‌م‌یابیارز‌یامروزه‌برا

 .دشو‌یاستفاده‌م‌5كسیمتابولوم‌و‌4كسیمتاپروتئوم

 ( 6)تنفس خاک پایه تنفس میکروبی-2

های‌‌اكسیدكربن‌منتشر‌شده‌توسط‌میكروارگانیسم‌گیری‌دی‌با‌اندازهتنفس‌خاک(‌میكروبی‌)تنفس‌

گیری‌تنفس‌خاک‌در‌شرایط‌آزمایشگاهی‌و‌شرایط‌‌.‌اندازهدشوارزیابی‌می‌خاک‌در‌طی‌تجزیه‌مواد‌آلی

‌در‌صحرایی‌انجام‌می های‌خاک‌تولید‌‌توسط‌میكروارگانیسم‌اكسیدكربن‌دی‌،یشگاهیآزما‌طیشرا‌شود.

‌ریشه‌می ‌صحرایی ‌شرایط ‌در ‌اما ‌تولید‌‌شود ‌در ‌نیز ‌خاک ‌ماكروسكوپی ‌فون ‌نیز ‌و ‌گیاهان های

‌‌دی ‌تنفس‌خاک‌یک‌اكسیدكربن ‌دخالت‌دارند. ‌بفرایند ‌را ‌كربن ‌است‌كه ‌اكوسیستم ‌كلیدی شكل‌ه

‌میاكسیدكربن‌‌دی ‌خاک‌آزاد ‌‌در ‌جذب‌و ‌توسط‌گیاهان ‌كه ‌كند ‌تركیبات‌آلی‌در ‌به فتوسنتز‌فرایند

زیرا‌‌،های‌مهم‌در‌پایش‌خاک‌است‌یكی‌از‌شاخص‌)تنفس‌خاک(‌هیپا‌یكروبیتنفس‌مد.‌گرد‌تبدیل‌می

‌دهنده‌میزان‌فعالیت‌میكروبی،‌ماده‌آلی‌و‌میزان‌تجزیه‌آن‌است.‌‌نشان

‌

                                                 
2
 Metagenomics 

3
 Metatranscriptomics 

4
 Metaproteomics 

5
 Metablomics 

6
 Soil Respiration  
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 (7خاک ختهی)تنفس برانگ برانگیخته یکروبیتنفس م-3

‌میكروارگانیسم ‌دارند‌بیشتر ‌خاک‌وجود میزان‌تنفس‌در‌ن‌یبنابرا‌،های‌خاک‌به‌شكل‌غیرفعال‌در

شوند‌مانند‌گلوكز‌‌توان‌با‌افزودن‌تركیباتی‌كه‌به‌آسانی‌تجزیه‌می‌خاک‌كم‌است.‌تنفس‌پایه‌خاک‌را‌می

‌گلوكزهافزایش‌تنفس‌خاک‌ب‌.افزایش‌داد ‌تركیباتی‌مانند ‌كردن ‌اضافه ‌خاک‌تنفس‌ب‌،دنبال رانگیخته

‌‌نامیده‌می ‌تجزیه‌‌،درواقعشود. تنفس‌برانگیخته‌خاک‌روشی‌برای‌ارزیابی‌جمعیت‌میكروبی‌دخیل‌در

 با‌تركیبات‌مختلف‌را‌تجزیه‌كند.‌بقایای‌گیاهی‌باشد‌می‌قادرتوده‌میكروبی‌خاک‌است‌كه‌‌گلوكز‌و‌زی
‌

  8توده میکروبی زیکربن  -4

‌میكروارگانیسم ‌اهمیت ‌به ‌توجه ‌‌با ‌و ‌عملكرد ‌در ‌خاک ‌همه‌های ‌جداسازی ‌و ‌كشت ‌امكان عدم

‌اندازه‌میكروارگانیسم ‌خاک، ‌زی‌های ‌میكروبی‌گیری ‌برای‌بهیک‌روش‌‌خاک توده ‌كمی ‌و نسبت‌ساده

ه‌ی‌خاک‌بخش‌زنده‌ماده‌آلی‌خاک‌بكروبیتوده‌م‌زیدرواقع،‌‌های‌موجود‌در‌خاک‌است.‌ارزیابی‌میكروب

جمعیت‌میكروبی‌خاک‌‌،با‌این‌تعریف‌است.‌mµ 103×5تر‌از‌رگاستثناء‌ریشه‌گیاهان‌و‌فون‌خاک‌بز

‌تمایزنیافته‌درنظر‌گرفته‌میبه ‌فعالیت‌آن‌می‌عنوان‌یک‌واحد‌منفرد‌و ‌و ‌توده گیری‌‌تواند‌اندازه‌شود‌و

زنده‌و‌پویا‌بوده‌و‌مسئول‌تجزیه‌مواد‌آلی،‌تولید‌انرژی‌و‌چرخه‌مواد‌در‌خاک‌‌،یكروبیتوده‌م‌زیشود.‌

‌زی ‌از ‌فعالیت‌است. ‌و ‌محیطی ‌تغییرات ‌اثر ‌ارزیابی ‌برای ‌خاک ‌میكروبی ‌بر‌‌توده ‌انسانی های

شود.‌بهترین‌روش‌برای‌استفاده‌‌های‌خاک‌و‌به‌عبارت‌دیگر‌برای‌پایش‌خاک‌استفاده‌می‌میكروارگانیسم

است‌هایی‌‌طور‌منظم‌در‌نمونه‌هگیری‌آن‌ب‌پایش‌خاک،‌اندازه‌در‌توده‌میكروبی،‌كربن‌یا‌ازت‌از‌مقادیر‌زی

 توده‌میكروبی‌خاک‌اند.‌زی‌آوری‌شده‌كه‌در‌تابستان‌جمع
9(SMB)اما‌مقدار‌‌،استدر‌طول‌سال‌متغیر‌

‌،یاصل‌كل‌کیان‌وعنبه‌.بودن‌مقدار‌كربن‌ورودی‌و‌آب‌به‌خاک‌پایدار‌استكم‌دلیل‌بهآن‌در‌تابستان‌

دهنده‌افزایش‌عملكردهای‌زیستی‌مفید‌‌نشان‌‌SMBشیافزاشود.‌‌مفید‌درنظر‌گرفته‌می‌‌SMB شیافزا

‌ ‌است. ‌آینده ‌افزایش‌كربن‌آلی‌خاک‌در ‌بهخاک‌و ‌باشد‌می‌SMBكاهش‌‌،معمولطور ‌اگر‌،تواند‌مضر

‌منجر‌به‌كاهش‌عملكرد‌خاک‌شود.

                                                 
7
 Substrate Induced Respiration  

8
 Microbial Biomass Carbon  

9
 Soil Microbial Biomass 
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  10پتانسیل نیتریفیکاسیون -5

‌NH3زیستی‌است‌كه‌در‌طی‌آن‌آمونیاک‌)فرایندی‌نیتریفیكاسیون‌ ‌‌(NO2به‌نیتریت‌)( سپس‌و

‌نیترات NO3) نیتریت‌به
‌می- ‌اكسید ‌هر‌( ‌ازت‌است. ‌چرخه ‌در ‌مهم ‌مراحل ‌از ‌یكی ‌و ‌این‌یک‌شود از

‌توسط‌میكروارگانیسم‌واكنش ‌خاک‌انجام‌می‌ها ‌میكروب‌،البته‌.شوند‌های‌متفاوتی‌در ‌نیز‌‌گروهی‌از ها

‌ ‌را ‌آمونیاک ‌قادرند ‌كه ‌دارند ‌بهوجود ‌بطور ‌آنها ‌به ‌كه ‌كنند ‌تبدیل ‌نیترات ‌به های‌‌اكتریمستقیم

Comammoxنی‌گفته‌می‌‌ ‌محیطتشود. ‌نظر ‌كشاورزی‌اهمیت‌زیادی‌دارد‌ریفیكاسیون‌از این‌‌.زیست‌و

زیرا‌نیترات‌براحتی‌طی‌‌،تواند‌باعث‌مشكلاتی‌در‌فراهم‌كردن‌ازت‌برای‌گیاهان‌شود‌میكروبی‌میفرایند‌

هایی‌كه‌از‌‌نیتریفیكاسیون‌در‌خاک‌مقدار‌زیادشود.‌‌زدایی‌و‌آبشویی‌از‌خاک‌حذف‌می‌نیتراتفرایندهای‌

خاک،‌كاهش‌توان‌بافری‌زیرا‌باعث‌اسیدی‌شدن‌‌،زیستی‌اهمیت‌دارد‌از‌نظر‌محیط‌،اند‌ازت‌اشباع‌شده

‌آب ‌به ‌نیترات ‌شدن ‌وارد ‌گلخانه‌خاک، ‌گازهای ‌شدن ‌آزاد ‌نیز ‌و ‌زیرزمینی ‌می‌های ظرفیت‌ شود.‌ای

‌بست‌نیتریفیكاسیون‌در‌خاک ‌باكتریاگی‌به‌جمعیت‌)فرهای‌مختلف‌متفاوت‌است‌و ‌تنوع( های‌‌وانی‌و

در‌اكسیژن‌مقدار‌رطوبت،‌غلظت‌سوبسترا‌و‌مقدار‌خاک،‌‌اسیدیتهو‌شرایط‌محیطی‌مانند‌‌11ساز‌نیترات

‌.دسترس‌دارد
‌

 فعالیت آنزیمی خاک  -6

‌كل‌‌آنزیم ‌افرهای‌خاک‌در ‌واكنشیند ‌كاتالیز ‌نیز ‌آلی‌و ‌مواد یندهای‌افرهای‌ضروری‌برای‌‌تجزیه

‌زباله‌میكروارگانیسم‌حیاتی ‌تجزیه ‌پایداری‌ساختمان‌خاک، ‌خاک، ‌در ‌آلی‌و‌‌ها ‌مواد ‌تشكیل های‌آلی،

عنوان‌شاخص‌تاریخچه‌خاک‌و‌تغییرات‌آن‌عمل‌‌شود‌به‌چرخه‌عناصر‌نقش‌مهمی‌دارند‌كه‌باعث‌می

باط‌ارت‌های‌خاک‌آنزیم‌استفاده‌شود.‌های‌مناسب‌در‌پایش‌كیفیت‌خاک‌عنوان‌شاخصبه‌آنهاو‌از‌‌كنند

‌ ‌آلی، ‌مواد ‌زیهای‌ویژگینزدیكی‌با ‌فعالیت‌میكروبی‌و ‌خاک‌دارند‌فیزیكی، ‌در ‌خاک‌های‌یمآنز‌.توده

از‌‌پیش‌،یعسر‌یلیخ‌یرزیستیغو‌‌یستیز‌یها‌تنش‌یاخاک‌‌یریتشده‌در‌اثر‌مد‌یجادا‌ییراتبه‌تغ‌قادرند

                                                 
10

 Nitrfication Potential  
11

 Nitrifying Bacteria 
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‌تغ ‌سا‌یجادا‌ییراتآنكه ‌در ‌رد‌یریگ‌قابل‌اندازه‌ها‌ویژگی‌یرشده ‌پباشد‌یابیو ،‌ ‌اسخ ‌مهمدهند. ترین‌از

‌می‌زیمنآ ‌استفاده ‌آنها ‌از ‌خاک ‌كیفیت ‌پایش ‌در ‌كه ‌خاک ‌می‌های ‌آنزیم‌شود ‌‌توان ،‌دروژنازیدههای

‌را‌نام‌برد.سلولاز‌و‌‌نازیتیكآمیلاز،‌‌،دازیگلوكوز-بتا،‌سولفاتاز‌لیآر،‌زآ‌اوره،‌فسفاتاز

 

 برداری از خاک نمونه

‌برداری اصول نمونه

و‌به‌شده‌برداری‌از‌خاک‌است‌كه‌باید‌در‌شرایط‌استاندارد‌انجام‌‌نمونه‌،در‌پایش‌خاکرحله‌ماولین‌

از‌منطقه‌چند‌نمونه‌خاک‌ ،د.‌برای‌این‌منظورنآزمایشگاه‌منتقل‌شود‌تا‌نتایج‌قابل‌اعتماد‌و‌استناد‌باش

‌كنید.‌برداشتو‌‌انتخابرا‌مورد‌مطالعه‌

‌‌برداری ابزار نمونه

‌‌.هستند‌13و‌اوگر‌12برداری‌استوانه‌نمونه،‌بیلچه،‌یلب‌،برداری‌خاک‌ف‌نمونهوظر

  برداری هزمان نمون

ی‌ستیز‌های‌یژگیو‌راتییتغ‌یو‌بررس‌شیپااگر‌هدف‌اری‌به‌هدف‌مطالعه‌بستگی‌دارد.‌دبر‌زمان‌نمونه

هدف‌بررسی‌اگر‌‌اما‌،شود‌میانجام‌‌از‌شروع‌دوره‌رویشپیش‌فصل‌بهار‌و‌برداری‌در‌‌نمونه‌،خاک‌است

ز‌و‌پس‌از‌پایان‌دوره‌رویشی‌گیاه‌مورد‌نظر‌یفصل‌پایبرداری‌در‌‌نمونه‌استونه‌گاختصاصی‌یک‌‌هایاثر

‌‌.دشومیانجام‌

‌:ضروریستبرداری‌‌نمونه‌هنگامنكات‌زیر‌به‌توجه‌

 ؛خیس‌یا‌خشک‌نباشدكاملاً‌خاک‌‌-1

كاربرد‌كودهای‌هفته‌پس‌از‌‌6تا‌‌‌4برداری‌نمونهباید‌‌،دنشو‌دهی‌می‌هایی‌كه‌كود‌در‌مورد‌خاک‌-2

‌.‌انجام‌شودپس‌از‌كاربرد‌كودهای‌آلی‌‌ماه‌3حداقل‌‌شیمیایی‌و
‌

                                                 
12

 Soil Sampling Cylinder 
13

 Auger 
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 انواع نمونه

‌‌نمونه ساده

‌.ندگوی‌یبه‌آن‌نمونه‌ساده‌م‌،شود‌میبررسی‌طور‌جداگانه‌برداشت‌شده‌به‌یها‌از‌نمونه‌کیاگر‌هر‌

‌‌مرکب نمونه

ن‌نمونه‌مركب‌آ‌به‌،شود‌مییک‌نمونه‌انجام‌روی‌‌بر‌ها‌آزمایشنمونه‌ساده‌با‌هم‌مخلوط‌و‌‌یتعداد‌اگر

‌.ندیگو‌یم

 نخورده  نمونه دست

‌حالت‌و ‌نمونه‌خاک‌یعیطب‌ساختار‌اگر ‌باشد‌برداشت‌شده‌در ‌آن‌‌،حفظ‌شده ‌نخورده‌نمونه‌دستبه

‌.گویند‌می

‌‌خورده دست نمونه

‌.ندگوی‌یخورده‌م‌به‌آن‌نمونه‌دست‌،در‌نمونه‌حفظ‌نشده‌باشد‌خاک‌یعیطب‌ساختار‌اگر‌حالت‌و

‌

 ها به آزمایشگاه  برداری و انتقال نمونه نمونه

‌و‌به‌آزمایشگاه‌ارسال‌كنید.‌یبردار‌گرم‌خاک‌نمونه‌500حداقل‌‌،یستیز‌یها‌یژگیو‌یبررس‌یبرا

انتخاب‌كنید‌‌طوریرا‌‌برداری‌نمونه‌های‌برای‌آنكه‌نمونه‌تهیه‌شده‌نماینده‌واقعی‌منطقه‌باشد‌محل‌-1

‌بننمطالعه‌پراكنده‌باشدر‌منطقه‌مورد‌كه‌ استفاه‌برداری‌‌بندی‌برای‌نمونه‌از‌سیستم‌شبكه‌،ابرایند.

