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  مقدمه و اهمیت موضوع -1
ها و  ها، جلبک ، باکتري ها مانند قارچ ریز جانداران شامل انواع جانوران و زنده خاك بخش

شوند که به راحتی در  می ترکیباتی تبدیل به جاندارانریز توسط آلی مواد  .غیره است
 منبع عنوان به خاك میکروبی توده زیست فرآیندها این طی در .گیرند می دسترس گیاه قرار

 حاصلخیزي اصلی بخش خاك ریز جانداران روایناز . کند می عمل آلی و معدنی غذایی مواد
 افزایش را محصول وريبهره کنند، تقویت را گیاه رشد توانند می آنها. هستند خاك طبیعی

 .کنند کمک راعیز گیاهان معدنی تغذیه به توجهی قابل شکل به و دهند
 آشکار و پنهان کاربردهاي يبارهدر جدید هايآگاهی ي زیستی خاكها بررسی ویژگی

 گیاه رشد محرك جاندارانریز .کند می ارائه را زیستی کودهاي عنوان به مفید يها میکروب
1)PGPM( نیتروژن، تثبیت جمله از مختلفی يها مکانیسم طریق از گیاه رشد و تغذیه بر 

   مواد و کلات ترکیبات آزادسازي محلول، کم معدنی مواد شدن حل آلی، وادم تجزیه
 در ریشه سیستم کارایی افزایش و ها آنزیم و ها ویتامین ،ها 2فیتوهورمون مانند زیستی فعال

هاي ویژگی .(Altomare and Tringovska., 2011)دارد  نقش زیاديغذایی  عناصر جذب
اي خوبی تواند تامین کننده تغذیهمی اندازهتا چه دهد که خاك زیستی خاك نشان می

ن پرداخته شده آکه در این دستورالعمل به  هااین ویژگیبخشی از . براي گیاهان باشد
زیست توده و تنفس  هاي موجود در خاك،ها و باکتريجمعیت قارچ :عبارتند از است

ت ها و تجهیزااز روش هاگیري این ویژگیاندازه براي ي خاك کههاآنزیم ومیکروبی 
  ها در خاك بودن مقدار این ویژگی زیاد. شودتخصصی در آزمایشگاه استفاده می

  .آلی و کیفیت حاصلخیزي خاك استبودن مقدار مواد  بیشتردهنده نشان
  

  از خاك برداري نمونهدستورالعمل  -2
خصوصیات  گیري اندازهدر صحت نتایج  ها از آنجا که یکی از مهمترین بخش

آوري هاي جمعباشد، تشریح روش می صحیح از خاك برداري نمونهمیکروبی خاك، 
هاي نمونه. ي میکروبی در خاك ضرورت داردها بررسی ویژگی برايهاي خاك نمونه

                                            
1 Plant Growth Promoting Microorganisms 
2 Phyto Hormones 
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هاي مختلف و با تجهیزات متنوع با توجه به عمق دلخواه، نوع توانند به روشخاك می
برداشت ...) اضی زیر کشت، اراضی مستعد وار(و نوع خاك ) خورده یا بکردست(نمونه 
برداري هاي سطحی یا زیر سطحی با استفاده از بیلچه، ماله و یا کمچه نمونهخاك. شوند

و حتی بیل مکانیکی تجهیزاتی هستند که براي ر دستی، اوگرفلایت اوگ. شوندمی
  . هاي بیشتر خاك مناسب هستندبرداشت نمونه از عمق

  
  برداري ز نمونهتمهیدات قبل ا -2-1

هاي لازم در کمترین بدرستی انجام شده و نمونه برداري نمونهکه عملیات براي آن
  .زمان ممکن با رعایت اصول صحیح تهیه شوند توجه به نکات زیر الزامی است

 ریزي  هاي لازم را تهیه کرده و طرح عملیات را برنامهنقشه برداري نمونهاز آغاز  پیش
  . کنید

 آزمایشات و هدف برداري بر حسب وسعت منطقه، ها، تعداد نقاط نمونههتعداد نمون
  .ریزي باشندبرداري باید قابل برنامهتجهیزات لازم براي اجراي عملیات نمونه

  دریافت و به آن توجه داشت باشید پیشاطلاعات هواشناسی منطقه را از .  
 دانی و شناسایی در صورت امکان براي مناطق وسیع و بدون سابقه، بازدید می

  . نقاط هدف را انجام دهید
 گذاري نقاط هاي مناسب براي شناسایی و علامتهاي چوبی و پرچماز میخ

 .برداري استفاده کنیدنمونه
 برداري هدف داشته و نقاط مناسب را با توجه به شرایط براي انتخاب نقاط نمونه

 . ها یا موانع انتخاب کنیدمنطقه، محدودیت دسترسی

  
  برداريیند نمونهآنیاز در فرتجهیزات مورد -2-2

 هاي منطقه یا نقشه واحد مورد مطالعهنقشه  
 عملیات میدانی براينیاز تجهیزات ایمنی مورد  
 براي ثبت موقعیت مکانی نیازابزار مورد )GPS دستی (  
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 متر نواري  
 میخ یا پرچم پیمایش  
  عکس و فیلم(دوربین و اسباب لازم براي تهیه مستندات(  
  هاهمگن سازي نمونه برايسطل، کاسه و ظروف استیل یا پلاستیکی  
 کیسه ( شدن مناسب بستههاي پلاستیکی نگهداري نمونه با قابلیت ظروف یا کیسه

  )دارزیپ
 دفترچه یاداشت و بر چسب اطلاعات نمونه  
 بیلچه، کاردك، ماله، قاشقک فلزي یا پلاستیکی  
 1شکل ( برداريهاي نمونهلولهو  ، متهاوگر ( 

  

          
برداري نمونهانواع اوگر و ابزار  -1شکل   

  

  برداريعملیات نمونه - 2-3
هاي برداشت شده بسیار متفاوت است و برداري و حتی تعداد نمونهالگوهاي نمونه

ي سایت و نیز ملاحظات اقتصادي مرتبط با هزینه آزمایشات ها بستگی کامل به ویژگی
بخش باشد، تعداد نمونه که به لحاظ آزمایشی و آماري رضایتولا داشتن آن ممع. دارد

تعداد آزمایشات و در نتیجه  زینه است که عامل مهمی در کم کردنهبسیار گران و پر
هاي کوچک و محدود که باید در نظر داشت در زمین. هاي مربوط خواهد بودهزینه

کند عات بعدي نامناسب میبرداشتن تعداد زیادي نمونه محل را تخریب و یا براي مطال
هاي لازم را براي حفظ ملاحظات حال همواره باید تعداد نمونهبهر. نیز مطلوب نیست
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هاي مختلفی تواند به روشبرداري میدر هر مزرعه یا عرصه، نمونه.  آماري در نظر داشت
  : عبارتند ازوجود دارد که  برداري نمونهبراي سه طرح به طور کلی . انجام شود

  در . 3برداري بنچ ماركو نمونه 2ايبرداري شبکه، نمونه1برداري تصادفی مونهن
نظر قرار ها از نقاطی که بطور تصادفی در عرصه موردبرداري تصادفی نمونهنمونه
در . استفاده کرد GPSتوان از دستگاه براي انتخاب این نقاط می. شودمیاند انجام  گرفته

، خطوط حصار، ها اجتناب از نقاط غیر مفید مثل چاله این روش الگوي زیگزاگی با
ها با یکدیگر معمولا نمونه. توان در سطح مزرعه استفاده کردرا می... هاي آب وکانال

این روش اگرچه با توجه به تعداد اندك . شودترکیب و یک نمونه مرکب حاصل می
یقی را با توجه به محدود رسد ولی اطلاعات کامل و دقنمونه ارزان و اقتصادي بنظر می

  . کندهاي خاك ارائه نمیها در خصوص ویژگیبودن تعداد نمونه
اي در نظر گرفته شده و یک نمونه اي یک سیستم شبکهبرداري شبکهدر نمونه

گیري اندازهمرکب از هر گره موجود در شبکه برداشت و بعنوان یک نمونه مستقل براي 
برداري و آنالیز خاك ه روش گران قیمتی در نمونهاین طرح اگرچ. شودفرستاده می
 گیري شدهاندازه هايویژگیي بارهبسیار زیادي را در  اطلاعاتشود، ولی محسوب می

 ).2شکل ( کندخاك و منطقه هدف ارائه می

 
 برداري نمونهموازي به شیوه  نوار برش 4اي شامل شبکه برداري نمونهمثالی از  - 2 شکل

 نزدیک به سطح

                                            
1 Random      
2 Grid 
3 Benchmark 
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ده یا معیار نبرداري یک سایت نمایبرداري بنچ مارك در محل نمونهدر طرح نمونه
 30×30 معادل یک چهارم هکتار یا  بایست تقریبا می این سایت معیار. شودمشخص می

حدود بیست نمونه یا بیشتر بطور تصادفی از سایت برداشت شده و با هم . متر باشد
توان به این هاي بعد براحتی میدي و یا سالهاي بعبراي آزمایش. شوندمی ترکیب

  توان هر ساله تغییرات این روش این است که می برترياز . محدوده مراجعه کرد
  . آن را در این سایت بررسی کرد و زیستی ايهاي خاك را، مثلا شرایط تغذیهویژگی

خاك  یو زیست ايهاي خاك بررسی شرایط تغذیهنمونه گیرياندازههرگاه هدف از 
تر به کاشتن بذر یا زمانی برداري در زمان نزدیکزمانی بهتر است نمونه يجنبه ازباشد 

مناسب است  هنگامیبرداري پاییز نمونه. شودانجام  است کمبسیار  زیستیکه فعالیت 
 غذاییشده و تغییرات زیادي در مقدار مواد  سلسیوسدرجه  10که دماي خاك کمتر از 

از بذرکاري و بعد از پایان  پیشبایست  می برداري بهارهمونهن. دهد خاك رخ نمی
 و 0-30، یا 15-60 و 0-15برداري معمولا عمق مناسب براي نمونه. یخبندان انجام شود

  .متر استسانتی 60-30
هاي سطحی یا نزدیک به سطح از ابزارهایی مانند بیلچه، کج برداري خاكبراي نمونه

هاي توان لایهبراي رسیدن به عمق مورد نظر می. شودمی بیل، ماله و کمچه استفاده
نمونه را برداشت ) استیل ضد زنگ یا پلاستیکی(رویی را کنار زده و با قاشقک مناسب 

همچنین براي تهیه یک بلوك از خاك، با کمک ماله بنایی تخت نمونه مورد نظر . نمود
مواد  دیگر، گیاهان و یا اگر عوامل مزاحمی مانند تکه چوب، سنگ. شودبرداشت می

بهتر است با توجه به تعداد . را از محل دور کنیدها اضافی وجود دارد با کمک بیلچه آن
و نوع آزمایشات هدف مقدار کافی از نمونه برداشت و در یک سطل یا کاسه پلاستیکی 

. خاك را کاملا مخلوط کرده تا یک نمونه همگن حاصل شود. یا استیل ضد زنگ بریزید
گذاري شده منتقل کنید و درب آنرا محکم سپس نمونه را در یک ظرف مناسب برچسب

ها را در یک ظرف بزرگ ریخته خوب مخلوط هاي مرکب همه نمونهدر مورد نمونه. کنید
به تمیز کردن ظروفی که چندین بار استفاده . کرده و سپس به ظرف اصلی منتقل کنید

  . شوند توجه کافی کنیدمی
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  هاي زیر سطحیاز عمق و خاك برداري ونهنم -2-4
گیر جدار نازك تر از اوگر و استوانه نمونههاي عمیقهاي بخشبراي برداشت نمونه

شکل  Tاین سیستم شامل یک اوگر، سر، چند میله امتداد و یک دسته . استفاده کنید
نمونه . شوداوگر براي حفر یک گمانه تا عمق دلخواه بکار رفته و سپس خارج می. است

توان سر اوگر را با یک همچنین می. ممکن است مستقیما از سر اوگر برداشت شود
نظر گیر است تعویض نمود و آنرا در گمانه موردبخش که مشتمل بر یک استوانه نمونه

مراحل زیر را براي برداشت نمونه . فرو برد و در انتها نمونه را بصورت مغزه جدا نمود
  .نیدخاك با اوگر دنبال ک

 ي امتداد و به دسته ها سر اوگر را به میلهT شکل وصل کنید.  
 بهتر است یک لایه . سازي کنیدسطح نقطه برداشت خاك را از ضایعات پاك

متر اطراف نقطه، سانتی 30اي به قطر نازك از خاك سطحی را در دایره
  .برداشت و دور ریخته شود

 ا از اطرف گمانه جمع کرده و هاي خارج شده رهنگام اوگر زدن به تناوب خاك
اید بریزید تا از ریزش روي یک سطح پلاستیکی که نزدیک محل کار پهن کرده

ترمیم محل برداشت با این روش ). 3شکل (ها در داخل اوگر جلوگیري شود آن
  . تر انجام خواهد شدراحت

 یدپس از رسیدن به محل دلخواه اوگر را به آرامی و با دقت از گمانه خارج کن .
ا یک غلاف برنده و استوانه هاي امتداد جدا کرده و بسر اوگر را از میله

 .جایگزین کنیدگیر   نمونه
 گیر را با دقت و آرامی در گمانه پایین برده بتدریج استوانه را در استوانه نمونه

 . داخل خاك فشار دهید
 جدا کنید ها غلاف برنده را خارج کرده از میله. 
 ر را خارج کنیدگیاستوانه نمونه. 
  تمام یا بخشی از خاك . دور بریزید را) مترسانتی 3-2حدود (خاك بالاي مغزه

در . را با کمک قاشقک به ظرف نمونه منتقل و درب ظروف را محکم کنید
 . صورت نیاز نمونه را قبلا مخلوط و همگن کنید
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 است  بطور کلی بهتر. هاي کنار زده شده ترمیم کنیدمحل برداشت را با خاك
  ). 3شکل (ها از محیط با کمترین تغییر و دگرگونی انجام شود برداشت نمونه

 

     
  با اوگر دستی برداري نمونه -3شکل 

  
هاي بعدي تمام تجهیزات استفاده شده که در تماس با خاك براي برداشت نمونه

تعدد  در صورت. عفونی شونداند باید بطور کامل تمیز شده و در صورت نیاز ضدبوده
نیاز حداقل اطلاعات مورد. شودها تمامی اطلاعات باید در دفترچه عملیات ثبت نمونه

  :عبارتند از
  نام نمونه بردار و وابستگی او به پروژه، ساعت و تاریخ 
 شماره نمونه 
 موقعیت برداشت نمونه 
 عمق محل تهیه نمونه 
 اهداف آزمایشی مرتبط با تهیه نمونه 
 یط برداشت نمونه یا وضعیت محیط، شرایط شرح تکمیلی در خصوص شرا

 جوي هنگام برداشت نمونه
 روش برداشت و تهیه نمونه 
 

  هاظروف نگهداري نمونه، حمل و نقل و نگهداري نمونه -2-5
برداري انجام از آنجا که معمولا انجام آزمایشات نمونه خاك بلافاصله پس از نمونه

گهداري دارند، توجه به شرایط استاندارد ها براي مدت زمانی نیاز به ننشده و نمونه
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ها سبب بروز ظروف و نیز چگونگی حمل و نگهداري کوتاه مدت یا بلند مدت نمونه
اي دردار یا ظروف شیشه. کمترین خطا در نتایج حاصل از آزمایشات خواهد شد

دازه ان. استفاده قرار داد توان بعنوان ظرف نمونه مورددار را میهاي نایلونی زیپ کیسه
براي ). 4شکل ( تواند متغیر باشدظرف بر حسب مقدار نمونه و مواد گیاهی همراه آن می

اي توان از ظروف شیشهها مد نظر نیست میهایی که سنجش مواد فرار در آننمونه
 هاي دهان گشاد با قابلیت مسدودلیتري با درب فلزي یا کیسهمیلی 500دهان گشاد 

. رحال ظروف باید کاملا بسته و فاقد هر گونه آلودگی باشندبه. شدن کافی استفاده کرد
پس از برداشت نمونه . شودها توصیه نمیاستفاده از مواد شیمیایی براي نگهداري نمونه

ها سریعا به محیط خنک و و ثبت اطلاعات لازم بصورت برچسب روي ظروف، نمونه
هاي احتمالی به واکنش و دور از تابش نور خورشید منتقل شوند تادرجه  4دماي 

ها در شرایط استاندارد نگهداري و ذخیره نمونه برايتوجه به نکات زیر . حداقل برسد
  . ضروري است

  

    
  

 
ي پلاستیکیها ها به کیسهبرداشت و انتقال نمونه - 4شکل   
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 هاي حاوي نمونه را کاملا مسدود کنید تا از بروز آلودگی و ظروف یا کیسه
 .ها جلوگیري شودکاهش رطوبت آن

 ها را در ها، آنبراي پیشگیري از تغییرات ناخواسته و نامطلوب در نمونه
  . یخچال نگهداري کنید

 ویژگیانجام شود تا  ترین زمانکوتاهها در ها و یا هضم نمونهگیريعصاره 
 براي. گیري یا هضم، نگهداري و تثبیت شودعصاره هنگامنظر در مورد
قابل  کوتاهیاین عصاره براي مدت خاك  زیستیات خصوصی گیري اندازه

  .نگهداري است
 انجام شودترین زمان کوتاهها در بطور کلی بهتر است اهداف آزمایشی نمونه . 
  به ملاحظات ویژه ...) ها و مواد فرار، برخی آنزیم(براي اهداف آزمایشی خاص

 . ها توجه شودمربوط به آن
 

   1ه میکروبی خاكکربن زیست تود گیري اندازه -3
زیست  چرخه در فعال طور به  زیرا هستند خاك در حیاتی بخش یک اندارانجریز 

نقش  متابولیک تجزیه و میکروبی محصولات تولید و 2(SOM) توده میکروبی خاك
 یک کسر  ،هستند دسترسی قابل میکروبی بخش که خاك ماده آلی بخش این .دارند

میکرون را دارد  45/0ي با قطر ها لیت عبور از فیلترقاب فیزیکی نظر از و بوده محلول
(Swenson et al., 2015) .است زیست توده میکروبی یک ویژگی کلیدي خاك روایناز. 