‌.‌كنید

های‌زیستی‌از‌خاک‌سطحی‌‌برای‌پایش‌ویژگی‌.برداری‌بستگی‌دارد‌برداری‌به‌هدف‌نمونه‌عمق‌نمونه‌-2

عمیق‌خاک‌سطحی‌و‌های‌زیستی‌‌ویژگی‌.‌برای‌مقایسهشود‌‌انجام‌برداری‌متری(‌نمونه‌سانتی‌30-0)

ممكن‌اما‌گاهی‌برای‌مقایسه‌‌،برداری‌كنید‌متری‌نمونه‌سانتی‌30-50و‌‌0-30توانید‌از‌دو‌عمق‌‌می

‌.‌انجام‌شودبرداری‌‌تر‌نیز‌نمونه‌از‌عمق‌پاییناست‌

)شكل‌‌كه‌در‌ادامه‌ذكر‌شده‌است‌خاک‌بستگی‌داردبه‌عمق‌برداری‌‌نوع‌ابزار‌مورد‌استفاده‌در‌نمونه‌-3

2):‌
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‌‌(الف ‌سطحی: ‌دست‌رایبخاک ‌‌نمونه ‌خورده ‌بیلچه ‌و ‌بیل ‌از ‌و ‌دستبرای ‌استوانه‌‌خوردهن‌نمونه از

‌استفاده‌كنید.‌برداری‌نمونه

‌‌.كنیداستفاده‌‌از‌اوگر‌نخورده‌نمونه‌دست‌برایخاک‌عمیق:‌‌(ب

‌

 برداری از خاک‌تجهیزات لازم برای نمونه -2 شکل

‌یبردار‌نمونه‌وهیش‌-4

 ساده  بردارینمونه (الف

‌د.صورت‌جداگانه‌برداشت‌كرده‌و‌به‌آزمایشگاه‌منتقل‌كنی‌هها‌را‌ب‌شیوه‌نمونهدر‌این‌

‌‌مرکب بردارینمونه (ب

‌ا ‌و‌‌یبردار‌نقطه‌نمونه‌نیاز‌چندشیوه‌‌نیدر ‌هممربوط‌به‌هر‌عمق‌‌یها‌نمونهكرده ‌با مخلوط‌‌را

‌كنید.

ظرف‌حاوی‌‌بدرو‌‌ختهیر‌یبردار‌ظروف‌نمونه‌ای‌یكیپلاست‌سهیداخل‌كرا‌‌آن،‌نمونه‌هیپس‌از‌ته

محل‌‌،یبردار‌نمونه‌خیتاربردار،‌‌نمونهنام‌و‌نام‌خانوادگی‌‌شامل‌نمونه‌مشخصات‌.نمونه‌را‌محكم‌ببندید

‌‌های‌كشاورزی(‌)برای‌خاک‌نوع‌زراعتو‌‌یبردار‌عمق‌نمونه‌،یبردار‌نمونه و‌نوشته‌‌كتیدو‌ات‌یبر‌رورا

‌‌.دهیددر‌داخل‌نمونه‌قرار‌را‌‌یگریو‌د‌چسبانده‌ظرف‌ای‌سهیك‌یبر‌رورا‌‌یكی

‌‌‌كنید.درجه‌سانتیگراد‌به‌آزمایشگاه‌منتقل‌‌‌4دمای‌را‌درها‌‌نمونه‌-5



 17/ خاک یستیز یها شاخص شیپا یها روش

‌سازی‌نمونه‌آماده

‌‌راخاک‌‌-1 ‌از‌را‌هاخاک‌ابتدا‌است‌بهتر.‌دیكنالک‌‌متری،‌میلی‌2با‌استفاده‌از‌الک‌‌مخلوط‌وكاملاً

‌‌یمتریلیم‌‌8ای‌‌5الک ‌ذرات‌درشت‌‌یاهیگ‌یایبقا‌ات‌دیدهعبور ‌‌.دنشو‌حذف‌كاملاًو ‌نمونهسپس،

‌.‌دیده‌عبور‌یمتریلیم‌2آمده‌را‌از‌الک‌‌دستهب‌كدستی

‌:دیكن‌میتقسصورت‌زیر‌بهقسمت‌‌2الک‌شده‌و‌مرطوب‌را‌به‌‌خاک‌-2

‌هفته‌کی‌مدت‌هب‌را‌خاک‌یهانمونه‌:(ییایمیش‌و‌یكیزیف‌یهایژگیو‌شیپا‌یخشک‌)برا‌خاک‌(الف

‌.شود‌خشکتا‌كاملاً‌‌دیقرار‌ده‌هیسا‌و‌قاتا‌یدما‌در

 .(یستیز‌یهایژگیو‌شیپا‌یخاک‌مرطوب‌)برا‌(ب

 نمونه نگهداری

‌نمونه‌خاک‌تهیه‌شده‌‌های‌زیستی‌ویژگیاید‌كه‌‌ریزی‌كرده‌طوری‌برنامهاگر‌‌-1 حداكثر‌تا‌یک‌را

‌ ‌نمونه‌پسماه ‌را‌نمونه‌،دیانجام‌دهبرداری‌‌از ‌‌ها ‌نگهداری‌‌4در ‌اتاق‌سرد( درجه‌سانتیگراد‌)یخچال‌یا

‌.كنید

‌منجمد‌ك‌نمونه‌-2 ‌را ‌الک‌نشده ‌سانتیگراددرجه‌‌-20)دمای‌‌نیدهای‌مرطوب‌و ‌انجام‌پیش‌(. از

تا‌ذوب‌شوند‌و‌دهید‌یگراد‌قرار‌ترجه‌ساند‌4روز‌در‌دمای‌‌5ها‌را‌حداقل‌‌ههای‌زیستی‌باید‌نمون‌آزمون

وجود‌داشته‌تا‌امكان‌تهویه‌‌كنید‌اتیلنی‌دهان‌گشاد‌نگهداری‌در‌ظروف‌پلیرا‌ها‌‌.‌نمونهكنید‌الکسپس‌

‌.باشد

منظور پایش های خاک به‌نیاز بررسی ویژگی‌ها پیش‌برداری، انتقال و نگهداری صحیح نمونه‌نکته: نمونه

 آن است.
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 های زیستی خاک  نحوه انجام ویژگی

 کوزن خشک خادرصد تعیین 

 اساس آزمون

با‌تعیین‌‌،گرادجه‌سانتیدر‌105معینی‌از‌خاک‌را‌وزن‌كرده‌و‌پس‌از‌خشک‌كردن‌در‌دمای‌مقدار‌

‌شود.‌صد‌وزن‌خشک‌خاک‌تعیین‌میدرمقدار‌كاهش‌وزن،‌

  مواد و تجهیزات لازم

‌.درجه‌سانتیگراد(‌105ون‌)آ‌و‌نمونه‌خاک،‌شیشه‌ساعت،‌ترازو

  آزمونروش 

‌؛را‌صفر‌كنید‌وترازابتدا‌‌-1

‌؛(M1)‌دیكن‌ادداشتی‌و‌وزن‌را‌یخال‌ساعت‌شهیش‌-2

‌؛(M2)‌دیكن‌ادداشتی‌و‌نییتع‌راآن‌‌وزن‌دوباره‌و‌كردهاضافه‌ساعت‌‌شهیخاک‌به‌ش‌یمقدار‌-3

د.‌پس‌از‌گذشت‌قرار‌دهی‌(درجه‌سانتیگراد‌105دمای‌ساعت‌حاوی‌خاک‌را‌درون‌آون‌)‌شیشه‌-4

ای‌قرار‌دهید‌تا‌دمای‌آن‌به‌دمای‌اتاق‌‌درون‌دسیكاتور‌شیشهو‌ه‌دیرون‌آوربساعت،‌شیشه‌ساعت‌را‌‌24

‌(؛M3كنید‌)و‌یادداشت‌‌وزن‌آن‌را‌تعییندوباره‌برسد.‌

‌.كنیدمحاسبه‌را‌‌خشک‌خاکدرصد‌وزن‌‌4تا‌‌1های‌رابطهاز‌‌-5

وزن‌اولیه‌خاک‌ 1‌M2-M1= S1رابطه‌  

 وزن‌خاک‌پس‌از‌خشک‌شدن 2‌M3-M1= S2رایطه‌

 وزن‌آب‌موجود‌در‌خاک‌ 3‌S1-S2= Wرابطه‌

𝑊∗100=درصد‌وزن‌خشک‌خاک‌4رابطه‌

𝑆1
 

‌
در‌اینجا‌آورده‌شده‌‌،دارددر‌محاسبات‌كابرد‌اینكه‌دلیل‌بهاما‌‌،های‌زیستی‌نیست‌درصد‌وزن‌خشک‌خاک‌جزء‌ویژگی:‌*

‌ است.‌
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 خاک میکروبیجمعیت تعیین 

‌ ‌تعیین ‌برای ‌جمعیت ‌روشخاک‌میكروبی ‌‌از ‌به ‌وابسته ‌استفاده‌های ‌كشت ‌از ‌مستقل ‌یا كشت

های‌وابسته‌‌روش‌،های‌مستقل‌از‌كشت‌به‌روش‌ها‌تمام‌آزمایشگاه‌كه‌با‌توجه‌به‌عدم‌دسترسی‌شود‌می

‌.دشو‌به‌كشت‌توصیه‌می

‌
  به روش شمارش کلنی های هتروتروف خاک شمارش باکتری -1

  اساس آزمون

آگار،‌‌نتیجامد‌مانند‌نوتر‌یكشت‌غن‌طیمح‌کیو‌به‌‌هیاز‌خاک‌ته‌لفتمخ‌یهارقت‌روش‌نیا‌در

‌‌30تا‌‌25یدما‌در‌ساعت‌‌48تا‌‌24مدت‌هب.‌شودیم‌اضافه‌آگار‌هارت‌نیبر‌و‌آكار‌یسو‌سیپتوكیتر

و‌‌محاسبه‌گرم‌خاکهر‌‌در(CFU)‌14س‌كلنیاسابر‌آنها‌تعداد‌سپسو‌‌یگذارگرمخانه‌گرادیسانت‌هجدر

 .شودیم‌گزارش

‌‌لازمو تجهیزات  مواد

‌ارلن‌دار،چیدرپ‌لوله‌ت،یپل‌ترازو،‌،(آگار‌نتی)نوتر‌مناسب‌كشت‌طیمح‌،میسد‌دیكلر‌خاک،‌نمونه

‌یسركج،‌چراغ‌بنزن‌الكل‌یاشهیش‌لهیم‌ل،یاستر‌سمپلر‌سر‌ای‌یتریلیلیم‌کی‌لیاستر‌پتیپ‌،یاشهیش

‌.(یافق‌یسیمغناط)همزن‌‌كریش‌و‌(لوله‌همزن)‌ورتكس‌،یكروبیم‌هود‌اتوكلاو،‌،انكوباتور‌،یگاز‌ای

 و محیط کشت ها محلول

‌:)سرم‌فیزیولوژی‌یا‌نرمال‌سالین(‌%9/0كلرید‌سدیم‌‌-1

‌سپس،‌.لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنیدیک‌را‌وزن‌كرده‌به‌آن‌(‌NaCl)گرم‌از‌كلرید‌سدیم‌‌‌9ابتدا‌(الف

‌در‌میلی‌99 ‌را ‌درنهایت،‌لیتری‌بریزید‌میلی‌250اخل‌ارلن‌د‌لیتر ‌در‌‌لیتر‌میلی‌‌9و ‌را ‌این‌محلول از

‌(.لوله‌نیاز‌دارید‌6)حداقل‌به‌‌های‌درپیچ‌دار‌بریزید‌لوله

‌لیدر‌اتوكلاو‌استر‌هقیدق‌‌15مدت‌به‌گرادیدرجه‌سانت‌‌121یشده‌را‌در‌دما‌آماده‌یهامحلول‌(ب

 .دیكن
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 Colony Forming Unite 
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‌:نوترینت‌آگار‌كشتمحیط‌‌-2

را‌وزن‌كرده‌و‌به‌یک‌‌)دستورالعمل‌شركت‌سازنده(‌گرم‌از‌محیط‌كشت‌نوترینت‌آگاربیست‌‌(الف

‌لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌

‌آمحیط‌كشت‌‌(ب ‌شده ‌دماماده ‌در ‌سانت‌‌121یرا ‌مدت‌‌یدرجه ‌به ‌اتوكلاو‌‌هقیدق‌15گراد در

‌.‌دیكن‌لیاستر

‌‌(ج ‌استریل‌كردن‌و‌خنک‌شدن‌محیط‌كشت، ‌پلیتآپس‌از ‌در ‌مصرف‌های‌استریل‌‌ن‌را )یكبار

قرار‌دهید‌تا‌از‌استریل‌بودن‌‌دیگرادرجه‌سانت‌37روز‌در‌دمای‌‌.‌یک‌شبانهای(‌بریزید‌پلاستیكی‌یا‌شیشه

‌ها‌استفاده‌كنید.ای‌كشت‌از‌آنبر‌،آلودگیدر‌صورت‌عدم‌مشاهده‌.‌آنها‌مطمئن‌شوید

 Tryptocase Soyهای‌غنی‌دیگر‌مانند‌توان‌از‌محیط‌كشت‌نكته:‌در‌صورت‌نبودن‌نوترینت‌آگار‌می

Agarیا‌Brain heart Agar‌.استفاده‌كرد 

 آزمونروش 

 .شود‌این‌آزمایش‌در‌زیر‌هود‌میكروبی‌و‌در‌شرایط‌استریل‌انجام‌می

‌:‌15های‌متوالی‌تهیه‌رقت‌-1

‌نمونه‌خاک‌‌‌گرم‌یک‌(الف ‌از ‌را ‌ترازو ‌‌‌وزنبا ‌بهكرده ‌كلرید‌سدیم‌میلی‌‌‌99محتوی‌‌ارلن‌‌و ‌‌لیتر

‌.(‌10–‌2)رقت‌‌كنید‌‌اضافه(‌9/0%)

‌.‌(در‌دقیقهدور‌‌150)‌دهیدقرار‌‌‌ساعت‌‌‌2مدت‌‌بهشیكر‌‌‌بر‌رویرا‌‌ارلن‌(ب

‌لیتر‌از‌رقت‌یلیمیک‌‌،كنید.‌برای‌این‌منظور‌‌تهیه‌10-7ی‌تا‌متوال‌‌های‌(‌رقت10-2)‌‌رقت‌‌از‌این‌(ج

‌با‌پی‌‌10–‌‌2 ‌استفاده‌از‌سرسمپلز‌استریل‌برداشته‌و‌به‌لوله‌حاوی‌‌را ‌با ز‌لیتر‌ا‌میلی‌9پت‌استریل‌یا

‌.‌)‌10–‌3)رقت‌یكنواخت‌شود‌مخلوط‌كنید‌تا‌كاملاً‌ورتكس‌با‌%(‌اضافه‌و‌9/0)كلرید‌سدیم‌

‌.(3)شكل‌‌كرار‌كنیدتهای‌بعدی‌همین‌دستورالعمل‌را‌‌برای‌تهیه‌رقت‌(د
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 Serial Dilutions 
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‌

10-7‌10-6‌10-5‌10-4‌10-3‌10-2‌

 ( نمونه خاک مورد آزمایش10 -2های متوالی از رقت اولیه )‌تهیه رقت -3 شکل
 

‌كشت‌نمونه‌-2

‌به‌پلیت‌رقتاز‌یک‌از‌هر‌میكرولیتر(‌‌100)‌لیتر‌میلی‌‌1/0(الف های‌حاوی‌محیط‌كشت‌نوترینت‌‌ها‌را

)شكل‌‌پلیت‌پخش‌كنید‌حای‌سر‌كج‌استریل‌آن‌را‌در‌سط‌له‌شیشهیبا‌م‌سپس‌كرده‌واگار‌اضافه‌

4).‌

تا‌‌25انكوباتور‌در‌دمای‌‌ها‌را‌برگردانید‌و‌در‌پلیت،‌شدمحیط‌كشت‌پس‌از‌آنكه‌محلول‌كاملاً‌جذب‌(‌ب

یادداشت‌بر‌روی‌پلیت‌مشخصات‌نمونه‌كشت‌شده‌و‌تاریخ‌كشت‌‌سانتیگراد‌قرار‌دهید.درجه‌‌30

‌.شود

شمارش‌‌،است‌300تا‌‌‌30آنها‌بینها‌‌كه‌تعداد‌باكتریرا‌هایی‌‌پلیت‌،ساعت‌48تا‌‌24پس‌از‌گذشت‌(‌ج

‌گرم‌خاک‌گزارش‌كنید.‌یکدر‌‌CFUبر‌حسب‌ها‌را‌‌ریتكرده‌و‌تعداد‌باك

 .كشت‌شود‌دیتكرار‌با‌دوهر‌رقت‌حداقل‌‌ی:‌برانكته

‌‌‌

‌ ‌تهیه‌‌میلی‌1/0افزودن ‌رقت ‌از لیتر

‌شده‌

‌ها‌‌رشد‌و‌شمارش‌كلنی،‌گذاری‌گرمخانه‌ای‌سركج‌‌میله‌شیشهبا‌پخش‌كردن‌

 متوالی تهیه شده از خاکهای ‌مراحل کشت رقت -4شکل 
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16های هتروتروف خاک به روش بیشترین تعداد احتمالی  شمارش باکتری -2
MPN  

 اساس آزمون

‌پایه‌نظریه‌احتمالات‌بوده‌و‌فرض‌بر‌این‌است‌كه‌میكروارگانیسم‌بر MPN روش توزیع‌‌یداراها

‌شیآزما‌مورد‌هننمواز‌‌یهایروش،‌حجماین‌اند.‌در‌در‌نمونه‌پخش‌شده‌یطور‌اتفاقو‌به‌بودهیكنواخت‌

د.‌لولهشویمنتقل‌م‌برات‌نتیمانند‌نوتر‌یغن‌محیط‌مایع‌یلوله‌آزمایش‌دارا‌‌5تا‌3به‌‌(خاک‌نجایا)در‌

یم‌یبررس‌هالوله‌،ساعت‌48تا‌‌24شده‌و‌پس‌از‌‌یگذارگرمخانه‌گرادیسانتدرجه‌‌‌30تا‌‌25یدر‌دماها‌

‌دنشو ‌كدو‌مثبت‌یهالوله‌تعداد. ‌‌نییتع‌(تر)مشاهده ‌یهاجدول‌اساس‌بر‌یاحتمال‌تعداد‌نیشتریبو

MPNشودیم‌گزارش‌و‌محاسبه‌افزارنرم‌ای‌. 