کشت  از ناشی خاك ویژگی در تغییرات ارزیابی براي اصلی يها ویژگی از همچنین یکی
) MBC( میکروبی توده زیست کربن گیاهی، پوشش در تغییرات یا زراعی محصولات

  ). Lopes et al., 2011( است
 شودمی میکروبی، از روش تدخین استخراج استفاده زیست تودهتعیین کربن  براي

(Vance et al; 1987) . 3میکروبی خاك به روش تدخین استخراج  زیست تودهتخمین 
)FE (روشاین از جمله اینکه  ،هاي دیگر مزایاي متعددي دارد در مقایسه با روش 

                                            
1 Soil Microbial Biomass 
2 Soil Organic Matter 
3 Fumigation Extraction Method  
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هاي هاي آلی، خاكخاك مانندهاي مختلفی بلافاصله پس از افزودن سوبسترا در خاك
  .هاي غرقاب قابل استفاده استاسیدي و خاك

 
  اساس آزمون -3-1

خاك پس از حمله کلروفرم به غشاي  اندارانجریز این است که  FEاصل اساسی روش 
 هاتوسط آنزیمدر سیتوپلاسم  به ویژه کربنیمیرند و بخشی از ترکیبات  می سلولی آنها

کلروفرم . )(Joergensen., 1996 شود می قابل استخراج تبدیل هايبخشتجزیه شده و به 
کش فعال است که در عین حال مواد آلی غیر وش یک زیستاستفاده شده در این ر

  .کندروبی خاك را حل و قابل تجزیه نمیمیک
  
  وسایل و تجهیزات - 3-2

 )لاسپاتو(قاشقک توزین -
  دقت ده هزارم گرم ترازوي آزمایشگاهی -
 لیتري میلی 25و   50استوانه مدرج  -
    میلی لیتري ته صاف 250بالن  -
 لیتريمیلی 25و10، 5 پتپی -
 لیتريمیلی 50اي بشر شیشه -
 لیتريمیلی 100و  500، 1000، 2000بالن ژوژه  -
 دستکش لاتکس -
 دستگاه هود -
  دسیکاتور -
 دستگاه سوکسله آزمایشگاهی -
 قیف -
 کاغذ صافی -
 لیتري درب دارمیلی 50بطري پلاستیکی  -
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 ها گرمواد و واکنش -3-3

گرم سولفات  135/87: پتاسیم براي عصاره گیري مولار سولفات 5/0محلول  -
سپس در بالن ژوژه  به حجم یک . پتاسیم پس از توزین در مقداري آب حل شود

 .لیتر رسانده شود
کرومات پتاسیم پس از گرم دي 961/1: لارمیلی مو 7/66م کرومات پتاسیمحلول دي - 

 .میلی لیتر رسانده شود 100سپس در بالن ژوژه به حجم . توزین در مقداري آب حل شود
لیتر میلی 6/666% : 85و اسید فسفریک % 98اسید سولفوریک  1به  2مخلوط  -

سپس با اسید  و اسید سولفوریک را زیر هود داخل بالن ژوژه یک لیتري ریخته
 . ک به حجم یک لیتر رسانده شودفسفری

سولفات  آمونیومگرم فرو 69/15مقدار : میلی مولار 40سولفات  آمونیوممحلول فرو -
در % 98لیتر اسید سولفوریک میلی 20ز اضافه کردن پس ا. در آب مقطر حل شود

 .بالن ژوژه به حجم یک لیتر رسانده شود
پس از ت وفنانترولین مونو هیدراگرم ارت 48/1: معرف ارتوفنانترولین فرو سولفات -

سپس مقدار . لیتري ریخته، به آن کمی آب اضافه گرددمیلی 100توزین در بالن 
 .میلی لیتر رسانده شود 100گرم سولفات آهن  به محلول اضافه و به حجم  7/0

 
  مراحل انجام آزمون - 3-4

بر ) مزرعهدرصد ظرفیت  70تا  50با رطوبت ( گرم خاك مرطوب 50از هر نمونه  - 1
  .گرمی تقسیم شود 25اساس وزن خشک تهیه و به دو نمونه 

میلی لیتري ریخته شده و  250گرمی درون ارلن  25گیري، یک نمونه جهت عصاره - 2
دقیقه  45مولار اضافه  و به مدت  5/0میلی لیتر محلول سولفات پتاسیم  100به آن 

 . دور در دقیقه قرار گیرند 40روي شیکر دورانی با سرعت 

نظر صاف و در سوسپانسیون مورد 42سپس با استفاده از قیف و کاغذ صافی واتمن  - 3
 .میلی لیتري نگهداري شود 50دار ي دربها بطري

میلی لیتري ریخته شده و  50اي درون بشر شیشه گرمی، 25ي ها نمونه دوم از از نمونه - 4
. قرار داده شود کف دسیکاتور یک کاغذ صافی مرطوب. شود می در دسیکاتور قرار داده
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میلی لیتر کلروفرم نیز  25سپس یک ظرف حاوي سودولایم و یک ظرف دیگر حاوي 
 شود و شرایطی ایجاد می دسیکاتور به پمپ خلا متصل. درون دسیکاتور قرار داده شود

پس از مشاهده جوشش پمپ . دقیقه بجوشددو گردد که کلرو فرم به مدت  می
 24پس از . ساعت در شرایط تاریک قرار گیرد 24خاموش گردد و دسیکاتور به مدت 

اند به پمپ خلا متصل شده و این عمل یی که با کلروفرم ضدعفونی شدهها ساعت نمونه
 .چندین بار صورت  گیرد تا تمام اضافات کلروفرم از نمونه خارج شود

 دقیقه روي 45اضافه شده و به مدت  ها میلی لیتر سولفات پتاسیم به این نمونه 100 - 5
سوسپانسیون حاصل از هر . دور در دقیقه قرار گیرند 40شیکر دورانی با سرعت 

 .شودصاف  42نمونه با کاغذ صافی واتمن 

میلی  دومیلی لیتر از عصاره  به همراه  هشتتعیین کربن زیست توده میکروبی،  براي - 6
ک میلی لیتر از مخلوط اسید سولفوریک و اسید فسفری 15لیتر دي کرومات پتاسیم و 

به مدت  دستگاه سوکسلهمیلی لیتري ته صاف تحت شرایط  250ي ها غلیظ در بالن
میلی لیتر آب به آن  25 ها پس از خنک شدن بالن. )5شکل( دقیقه قرار داده شود 30

پس از اضافه کردن معرف ارتو فنانترولین فرو سولفات با فرو سولفات . اضافه گردد
شود  گیري اندازهمات پتاسیم درمحیط تیتر و باقی مانده دي کرو آمونیوم

زمانی که رنگ  . (Kalembasa and Jenikson., 1973; Vance et al .,1987))6شکل(
 ).7شکل (باشد  می محیط از سبز به قرمز تیره برگردد زمان پایان تیتراسیون

 

  
  مرحله رفلاکس نمونه با دستگاه سوکسله -5شکل
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  براي تیتراسیونمرحله اضافه کردن معرف  -6شکل

  

        
  مرحله تیتراسیون و تغییر رنگ -7شکل

  
  روش ارزیابی نتایج -3-5

:شود می محاسبه   (C)  کربن آلی استخراج شده) 1(با استفاده از رابطه  
                                                   :1رابطه 

  
  :Hن آنمونه شاهد که در (م مصرف شده براي شاهد گر آمونیومفروسولفات  حجم

  .)ه استسولفات پتاسیم به جاي عصاره رفلاکس شد میلی لیتر هشت
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S : مصرف شده براي نمونه آمونیومحجم فرو سولفات  

 c :  نمونه شاهد بدون رفلاکس ( مصرف شده براي شاهد سرد آمونیومحجم فروسولفات
 .)ه استشد تیتر آمونیومسولفات پتاسیم با فرو سولفات  میلی لیتر هشتکه 

M  :نرمال 4/0( نرمالیته بیکرومات پتاسیم مصرفی(   
D  :میلی لیتر دو( بیکرومات پتاسیم حجم(    
A :میلی لیترهشت ( حجم عصاره مصرفی(  

 :E 3به کروم + 6 ضریب تبدیل کروم( 3ضریب برابر(+  
 تفادهاس) 2(براي تبدیل میکرو گرم کربن آلی استخراج شده در هر گرم خاك از رابطه 

  :شود می
  

  :2رابطه 
 

K: میلی لیتر 100( مقدار عصاره استخراج شده(  
MW :با محاسبه درصد رطوبت گرم خاك خشک 25معادل( وزن خاك مرطوب( 

  :شود می محاسبه )3(رابطه  در نهایت کربن زیست توده میکروبی با استفاده از
  :3رابطه 

  

بن آلی در خاك تدخین نشدهکر –کربن آلی در خاك تدخین شده :   EC 
KEC : دو روش  رابطه نتایجاین عدد با محاسبه ( 38/0ضریب کالیبراسیون برابر

  .)انکوباسیون و تدخین بدست آمده است
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  1گیري فعالیت تنفس میکروبی خاكاندازه -4
تولید شده توسط فعالیت زیستی موجودات خاك در نتیجه  CO2تنفس خاك، که 

و بستر گیاهی است، یک جریان اصلی در چرخه جهانی کربن  خاكتجزیه مواد آلی 
از طریق انتشار مولکولی و به دنبال شیب غلظت به سطح خاك  بیشتر CO2. است

خاك  ریز جاندارانارزیابی فعالیت تنفسی و زیستی  براي روازاین. شودمنتقل می
فعالیت تنفسی . فتاندازه گر خاك را متصاعد شده از CO2توان به طور غیرمستقیم  می

دردسترس بودن  برمقدار مواد آلی خاك به رطوبت، ساختمان خاك و افزون
 باشد می "Closed jars"انجام این آزمون به روش .عناصرغذایی بستگی دارد

(Isermeyer; 1952., Nannipieri and Alef; 1995).  
 

  اساس آزمون -4-1
CO2 جذب  ه،متصاعد شدNaOH )و تولید کربنات سدیم شده  )مجاورت خاك در

مانده  کلرور باریم باقی. شود سپس با افزودن کلرور باریم، کربنات باریم تولید می. کند می
شود که با تیتراسیون توسط  اضافی واکنش داده و هیدروکسید باریم تولید می NaOHبا 

HCl مقایسه با  وHCl  مصرفی براي بطري شاهد مقدارCO2 شود محاسبه می.  
  
  ایل و تجهیزاتوس -4-2

  )اسپاتول( قاشقک توزین -
  لیتري میلی 5پیپت  -
  لیتري میلی 25استوانه مدرج  -
  قطره چکان -
  )پیست( داري آب مقطرظرف نگه -
  لیتريمیلی 300دار اي درب ظرف شیشه -
 ظروف پلاستیکی کوچک -

                                            
1 Soil Microbial Respiration  
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  پارافیلم -
  لیتريمیلی 100ارلن مایر  -
  لیتريمیلی 50بورت مدرج  -
    )لیتريیمیل 1000و100و 50(بالن ژوژه  -
  انکوباتور  -
  ترازوي آزمایشگاهی -
 مایکروویو -

  
  گرها و واکنش مواد - 4-3
 پسآزمایشگاهی  NaOHگرم 2میزان : مولار 05/0هیدروکسید سدیم  محلول -

 به لیتري میلی1000ژوژه داخل بالنسپس  و شود مقطرحل آب مقداري در ازتوزین
  .است نه قابل استفادهنمو 40محلول فوق براي تعداد  .رسانده شود لیتر حجم یک

ژوژه  بالن در غلیظ  HClلیترمیلی 2/85میزان : اسیدکلریدریک مولار 05/0 محلول -
. رسانده شود حجم یک لیتر به مقطر آب با سپس و ریخته لیتري میلی 1000
 و ریخته دیگر لیتريمیلی 1000ژوژه  دربالن حاصل محلول از لیترمیلی 50سپس

محلول فوق به منظور تیتراسیون تهیه  .رسانده شود رلیت یک حجم به مقطر آب با
  .شده و قابل نگهداري است

 توزین از پس 12H2O BaCl2. گرم 14/122میزان : کلرور باریممولار  5/0 محلول -
 آب با لیتري میلی 1000 ژوژه بالن در سپس و شده حل مقطر آب مقداري در

نمونه قابل  200عداد محلول فوق براي ت .رسانده شود حجم یک لیتر به مقطر
  .استفاده است

 60اتانول  لیترمیلی 80در  را فتالئین فنل گرم 1/0میزان : فتالئین فنل معرف -
 اتانول باسپس  و حل )لیتر آب مقطر میلی 40لیتر اتانول و میلی 60(حجمی  درصد

  .رسانده شود لیترمیلی 100حجم  به ژوژه بالن در
پس از جوشش به مدت دو دقیقه، خنک و  آب :)CO2فاقد ( شده جوشانده مقطر آب -

 .شود استفاده آب همین از آزمایش طول در. شود دارينگه دربسته ظرف در
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  مراحل انجام آزمون -4-4
 شده الک) درصد ظرفیت مزرعه 55(مرطوب  خاكاز نمونه  گرم 50میزان  - 1

ریخته ) 4شکل( میلی لیتر 250ظروف شیشه اي با حجم  در پس از توزین
  .شود

 ریختهظرف پلاستیکی  در NaOH  مولار 05/0 محلول از لیترمیلی 25میزان  - 2
  ).8شکل (داده شود  قرار خاكمجاورت  در و

  .کاملا پوشانده شود پارافیلم با و بستهظرف،  درب - 3
  .گردد تهیه شرایط همین با) خاك بدون(شاهد  عنوان بهظرف  سه - 4
درجه 25دماي  با وباتوردرانک ساعت 72مدت  بهاي حاوي نمونه  ظروف شیشه - 5

  .داده شود قرار یلسیوسس
میلی  50مایر  ارلن در ظرف هرپس از گذشت زمان مورد نظر محلول سود  - 6

 .شود ریختهلیتري 
 شستشو و جوشانده مقطر آب لیترمیلی 20با  ظرف پلاستیکی حاوي سود  - 7

  .ریخته شود، داخل ارلن شده داده
 به فتالئین فنل معرف قطره 3و  مولار 5/0 کلرورباریم محلول لیترمیلی 5میزان  - 8

سیدکلریدریک ا محلول با سپسو ) پدیدار شدن رنگ ارغوانی(شده  اضافهارلن 
 ).9شکل ( شود رنگبی محلول تاانجام  مولار تیتراسیون 05/0

 

 
  NaOH هاي خاك انکوبه شده در مجاورت محلولنمونه - 8 شکل
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  HClده از مرحله تیتراسیون نمونه با استفا - 9شکل 

  

  روش ارزیابی نتایج -4-5
  :شود می انجام زیر رابطهآوردن میزان تنفس میکروبی طبق  به دست برايمحاسبات لازم 

  
  :4رابطه 

 
SW  :وزن خاك 

 t :زمان انکوباسیون 

: V0 استفاده شده براي نمونه شاهد میانگین حجم اسید 

:V استفاده شده براي نمونه خاك حجم اسید 

: dwt  خاك خشک ازیک گرم خاك مرطوبوزن 

 NaOHوالان  یک اکی CO2والان  بیانگر این است که به ازاي یک اکی 1/1ضریب * 
  .شود مصرف می

 نکات

هیدروکلریک اسید  بااز پیش  تمامی ظروف استفاده شده براي این آزمون باید - 1
  . شویی شوددرصد اسید10
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  .باشد(Field Capacity)  ظرفیت مزرعه درصد 55درحد  باید خاك رطوبت درصد - 2
  ي خاكها آنزیم -5

ها بخش اصلی فرایندهاي زیستی مانند تجزیه مواد آلی، معدنی شدن و آزاد  آنزیم
 منابع .هاي گوناگون مثل نیتروژن و فسفر هستند شدن عناصر غذایی در چرخه

 و گیاهان بقایاي و ها ریشه مرده، و ریزجانداران زنده از عبارتند خاك يها آنزیم
 آلی مواد یا با شده انباشته یا تثبیت خاك ماتریکس در ها آنزیم. خاك حیوانات

ترین منابع  ریزجانداران مهم. دهند می کمپلکس تشکیل رس خاك و )هوموس(
هاي  گیري فعالیت آنزیم اندازه. (Tabatabai.,1994) هاي موجود در خاك هستند آنزیم

 همچنین. است کیفیت خاكسلامت و  ارزیابی ان شاخصی برايخاك به عنو
ي خاك است که در صورت بروز تغییرات ها ي آنزیمی یکی از اولین ویژگیها فعالیت

کند و نقش کلیدي در عملکرد بیوشیمیایی خاك از جمله تشکیل و  می در خاك تغییر
 رواین از. دارد ها تخریب مواد آلی خاك، چرخه مواد مغذي و تجزیه آنتی بیوتیک

توان براي توصیف تغییرات در کیفیت خاك به  می را ي آنزیمی خاكاه دانش فعالیت
عملکرد اکوسیستم خاك مورد استفاده قرار  آگاهی ازدلیل مدیریت کاربري زمین و 

کند  می به گیاهان و هم رشد میکروبی را کنترل عناصر غذاییزیرا هم عرضه . داد
)AcostaMartınez et al., 2007 .(  
  
 1فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدي و قلیایی در خاك گیري اندازه - 5-1

اي  هاي فسفاتازي از اهمیت ویژه هاي شناخته شده خاك، آنزیم در بین آنزیم
 از طریق هیدرولیز منواسترهاي اسیدفسفریککه  است آنزیمی فسفاتاز. برخوردارند

 در اساسی نقش و کند می آزاد پیچیده معدنی مواد و آلی بخش از را معدنی فسفات
 ها، فسفاتاز اسیدي وترین انواع فسفاتازهاي آنزیمی در خاكمهم. دارد فسفر چرخه