‌مواد و تجهیزات لازم

‌لوله‌درپ‌نتیمناسب‌)نوتر‌عیكشت‌ما‌طیمح‌،میسد‌دیكلر‌خاک،‌مونهن  ‌ترازو، ‌ارلن‌دار،چیبرات(،

‌‌1000-100)‌سمپلر‌ل،یاستر‌سمپلر‌سر‌ای‌یتریلیلیم‌کی‌لیاستر‌پتیپ‌،(یتریلیلیم‌250)‌یاشهیش

 (.یسیمغناط)همزن‌‌كریش‌و‌(لوله‌)همزن‌ورتكس‌،یكروبیم‌هود‌اتوكلاو،‌انكوباتور،(،‌تریكرولیم

 و محیط کشت  ها محلول

‌:‌فیزیولوژی‌یا‌نرمال‌سالین(‌%‌)سرم9/0كلرید‌سدیم‌-1

‌سپس،‌لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.یک‌را‌وزن‌كرده‌به‌آن‌(‌NaCl)گرم‌از‌كلرید‌سدیم‌‌‌9ابتدا‌(الف

‌در‌میلی‌99 ‌را ‌درنهایت،‌لیتری‌بریزید‌میلی‌250اخل‌ارلن‌د‌لیتر ‌در‌‌لیتر‌میلی‌‌9و ‌را ‌این‌محلول از

‌.دار‌بریزید‌های‌درپیچ‌لوله

دقیقه‌در‌اتوكلاو‌استریل‌‌15درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌121شده‌را‌در‌دمای‌های‌تهیه‌‌محلول(‌ب

 كنید.

‌‌:براتكشت‌نوترینت‌محیط‌‌-2

)دستورالعمل‌شركت‌سازنده(‌را‌وزن‌كرده‌و‌به‌یک‌‌برات‌گرم‌از‌محیط‌كشت‌نوترینت(‌بیست‌الف
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 Most Probable Number 



 23/ خاک یستیز یها شاخص شیپا یها روش

‌لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.

‌به‌لیتر‌از‌‌میلی(‌نه‌ب ‌لوله‌های‌درپیچ‌لولهاز‌یک‌هر‌محیط‌كشت‌را های‌حاوی‌‌دار‌اضافه‌كرده‌و

‌ ‌دمامحیط‌كشت‌را ‌سانت‌‌121یدر ‌مدت‌یدرجه ‌به ‌‌هقیدق‌15گراد ‌اتوكلاو ‌دمای‌در درجه‌‌121در

‌.دیكن‌لیاسترراد‌‌سانتی

‌ج ‌لوله‌‌یک‌شبانه( ‌دمای‌‌روز ‌در ‌را ‌یدرجه‌سانت‌37های‌استریل‌شده ‌استریل‌گراد ‌از ‌دهید‌تا قرار

‌برای‌كشت‌از‌آنها‌استفاده‌كنید.‌.‌سپس،مطمئن‌شوید)عدم‌مشاهده‌كدورت(‌بودن‌آنها‌

 Tryptocase Soyهای‌غنی‌دیگر‌مانند‌توان‌از‌محیط‌كشت‌میبرات‌نكته:‌در‌صورت‌نبودن‌نوترینت‌

brothیا‌‌Brain heart brothاستفاده‌كرد.نیز‌‌ 

  آزمونروش 

خاک‌به‌روش‌شمارش‌كلنی‌های‌هتروتروف‌‌شمارش‌باكتری‌بخشهای‌متوالی‌)به‌‌تهیه‌رقت‌-1

‌(.‌‌3شكلمراجعه‌كنید،‌

‌دهید.لوله‌كشت‌‌‌3برای‌هر‌رقت‌،تایی‌سه‌MPNدر‌روش‌‌:كشت‌-2

‌الف ‌برداشته‌و‌به‌لوله‌از‌رقت‌یکلیتر‌از‌هر‌‌میلی‌یک( ‌را لیتر‌محیط‌كشت‌‌میلی‌9های‌حاوی‌‌ها

‌.‌(5)شكل‌‌نوترینت‌برات‌اضافه‌كنید

‌.كنیدگذاری‌‌گرمخانهدرجه‌سانتیگراد‌‌30تا‌‌‌25یدر‌دماساعت‌‌48تا‌‌24ها‌را‌به‌مدت‌‌لولهب(‌

‌در‌لوله(‌ج ‌رافزا‌استفاده‌از‌نرمبا‌كنید‌و‌‌بررسی‌،باكتری‌استها‌كه‌علامت‌رشد‌‌وجود‌كدورت‌را

(https://mpncalc.galaxytrakr.org/)،تبیشترین‌‌‌ ‌‌باكتریاحتمالی‌عداد ‌را ‌خاک‌ها ‌گرم ‌هر ‌و‌در محاسبه

 .‌كنیدگزارش‌

‌

https://mpncalc.galaxytrakr.org/
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‌

‌‌‌‌‌

‌

 .لوله 3از یک هر ها به ‌رقتهر کدام از  زا لیتر‌اضافه کردن یک میلیتایی،‌سه MPNروش  -5شکل 

 

 ()تنفس خاک پایه تنفس میکروبی

  ونساس آزما

‌ ‌توسط‌‌تولید‌اكسیدكربنید‌،روش‌ایندر ‌ظروف‌‌هایمیكروارگانیسمشده در‌‌،بستهدرخاک‌در

‌شود.می‌گیریاندازه‌راسیونتتیشده‌و‌با‌روش‌‌سدیم‌هیدروكسیدگراد‌جذب‌یدرجه‌سانت‌‌25یدما

 لازم زاتیمواد و تجه

‌ایشیشهظروف‌اتانول،‌‌فتالین،فنل‌باریم،‌یدكلر‌یم،سد‌هیدروكسید‌یل،آب‌مقطر‌استر‌نمونه‌خاک،

كر‌)همزن‌یش‌و‌انكوباتور‌ترازو،‌لیتری،میلی‌50ژوژه،‌بورت‌(،‌بالنلیتریمیلی‌50دار،‌بشر‌كوچک‌)بدر

 .(یسیمغناط

 ها محلول

‌مولار 05/0)سود( هیدروکسید سدیم  ‌وزن‌كرده‌و‌با‌NaOHسدیم‌)گرم‌هیدروكسید‌دو‌: (‌را

‌.ه‌حجم‌برسانیدبژوژه‌یک‌لیتری‌‌آب‌مقطر‌در‌بالن

‌مولار 5/0کلرید باریم  ‌باریم‌214/12: ‌كلرید ‌از ‌‌(BaCl2, 2H2O)‌گرم ‌و ‌كرده ‌وزن ‌را ‌60در
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‌.دیبه‌حجم‌برسان‌لیتری‌میلی‌100ژوژه‌‌بالندر‌‌كنید.‌سپس،‌حللیتر‌آب‌مقطر‌‌میلی

 لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌میلی‌40لیتر‌اتانول‌خالص،‌‌میلی‌60به‌ %:60اتانول 

با‌اتانول‌سپس‌%‌حل‌كرده‌و‌60(‌را‌در‌اتانول‌C20H14O4)‌نیفتال‌فنلگرم‌‌1/0:‌فتالین‌معرف فنل

‌.كنید‌تیره‌رنگ‌نگهداریای‌‌شیشهدر‌ظروف‌این‌معرف‌را‌.‌لیتر‌برسانید‌میلی‌100به‌حجم‌

‌بالنمولار 1/0اسید کلریدریک  ‌در :‌‌ ‌حاوی ‌لیتری ‌یک ‌‌میلی‌500ژوژه ‌مقطر، ‌آب ‌16/1لیتر

‌‌.و‌با‌آب‌مقطر‌به‌حجم‌برسانید‌كردهاضافه‌(‌HCl)%‌37لیتر‌از‌اسید‌كلریدریک‌‌میلی

 آزمونروش 

با‌استفاده‌از‌را‌لیتری‌ریخته‌و‌رطوبت‌آن‌‌میلی‌50خاک‌مرطوب‌را‌درون‌یک‌بشر‌بیست‌گرم‌‌-1

‌.برسانیدوزنی‌‌%50آب‌مقطر‌استریل‌به‌

و‌منتقل‌(‌مولار‌05/0)‌لیتر‌سود‌میلی‌25حاوی‌ای‌دردار‌‌بشر‌محتوی‌خاک‌را‌به‌ظروف‌شیشه‌-2

‌.‌محكم‌ببندیدرا‌ف‌وظردرب‌

‌نیز‌‌ظروف‌شیشه‌-3 ‌‌تریل‌یلیم‌25حاوی‌ای‌‌ظرف‌شیشه‌2ای‌حاوی‌خاک‌و (‌مولار‌05/0)سود

‌.‌قرار‌دهیدساعت‌‌24به‌مدت‌)درون‌انكوباتور(‌سانتیگراد‌‌25را‌در‌دمای‌‌(شاهدبدون‌خاک‌)

ظروف‌را‌باز‌كرده‌پس‌از‌برداشتن‌بشر‌حاوی‌خاک‌به‌محلول‌‌ب،‌درساعت‌24پس‌از‌گذشت‌‌-4

‌‌سدیمهیدروكسید‌ ‌باریم‌میلی‌2موجود ‌كلرید ‌قطره‌و‌(رمولا‌5/0)‌لیتر اضافه‌فتالین‌‌معرف‌فنل‌چند

‌دهد.‌میرنگ‌‌رییتغ‌یارغوان‌ای‌یمحلول‌به‌رنگ‌صورت‌.كنید

‌کیدریكلر‌دیمحلول‌اس‌،منظور‌نیا‌ی.‌براكنیدرنگ‌شدن‌محلول‌تیتر‌‌را‌تا‌بی‌شاهدها‌و‌‌نمونه‌-5

‌درون‌بورت‌ر‌1/0 تا‌‌دیاضافه‌كن‌رنگ‌یدرون‌محلول‌صورته‌قطره‌قطره‌ب‌و‌یو‌به‌آرام‌ختهیمولار‌را

‌شود.‌رنگ‌یكاملاً‌ب

‌‌)تنفس‌پایه‌خاک(قدار‌تنفس‌م‌-6  mg CO2.gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌‌5رابطهاز‌را
-1

 dm 24 h 
-1‌

‌.(6)شكل‌‌گزارش‌كنید
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=       5رابطه 
(𝐶−𝑆)∗2.2∗100

𝑆𝑊∗%𝑑𝑚
 تنفس‌پایه‌خاک‌‌ 

‌كه‌در‌آن :Cو‌‌Sلیفاكتور‌تبد‌2/2و‌آزمون،‌‌شاهد‌یها‌نمونه‌یبرا‌یمصرف‌دیحجم‌اس‌بیترت‌هب‌‌

HClكربن،‌دیاكس‌یبه‌د‌sw100وزن‌خاک‌و‌‌

%𝑑𝑚 
‌خاک‌خشک‌است.‌یبرا‌لیفاكتور‌تبد ‌

‌

‌‌‌

‌‌ای‌‌های‌خاک‌در‌بشر‌شیشه‌ریختن‌نمونه ‌درون‌ظرف‌درقرار ‌حاوی‌بدادن‌بشر دار

‌سود
‌ساعت‌‌24مدت‌‌به‌C°25ر‌گذاری‌د‌گرمخانه

‌

‌

‌

‌رنگ‌شدن‌محلول‌تا‌بی‌HClبا‌ تیتراسیون ‌فتالین‌‌باریم‌و‌فنل اضافه‌كردن‌كلرید

 گیری تنفس پایه خاک مراحل مختلف اندازه -6شکل 

 

  (سوبستراناشی از  )تنفس برانگیختهتنفس گیری  اندازه

 وناساس آزم

‌این‌روش‌نمونه ‌گلوكز‌در ‌معمولاً ‌یک‌منبع‌كربن، ‌دی‌مخلوط‌می‌،های‌خاک‌با اكسیدكربن‌‌شود.

‌میكروارگانیسم ‌توسط ‌شده ‌‌تولید ‌ظروف ‌در ‌خاک ‌های ‌دربسته ‌دمای ‌جذب‌‌25در ‌سانتیگراد درجه
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 شود.‌گیری‌می‌راسیون‌اندازهتهیدروكسید‌سدیم‌شده‌و‌با‌روش‌تی

‌‌لازم زاتیمواد و تجه

‌ ‌كلرید‌باریم‌،گلوكز‌آب‌مقطر‌استریل،نمونه‌خاک، ‌معرف‌فنلهیدروكسید‌سدیم، ،‌‌ ،‌اتانولفتالین،

‌كوچک‌)بای‌در‌ظروف‌شیشه ‌بشر ‌بالن‌میلی‌50دار، ‌بورت‌‌لیتری(، ‌لیتری‌میلی‌50ژوژه، ‌ترازو، ‌كریش،

‌.انكوباتور،‌(یسیاطنمغ)همزن‌

 ها محلول

(‌را‌وزن‌كرده‌و‌با‌NaOHهیدروكسید‌سدیم‌)‌گرمچهار‌:‌مولار 1/0هیدروکسید سدیم )سود( 

‌.ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید‌آب‌مقطر‌در‌بالن

لیتر‌آب‌مقطر‌‌میلی‌60(‌را‌در‌BaCl2, 2H2Oگرم‌از‌كلرید‌باریم‌)‌214/12:‌مولار0 /5کلرید باریم 

‌.دیبه‌حجم‌برسان‌لیتری‌میلی‌100ژوژه‌‌بالنحل‌كرده‌و‌در‌

‌لیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌میلی‌40لیتر‌اتانول‌خالص،‌‌میلی‌60به‌: %60اتانول 

اتانول‌با‌سپس‌%‌حل‌كرده‌و‌60(‌را‌در‌اتانول‌C20H14O4)‌نیفتال‌فنلگرم‌‌1/0:‌فتالین‌معرف فنل

‌.‌ای‌تیره‌رنگ‌نگهداری‌كنید‌این‌معرف‌را‌در‌ظروف‌شیشه.‌لیتر‌برسانید‌میلی‌100به‌حجم‌

‌بالنمولار 1/0اسید کلریدریک  ‌در :‌‌ ‌حاوی ‌لیتری ‌یک ‌‌میلی‌500ژوژه ‌مقطر، ‌آب ‌16/1لیتر

 ‌.(‌ریخته‌و‌با‌آب‌مقطر‌به‌حجم‌برسانیدHCl)‌%‌37لیتر‌از‌اسید‌كلریدریک‌میلی

 آزمونروش 

با‌استفاده‌از‌آب‌را‌لیتری‌ریخته‌و‌رطوبت‌آن‌‌میلی‌50گرم‌خاک‌مرطوب‌را‌درون‌یک‌بشر‌بیست‌‌-1

‌وزنی‌برسانید.‌%‌50مقطر‌استریل‌به‌

‌هم‌بزنید.بو‌خوب‌كرده‌(‌اضافه‌C6H12O6گرم‌گلوكز‌)‌‌08/0،های‌خاک‌از‌نمونهیک‌به‌هر‌‌-2

و‌‌كرده‌منتقلمولار‌‌1/0لیتر‌سود‌‌میلی‌25حاوی‌دار‌بای‌در‌بشر‌محتوی‌خاک‌را‌به‌ظروف‌شیشه‌-3