در معدنی شدن فسفر آلی خاك و تغذیه  هاآن قلیایی هستند که به علت اهمیت
فسفاتاز اسیدي در . اندگرفته هاي فسفاتاز مورد توجه قرارگروه دیگرگیاهان، بیش از 

                                            
1 Soil Acid and Alkaline Phosphatase Activity 
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فسفاتازها به  هاي قلیایی غالب هستندایی در خاكهاي اسیدي و فسفاتاز قلیخاك
. (Juma and Tabatabai., 1977) شوند ترشح می ریز جاندارانوسیله ریشه گیاهان و 

فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدي و قلیایی با استفاده از روش طباطبایی و برمنر  گیري اندازه
  .شودمی انجام )1969(
  
  اساس آزمون - 5-1-1

 دقیق و سریع سنجش امکان عنوان سوبسترا، به فسفات یتروفنیلدر این روش ن
 نیتروفنل تخمین شامل روش در حقیقت این. کند می فراهم را خاك فسفاتاز فعالیت

 فعالیت توسط شده آزاد 1پارا نیتروفنل استخراج. است رنگ سنجیشده به روش  آزاد
 ارزیابی باعث و کند می ادایج را فنل تخمین براي استفاده مورد پایدار رنگ فسفاتاز،

  .شود می خاك به شده اضافه پارانیتروفنل کمی
  

  تجهیزاتوسایل و  -5-1-2
   :هستندلوازم مورد نیاز به منظور انجام آزمایش به شرح زیر 

 ي آزمایشگاهیترازو -

 لیتر میلی 50یا  25بالن ژوژه  -

 ) واتمن( کاغذ صافی -

 هاي آزمایش لوله -

 پت پی -

 قیف -

 انکوباتوردستگاه  -

 اسپکتروفتومتردستگاه  -

                                            
24-Nitrophenol 
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  گرها و واکنش مواد - 5-1-3
 تولوئن -
  MUBمحلول  -
   :محلول اصلی بافر عمومی اصلاح شده -
- Tris )1/12 گرم( 
- Maleic acid )6/11 گرم( 
- Citric acid )14 گرم( 
- Boric acid  )3/6 گرم(  
 

حل و  (NaOH) لیتر سود یک مولار میلی 488 در )3-1-5(بند موارد ذکر شده در 
 سلسیوسدرجه  4در دماي  این محلول. شود آب مقطر به حجم یک لیتر رساندهبا 

   .شود می نگهداري
لیتر از  میلی 200مقدار : ) pH=5/6 اسیدي، 1MUB( محلول بافر اصلاح شده -

 HClبا  نهایی محلول pH آب مقطر حل و میلی لیتر 500محلول اصلی بافر در 
   .رسانده شودیک لیتر  تنظیم و سپس با آب مقطر به حجم 5/6روي 

لیتر  میلی 200مقدار : )pH = 11 قلیایی، MUB( محلول بافر عمومی اصلاح شده  -
با  نهایی محلول pH آب مقطر حل و میلی لیتر 500از محلول اصلی بافر در 

NaOH  رسانده شودو سپس با آب مقطر به حجم یک لیتر  تنظیم 11روي.  
در  CaCl2.2H2Oگرم  5/73مقدار : (CaCl2)مولار  5/0محلول کلرید کلسیم  -

  .رسانده شودآب مقطر حل و به حجم یک لیتر  میلی لیتر 700
آب حل و  میلی لیتر 700در  NaOHگرم از  20مقدار: مولار NaOH 5/0محلول  -

  .رسانده شودلیتر  1به حجم 
 میلی لیتر 700گرم پارانیتروفنول در  یکمیزان :  محلول استاندارد پارانیتروفنول  -

 سلسیوسدرجه  چهارو در دماي رسانده لیتر  یک ل و به حجمآب مقطر ح
   .شودنگهداري 

                                            
1  Modified Universal Buffer 
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مولار با  05/0نیتروفنیل فسفات  -pمحلول : اسیدي و قلیایی 1PNPمحلول  -
لیتر  میلی 40گرم از دي سدیم پارانیتروفنیل فسفات تتراهیدرات در حدود  927/2

 40و با ) سنجش فسفاتاز اسیديجهت (  = 5/6pHاز بافر عمومی اصلاح شده با 
) جهت سنجش فسفاتاز قلیایی( pH=11از بافر عمومی اصلاح شده با  لیتر میلی
 لیتر با استفاده از بافر عمومی اصلاح شده با میلی 50و محلول تا حجم  شود حل
pH  شودنگهداري  سلسیوسدرجه  چهارمربوط رقیق و در دماي.  

  
  مراحل انجام آزمون - 5-1-4
قرار  50یا  25در بالن ژوژه ) مترمیلی2کوچکتر از ( الک شده م خاكگر یک - 1

 25/0 .شودتکرار قلیایی تهیه  سهتکرار اسیدي و  سهبراي هر نمونه  .ریخته شود
  .شودها اضافه  قطره تولوئن به خاك 5لیتر معادل  میلی

میلی  هارچهاي اسیدي و  اسیدي به بالن  MUBمحلول  لیترمیلی چهار در مرحله بعد  - 2
از هر سه تکرار اسیدي و . شود اضافه هاي قلیایی قلیایی به بالن MUBاز محلول  لیتر

 .شود می گرفتهبه عنوان شاهد نمونه خاك درنظر  ها قلیایی یکی از بالن

لیتر از  میلی یکهاي اسیدي به جز شاهد و  اسیدي به نمونه PNPلیتر از  میلی یک  - 3
PNP ها به مدت  و بالن شدهیی به جز شاهد قلیایی اضافه هاي قلیا قلیایی به نمونه

تا محتویات آن کاملا با یکدیگر مخلوط  چرخانده شودچند ثانیه به صورت دورانی 
 سلسیوسدرجه  37دماي انکوباتور و  ها را گذاشته و در سپس درپوش بالن. شوند
اضافه  PNPهاي شاهد، محلول  توجه شود در این مرحله به نمونه. داده شودقرار 
 . شود نمی

 داشته و پس از افزودنخارج و درپوش آنها بر انکوباتورها از  النبپس از یک ساعت  - 4
 NaOH 5/0لیتر  میلی چهارمولار و  5/0 (CaCl2) کلسیملیتر کلرید میلی یک

اسیدي به  PNPلیتر از محلول  میلی یکسپس  .داده شودتکان  ،مولار به آن

                                            
1 4-Nitrophenyl Phosphate 
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قلیایی به نمونه شاهد  PNPلیتر از محلول  میلی یکهاي شاهد اسیدي و  نمونه
  .افزوده شودقلیایی 

   و سپسصاف  تا شده دوکاغذ صافی واتمن شماره  توسطبدست آمده  سوسپانسیون -5
در نهایت شدت رنگ زرد محلول صاف شده به وسیله اسپکتروفتومتر در طول موج 

محلول صاف شده از  در صورتیکه شدت رنگ .شود می گیري نانومتر اندازه 400-410
میکروگرم استاندارد پارانیتروفنول بیشتر بود، تا جائیکه نیاز است با آب رقیق  50

   .شود
 بودهها به یک شاهد اسیدي و یک شاهد قلیایی که فاقد خاك  در هر سري از نمونه

 .باشد ها و مطابق موارد ذکر شده در بالا  نمونه دیگرروش کار دقیقا مشابه است که نیاز 
   .شود می در محاسبات استفاده )بدون خاك( شاهدها با عنوان مقادیر  از نتایج این نمونه

 
  استاندارد يها تهیه محلول -5-1-5

میلی لیتري  100 ژوژه نیتروفنول در یک بالن - Pلیتر محلول استاندارد  میلی یک
ستفاده از سپس با ا. شودلیتر با آب رقیق و کاملا مخلوط  میلی 100ریخته و تا حجم 

لیتر از محلول استاندارد رقیق شده در  میلی پنجو  چهار، سه، دو، یک، صفرپت مقادیر  پی
، یک، صفربه ترتیب (لیتري ریخته و با افزودن مقادیر مناسب آب  میلی 50یا  25 يها بالن
 یکدر ادامه  .شود لیتر رسانده میلی پنجبه حجم ) آب لیتر میلی پنجو  چهار، سه، دو

اضافه و کاملا  مولار NaoH  5/0میلی لیتر  چهارمولار و  5/0کلسیم لیتر کلرید میلی
 .توسط کاغذ صافی صاف شودهاي خاك صاف  محلول حاصل مثل نمونه . شودمخلوط 

 410-400شدت رنگ زرد محلول صاف شده با استفاده از اسپکتروفتومتر در طول موج 
 رسم) ت پارانیتروفنول در مقابل میزان جذبغلظ(گیري و منحنی واسنجی  نانومتر اندازه

  .)10شکل( شود 
  
  رسم منحنی استاندارد -5-1-6

به منظور تعیین مقدار فسفاتاز ابتدا نمودار مقدار جذب و غلظت استاندارد در نرم 
شود بالا براي نمودار رسم شده تعیین  R2با ) y=ax-b( افزار اکسل رسم و معادله خطی
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 . شود می هاي قرائت شده برآورد ادله بدست آمده غلظت جذبمع بر مبناي. )10شکل(
بر حسب غلظت نیتروفنول آزاد شده بر فسفاتاز هر نمونه  فعالیت آنزیم میزان انجامسر

  . آید می بدست) 6و  5رابطه (بر اساس معادله گرم خاك بر ساعت و 
  

  
رسم نمودار جذب و غلظت استاندارد - 10شکل   

  : 5رابطه
  میزان غلظت پارانیتروفنل) = غلظت برآورد شده ×رقت ( -غلظت شاهد خاك -ین شاهد بدون خاكغلظت میانگ

  

  :6رابطه
p-Nitrophenol ( µg-1dwh-1)=C.v/dw.sw.t  

 
وزن خاك  :dwtحجم کل عصاره : V شده، قرائت غلظتمقدار  :C در این رابطه

  .استاسیون  مدت زمان انکوب: t وزن خاك و SW: از یک گرم خاك مرطوب، خشک
  
  1در خاك آزاورهآنزیم فعالیت  گیري اندازه -5-2

و  آمونیوماوره به  یدرولیزهفرایند موجود در خاك است که  هاي یماز آنز یکیآز اوره
آز نقش مهمی در کاربرد شدت فعالیت آنزیم اوره. سرعت می دهد را کربنیداکس يد

                                            
1 Soil Urease Activity 
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ارزیابی میزان  رواین از. ت محیطی داردي بالقوه زیسها موثر کود اوره و ارزیابی آسیب
به عنوان شاخصی  خاك یوشیمیاییب یفیتک یبررس درآز در خاك آنزیم اورهفعالیت 

   .هست نیز براي سلامت و کیفیت خاك
  

  گیري آنزیم اوره آز به روش رنگ سنجیاندازه -5-2-1
  ش کندلر و گربرز مطابق با روآفعالیت آنزیم اوره گیري اندازهدر این دستورالعمل 

  .شود می انجام) 1988(
  

  تجهیزات وسایل و  - 1-  5-2-1
  ترازوي آزمایشگاهی -
  پتپی -
 لیتريمیلی 100و 50ارلن مایر  -

  )لیتريمیلی2000و  1000 ،500، 100(بالن ژوژه  -
  42کاغذ صافی واتمن  -
  قیف -
  شیکر دستگاه -
  اسپکتروفوتومتردستگاه  -
  متر pHدستگاه  -
 انکوباتور گاه دست -

  
  ها گرواکنشمواد و  -5-2-1-2

 500و به حجم لیتر آب مقطر حل میلی 400گرم اوره در  4/2مقدار  :محلول اوره 
  )شودمحلول به صورت روزانه تهیه (میلی لیتر رسانده شود 

 و در مقداري آب مقطر حل  پتاسیم یدگرم کلر 6/74مقدار  :پتاسیمید محلول کلر
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مولار  10درصد برابر با  HCl 32(مولار  یک HClی لیتر از میل 10مقدار  سپس
 .رسانده شودلیتر میلی 1000 به آن اضافه و حجم محلول به) است

  سپس به حجم  وگرم سود در مقداري آب مقطر حل  12: مولار 3/0محلول سود
  .میلی لیتر رسانده شود 1000

 گرم میلی 120همراه با گرم سدیم سالیسیلات  17مقدار  :محلول سدیم سالیسیلات
میلی لیتر  100سپس به حجم . شودآب مقطر حل مقداري  سدیم نیتروپروساید در

  .رسانده شود
 کلرو ایزوسیانید در گرم سدیم دي 1/0مقدار  :کلرو ایزوسیانیدمحلول سدیم دي

این محلول (رسانده شود  لیترمیلی 100 به حجمو سپس آب مقطر حل مقداري 
  ).شودز استفاده تهیه بلافاصله قبل ا

 در آب مقطر حل  آمونیومکلریدگرم از  82/3 مقدار :آمونیوم هاي استانداردمحلول
  .رسانده شودیک لیتر  حجم بهس پو س

 استاندارد  يها محلولNH4Cl :در آب مقطر حل  آمونیومکلرید گرم از  82/3 مقدار
). ر میلی لیترمیکرو گرم ب 1000غلظت (رسانده شود یک لیتر حجم بهو سپس 

 براي. نگهداري دارد امکان سلسیوسدرجه  4این محلول تا چند هفته در دماي 
 5/2و 2، 5/1، 1 ،صفرمقادیر  ،آمونیومکلریدهاي استاندارد از محلول تهیه محلول

لیتري با میلی 100هاي برداشته و در بالن ژوژه از محلول تهیه شده لیترمیلی
 .شود رسانده جمح به پتاسیمکلرید محلول 

  
  مراحل انجام آزمون - 5-2-1-3

پس از  )ايدرصد ظرفیت مزرعه 70تا  50رطوبت (با   گرم خاك مرطوب پنج - 1
  .ریخته شود لیتريمیلی 100در ارلن  وزن کردن

 ساعت در دماي دوسپس به مدت  ولیتر محلول اوره به آن اضافه میلی دو و نیم - 2
  .داده شودقرار در انکوباتور  سلسیوسدرجه  37

لیتر محلول کلرور میلی 50پس از اتمام مراحل انکوباسیون، به محلول خاك  - 3
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تا کاملاً مخلوط  داده شوددقیقه روي شیکر قرار  30پتاسیم اضافه و به مدت 
  .شود

  .شودگیري حاصل از کاغذ صافی قرار گرفته روي قیف عصاره سوسپانسیون - 4
جاي با این تفاوت که به ،شودشده تهیه حل گفتهمرا همانندشاهد ي ها نمونه - 5

لیتر آب مقطر به آن اضافه و میلی دو ونیم لیتر اوره،میلی دو ونیماضافه نمودن 
  .شود به آن اضافه لیتر محلول اورهمیلی دو ونیم سیونپس از طی مراحل انکوبا

لیتري میلی 50وسیله پیپت استریل در ارلن لیتر از عصاره خاك را بهمیلی یک - 6
لیتر از محلول هیدروکسید میلی پنجلیتر آب مقطر، میلی نهریخته و سپس 

   دوو ) ترکیب مقادیر مساوي از هر دو(سدیم به همراه سدیم سالیسیلات 
  .شودلیتر سدیم کلرو ایزو سیانید به آن اضافه میلی

ز گذشت تا پس ا داده شوددقیقه در دماي اتاق قرار  30محلول حاصل به مدت  - 7
   .ها در محدوده رنگ زرد به سبز تغییر نمایدزمان قید شده رنگ محلول

 690هاي استاندارد تهیه شده، در طول موج دستگاه اسپکتروفوتومتر با محلول - 8
یک ، آمونیوماستاندارد کلرید  دستگاه با براي واسنجی .شود واسنجینانومتر 

لیتر آب مقطر به آن میلی نهبرداشته و را تهیه شده  يها رقتلیتر از هر کدام از میلی
و هیدروکسید  محلول سدیم سالیسیلات مخلوط حاصل از سپس از .شوداضافه 

از محلول  لیتر ومیلی 5 )شوندبه نسبت مساوي مخلوط می(دهم مولار  سدیم سه
 30پس از گذشت زمان . شودلیتر به آن اضافه میلی 2کلرو ایزوسیانید سدیم دي

هاي ها در محدوده رنگ زرد تا سبز، محلولبا تغییر رنگ محلول دقیقه و
  . کردن دستگاه اسپکتروفوتومتر آماده هستندواسنجی استاندارد براي 

محلول استاندارد باشد نیاز به ساخت  ترین غلظتاز کم کمترها اگر قرائت نمونه :نکته
  .کمتري استهاي هاي استاندارد با غلظتمحلول

به وسیله اسپکتروفوتومتر در طول موج نیز  هاي اصلیذب نور محلولمیزان ج - 9
و پس از رسم منحنی استاندارد میزان غلظت محاسبه شود نانومتر قرائت  690
    .شود
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  روش ارزیابی نتایج - 5-2-1-4
از مقدار  ، پس از تبدیل جذب به غلظت،هاي خاكدست آمده از قرائت نمونههنتایج ب

 بر حسب آزتا میزان فعالیت آنزیم اورهشود  می دادهابطه زیر قرار ر در شاهد کم شده و
       . به دست آید) ساعت 2بر گرم خاك بر  آمونیومگرم میکرو(

 :   7رابطه 

 
مقدار خاك = 5، فاکتور رقت= 10 ،شده قرائت غلظت =µg NH4-Nml-1 در این رابطه

  .است )لیترمیلی 5/52(ره حجم کل عصا=  V و وزن خاك خشک= dwt، استفاده شده
  

  گیري آنزیم اوره آز به روش تقطیراندازه -5-2-2
هاي آزاد شده بعد از انکوباسیون نمونه آمونیومگیري مقدار این روش بر اساس اندازه

  ).Tabatabai and Bremner., 1972( استخاك با محلول اوره 
  

  تجهیزاتوسایل و  -5-2-2-1
  1دستگاه تقطیر بخار آب -
درجه  37و دما تا  با قابلیت تنظیم دما و چرخش هواي داخلی )خانهگرم(انکوباتور  -  