‌محكم‌ببندید.را‌ف‌ودرب‌ظر

بدون‌خاک‌‌مولار‌1/0سود‌‌تریل‌یلیم‌25حاوی‌ای‌‌ظرف‌شیشه‌2ای‌حاوی‌خاک‌و‌نیز‌‌ظروف‌شیشه‌-4
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‌قرار‌دهید.‌ساعت‌‌4به‌مدت‌سانتیگراد‌)درون‌انكوباتور(‌‌25(‌را‌در‌دمای‌شاهد)

‌‌ازپس‌‌-5 ‌درساعت‌4گذشت ‌محلول‌‌ب، ‌خاک‌به ‌حاوی ‌بشر ‌برداشتن ‌پس‌از ‌كرده ‌باز ‌را ظروف

فتالین‌اضافه‌‌چند‌قطره‌معرف‌فنل‌(‌ومولار‌5/0)‌لیتر‌كلرید‌باریم‌میلی‌2هیدروكسید‌سدیم‌موجود‌

‌دهد.‌‌میرنگ‌‌رییتغ‌یارغوان‌ای‌یمحلول‌به‌رنگ‌صورت‌،كنید

‌1/0)‌کیدریكلر‌دیمحلول‌اس‌،برای‌این‌منظوررنگ‌شدن‌محلول‌تیتر‌كنید.‌‌را‌تا‌بی‌شاهدو‌‌ها‌نمونه‌-6

‌به‌آرامی‌(مولار ‌درون‌بورت‌ریخته‌و اضافه‌كنید‌تا‌رنگ‌درون‌محلول‌صورتی‌ه‌قطره‌بقطره‌و‌را

 (.6)شكل‌رنگ‌شود‌‌بیكاملاً‌

‌‌برانگیخته‌خاک‌تنفسمقدار‌‌-7  mg CO2.100gو‌بر‌حسب‌محاسبه‌‌6رابطه‌از‌را
-1

 dm . h 
بیان‌‌‌1-

‌‌.كنید

‌تنفس‌برانگیخته‌خاک = 
(𝐵−𝑆)∗2.2∗100∗100

4∗𝑆𝑊∗%𝑑𝑚
6رابطه‌        

به‌‌HClفاكتور‌تبدیل‌‌2/2و‌آزمون،‌‌شاهدهای‌‌ترتیب‌حجم‌اسید‌مصرفی‌برای‌نمونه‌هب‌Sو‌‌‌Bكه‌در‌آن:

‌گرم‌خاک‌خشک(‌و‌100) فاكتور‌تبدیل‌100وزن‌خاک،‌‌swگذاری،‌‌زمان‌گرمخانه‌4اكسیدكربن،‌‌دی

100

%𝑑𝑚 
‌.تبدیل‌برای‌خاک‌خشک‌استفاكتور‌‌ 

‌

17استخراج-به روش تدخین توده میکروبی کربن زی
 

 وناساس آزم

‌‌نمونه ‌با ‌و ‌شده ‌تدخین ‌كلروفرم ‌با ‌خاک ‌پتاسیمهای ‌سولفات ‌)عصاره محلول گیری(‌‌استخراج

‌شود.‌‌می‌تبدیلمیكروبی‌‌توده‌و‌به‌كربن‌زی‌گیری‌اندازه‌حاصلكربن‌آلی‌در‌عصاره‌سپس‌د‌و‌نشو‌می

 مواد و تجهیزات

،‌سولفات‌پتاسیمم،‌اسید‌سولفوریک‌غلیظ،‌یكرومات‌پتاس‌دی‌،میربنات‌كلسك‌،كلروفرم‌نمونه‌خاک،

،‌بورت،‌خلأای،‌دسیكاتور‌شیردار،‌پمپ‌‌سید‌كلریدریک‌رقیق،‌ظروف‌شیشها‌،قیسود‌رق‌،فنانترولین‌ارتو

‌‌.متر‌pH،‌شیكر‌)همزن‌افقی(،‌كاغذ‌صافی

                                                 
17

 Fumigation-Extraction 
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 ها محلول

را‌وزن‌كرده‌و‌با‌آب‌مقطر‌در‌( K2SO4گرم‌سولفات‌پتاسیم‌)‌1/87:‌مولار 5/0سولفات پتاسیم 

‌.ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید‌بالن

و‌با‌آب‌(‌را‌وزن‌كرده‌K2Cr207)‌میكرومات‌پتاس‌یدگرم‌از‌‌04/49:‌مولار 1کرومات پتاسیم ‌دی

‌.دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌مقطر‌در‌بالن

(‌₂Fe(SO₄)₂·6H₂O(NH₄))‌ومیگرم‌از‌فروسولفات‌آمون‌08/196:‌مولار 5/0فروسولفات آمونیوم 

%(‌‌98)لیتر‌اسید‌سولفوریک‌غلیظ‌‌میلی‌15به‌آن‌‌.حل‌كنیدآب‌مقطر‌لیتر‌‌میلی‌200،‌در‌را‌وزن‌كرده

‌.دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌با‌آب‌مقطر‌در‌بالناضافه‌كرده‌و‌

‌ومیگرم‌از‌فروسولفات‌آمون695/0و‌(‌C12H8N2)‌نیارتوفنانترولگرم‌‌485/1:‌ارتوفنانترولینمعرف 

(Fe(SO4)(NH4)2(SO4)‌)100به‌حجم‌‌ژوژه‌در‌بالن‌سپسو‌لیتر‌آب‌مقطر‌حل‌كرده‌‌میلی‌40را‌در‌‌

 كنید.‌‌تیره‌رنگ‌نگهداریای‌‌شیشهدر‌ظروف‌‌.لیتر‌برسانید‌میلی

 آزمونروش 

ای‌منتقل‌كنید.‌برای‌‌روف‌شیشهظگرم‌از‌نمونه‌خاک‌مرطوب‌را‌وزن‌كرده‌و‌به‌بیست‌و‌پنج‌ -1

‌تكرار‌دارید.‌2نه‌نیاز‌به‌حداقل‌هر‌نمو

اوی‌(‌حCHCl3)‌لیتر‌كلروفرم‌میلی‌50را‌در‌درون‌دسیكاتور‌شیردار‌همراه‌با‌‌ی‌آزموناه‌نمونه‌-‌2

وصل‌و‌خلأ‌دسیكاتور‌را‌ببندید‌و‌شیر‌آن‌را‌به‌پمپ‌‌بدرقرار‌دهید.‌‌(CaCO3)‌گرم‌كربنات‌كلسیمیک‌

دقیقه‌اجازه‌دهید‌تا‌جوشیدن‌كلروفرم‌ادامه‌یک‌حدود‌‌.جوشد‌میخلأ‌كلروفرم‌در‌شرایط‌‌روشن‌كنید.

‌سپس‌پیدا ‌پمپ‌،كند. ‌و ‌ببندید ‌را ‌هوای‌دسیكاتور ‌‌ورودی ‌خاموش‌خلأ ‌را‌‌.كنیدرا روی‌دسیكاتور

‌ها‌نرسد.‌بپوشانید‌تا‌نور‌به‌نمونه

‌نمونه‌شاهد‌های‌نمونه‌-3 ‌با ‌شرایط‌مشابه ‌در ‌نیز ‌دمای‌‌را ‌در ‌بدون‌تدخین، ‌آزمایش، های‌مورد

‌آزمایشگاه‌قرار‌دهید.‌

ها‌را‌‌نمونه‌ود.راز‌بین‌ب‌لأخا‌باز‌كنید‌تا‌هوای‌دسیكاتور‌ر‌ساعت،‌شیر‌ورودی‌24گذشت‌پس‌از‌‌-د
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‌.از‌دسیكاتور‌خارج‌كنید

‌تم‌-4 ‌نمونهابه ‌‌م ‌و ‌آزمون ‌شاهدها، ‌‌میلی‌125، ‌سولفات‌پتاسیم ‌مولار‌5/0)لیتر و‌‌كرده‌اضافه(

صاف‌‌)كاغذ‌صافی(‌ها‌را‌با‌فیلتر‌،‌نمونهسپس)شیكر(‌قرار‌دهید.‌‌مدت‌نیم‌ساعت‌بر‌روی‌همزن‌افقی‌به

‌.كنید

تنظیم‌كنید.‌برای‌‌8/6تا‌‌5/6ن‌را‌بین‌آ‌pHداشته‌و‌شده‌را‌برلیتر‌از‌محلول‌صاف‌‌میلیچهار‌‌-5

‌.كنیداستفاده‌‌شدهمحلول‌صاف‌اولیه‌‌pHبهبا‌توجه‌‌قیسود‌رقیا‌‌قیرق‌کیدریكلر‌دیاساز‌‌pHتنظیم‌

‌به‌‌لیتری‌میلی‌‌500ای‌های‌شیشه‌به‌ارلن‌،آن‌تنظیم‌شده‌است‌pHمحلولی‌كه‌‌-6 منتقل‌كنید.

‌ ‌دی‌میلی‌10آنها ‌)‌لیتر ‌‌1كرومات‌پتاسیم ‌و ‌اسید‌سولفوریک‌غلیظ‌میلی‌20مولار( اضافه‌‌%(98)‌لیتر

‌كنید.‌

7-‌‌ ‌نیم‌ساعت، ‌‌4پس‌از ‌از‌معرف‌رنگی‌فنانترولین‌رقط‌5تا اضافه‌آب‌مقطر‌لیتر‌‌میلی‌‌200وه

‌.كنید

‌.‌(7)شكل‌‌ها‌را‌تا‌تشكیل‌رنگ‌قرمز‌آلبالویی‌تیتر‌كنید‌نمونه(‌مولار‌5/0)‌با‌فروسولفات‌آمونیوم‌-8

‌از‌‌توده‌زی‌كربن-9  mg biomass C 100gو‌بر‌حسب‌‌محاسبه‌7رابطه‌میكروبی‌را
-1

 dmگزارش‌‌

 كنید.‌

‌7رابطه‌

توده‌میكروبی‌كربن‌زی‌ =
𝑆−𝐶

0.35
  

‌ ‌آن: ‌در ‌‌Sكه ‌فروسولفات‌آمون‌نیانگیم‌بیترت‌هب‌Cو ‌ت‌یمصرف‌ومیحجم ‌های‌نمونه‌ونیتراسیدر

‌.است‌یكروبیبه‌كربن‌م‌یكربن‌آل‌لیتبد‌بیضر‌35/0نشده(‌و‌‌نی)تدخ‌شاهدشده(‌و‌‌نیآزمون‌)تدخ

‌
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‌‌‌

در‌دمای‌‌و‌شاهدها‌‌نمونهپوشاندن‌‌ها‌تدخین‌نمونه

‌آزمایشگاه‌

اضافه‌كردن‌سولفات‌پتاسیم‌و‌

 زدن‌هم

‌
‌‌

پتاسیم،‌اسید‌كرومات‌‌اضافه‌كردن‌دی‌pH صاف‌كردن‌و‌تنظیم‌

‌سولفوریک،‌معرف‌و‌آب‌مقطر

‌ها‌پس‌از‌تیتراسیون‌‌تغییر‌رنگ‌نمونه

 توده میکروبی خاک‌کربن زی گیری‌اندازهمراحل مختلف  -7شکل 

 

 ونیکاسیفیترین لیپتانسگیری  اندازه

 ساس آزمونا

گراد‌‌درجه‌سانتی‌25ساعت‌در‌‌5مدت‌‌هها‌ب‌با‌استفاده‌از‌سولفات‌آمونیوم‌به‌عنوان‌سوبسترا،‌نمونه

شوند.‌نیتریت‌آزاد‌شده‌با‌كلرید‌پتاسیم‌استخراج‌و‌پس‌از‌اضافه‌كردن‌معرف،‌مقدار‌‌گذاری‌می‌گرمخانه

 شود.‌‌گیری‌می‌نانومتر‌اندازه‌520آن‌در‌طول‌موج‌

‌‌مواد و تجهیزات

لفانیل‌نمونه‌خاک،‌سولفات‌آمونیوم،‌كلرات‌سدیم،‌نیتریت‌سدیم،‌كلرید‌پتاسیم،‌كلرید‌آمونیوم،‌سو

‌ ‌اتیلنن‌-N-‌(1آمید، ‌فسفریکهیدروكلردیآمیندیفتیل( ‌اسید ‌بطریید، ،‌‌ ‌پلاستیكی ‌100های
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درجه‌سانتیگراد،‌‌-20درجه‌سانتیگراد(،‌فریزر‌‌25دار‌)‌متر،‌انكوباتور‌شیكر‌‌pH،لیتری،‌كاغذ‌صافی‌میلی

‌.اسپكتروفتومتر

 ها  محلول

‌مادر(مولار )سوبسترای ‌میلی 10سولفات آمونیوم  ‌آمونیوم‌‌3214/1: ‌سولفات گرم

((NH4)2SO4 )ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید‌را‌وزن‌كرده‌و‌با‌آب‌مقطر‌در‌بالن. 

لیتر‌از‌محلول‌سوبسترای‌‌میلی‌100:‌فرزند(-مولار )سوبسترای کاری‌یلیم 1سولفات آمونیوم 

‌.دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌و‌با‌آب‌مقطر‌در‌بالنمادر‌را‌برداشته‌

در‌كرده‌و‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راNaClO3)‌میكلرات‌سدگرم‌از‌‌97/15:‌مولار 5/1کلرات سدیم 

 .دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌میلی‌100ژوژه‌‌بالن

‌مولار 2کلرید پتاسیم  :12/149‌‌ ‌( KCl)‌میپتاس‌دیكلرگرم ‌را ‌مقطر ‌آب ‌در ‌حل ‌و در‌كرده

 .ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید‌بالن

 لیتر‌میلی‌900(‌را‌در‌NH4Cl)‌آمونیومدیگرم‌كلر‌ده(: pH= 5/8مولار ) 19/0آمونیوم بافر کلرید 

‌یتریل‌کیژوژه‌‌و‌در‌بالنتنظیم‌‌5/8ن‌را‌با‌استفاده‌از‌آمونیاک‌غلیظ‌بر‌روی‌آ‌pH،‌كردهحل‌آب‌مقطر‌

‌.دیحجم‌برسانبه‌

‌‌:معرف رنگی ‌دو ‌C6H8N2O2S)‌دیآم‌لیسولفانگرم )‌ ‌لینفت‌-‌N-‌(1گرم‌1/0و ‌نیآمیدلنیات(

‌‌کیفسفر‌دیاسلیتر‌‌میلی‌20لیتر‌آب‌مقطر‌حل‌كرده‌و‌‌میلی‌150را‌در‌‌(C12H16Cl2N2)‌دیدروكلریهید

(H3PO4‌)‌.حجم‌آن‌را‌با‌آب‌مقطر‌به‌سپس‌تا‌محلول‌خنک‌شود‌و‌‌منتظر‌بمانیدغلیظ‌به‌آن‌اضافه‌كنید

‌.تهیه‌شودرنگ‌بوده‌و‌روزانه‌‌محلول‌باید‌بیلیتر‌برسانید.‌‌میلی‌200

 روش آزمون

‌وزن‌كرده‌و‌به‌هر‌شاهدیک‌آزمون‌و‌‌2خاک‌)برای‌هر‌نمونه‌از‌نمونه‌گرم‌پنج‌‌-1 ‌20یک‌(‌را

‌‌1و‌(مولار‌میلی‌1سولفات‌آمونیوم‌)فرزند‌‌-كاری‌لیتر‌از‌سوبسترای‌میلی از‌كلرات‌سدیم‌‌تریل‌یلیم‌0/

-نمونهبر‌روی‌شیكر‌و‌درجه‌سانتیگراد‌‌25را‌در‌دمای‌ی‌آزمون‌ها‌.‌نمونهكنید(‌اضافه‌مولار‌یلیم‌5/1)
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‌.ساعت‌قرار‌دهید‌5به‌مدت‌‌درجه‌سانتیگراد‌–‌20در‌دمای‌را‌‌شاهدهای‌

‌‌به‌تمام‌نمونه‌،ساعت‌5پس‌از‌گذشت‌‌-2 لیتر‌‌میلی‌‌5،)پس‌از‌ذوب‌شدن(‌شاهدهای‌آزمون‌و

‌.كنیدفیلتر‌سپس‌اضافه‌و‌(‌مولار‌2)كلرید‌پتاسیم‌

لیتر‌بافر‌كلرید‌آمونیوم‌‌میلی‌3،‌شاهدآزمون‌و‌‌یها‌نمونهلیتر‌از‌محلول‌صاف‌شده،‌‌میلی‌5به‌‌-3