  سلسیوس
- pH متر  
  )لیتريمیلی 2000و  1000، 100، 50(ه بالن ژوژ -
  )دستگاه تیتراسیون(میکروبورت  -
  لیتريمیلی 100ارلن مایر  -
  دسیکاتور -

                                            
1  Steam Distillation 
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  کاغذ صافی -
  پتپی -
  ترازوي آزمایشگاهی -
  
   گرهاواکنشمواد و  -5-2-2-2

  تولوئن -
در یک ): pH=9مولار، میلی Tris(hydroxymethyl)aminomethane )05/0بافر  -

لیتر آب مقطر حل و میلی 700گرم تریس در  1/6لیتري میلی 1000بالن ژوژه 
pH با اسید سولفوریک  آن)H2SO4 (2/0  حجم  گردد وتنظیم  9مولار بر روي

 .لیتر رسانده شودمیلی 1000ه مقطر ب محلول با آب

 80گرم اوره در  2/1لیتري میلی 100در یک بالن ژوژه ): مولار 2/0(محلول اوره  -
 .لیتر رسانده شودمیلی 100مشابه به  با بافر لیتر بافر تریس حل  و حجم آنمیلی

ذخیره  سلسیوسدرجه  چهارطور روزانه تهیه شده و در بایست بهاین محلول می
  .شود

میلی 1000در یک بالن ژوژه ): KCl-Ag2SO4(سولفات نقره - محلول کلرید پتاسیم -
در  KClگرم  188سپس  ولیتر آب مقطر حل میلی 700در  Ag2SO4گرم  1/0لیتري 

  .رسانده شودلیتر میلی 1000با آب مقطر به  این محلول حل شده و حجم آن
-  H2SO4005/0 مولار  
بروموکروزول گرم  66/0 لیتريمیلی 1000الن ژوژه در یک ب: محلول شناساگر -

تانول با ا و حجم آن حلدرصد  95در مقداري اتانول  2گرم متیل رد 33/0و  1گرین
  .لیتر رسانده شودمیلی 1000تانول به ا

 400و  شناساگرلیتر محلول میلی H3BO3 :(40(محلول شناساگر بوریک اسید  -
 40. لیتري ریخته شودمیلی 2000ژوژه بالن درون یک درصد  95لیتر اتانول  میلی

                                            
1 Bromocresol Green 
2 Methyl Red 
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به  و پس از سرد شدن لیتر آب مقطر گرم مخلوطلیمی 1400 گرم بوریک اسید با
به مولار  NaOH 005/0آرامی به سپس. ژوژه ریخته و بهم زده شوددرون بالن 

سپس  .یابد رییتغ رنگکمبه سبز  یاز صورت آنرنگ  کهتا زمانیشود محلول اضافه 
 .رسانده شودلیتر میلی 2000ل را با آب مقطر به حجم محلو

- MgO :مقداري MgO درجه  600-700 يدمایک کوره در در  در حرارت داریپا
 در یک دسیکاتور بر پس از سرد شدن آن وقرار داده ساعت  2به مدت  سلسیوس

  .شود ينگهدار کاژلیلیس ای NaOH يرو
گرم سولفات  234/0یتري لمیلی 1000ه در یک بالن ژوژ: آمونیوممحلول استاندارد  -

   1000ب مقطر به با آ و سپس حجم آن در مقداري آب مقطر حل آمونیوم
 ).است g NH4-N ml-1µ 50این محلول داراي( لیتر رسانده شودمیلی

 
  مراحل انجام آزمون - 5-2-2-3
ر تولوئن لیتمیلی 2/0و به آن ریخته لیتري میلی 50گرم خاك در یک بالن ژوژه  پنج -
  .شودمخلوط  اتیمحتولیتر بافر تریس اضافه و میلی نهو 
براي چند ثانیه  شده و محتویاتبه آن اضافه  مولار 2/0لیتر محلول اوره میلی یک -

درجه  37ساعت در دماي  دوو به مدت  شده بسته هاي ژوژهدرپوش بالن. شودمخلوط 
  .داده شوددر انکوباتور قرار  سلسیوس

و به بالن ژوژه اضافه  KCl-Ag2SO4لیتر محلول میلی 35تمام انکوباسیون پس از ا -
محتویات آن  تا داده شودقرار اتاق  يدمادر  بالن ژوژه .تکان داده شود هیچند ثان يبرا

 50 حجم به KCl-Ag2SO4با محلول  اتیمحتو .)دقیقه پنجدر حدود ( خنک شود
  .شودپانسیون با کاغذ صافی صاف سپس سوس وو کاملاً مخلوط  رسانده تریلیلیم
مولار پس  2/0محلول اوره  تریلیلیم یکاما  شود،انجام  مراحل بالا، شاهد نمونه يبرا -

  .شوداضافه به نمونه  KCL-Ag2SO4محلول  تریلیلیم 35از افزودن 
ریخته  لیتريمیلی 100ارلن مایر لیتر محلول شناساگر بوریک اسید در یک میلی پنج -

  .داده شودقرار  ریکندانسور دستگاه تقط ریز دراي مکان ویژهو در 
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 2/0و به آن  ریخته شودلیتري میلی 100 1لیتر از عصاره در یک بالن تقطیرمیلی 20 -
  .شوداضافه  MgOگرم 

و  شودمتصل  )11( ر بخار آب مطابق شکلیبالن تقطیر حاوي نمونه به دستگاه تقط -
کندانسور  يانتهادقیقه انجام شود و در در پایان  ارچهعمل تقطیر بخار آب به مدت 

  .شسته شود
مولار تیتر و مقدار  H2SO4 005/0محصول تقطیر با یک میکروبورت و با استفاده از  - 

H2SO4  کمرنگ است یاز سبز به صورت یانیرنگ در نقطه پا رییتغ .شودمصرفی یادداشت.  
  

  
  دستگاه تقطیر بخار آب و اجزاي آن -11شکل 

  

  ارزیابی نتایج آزمونروش  -5-2-2-4
  :آز را براي نمونه خاك بدست آوردیدمطابق فرمول زیر فعالیت اوره

  :    8رابطه 

 
                                            
1 Distilling Flask 
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V1 : حجم اسید سولفوریک مصرفی براي شاهد)ml(  
V1 : حجم اسید سولفوریک مصرفی براي نمونه)ml(  
  )است g NH4-Nµ 70عادل مصرفی م) مولار H2SO4 )005/0لیتر یک میلی(فاکتور تبدیل : 70
  )ml(حجم کل عصاره خاك : 50
  )ml(گیري حجم عصاره مورد اندازه: 20
  وزن خاك مرطوب استفاده شده در ابتداي آزمایش: 5

dwt : گرم خاك مرطوب یکوزن خشک  
 
 میزان فعالیت سلولاز در خاك  گیري اندازه -5-3

هاي سلولازي و میزان آنزیم با توجه به اهمیت ترکیبات لیگنوسلولازي در خاك و نقش
توسط  (CMC) ه کربوکسی متیل سلولازسلولاز در بستر گیري اندازهآن در خاك روش 
ي ها در این روش با استفاده از بستره نمونه. ارائه شده است) 1990( شاینر و وان مرسی

  ).Schinner and mersi,1990( شود می نگهداري  pH=5/5ساعت در  24خاك به مدت 
  

  اساس آزمون - 1- 5-3
سیانو فرات انکوباسیون موجب احیاي پتاسیم هگزا درقندهاي احیا کننده آزاد شده 

محصول احیا شده دو ظرفیتی با سولفات . شود می سه ظرفیتی در یک محصول قلیایی
سیانو فرات در محیط اسیدي واکنش داده و کمپلکس رنگی فریک هگزا آمونیومفریک 

 .شود می گیري اندازهنجی دو ظرفیتی به روش رنگ س
  

  :وسایل و تجهیزات - 2- 5-3
  ترازوي آزمایشگاهی -
  پتپت و میکرو پیپی -
  لیتريمیلی 500و 100ارلن مایر  -
 استوانه مدرج -
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  )لیتريمیلی2000و  1000 ،500، 100(بالن ژوژه  -
  42کاغذ صافی واتمن  -
  قیف -
  لوله آزمایش -
  اسپکتروفوتومتردستگاه  -
  متر pHه دستگا -
  انکوباتور دستگاه  -
 دستگاه بن ماري -

  
  ها واکنش گرمواد و  - 3- 5-3
  =pH) 5/5محلول دو مولار با( بافر استات -

گرم استات سدیم بدون آب در آب مقطر حل و به حجم یک لیتر رسانده  06/164
خالص ریخته با  میلی لیتر اسید استیک 60میلی لیتري مقدار  500در یک ارلن . شود

 .ب مقطر به حجم رسانده شودآ
میلی لیتر اسید استیک رقیق شده مخلوط و  190یک لیتر محلول استات سدیم با 

  .شودتنظیم  5/5محلول روي  pHبا افزودن اسید استیک 
 امحلول سوبستر -

در بافر استات حل و به ) Fulka 21900(متیل کربوکسیهفت گرم نمک سدیم
مدت  شدن بهتر بستره آنرا با همزن برقی به براي حل. شودحجم یک لیتر رسانده 