(5/8pH=و‌‌)د.‌كنی اضافهلیتر‌معرف‌رنگی‌‌میلی‌2‌

‌.(8)شكل‌‌بخوانیدنانومتر‌‌520جذب‌را‌در‌طول‌موج‌مقدار‌‌،دقیقه‌‌20گذشت‌پس‌از‌-4

تعیین‌‌سدیم‌تولیدی‌را‌با‌استفاده‌از‌منحنی‌استاندارد‌رسم‌شده‌با‌نیتریت‌یتیترین‌ازت‌مقدار‌-5

‌د.كنی

 g N.gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌8رابطه‌پتانسیل‌نیتریفیكاسون‌را‌از‌‌-6
-1

dm.5 h 
-1µكنید.گزارش‌‌‌

‌8رابطه‌

پتانسیل‌نیتریفیكاسیون‌ =
(𝑆−𝐶)∗25.1∗100∗100

5∗5∗%𝑑𝑚
 

 ‌ ‌آزمون‌‌های‌نمونهنیتریتی‌در‌‌ازتمقدار‌‌بیترت‌هب‌Cو‌‌Sكه‌در‌آن: حجم‌عصاره،‌‌1/25و‌شاهد،

وزن‌‌5گیری‌شده،‌‌اندازه‌حجم‌عصاره‌5،‌(1mg= 1000 µgمیكروگرم‌)گرم‌به‌‌فاكتور‌تبدیل‌میلی‌100

‌100اولیه‌خاک‌و

%𝑑𝑚 
 .فاكتور‌تبدیل‌به‌خاک‌خشک‌است‌ 

   

‌اضافه‌كردن‌معرف‌رنگی‌و‌تشكیل‌رنگ‌ارغوانی‌‌ها‌صاف‌كردن‌نمونه ظروف‌حاوی‌خاک‌و‌سوبسترا

 گیری پتانسیل نیتریفیکاسیون‌مراحل مختلف اندازه -8شکل 
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 استاندارد  هایمحلول

g NO2 محلول استاندارد
-
-N.ml

-1µ 1000 :)نیتریت‌سدیمگرم‌‌‌9257/4)اصلی‌(NaNO2را‌در‌‌)

‌4هفته‌در‌دمای‌‌2لول‌به‌مدت‌حاین‌م.‌دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌كرده‌و‌در‌بالنحل‌آب‌مقطر‌

‌‌درجه‌سانتیگراد‌قابل‌نگهداری‌است.

g NO2د محلول استاندار
-
-N.ml

-1µ 10 (کاری:)را‌برداشته‌و‌‌استاندارد‌اصلیاز‌محلول‌‌تریل‌یلیم‌‌5

 .دیبرسان‌تریل‌میلی‌500به‌حجم‌ژوژه‌‌با‌آب‌مقطر‌در‌بالن

  رسم منحنی استاندارد

‌غلظتبرای‌رسم‌منحنی‌ ‌طبق‌جدول‌های‌مختلف‌‌استاندارد، ‌‌1نیتریت‌سدیم‌را پنج‌تهیه‌كنید.

‌برداشته‌و‌همانند‌نمونه‌از‌غلظتیک‌لیتر‌از‌هر‌‌میلی لیتر‌بافر‌كلرید‌آمونیوم‌‌میلی‌3یک‌ها‌به‌هر‌‌ها‌را

(5/8pH=و‌‌)520جذب‌را‌در‌طول‌موج‌دقیقه،‌مقدار‌‌20پس‌از‌كنید.‌ لیتر‌معرف‌رنگی‌اضافه‌میلی‌2‌

‌نیتریت‌سدیم‌ ‌مقادیر‌جذب‌منحنی‌استاندارد ‌از ‌استفاده ‌با ‌بخوانید‌و ‌اسپكتروفومتر ‌با ‌رسم‌نانومتر را

‌كنید.‌
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 های مختلف نیتریت سدیم‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -1جدول 

 غلظت آب مقطر )M 2) کلرید پتاسیم استاندارد کاری

0ml 20ml 80ml g NO2
--N.ml-1µ0 

2ml 20ml 78ml g NO2
--N.ml-1µ2/0‌

4ml 20ml 76ml g NO2
--N.ml-1µ4/0‌

8ml 20ml 72ml g NO2
--N.ml-1µ8/0‌

10ml 20ml 70ml g NO2
--N.ml-1µ1‌

‌

 گیری فعالیت آنزیمی اندازه

 در چرخه فسفر موثرهای  آنزیم -1

‌موقعیت ‌فسفر ‌گیاه‌‌مهمی‌‌عنصر ‌رشد ‌در ‌‌‌را ‌این‌‌خاکشناسی‌‌زیستو ‌ساختمان‌‌دارد. ‌در ‌‌عنصر

عنصر‌‌‌دومین‌‌ازتاز‌‌‌پس‌فسفرها‌وجود‌دارد.‌‌میكروارگانیسم‌و‌‌،‌گیاهان‌خاک‌‌و‌غیرآلی‌‌آلی‌‌های‌تركیب

‌‌و‌آزاد‌كردن‌‌تجمع‌‌،آن‌‌فیزیولوژیکو‌‌‌اصلی‌‌.‌نقش‌ها‌است‌و‌میكروارگانیسم‌‌رشد‌گیاهان‌‌مورد‌نیاز‌برای

‌طی‌‌انرژی ‌به‌است‌‌سلولی‌‌متابولیسم‌‌در ‌فسفر ‌كلیه‌‌عمومی‌‌انرژی‌‌منبع‌‌منزله‌‌. ‌انفعالات‌‌فعل‌‌در ‌‌و

قسمت‌عمده‌فسفر‌موجود‌به‌شكل‌تركیبات‌آلی‌است‌.‌كند‌ایفا‌می‌‌نقش‌‌زنده‌‌های‌سلول‌‌در‌‌بیوشیمیایی

‌ق ‌توسط‌گیاهان ‌برای‌اینكه ‌به‌شكل‌معدنیو ‌باید ‌ارتوفسفات‌)‌ابل‌جذب‌باشد HPO4 و
ـیا2-

H2PO4‌)

در‌های‌القایی‌هستند‌كه‌‌آنزیم،‌های‌دخیل‌در‌چرخه‌فسفر‌آنزیم‌و‌(EC 3.1.3.2)‌.‌فسفاتازهاتبدیل‌شود

‌فسفر ‌كمبود ‌دسترس‌شرایط ‌می‌در ‌آنزیم‌تولید ‌این ‌ریشه‌شوند. ‌توسط ‌و‌‌ها ‌گیاهان های

‌تولید‌‌میكرواررگانیسم ‌فسفاتازهای‌میكروبی‌در‌خاک‌غالب‌هستند‌میها انواع‌مختلف‌‌فسفاتازها‌.شوند.

‌می ‌و ‌‌دارند ‌كنند. ‌هیدرولیز ‌را ‌فسفریک ‌اسید ‌استری ‌یا ‌انیدریدی ‌تركیبات ‌آنزیمتوانند ‌انواع های‌‌از

‌ن‌20(ATPaseفسفاتاز‌)‌پلیو‌‌19استراز‌)نوكلئاز(‌)فیتاز(،‌فسفودی18توان‌فسفومونواستراز‌‌فسفاتاز‌می ام‌را

‌برد.‌
 

                                                 
18

 Phosphomonoestrase (Phytase) 
19

 Phosphodiesterase (Nuclease) 
20

 Polyphosphatase (ATPase) 
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  اسیدی و قلیایی آنزیم فسفاتاز

  موناساس آز

‌پارا ‌سوبسترای ‌محلول ‌كردن ‌اضافه ‌از ‌نمونه-پس ‌فسفات، ‌‌نیتروفنیل ‌در ‌خاک درجه‌‌37های

‌ ‌به ‌سانتیگراد ‌گرمخانهیک‌مدت ‌‌ساعت ‌‌میگذاری ‌آنزیم‌‌لیتروفنین-پاراشوند. ‌عمل ‌اثر ‌در ‌شده آزاد

‌ ‌استخراج‌شده ‌رنگ‌‌وفسفومونواستراز ‌تشكیل‌كمپلكس‌زرد ‌اثر‌تلاتروفنین-پاراپس‌از نش‌با‌كوا‌در

‌شود.‌‌میگیری‌‌اندازهنانومتر‌‌400هیدروكسید‌سدیم‌)سود(‌مقدار‌آن‌در‌

 مواد و تجهیزات

،‌كلرید‌كلسیم،‌هیدروكسید‌سدیم،‌تریس،‌اسید‌مالئیک،‌اسید‌فسفات‌لیتروفنین-پارانمونه‌خاک،‌

‌بوریک ‌اسید ‌سیتریک، ‌بطرینیتروفنل-پارا، ،‌‌ ‌صافی‌میلی‌100های‌پلاستیكی ‌كاغذ متر،‌‌‌pH،لیتری،

‌.اسپكتروفتومتر‌و‌انكوباتورشیكر‌)همزن‌افقی(،‌

 ها  محلول

كرده‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌را‌(NaOH)‌میسد‌دیدروكسیهگرم‌از‌چهل‌‌:مولار 1هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنو‌

‌‌1/12: فعالیت آنزیم فسفاتازبافر پایه سنجش  ‌از ‌آملیمت‌یدروكسی)ه‌سیترگرم  نومتانی(

(3NO11H4C)‌،6/11یکئگرم‌اسید‌مال‌‌(4O4H4C)‌،14گرم‌اسید‌سیتریک‌‌(C₆H₈O₇)د‌یگرم‌اس‌3/6و‌‌

با‌‌یترلییک‌‌ژوژه‌و‌در‌بالنمولار‌حل‌كرده‌‌1لیتر‌هیدروكسید‌سدیم‌‌میلی‌500را‌در‌(‌H3BO3)بوریک‌

‌د‌در‌یخچال‌نگهداری‌شود.یاین‌محلول‌با‌.دیحجم‌برسانبه‌آب‌مقطر‌

‌‌میلیدویست‌(: pH= 5/6اسیدی ) فسفاتاز میآنز تیسنجش فعال کاریبافر  ‌محلول‌لیتر از

ا‌با‌استفاده‌از‌اسید‌كلریدریک‌رن‌آ‌pHلیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌‌میلی‌500بافر‌پایه‌را‌برداشته‌و‌به‌آن‌

‌.دیبه‌حجم‌برسانبا‌آب‌مقطر‌‌یتریل‌یکژوژه‌‌بالندر‌‌كرده‌وتنظیم‌‌5/6بر‌روی‌

لیتر‌از‌محلول‌بافر‌‌میلیدویست‌(: pH= 11قلیایی ) فسفاتاز میآنز تیسنجش فعال کاریبافر

آن‌را‌با‌استفاده‌از‌هیدروكسید‌سدیم‌‌pHلیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌‌میلی‌500پایه‌را‌برداشته‌و‌به‌آن‌
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‌.دیبه‌حجم‌برسانبا‌آب‌مقطر‌‌یتریلیک‌ژوژه‌‌در‌بالن‌تنظیم‌كرده‌و‌11بر‌روی‌

‌(ی فسفاتاز اسیدیمولار )سوبسترا‌میلی 115 فسفات لیتروفنین-پارا :268/4‌‌ -پاراگرم

‌5/6)‌یدیفسفاتاز‌اس‌میآنز‌تیسنجش‌فعال‌یبافر‌كاررا‌وزن‌كرده‌و‌با‌( C6H6NO6P)فسفات‌‌لیتروفنین

=pH)محلول‌باید‌روزانه‌تهیه‌شوداین‌.‌ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید‌در‌بالنرا‌‌.‌

‌‌‌268/4:مولار )سوبسترای فسفاتاز قلیایی(‌میلی 115 فسفات لیتروفنین-پارا -پاراگرم

‌11)‌قلیاییفسفاتاز‌‌میآنز‌تیسنجش‌فعال‌یبافر‌كاررا‌وزن‌كرده‌و‌با‌( C6H6NO6P)فسفات‌‌لیتروفنین

=pH)باید‌روزانه‌تهیه‌شود.‌محلولاین‌ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید.‌‌در‌بالنرا‌‌‌

كرده‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راCaCl2. 2 H2Oگرم‌از‌كلرید‌كلسیم‌)‌74/36مولار:  5/0کلرید کلسیم 

‌.دیرسانب‌لیتر‌میلی‌500ژوژه‌به‌حجم‌‌در‌بالنو‌

حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راNaOH)‌میسد‌دیدروكسیهاز‌‌گرمبیست‌مولار:  5/0هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانب‌یترل‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنكرده‌و‌

  روش آزمون

‌.دی(‌را‌وزن‌كنشاهد‌یکآزمون‌و‌‌2هر‌نمونه‌‌یگرم‌از‌نمونه‌خاک‌)برا‌یک‌-1

2-‌‌ ‌هر ‌به ‌نمونهیک ‌‌از ‌آزمون ‌های ‌‌میلییک ‌سوبسترای ‌از ‌115)‌تفسفا‌لیتروفنیان-پارلیتر

‌(‌اضافه‌كنید.شود‌،‌اسیدی‌یا‌قلیایی‌بر‌حسب‌نوع‌آنزیمی‌كه‌سنجش‌میمولار‌یلیم

مربوط‌)بافر‌اسیدی‌برای‌آنزیم‌فسفاتاز‌لیتر‌از‌بافر‌‌میلی‌چهار‌(شاهدزمون‌و‌آها‌)‌به‌تمام‌نمونه‌-3

‌اسیدی‌و‌بافر‌قلیایی‌برای‌آنزیم‌فسفاتاز‌قلیایی(‌اضافه‌كنید.‌

‌.گذاری‌كنید‌ساعت‌گرمخانهیک‌درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌37ها‌را‌در‌‌نمونهتمام‌‌-4

‌5/0سدیم‌)لیتر‌هیدروكسید‌‌میلی‌هارچها‌را‌خارج‌كرده‌به‌آنها‌‌نمونهساعت،‌یک‌پس‌از‌گذشت‌‌-5

‌وه‌كنید.‌این‌تركیبات‌باعث‌خاتمه‌فعالیت‌آنزیم‌ف(‌اضامولار‌5/0لیتر‌كلرید‌كلسیم‌)‌میلی‌یکو‌(‌مولار

‌شود.‌تشكیل‌تركیب‌رنگی‌می

،‌مولار‌یلیم‌115فسفات‌)‌لیتروفنین-پارالیتر‌از‌محلول‌سوبسترای‌‌میلییک‌‌شاهدهای‌‌‌نمونهبه‌‌-6
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‌اضافه‌كنید.‌(ع‌آنزیمواسیدی‌یا‌قلیایی‌بر‌حسب‌ن

‌فیلتر‌كنید.‌سپس‌و‌زده‌،‌هم‌كردهلیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌‌میلی‌90ها‌‌به‌همه‌نمونه‌-7

‌در‌طول‌موج‌مقدار‌‌-8 ‌PNP)‌نیتروفنل-پارانانومتر‌خوانده‌و‌مقدار‌‌400جذب‌را ‌با‌( تولیدی‌را

‌(.9)شكل‌‌تعیین‌كنید‌نیتروفنل-پارااستفاده‌از‌منحنی‌استاندارد‌رسم‌شده‌با‌

g PNP. gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌9رابطه‌را‌از‌فعالیت‌آنزیم‌فسفاتاز‌‌-9
-1

 dm. h
-1µكنید.‌گزارش‌‌

 9رابطه‌

= فعالیت‌آنزیم‌فسفاتاز
(𝑆−𝐶)∗10∗100

%𝑑𝑚
 

‌ فاكتور‌رقت‌برای‌‌10،‌ی‌آزمون‌و‌شاهدها‌(‌در‌نمونهPNPنیتروفنل‌)-مقدار‌پارا‌Cو‌‌Sكه‌در‌آن:

100عصاره،

%𝑑𝑚 
‌فاكتور‌تبدیل‌برای‌خاک‌خشک‌است.‌ 

‌

‌‌‌

‌برای‌ ‌آماده ‌و ‌آنزیم ‌فعالیت پایان

‌صاف‌شدن
‌نانومتر‌400جذب‌در‌طول‌موج‌گیری‌‌اندازه‌شدههای‌صاف‌محلول

 

 فسفاتازگیری فعالیت آنزیم ‌مراحل مختلف اندازه -9شکل 

 استاندارد های حلولم

‌‌یک‌(:)اصلی mg PNP. ml 1 1-نیتروفنل-پاراد محلول استاندار ‌تروفنلین-پاراگرم

(C6H5NO3را‌در‌آب‌مقطر‌كرده‌و‌در‌بالن‌)در‌دمای‌‌بایدلول‌حم.‌این‌دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌

‌.شوددرجه‌سانتیگراد‌نگهداری‌‌4



 39/ خاک یستیز یها شاخص شیپا یها روش

را‌برداشته‌و‌با‌‌استاندارد‌اصلیاز‌محلول‌‌تریل‌یلیم‌‌2(:کاری) g PNP-.ml-1µ20 محلول استاندارد

‌.دیبرسان‌تریل‌میلی‌100به‌حجم‌ژوژه‌‌آب‌مقطر‌در‌بالن

‌رسم منحنی استاندارد

تهیه‌كنید.‌‌2را‌طبق‌جدول‌(‌PNP)‌لننیتروف-پاراهای‌مختلف‌‌برای‌رسم‌منحنی‌استاندارد،‌غلظت

‌5/0)‌میكلس‌دیكلر‌تریل‌یلیم‌یکمولار(‌و‌‌5/0)‌میدس‌دیدروكسیه‌تریل‌یلیم‌‌4از‌استانداردهایک‌هر‌به‌

نانومتر‌بخوانید‌و‌با‌استفاده‌از‌مقادیر‌جذب‌منحنی‌‌400موج‌جذب‌را‌در‌طول‌مقدار‌.‌دیكنه‌فمولار(‌اضا

‌را‌رسم‌كنید.‌‌(PNPنیتروفنل‌)-پارااستاندارد‌

‌

 نیتروفنل-پاراهای مختلف ‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -2جدول 

 غلظت آب مقطر استاندارد کاری

0ml 5ml g PNPµ0 

1ml 4ml g PNPµ20‌

2ml 3ml g PNPµ40‌

3ml 2ml g PNPµ60‌

4ml 1ml g PNPµ80‌

5ml 0 100 µg PNP 

 

 در چرخه ازت موثرهای  آنزیم -2

‌%‌30گیاهان‌حدودگیاهان‌برای‌رشد‌است.‌ازت‌موجود‌در‌‌نیازه‌مورد‌ترین‌مادازت‌پس‌از‌آب‌مهم

وجود‌ها‌‌در‌ساختمان‌پروتئین‌هعمدطور‌بهموجودات‌زنده‌زت‌در‌بدن‌ادهد.‌‌كل‌ازت‌خاک‌را‌تشكیل‌می

های‌‌شوند.‌آنزیم‌ها‌تجزیه‌می‌ها‌و‌قارچ‌ها‌با‌مرگ‌موجودات‌زنده‌وارد‌خاک‌و‌توسط‌باكتری‌پروتئین‌.دارد

و‌‌23آز‌،‌اوره22،‌آرژینین‌دآمیناز21پروتئازها‌توان‌به‌مختلفی‌در‌چرخه‌ازت‌در‌خاک‌دخالت‌دارند‌كه‌می

                                                 
21

 Protease 
22

 Arginine Deaminase 
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و‌تبدیل‌آن‌به‌آمونیوم‌و‌‌(‌عامل‌تجزیه‌اوره‌در‌خاکEC 3.5.1.5آز‌)‌اوره‌اشاره‌كرد.‌24نیترات‌رودكتاز

با‌وزن‌مولكولی‌كم‌را‌به‌تركیبات‌غیرآلی‌كوچک‌‌ازته‌توانند‌تركیبات‌آلی‌آنها‌میاست.‌اكسیدكربن‌‌دی

‌تبدیل‌كنند. ‌اینكه‌‌مانند‌آمونیوم ‌توجه‌به ‌ببا بنابراین‌‌،كنند‌شكل‌آمونیوم‌جذب‌میه‌گیاهان‌ازت‌را

‌ویژگی‌فعالیت‌آنزیم‌اوره ‌یكی‌از ‌ارزیابی‌كیفیت‌خاک‌مورد‌‌آز ‌پایش‌و ‌در های‌زیستی‌خاک‌است‌كه

‌توجه‌است.
‌

  آز اورهآنزیم 

  وناساس آزم

‌اضافه‌كردن‌محلول‌سوبسترای‌ ‌نمونهاورهپس‌از ،‌‌ ‌به‌مدت‌‌37های‌خاک‌در ‌2درجه‌سانتیگراد

استخراج‌شده‌آز‌با‌كلرید‌پتاسیم‌‌اورهآزاد‌شده‌در‌اثر‌عمل‌آنزیم‌‌آمونیومشوند.‌‌گذاری‌می‌ساعت‌گرمخانه

‌كمپلكس‌‌و ‌تشكیل ‌رنگ‌سبزپس‌از ‌سالیسیلات‌سدیم، ‌واكنش‌با ‌اثر ‌در ‌در ‌آن نانومتر‌‌690مقدار

‌شود.‌‌گیری‌می‌انداره

‌‌مواد و تجهیزات

‌ ‌خاک، ‌دینمونه ‌پتاسیم، ‌كلرید ‌سالیسیلات‌‌اوره، ‌سدیم، ‌هیدروكسید ‌سدیم، كلروایزوسیانورات

متر،‌‌pHكاغذ‌صافی،‌لیتری،‌‌میلی‌100های‌پلاستیكی‌‌بطریسدیم،‌كلرید‌آمونیوم،‌‌سدیم،‌نیتروپروسید

‌.اسپكتروفتومتر‌و‌انكوباتورشیكر‌)همزن‌افقی(،‌

 ها محلول

‌اوره‌6/21 )سوبسترا(:مولار ‌میلی 720اوره  ‌آب‌مقطر( CH₄N₂O)‌گرم ‌در ‌و‌را در‌‌حل‌كرده

‌شود.‌تهیهروزانه‌‌بایدمحلول‌سوبسترا‌‌لیتر‌برسانید.‌میلی‌‌500ژوژه‌به‌حجم‌بالن

لیتر‌آب‌مقطر،‌‌میلی‌50لیتری‌حاوی‌‌میلی‌100ژوژه‌‌در‌بالن‌:مولار 0 /1کلریدریک محلول اسید 

‌(‌ریخته‌و‌با‌آب‌مقطر‌به‌حجم‌برسانیدHCl)لیتر‌از‌اسید‌كلریدریک‌‌میلی‌16/1

                                                                                                                                         
23

 Urease 
24

 Nitrate Reductase 
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‌10كرده،‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راKCl)‌میپتاس‌دیكلرگرم‌از‌‌6/74مولار:  2محلول کلرید پتاسیم 

 .دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌با‌آب‌مقطر‌به‌در‌بالنیک‌مولار‌به‌آن‌اضافه‌كرده‌و‌‌HClلیتر‌‌میلی

حل‌در‌آب‌مقطر‌‌را‌(NaOH)‌میسد‌دیدروكسیهگرم‌از‌دوازده‌‌مولار: 3/0هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنكرده‌و‌

‌مولار 06/1سالیسیلات سدیم  ‌سال‌هفده: ‌از ‌C7H5NaO3)‌میسد‌لاتیسیگرم ‌و گرم‌‌12/0(

‌‌را‌(NO]5[Fe(CN)2Na)‌میسد‌دیتروپروسین ‌در ‌مقطر ‌آب ‌بالنحل ‌در ‌و ‌‌كرده ‌حجم ‌به ‌100ژوژه

‌از‌استفاده‌آماده‌كنید.‌پیشبلافاصله‌را‌این‌محلول‌.‌دیبرسان‌لیتر‌میلی

‌د‌‌1/0:مولار میلی 1/39کلروایزوسیانورات سدیم  دی ‌از ‌میسد‌انوراتیزوسیكلروا‌یگرم

(3NaO3N2Cl3C‌)این‌محلول.‌دیبرسان‌لیتر‌میلی‌100ژوژه‌به‌حجم‌‌كرده‌و‌در‌بالنحل‌در‌آب‌مقطر‌‌را‌

‌شود.‌هیروزانه‌ته‌دیبا

‌‌Aمعرف  ‌با‌‌مولار‌‌3/0میسد‌دیدروكسیهلیتر‌از‌محلول‌‌میلی‌صد: ‌لاتیسیساللیتر‌‌میلی‌100را

از‌استفاده‌آماده‌‌پیشبلافاصله‌را‌محلول‌‌نیالیتر‌آب‌مقطر‌مخلوط‌كنید.‌‌میلی‌‌100و‌مولار‌‌06/1میسد

‌.دیكن

 روش آزمون

‌.‌دی(‌را‌وزن‌كنشاهد‌یکآزمون‌و‌‌3هر‌نمونه‌‌یگرم‌از‌نمونه‌خاک‌)برا‌پنج‌-1

لیتر‌‌میلی‌‌5/2شاهدهای‌‌اوره‌و‌به‌نمونهلیتر‌از‌سوبسترای‌‌میلی‌5/2های‌آزمون‌‌از‌نمونه‌یکبه‌هر‌‌-2

‌اضافه‌كنید.آب‌مقطر‌

‌‌تمام‌نمونه‌-3 ‌در ‌را ‌گذاری‌كنید‌ساعت‌گرمخانه‌2درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌37ها ‌2پس‌از‌گذشت‌.

‌نمونه های‌كنترل‌‌لیتر‌آب‌مقطر‌و‌به‌نمونه‌میلی‌5/2های‌آزمون‌‌نمونه‌ها‌را‌خارج‌كرده‌به‌ساعت،

‌اضافه‌كنید.‌‌لیتر‌از‌سوبسترای‌اوره‌میلی‌5/2

روی‌دقیقه‌‌‌30تمد‌به‌وكنید‌مولار(‌اضافه‌‌2لیتر‌محلول‌كلرید‌پتاسیم‌)‌میلی‌50ها‌‌به‌همه‌نمونه‌-4

‌‌.شیكر‌قرار‌دهید
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‌ترلی‌یلیم‌5لیتر‌آب‌مقطر،‌‌میلی‌9شده،‌های‌صاف‌‌محلولاز‌‌ترلی‌یلیم‌یکها‌را‌صاف‌كرده‌و‌به‌‌نمونه‌-5

 (‌اضافه‌كنید.‌مولار‌یلیم‌1/39)‌میسد‌انوراتیزوسیكلروا‌یدلیتر‌محلول‌‌میلی‌2و‌‌ Aمعرف

‌د.‌یبا‌ورتكس‌هم‌بزنرا‌ها‌‌لوله‌-6

‌(.10شكل‌)‌بخوانیدنانومتر‌‌690پس‌از‌نیم‌ساعت‌در‌طول‌‌راجذب‌‌مقدار‌-7

8-‌‌ ‌‌یآمونیوم‌ازتمقدار ‌استفاده ‌با ‌تولیدی‌را ‌با ‌رسم‌شده ‌منحنی‌استاندارد تعیین‌‌كلرید‌آمونیوماز

‌كنید.

g N. gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌10رابطه‌را‌از‌‌آز‌اورهفعالیت‌آنزیم‌‌-9
-1 

dm. 2h
-1µكنید.‌گزارش‌ 

‌10رابطه‌

آز‌آوره‌فعالیت‌آنزیم‌ =
(𝑆−𝐶)∗10∗55100

5∗ %𝑑𝑚
 

،‌رقت‌برای‌عصاره‌فاكتور-10،‌شاهدها‌و‌‌در‌نمونهموجود‌آمونیومی‌‌ازت‌میانگین‌Cو‌‌Sكه‌در‌آن:‌

100وزن‌اولیه‌خاک‌و‌‌5عصاره،‌‌حجم-55

%𝑑𝑚 
 فاكتور‌تبدیل‌برای‌خاک‌خشک‌است.‌ 

‌

‌‌‌

‌رنگ‌ ‌تشكیل ‌و ‌معرف ‌كردن اضافه

‌سبز

‌جذب‌با‌اسپكتروفتومترمقدار‌خواندن‌‌ها‌زدن‌لولههم

 آز‌آنزیم اورهگیری فعالیت ‌مراحل مختلف اندازه -10شکل 

‌

‌
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 استاندارد هایحلولم

‌‌‌8207/3)اصلی(: µg NH4+-N. ml 1000 1- کلرید آمونیوممحلول استاندارد  ‌ومیآمون‌دیكلرگرم

(NH4Clرا‌در‌آب‌مقطر‌‌)لول‌باید‌در‌دمای‌حاین‌م‌.دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌كرده‌و‌در‌بالنحل‌

‌‌درجه‌سانتیگراد‌نگهداری‌شود.‌4

‌ استانداردرسم منحنی 

‌یکبه‌تهیه‌كنید.‌‌3را‌طبق‌جدول‌‌ومیآمون‌دیكلرهای‌مختلف‌‌برای‌رسم‌منحنی‌استاندارد،‌غلظت

‌استانداردها‌ازیک‌هر‌‌ازلیتر‌‌میلی ‌‌ترلی‌یلیم‌9، محلول‌‌ترلی‌یلیم‌2و‌‌Aمعرف‌‌ترلی‌یلیم‌5آب‌مقطر،

‌كن‌میسد‌انوراتیزوسیكلروا‌ید ‌ورتكس‌‌محتویات‌لوله‌.دیاضافه ‌را ‌گذشت‌نیم‌ساعتها ‌پس‌از ‌،كنید.

منحنی‌استاندارد‌را‌رسم‌‌،نانومتر‌بخوانید‌و‌با‌استفاده‌از‌مقادیر‌جذب‌690ذب‌را‌در‌طول‌موج‌جمقدار‌

‌كنید.‌
 

 آمونیومی ازتهای مختلف ‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -3جدول 

 غلظت مولار( 2کلرید پتاسیم ) اصلیاستاندارد 

0 ml 100ml g Nµ0 

1 ml 99 ml g Nµ10‌
5/1  ml 5/98  ml g Nµ15‌
2 ml 98 ml g Nµ20‌
5/2  ml 5/97  ml g Nµ25‌

 

 در چرخه کربن موثرهای  آنزیم -3

‌(عنصر‌فراوان‌نیچهارم)عنصر‌كربن‌ است‌و‌در‌موجودات‌‌نیدر‌كره‌زم‌یزندگ‌ترین‌عنصر‌یاصل،

‌‌زنده ‌مونوساكارید‌های‌شكلبه ‌ازجمله ‌)‌25مختلف ‌‌)‌27ساكارید‌دی‌(،26گلوكزمانند ،‌28مالتوزمانند

                                                 
25

 Monosaccharide 
26

 Glucose 
27

 Disaccharide 
28

 Maltose 
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‌‌29لاكتوز ‌پلی‌(30ساكارزو ‌)‌31ساكارید‌و ‌كیتین‌33گزیلان‌،32سلولزمانند ‌34و ‌دارد( ‌آنزیموجود های‌‌.

اشاره‌كرد.‌‌38و‌كیتیناز‌37،‌اینورتاز36،‌گزیلاناز35ولازله‌سبتوان‌‌كه‌مید‌ندارمختلفی‌در‌چرخه‌كربن‌نقش‌

مرده‌و‌در‌‌اهانیدر‌گ‌دیگلوكوز-متعدد‌بتا‌یوندهایاست.‌پ‌كننده‌سلولز‌هیتجز‌میآنز‌کی‌39دازیگلوكوز-بتا

-كه‌بتا‌شود‌انجام‌می‌میسلولز‌توسط‌سه‌آنز‌هی.‌تجزشود‌یم‌زیدرولیه‌دازیگلوكوز-توسط‌بتا‌هیحال‌تجز

سلامت‌خاک‌‌پایش‌در‌سشاخص‌حسا‌کیسلولز،‌به‌عنوان‌‌هیمسئول‌تجز‌میاز‌سه‌آنز‌یكی‌داز،یگلوكوز

‌.است
‌

 گلوکوزیداز -بتا آنزیم

  وناساس آزم

‌37های‌خاک‌در‌‌،‌نمونهدیرانوزیگلوكوپ‌ید-بتا‌لیتروفنین-پارا‌پس‌از‌اضافه‌كردن‌محلول‌سوبسترای

‌میآزاد‌شده‌در‌اثر‌عمل‌آنز‌لیتروفنین-پارا.‌شوند‌گذاری‌می‌ساعت‌گرمخانهیک‌مدت‌درجه‌سانتیگراد‌به‌

‌و‌دازیگلوكوز‌-بتا ‌‌استخراج‌شده ‌رنگ‌پارا‌لیتشكپس‌از ‌اثر‌تروفنلاتین-كمپلكس‌زرد واكنش‌با‌‌در

‌.شود‌یم‌یریگ‌نانومتر‌انداره‌400)سود(‌مقدار‌آن‌در‌‌میسد‌دیدروكسیه

 مواد و تجهیزات

‌ ‌خاک، ‌دیرانوزیگلوكوپ‌ید-بتا‌لیتروفنین-پارانمونه ‌سدیم، ‌هیدروكسید ‌كلسیم، ‌كلرید ‌سیتر،

‌آملیمت‌یدروكسی)ه ‌نومتانی( ‌اسید ‌مالئیک، ‌اسید ‌بوریک، ‌اسید ‌نیتروفنل-پارا‌،سیتریک، های‌‌بطری،

‌متر،‌انكوباتور،‌اسپكتروفتومتر.‌pHشیكر‌)همزن‌افقی(،‌كاغذ‌صافی،‌‌،لیتری‌میلی‌100پلاستیكی‌

                                                 
29

 Lactose 
30

 Sucrose 
31

 Polysaccharide 
32

 Cellulose 
33

 Xylan 
34

 Chitin 
35

 Cellulase 
36

 Xylanase 
37

 Invertase 
38

 Chitinase 
39

 β-Glucosidase 
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 ها محلول

كرده‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌را‌(NaOH)‌میسد‌دیدروكسیهگرم‌از‌چهل‌‌مولار: 1هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنو‌

‌تر‌1/12گلوکوزیداز:  -بافر پایه سنجش فعالیت آنزیم بتا ‌از (‌لیمت‌یدروكسی)ه‌سیگرم

‌3/6و‌‌(C₆H₈O₇گرم‌اسید‌سیتریک‌)‌14(،‌4O4H4Cگرم‌اسید‌مالئیک‌)‌6/11(،‌3NO11H4C) نومتانیآم

ژوژه‌‌و‌در‌بالنمولار‌را‌حل‌كرده‌یک‌لیتر‌هیدروكسید‌سدیم‌‌میلی‌500(‌را‌در‌H3BO3د‌بوریک‌)یگرم‌اس

‌.‌شوداین‌محلول‌باید‌در‌یخچال‌نگهداری‌‌.دیبه‌حجم‌برسانبا‌آب‌مقطر‌‌یترلی‌‌یلیم‌100

لیتر‌از‌محلول‌بافر‌پایه‌‌میلی‌200: (pH= 6گلوکوزیداز ) -بتا میآنز تیسنجش فعال کاریبافر 

‌5/0آن‌را‌با‌استفاده‌از‌اسید‌كلریدریک‌)‌pHلیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌كنید.‌‌میلی‌500را‌برداشته‌و‌به‌آن‌

در‌‌دیمحلول‌با‌نیا‌.دیبه‌حجم‌برسانبا‌آب‌مقطر‌‌یتریل‌یکژوژه‌‌در‌بالن‌تنظیم‌كرده‌و‌6مولار(‌بر‌روی‌

‌شود.‌ینگهدار‌خچالی

‌‌01/3 :مولار 1/0 گلوکوپیرانوزیدبتا دی لیتروفنین-پارا بتا‌‌لیتروفنین-پاراگرم

در‌‌دازیگلوكوز‌-بتا‌میآنز‌تیسنجش‌فعال‌یبافر‌كاررا‌وزن‌كرده‌و‌با‌( C12H15NO8)‌دیرانوزیگلوكوپ‌ید

‌محلول‌سوبسترا‌باید‌روزانه‌تهیه‌شود.ژوژه‌یک‌لیتری‌به‌حجم‌برسانید.‌‌بالن

كرده‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راCaCl2. 2 H2Oگرم‌از‌كلرید‌كلسیم‌)‌74/36مولار:  5/0کلرید کلسیم 

‌.دیرسانب‌لیتر‌میلی‌500ژوژه‌به‌حجم‌‌در‌بالنو‌

حل‌در‌آب‌مقطر‌‌(‌راNaOH)‌میسد‌دیدروكسیهگرم‌از‌‌بیست: مولار 5/0هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنكرده‌و‌

 روش آزمون

‌‌.دی(‌را‌وزن‌كنشاهد‌یکآزمون‌و‌‌2هر‌نمونه‌‌یگرم‌از‌نمونه‌خاک‌)برا‌یک‌-1

‌دیرانوزیگلوكوپ‌ید‌-بتا‌لیتروفنین-پارالیتر‌از‌سوبسترای‌‌میلییک‌های‌آزمون‌‌از‌نمونهیک‌به‌هر‌‌-2

‌.نمایید(‌اضافه‌مولار‌1/0)
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‌دازیگلوكوز-بتا‌میآنز‌تیسنجش‌فعال‌یكاربافر‌لیتر‌از‌‌میلی‌4(‌شاهدزمون‌و‌ها‌)آ‌ه‌تمام‌نمونهب‌-3

‌اضافه‌كنید.‌

‌نمونه‌-4 ‌‌تمام ‌)آها ‌شاهدزمون‌و )‌ ‌در ‌به‌مدت‌‌37را گذاری‌‌ساعت‌گرمخانه‌یکدرجه‌سانتیگراد

‌.كنید

رنگی‌‌كمپلكستشكیل‌‌فعالیت‌آنزیم‌و‌پایانمولار(‌اضافه‌كنید.‌این‌تركیبات‌باعث‌‌5/0كلسیم‌)‌5

‌شود.‌می

‌نمونه‌-6 ‌محلول‌سوبسترای‌میلی‌یک‌شاهدهای‌‌به ‌از ‌دیرانوزگلوكوپی‌ید‌-بتا‌لیتروفنین-پارا‌لیتر

‌.نماییداضافه‌مولار(‌‌1/0)

فیلتر‌سپس‌هم‌بزنید‌و‌،‌دهكرلیتر‌آب‌مقطر‌اضافه‌‌میلی‌90(‌شاهدزمون‌و‌)آ‌ها‌به‌همه‌نمونه‌-7

‌كنید.‌

‌(.11)شكل‌‌بخوانیدنانومتر‌‌400را‌در‌طول‌موج‌شاهد(‌زمون‌و‌)آجذب‌مقدار‌‌-8

نیتروفنل‌-پارا(‌تولیدی‌را‌با‌استفاده‌از‌منحنی‌استاندارد‌رسم‌شده‌با‌PNPنیتروفنل‌)-پارامقدار‌‌-9

‌تعیین‌كنید.‌

g PNP. gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌11رابطه‌را‌از‌‌دازیگلوكوز-بتا‌میآنزفعالیت‌‌-10
-1 

dm. h
-1µگزارش‌‌

 كنید.

‌11رابطه‌

دازیگلوكوز-بتا‌فعالیت‌آنزیم  =
(𝑆−𝐶)∗10∗100

%𝑑𝑚
 

‌ ‌آن: ‌در ‌‌Sكه ‌پارا‌Cو ‌‌-مقدار ‌نمونهPNP)نیتروفنل ‌در )‌‌ ‌و ‌شاهدها ‌برای‌‌10، ‌رقت فاكتور

100عصاره،

%𝑑𝑚 
‌فاكتور‌تبدیل‌برای‌خاک‌خشک‌است.‌‌ 

‌
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‌‌‌

‌400در‌طول‌موج‌جذب‌مقدار‌گیری‌‌اندازه‌شدههای‌صاف‌محلول‌‌دازیگلوكوز‌-بتاپایان‌فعالیت‌آنزیم‌

‌نانومتر

 گلوکوزیداز-آنزیم بتا تیفعال یرگی‌اندازهمختلف  مراحل -11شکل 

 

 استاندارد هایمحلول

‌‌یک‌اصلی(:) mg PNP. ml 1 1- نیتروفنل-پارامحلول استاندارد  ‌تروفنلین-پاراگرم

(C6H5NO3در‌آب‌مقطر‌‌ لول‌باید‌در‌حاین‌م.‌دیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌كرده‌و‌در‌بالنحل‌(‌را

‌.‌درجه‌سانتیگراد‌نگهداری‌شود‌4دمای‌

µg PNPد محلول استاندار
-
.ml

را‌برداشته‌و‌با‌‌استاندارد‌اصلیمحلول‌از‌‌تریل‌یلیم‌دو‌(:کاری) 120-

‌.دیبرسان‌تریل‌میلی‌100به‌حجم‌ژوژه‌‌آب‌مقطر‌در‌بالن

 رسم منحنی استاندارد

‌‌4از‌استانداردها‌یکهر‌به‌تهیه‌كنید.‌‌4(‌را‌طبق‌جدول‌PNPنیتروفنل‌)-های‌مختلف‌پارا‌غلظت

مقدار‌.‌كنیده‌فمولار(‌اضا‌5/0)‌میكلس‌دیكلر‌تریل‌یلیم‌یکمولار(‌و‌‌5/0)‌میدس‌دیدروكسیه‌تریل‌یلیم

نیتروفنل‌-پارا‌منحنی‌استاندارد‌،نانومتر‌بخوانید‌و‌با‌استفاده‌از‌مقادیر‌جذب‌400جذب‌را‌در‌طول‌موج‌

(PNP‌.را‌رسم‌كنید‌)‌
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 نیتروفنل-های مختلف پارا‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -4جدول 

 غلظت آب مقطر استاندارد کاری

0ml 5ml g PNPµ0 

1ml 4ml g PNPµ20‌

2ml 3ml g PNPµ40‌

3ml 2ml g PNPµ60‌

4ml 1ml g PNPµ80‌

5ml 0 100 µg PNP 

 

 در چرخه گوگردموثرهای  آنزیم-4

‌سولفات ‌هیدرولیز ‌با ‌خاک‌اهمیت‌دارند‌و ‌در ‌معدنی‌شدن‌تركیبات‌گوگرددار ‌در های‌‌سولفاتازها

میكروبی‌دارند‌و‌بشكل‌اگزوآنزیم‌‌أمنشعمدتاً‌‌سولفاتازهاكنند.‌‌میمین‌أتمورد‌نیاز‌گیاهان‌را‌‌گوگردآلی،‌

‌می ‌یافت ‌خاک ‌عبارت‌در ‌كه ‌دارند ‌مختلفی ‌انواع ‌سولفاتازها ،‌40سولفاتازها‌آریل‌:از‌است‌شوند.

‌استروئید41سولفاتازها‌آلكیل ‌42سولفاتازها‌، ‌كاندرو43سولفاتازها‌گلوكز، ‌مایرو‌44سولفاتازها، .‌45سولفاتازهاو

با‌عمل‌‌میآنز‌نیاهای‌سولفاتاز‌شناسایی‌شده‌هستند.‌‌گروه‌از‌آنزیمولین‌ا‌EC 3.1.6.1))سولفاتازها‌‌آریل

عملكرد‌.‌شود‌یسولفاته‌به‌فنل‌و‌سولفات‌م‌یآل‌یاسترها‌هیو‌گوگرد‌باعث‌تجز‌ژنیاكس‌یوندهایپ‌یبر‌رو

‌قابل‌دسترس‌شود.‌ها‌سمیكروارگانیو‌م‌اهانیگ‌یشود‌كه‌گوگرد‌برا‌یم‌باعث‌میآنز‌نیا
‌

 سولفاتازآریلآنزیم 

 ونساس آزما

‌ ‌سوبسترای ‌محلول ‌كردن ‌اضافه ‌از ‌نمونهسولفات‌لیتروفنین-پاراپس ،‌‌ ‌در ‌خاک درجه‌‌37های

                                                 
40

 Arylsulfatase 
41

 Alkylsulfatase 
42

 Steroidsulfatase 
43

 Glucosesukfatase 
44

 Chondrosulfatase 
45

 Myrosufatase 
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‌ ‌به ‌سانتیگراد ‌گرمخانهیک‌مدت ‌‌ساعت ‌‌میگذاری ‌آنز‌لیتروفنین-پاراشوند. ‌عمل ‌اثر ‌در ‌شده ‌میآزاد

‌لسو‌لیآر ‌وفاتاز ‌تشك‌استخراج‌شده ‌اثر‌لیپس‌از ‌رنگ‌در ‌ه‌كمپلكس‌زرد ‌میسد‌دیدروكسیواكنش‌با

‌.شود‌یم‌یریگ‌نانومتر‌انداره‌420)سود(‌مقدار‌آن‌در‌

‌‌مواد و تجهیزات

‌ ‌خاک، ‌نمونه ‌پارا‌لیتروفنین-پاراپتاسیم ‌سدیم، ‌استات ‌سدیم، ‌هیدروكسید نیتروفنل،‌-سولفات،

‌.متر،‌انكوباتور،‌اسپكتروفتومتر‌pH،‌لیتری،‌كاغذ‌صافی‌میلی‌50های‌پلاستیكی‌‌بطری

 ها  محلول

‌راO2COONa. 3H3CH)‌گرم‌استات‌سدیم‌64: (pH= 8/5مولار ) 5/0استات بافر  ‌700در‌‌(

تنظیم‌‌8/5بر‌روی‌‌(C2H4O2)‌آن‌را‌با‌استفاده‌از‌اسید‌استیک‌خالص‌pHلیتر‌آب‌مقطر‌حل‌كرده،‌‌میلی

‌این‌محلول‌باید‌در‌یخچال‌نگهداری‌شود.‌.دیبه‌حجم‌برسانبا‌آب‌مقطر‌‌یترلییک‌ژوژه‌‌و‌در‌بالن

‌‌515/0مولار:  02/0سولفات  لیتروفنین-پاراپتاسیم  سولفات‌‌لیتروفنین-پارا‌میپتاسگرم

(C12H15NO8 )به‌حجم‌برسانید.‌لیتری‌با‌بافر‌استات‌‌میلی‌100ژوژه‌‌در‌بالن‌در‌بافر‌استات‌حل‌كرده‌ورا‌

‌محلول‌سوبسترا‌باید‌روزانه‌تهیه‌شود.

كرده‌حل‌در‌آب‌مقطر‌‌را‌(NaOH)‌میسد‌دیدروكسیهگرم‌از‌بیست‌: مولار 5/0هیدروکسید سدیم 

‌.دیرسانلیتر‌ب‌یک‌حجم‌ژوژه‌به‌در‌بالنو‌
‌

 روش آزمون

‌‌.دی(‌را‌وزن‌كنشاهد‌2آزمون‌و‌‌3هر‌نمونه‌‌یگرم‌از‌نمونه‌خاک‌)برا‌یک‌-1

2-‌‌ ‌هر ‌نمونهیک‌به ‌سوبسترای‌میلییک‌های‌آزمون‌‌از ‌از ‌02/0)‌سولفات‌لیتروفنین-پارا‌میپتاس‌لیتر

‌.‌كنید(‌اضافه‌مولار

‌اضافه‌كنید.‌‌(pH=‌8/5مولار،‌‌5/0استات‌)بافر‌لیتر‌از‌‌میلی‌4(‌شاهدزمون‌و‌ها‌)آ‌م‌نمونهبه‌تما‌-3

‌.گذاری‌كنید‌ساعت‌گرمخانهیک‌درجه‌سانتیگراد‌به‌مدت‌‌37را‌در‌(‌شاهدزمون‌و‌)آها‌‌تمام‌نمونه‌-4

‌نمونهیک‌پس‌از‌گذشت‌‌-5 ‌‌ساعت، ‌خارج‌كرده‌به‌آنها ‌را آب‌مقطر‌لیتر‌‌میلی‌25شاهد(‌زمون‌و‌)آها
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‌.كنیداضافه‌

مولار(‌‌02/0سولفات‌)‌لیتروفنین-پارا‌میپتاسلیتر‌از‌محلول‌سوبسترای‌‌میلییک‌،‌شاهدهای‌‌به‌نمونه‌-6

‌اضافه‌كنید.‌

‌فیلتر‌كنید.‌بلاقاصلههم‌بزنید‌و‌‌-7

(‌مولار‌5/0)‌میسد‌دیدروكسیهلیتر‌‌میلی‌4را‌جدا‌كرده،‌(‌شاهدو‌زمون‌)آلیتر‌از‌عصاره‌‌میلیشش‌‌-8

‌اضافه‌كنید.‌

‌بخوانید.نانومتر‌‌420جذب‌را‌در‌طول‌موج‌مقدار‌‌-9

‌PNPنیتروفنل‌)-پارامقدار‌‌-10 ‌با ‌از‌منحنی‌استاندارد‌رسم‌شده ‌استفاده ‌با ‌تولیدی‌را نیتروفنل‌-پارا(

‌تعیین‌كنید.‌

g PNP. gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌12رابطه‌طریق‌را‌از‌‌سولفاتاز‌آریل‌میآنزفعالیت‌‌-11
-1 

dm. h
-1µگزارش‌‌

‌كنید.

‌12رابطه‌

آریل‌سولفاتاز‌فعالیت‌آنزیم  =
(𝑆−𝐶)∗30∗100

6∗ %𝑑𝑚
 

‌ ‌حجم‌عصاره‌6حجم‌عصاره،‌‌30شاهد،‌ها‌و‌‌(‌در‌نمونهPNPنیتروفنل‌)-مقدار‌پارا‌Cو‌‌Sكه‌در‌آن:

100و‌مورد‌آزمایش

%𝑑𝑚 
‌فاكتور‌تبدیل‌برای‌خاک‌خشک‌است.‌‌ 

 استاندارد هایمحلول

‌‌یک‌(:)اصلی mg PNP. ml 1 1- نیتروفنل-پارامحلول استاندارد  ‌تروفنلین-پاراگرم

(C6H5NO3را‌در‌آب‌مقطر‌‌)لول‌باید‌در‌ح.‌این‌مدیبه‌حجم‌برسان‌یتریل‌کیژوژه‌‌كرده‌و‌در‌بالنحل‌

‌درجه‌سانتیگراد‌نگهداری‌شود.‌‌4دمای‌

mg PNP  محلول استاندارد
-
.ml

را‌برداشته‌و‌‌استاندارد‌اصلیاز‌محلول‌‌تریل‌یلیم‌ده‌(:کاری) 11/0-

‌.دیبرسان‌تریل‌میلی‌100به‌حجم‌ژوژه‌‌با‌آب‌مقطر‌در‌بالن

‌طبق‌جدول‌PNPنیتروفنل‌)-های‌مختلف‌پارا‌غلظت :رسم منحنی استاندارد ‌را )5‌‌ ‌كنید. ‌تهیه ‌4به
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جذب‌مقدار‌.‌نماییده‌فمولار(‌اضا‌5/0)‌میدس‌دیدروكسیه‌تریل‌یلیم‌‌6استانداردها،از‌یک‌لیتر‌از‌هر‌‌میلی

(‌را‌رسم‌PNPنیتروفنل‌)-نانومتر‌بخوانید‌و‌با‌استفاده‌از‌مقادیر‌جذب‌منحنی‌پارا‌420را‌در‌طول‌موج‌

 كنید.

 نیتروفنل-های مختلف پارا‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -5جدول 

 غلظت آب مقطر استاندارد کاری

0ml 30ml g PNPµ0 

1ml 29ml g PNPµ20‌

2ml 28ml g PNPµ40‌

3ml 27ml g PNPµ60‌

4ml 26ml g PNPµ80‌

5ml 25 100 µg PNP 

 

 سلولی در متابولیسم درون موثرهای  آنزیم -5

‌آنزیم ‌‌از ‌درون‌موثرهای ‌متابولیسم ‌میدر ‌كاتالاز‌سلولی ‌دهیدروژناز‌(EC 1.11.1.6)‌46توان ‌‌47و

(EC 1.1.1.27‌)‌.اكسیژنه‌تولید‌شده‌طی‌متابولیسم‌سلولی‌را‌به‌آب‌و‌اكسیژن‌تجزیه‌كاتالاز‌آبرا‌نام‌برد

‌،های‌غیرمتراكم‌و‌غیراشباع‌فراوان‌است‌ویژه‌در‌خاک‌ههای‌هوازی‌ب‌كه‌تعداد‌میكروباز‌آنجایی‌.كند‌می

‌فعالیت‌كا ‌میتبنابراین ‌را ‌به‌الاز ‌توان ‌گرفت. ‌شاخص‌فعالیت‌میكروبی‌درنظر ‌جزءدروژنازیدهعنوان ‌ها

‌‌آنزیم ‌‌48اكسیدورودكتازهای ‌كردن ‌جدا ‌با ‌را ‌تركیبات‌آلی ‌و ‌ا‌2هستند ‌هیدروژن ‌میكاتم كنند.‌‌سید

‌‌دروژنازیده‌تیفعال ‌نتیجه ‌خاک ‌سیستم‌‌تفعالیدر ‌از ‌مهمی ‌جزء ‌كه ‌است ‌مختلف دهیدروژنازهای

‌‌آنزیمی‌همه‌میكروارگانیسم های‌‌عنوان‌یک‌شاخص‌از‌سیستم‌هب‌دروژنازیده‌تیفعالبنابراین‌‌،ستندهها

‌.‌شود‌فاده‌میعنوان‌شاخص‌شدت‌متابولیسم‌میكروبی‌در‌خاک‌استبهاز‌آن‌احیاء‌زیستی‌بوده‌و‌
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 Catalase 
47

 Dehydrogenase 
48

 Oxidoreductases 
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 دروژنازیدهآنزیم 

 ونساس آزما

‌تری ‌سوبسترای ‌محلول ‌كردن ‌اضافه ‌نمونهفنیلپس‌از ‌‌تترازولیومكلرید، ‌در ‌خاک درجه‌‌25های

‌به ‌تری‌گذاری‌می‌ساعت‌گرمخانه‌16مدت‌‌سانتیگراد ‌فنیلشوند. ‌آنزفورمازان ‌عمل ‌اثر ‌در ‌شده ‌میآزاد

‌.شود‌یم‌یریگ‌نانومتر‌انداره‌546مقدار‌آن‌در‌و‌استخراج‌شده‌ن‌وبا‌است‌دروژنازیده

 مواد و تجهیزات

‌ ‌خاک، ‌‌متیل‌هیدروكسیتریسنمونه ‌دیكلرا‌ومیتترازوللیفنیترآمینومتان، ،‌فورمازان‌لیفن‌یتر،

 .متر،‌انكوباتور،‌اسپكتروفتومتر‌‌pH،یكاغذ‌صاف‌،یترلی‌یلیم‌‌50یكیپلاست‌های‌یبطر‌،ن‌خالصواست

 ها محلول

‌‌11/12 مولار: 1/0 تریس بافر ‌C4H11NO3)‌نومتانیآم‌لیمتیدروكسیه‌سیترگرم ‌در ‌را )600‌

‌‌میلی ‌اسید‌‌pHلیتر‌آب‌مقطر‌حل‌كرده، ‌از ‌استفاده ‌با ‌برHCl)‌كلریدریکآن‌را اساس‌اسیدیته‌خاک‌(

‌ :تنظیم‌كنیدشرح‌زیر‌بهمطالعه‌مورد‌

‌6كمتر‌از‌‌ pHهای‌اسیدی‌با‌برای‌خاک‌pH=‌8/7(‌الف

‌pH‌6‌-7های‌خنثی‌با‌‌برای‌خاک‌pH=‌6/7(‌ب

‌‌7از‌‌تربیش‌ pHآهكی‌باهای‌‌برای‌خاک‌pH=‌4/7(‌ج

‌.لیتر‌برسانیدیک‌با‌آب‌مقطر‌به‌حجم‌‌،سپس

غلظت‌سوبسترا‌به‌بافت‌خاک‌مورد‌مطالعه‌بستگی‌: درصد( 2-1/0)  دیکلرا ومیتترازوللیفنیتر

‌.دارد

‌الف ‌خاک( ‌رس‌برای ‌و ‌هوموس ‌كمی ‌مقدار ‌با ‌شنی ‌‌:(‌%1/0-5/0)‌های ‌از‌‌5/0حداكثر گرم

‌TTC)‌دیكلر‌ومیتترازول‌لیفن‌یترسوبسترای‌ ‌در ‌برداشته ‌را ‌از‌میلی‌100( ‌تریس‌)‌لیتر آن‌‌pHبافر

‌دارد(بستگی‌ ‌مطالعه ‌خاک‌مورد ‌اسیدیته ‌‌به ‌كنید. ‌حل ‌تاریكی‌‌4این‌محلول‌در ‌و ‌سانتیگراد درجه

‌حداكثر‌یک‌هفته‌قابل‌نگهداری‌است.‌
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‌ومیتترازول‌لیفن‌یترگرم‌از‌سوبسترای‌یک‌(:‌حداكثر‌%6/0-1)‌های‌لومی‌و‌هوموسی‌برای‌خاک(‌ب

بستگی‌به‌اسیدیته‌خاک‌مورد‌مطالعه‌آن‌‌pHلیتر‌از‌بافر‌تریس‌)‌میلی‌100را‌برداشته‌در‌(‌TTC)‌دیكلر

‌یک‌هفته‌قابل‌نگهداری‌است.‌درجه‌سانتیگراد‌و‌تاریكی‌حداكثر‌4این‌محلول‌در‌دارد(‌حل‌كنید.‌

‌هوموسی‌برای‌خاک‌-ج ‌%1-2)‌های‌رسی‌و ‌حداكثر ‌سوبسترای‌‌2(: ‌از ‌ومیتترازول‌لیفنیترگرم

بستگی‌به‌اسیدیته‌خاک‌مورد‌مطالعه‌آن‌‌pHلیتر‌از‌بافر‌تریس‌)‌میلی‌100در‌را‌برداشته‌‌(TTC)‌دیكلر

‌درجه‌سانتیگراد‌و‌تاریكی‌حداكثر‌یک‌هفته‌قابل‌نگهداری‌است.‌‌4.‌این‌محلول‌در‌دارد(‌حل‌كنید

 روش آزمون

‌.دی(‌را‌وزن‌كنشاهد‌یکآزمون‌و‌‌3هر‌نمونه‌‌یگرم‌از‌نمونه‌خاک‌)برا‌پنج‌-1

‌.كنیداضافه‌‌‌TTCلیتر‌از‌سوبسترای‌میلی‌‌5،های‌آزمون‌نمونهاز‌‌یکبه‌هر‌‌-2

‌بافر‌تریس‌اضافه‌كنید.‌‌از‌ترلی‌یلیم‌‌5شاهدبه‌‌-‌3

‌نمونه‌-4 ‌‌همه ‌را ‌شاهد( ‌و ‌)آزمون ‌ها ‌و ‌بزنید ‌هم ‌‌25در ‌مدت ‌به ‌سانتیگراد ساعت‌‌16درجه

‌.‌گذاری‌كنید‌گرمخانه

)آزمون‌و‌‌ها‌عمل‌آنزیم‌دهیدروژناز‌به‌همه‌نمونه‌(‌حاصل‌ازTPF)‌برای‌استخراج‌تری‌فنیل‌فورمازان‌-5

‌ساعت‌در‌تاریكی‌قرار‌دهید.‌‌2مدت‌‌ن‌اضافه‌كنید‌و‌بهولیتر‌است‌‌میلی‌‌25شاهد(

‌‌.(12)شكل‌‌تاریک‌صاف‌كنیدها‌را‌در‌اتاق‌نیمه‌محلول‌-6

‌.نانومتر‌بخوانید‌546جذب‌را‌در‌طول‌موج‌مقدار‌‌-7

‌تعیین‌كنید.‌آنتولیدی‌را‌با‌استفاده‌از‌منحنی‌استاندارد‌رسم‌شده‌با‌(‌TPF)مقدار‌‌-8

g TPF. gمحاسبه‌و‌بر‌حسب‌‌13رابطه‌طریق‌را‌از‌‌دهیدروژناز‌میآنزفعالیت‌‌-9
-1 

dm. 16 h
-1µگزارش‌‌

 كنید.

=‌دهیدروژناز‌فعالیت‌آنزیم‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌‌13رابطه‌
(𝑆−𝐶)∗100

5∗ %𝑑𝑚
‌

100وزن‌اولیه‌خاک‌و‌‌5،شاهدها‌و‌‌در‌نمونه‌TPFمقدار‌‌Cو‌‌Sكه‌در‌آن:‌

%𝑑𝑚 
فاكتور‌تبدیل‌برای‌خاک‌‌ 

‌خشک‌است.‌
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‌

‌ن‌استونكرد‌اضافه‌از‌پس‌ها‌صاف‌كردن‌نمونه

‌

‌‌برای‌آماده‌یها‌نمونه ‌طول ‌در ‌جذب ‌546خوانش

‌نانومتر

 دروژنازیده میآنز تیفعال یرگی¬‌اندازهمختلف مراحل  -12شکل 

 استاندارد هایمحلول

‌‌یک‌)اصلی(: mg TPF. ml10 1-  فورمازان فنیلتریمحلول استاندارد  ‌فورمازان‌فنیلتریگرم

(C6H5NO3را‌در‌‌)دیبه‌حجم‌برسانلیتری‌با‌استن‌‌میلی‌100ژوژه‌‌كرده‌و‌در‌بالناستن‌حل‌‌. 

mg TPF  محلول استاندارد
-
.ml

را‌برداشته‌و‌با‌‌اصلیاستاندارد‌از‌محلول‌‌تریل‌یلیم‌یک‌(:کاری) 0/ 11-

 .دیبرسان‌تریل‌میلی‌100به‌حجم‌ژوژه‌‌در‌بالن‌استن

 رسم منحنی استاندارد

را‌در‌طول‌جذب‌مقدار‌كنید.‌تهیه‌‌6(‌را‌طبق‌جدول‌TPF)فورمازان‌ لیفنیترهای‌مختلف‌‌غلظت

 را‌رسم‌كنید.‌فورمازان‌‌لیفنیرمنحنی‌استاندارد‌ت‌،نانومتر‌بخوانید‌و‌با‌استفاده‌از‌مقادیر‌جذب‌546موج‌

 

 (TPF)فورمازان  لیفنیترهای مختلف ‌مقادیر مورد استفاده در تهیه غلظت -6جدول 

 غلظت استن استاندارد کاری

0ml 30ml g TPFµ0 

1ml 29ml g TPFµ100‌

2ml 28ml g TPFµ200‌

5ml 25ml g TPFµ500‌

10ml 20ml g TPFµ1000‌
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 فنیهای  هیکلی و توص گیری جهنتی

‌،های‌زیستی‌اشاره‌شده‌تعیین‌شود.‌بنابراین‌ممكن‌است‌كه‌در‌پایش‌خاک‌همه‌ویژگی‌تقریباً‌غیر

این‌امكان‌را‌ها‌MDSاین‌‌راساس‌شرایط‌اختصاصی‌خاک‌تبیین‌شود.ب‌MDSلازم‌است‌یک‌استاندارد‌

‌های‌متقابل‌فراهم‌شود.‌در‌خاک‌واكنشتری‌از‌ارزیابی‌و‌پایش‌خاک‌‌انداز‌درست‌كه‌چشم‌ندنك‌فراهم‌می

های‌متقابل،‌لازم‌است‌‌زیادی‌وجود‌دارد‌كه‌نقش‌مهمی‌در‌ارزیابی‌خاک‌دارند.‌برای‌شناخت‌این‌واكنش

همراه‌‌متابولومیكسو‌‌كسیمتاپروتئوم،‌سكیپتومیمتاترنسكمانند‌متاژنومیكس،‌‌جدید‌یكه‌از‌رویكردهای

‌ویژگی ‌شیمیایی‌و‌زیستی‌‌با ‌ارزیابی‌دقیقهای‌فیزیكی، ‌این‌رویكردها تری‌از‌‌تر‌و‌صحیح‌استفاده‌شود.

هایی‌استفاده‌كنیم‌كه‌‌كه‌بدانیم‌از‌چه‌روش‌كنند‌میعلاوه‌این‌امكان‌را‌فراهم‌‌هدهند‌و‌ب‌خاک‌ارائه‌می

 پایداری‌و‌كیفیت‌خاک‌مداوم‌باشد.‌

در‌‌لف‌است.‌های‌پایش‌خاک‌در‌سطوح‌مختانتخاب‌شاخص‌مناسب‌زیستی‌اولین‌مرحله‌در‌برنامه

‌:‌مورد‌توجه‌قرار‌دهیدانتخاب‌شاخص‌موارد‌زیر‌را‌

 شاخص‌زیستی‌انتخاب‌و‌مورد‌یررسی‌قرار‌گیرند.‌‌8تا‌‌‌6باید‌اقلدح -1

‌شاخص -2 ‌با ‌‌همزمان ‌زیستی، ‌های ‌چشمی‌شاخصباید ‌نیز‌49های ‌خاک ‌شیمیایی ‌و ‌فیزیكی ،

 گیری‌و‌ارزیابی‌شوند.‌‌اندازه

 كاركرد‌اكولوژیک‌آنها‌مشخص‌شده‌باشد.‌هایی‌اولویت‌دارند‌كه‌اهمیت‌وشاخص‌ -3

 .باشند‌ههای‌مختلف‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌گرفتهایی‌انتخاب‌شوند‌كه‌در‌اكوسسیستمشاخص -4

 .های‌انتخاب‌شده‌باید‌با‌عملكرد‌خاک‌ارتباط‌داشته‌باشند‌شاخص -5

بیعی‌در‌برداران‌منابع‌ط‌به‌مدیران‌یا‌بهرهها‌باید‌گیری‌شاخصاز‌اندازهدست‌آمده‌‌بهاطلاعات‌ -6

 كند.‌‌كمکحفظ‌و‌یا‌ارتقای‌كیفیت‌خاک‌
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 Visual 
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