 .به هم بزنید سلسیوسدرجه  45دو ساعت در 
  Aمعرف  -

گرم سیانید پتاسیم در آب مقطر حل و به حجم یک  9/0گرم کربنات سدیم و 16
 .لیتر رسانده شود

  Bمعرف  -
سیانو فرات سه ظرفیتی در آب مقطر حل و به حجم یک لیتر نیم گرم پتاسیم هگزا
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 .شوداین محلول در ظرف تیره نگهداري . ه شودرساند
  C معرف -

 900در ) SDS(سولفات دسیلو یک گرم سدیم دو آمونیومگرم سولفات فریک 5/1
. شودلیتر اسید سولفوریک غلیظ به آن اضافه میلی 2/4شده و  لیتر آب مقطر حلمیلی

ک شدن به حرارت داده شود و پس از خن سلسیوسدرجه  50براي حل شدن بهتر تا 
 .حجم یک لیتر رسانده شود

  محلول استاندارد مادر  -
  .گرم گلوکز بدون آب در آب مقطر حل و به حجم یک لیتر رسانده شود 25/0

  محلول استاندارد آزمایش  -
لیتري با آب مقطر به میلی 100لیتر از استاندارد مادر یا اصلی در بالن میلی 10

 .حجم رسانده شود
  

   آزمون مراحل انجام - 4- 5-3
پس از ) ايدرصد ظرفیت مزرعه 70تا  50با رطوبت (نمونه خاك مرطوب  گرم 10 -

  . شودلیتري با سه تکرار اضافه میلی 100توزین به ارلن 
لیتر بافر استات به دو ارلن اضافه و به میلی 15لیتر از سوسپانسیون بستره و میلی 15 -

محتوي ارلن پس از . عنوان شاهد اضافه شودلیتر بافر استات به میلی 15ارلن سوم فقط 
 سلسیوسدرجه  50ساعت در دماي  24زدن و قرار دادن درپوش روي آنها به مدت هم

  .قرار داده شود
لیتر از سوسپانسیون بستره به ارلن شاهد اضافه و به هم میلی 15 ،پس از انکوباسیون -

لیتر از هر عصاره س نیم میلیسپ وبلافاصله هر سه ارلن با کاغذ صافی صاف . زده شود
  .لیتر رسانده شودمیلی 20ي آزمایش با آب مقطر به حجم ها در لوله

و   Aلیتر معرفیک میلی ،لیتر از محلول رقیق شده عصارهبراي نورسنجی یک میلی -
را بسته و پس از همزدن به  در پوش آن ،به لوله آزمایش اضافه Bلیتر معرف یک میلی

  .در حمام آب جوش قرار گیرد دقیقه 15مدت 
سپس پنج . به مدت پنج دقیقه در آب معمولی قرارگیرد ها لوله ،براي خنک کردن -
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رنگ اضافه نموده و به مدت یک ساعت در دماي اتاق نگهداري تا  Cلیتر معرف میلی
نانومتر توسط  690دقیقه بعدي مقدار جذب در طول موج  30در  و کامل محلول

  .شود گیري ازهانداسپکترومتر 
  
  استاندارد و نمودار کالیبراسیون تهیه -5- 5-3

، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0، )شاهد استاندارد(مقادیر صفر،  واسنجیبراي تهیه نمودار 
لیتر از محلول استاندارد آزمایش به هفت لوله آزمایش اضافه و با آب ، میلی6/0 و5/0

هاي ي خاك با افزودن معرفها ارهمانند عص. رسانده شودلیتر مقطر به حجم یک میلی
، 5/2صفر،  دارايبه ترتیب  واسنجیاستانداردهاي . شود می مذکور کمپلکس رنگی ایجاد

  .میکروگرم گلوکز خواهد بود 15و  5/12، 10، 5/7، 5
  
   روش ارزیابی نتایج -6- 5-3

در هر گرم خاك ) GE( میزان فعالیت سلولاز بر حسب میکروگرم گلوکز معادل
گلوکز معادل از روي نمودار کالیبراسیون . شود می مدت انکوباسیون بیان خشک در

  .شود می محاسبه
  :9رابطه 

                                                   
S :ها میانگین گلوکز نمونه  

C :میانگین گلوکز شاهد  

  ) لیترمیلی(حجم مخلوط انکوباسیون :  30
  رقت براي عصاره  عامل: 40
  ) گرم(وزن اولیه خاك : 10

%dm :محاسبه جرم خاك خشک  عامل  
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  ملاحظات و نکات مهم -7- 5-3
هایی ، در چنین خاكاست کشت معمولا کم زیرهاي چون فعالیت سلولاز در خاك - 1

هاي مرتعی و جنگلی فعالیت در خاك. بایستی فعالیت زایلاناز را اندازه گرفت
ها مقدار پنج گرم خاك براي این خاك. شود می گیري اندازهدون مشکل سلولاز ب

  .کافی است
غلظت بالاي  ،و قدرت یونی زیاد آمونیومهاي یون ،هابا توجه به تاثیر منفی نمک - 2

منگنز، اسید اگزالیک، هیدروکسیدها و فلوریدها بر تشکیل رنگ آبی  ،نقره، روي
  .شودي خاك رقیق ها کمپلکس بهتر است عصاره

هاي ي ناشناخته خاك بهتر است پیش آزمایش با رقتها براي آزمایش نمونه - 3
  .مختلف انجام و بهترین درجه رقت بدست آید

باشد تا در مرحله  5/10از  بزرگ تر pH بایستی B  و A هايپس از افزودن معرف - 4
  .جوشاندن عمل احیا به خوبی انجام شود

ز دو باشد تا مانع کدر شدن محلول و کمتر ا pHبایستی   Cپس از افزودن معرف  - 5
  .شودتولید رسوب 

را از دور ریختن محلول، آن پیشبه دلیل سمی بودن سیانید، در پایان آزمایش  - 6
 .قلیایی نموده و آب اکسیژنه اضافه کنید تا سیانید اکسید شود

  
  جمعیت میکروبی خاك گیري اندازه -6

ها، مانند چرخه  بسیاري از واکنشخاك به دلیل نقش اساسی آنها در  ریز جانداران
ترکیبات معدنی، تجزیه مواد آلی و فرآیندهاي مختلف بیوفیزیکی خاك براي محیط 

براي افزایش دسترسی اي  کودهاي آلی و معدنی به طور گسترده. زیست ضروري هستند
توانند بر جمعیت،  می شوند، با این حال، آنها می براي گیاهان استفاده غذاییبه مواد 

آگاهی از جمعیت میکروبی  رواین از. خاك تأثیر بگذارند  ندارانجاریز ترکیب و عملکرد 
ي مختلف و همچنین ها تواند راهنمایی براي مصرف صحیح و متعادل کود می خاك

  .نشان دهنده سلامت خاك از نظر شرایط مساعد محیطی براي کشت گیاهان باشد
قارچ و شامل جمعیت ( یکروبی خاكجمعیت م گیري اندازهدر این دستورالعمل  



 37                                                        گیري خصوصیات زیستی خاك ه دستورالعمل انداز
 

 

 CFU بر اساس واحد Spread plateیا  Plate count با استفاده از روش )باکتري
)Colony forming units ( و با استفاده از محیط کشت عمومی نوترینت آگار)Nutriant 

Agar (و محیط کشت پوتیتو دکستروز آگار  ها براي باکتري(PDA) معرفی ها براي قارچ 
  .)Krieg et al., 1981. Lorch, 1995(  شود یم

              
  تجهیزات وسایل و   -1- 6

 ترازوي آزمایشگاهی 

 پتپی  
 سانتی متري 15اي  لوله شیشه  
 پنبه  
 دیسپنسر  
  لیتريمیلی 250ارلن مایر 

 پتري دیش  
 گلس براي پخش کردن سوسپانسیون روي محیط کشت  
 دستگاه آون  
 دستگاه هود لامینار  
  اتوکلاودستگاه  
 ارلن مایر و شیکر لوله شیکر دستگاه  
  دستگاهpH متر  
  انکوباتوردستگاه 

 

  ها گرمواد و واکنش -2- 6
 مطابق ( گرم از محیط آماده نوترینت آگار 28: محیط کشت آماده نوترینت آگار

 کلاوواتدر یک لیتر آب مقطر ریخته و در داخل ) دستور درج شده روي ظرف
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ستریل و خنک شدن محیط زیر دستگاه هود لامینار و پس از ا. قرار داده شود
 .شودي استریل پخش ها در کنار شعله در پلیت

 مطابق (گرم از محیط آماده  39: محیط کشت آماده پوتیتو دکستروز آگار
در یک لیتر آب مقطر ریخته و در داخل اتکلاو ) دستور درج شده روي ظرف

یط زیر دستگاه هود لامینار و پس از استریل و خنک شدن مح. قرار داده شود
 .شودي استریل پخش ها در کنار شعله در پلیت

 آب مقطر استریل 
 

  مراحل انجام آزمون -3- 6
میلی متري، توزین و در ارلن مایر  دوگرم از خاك مرطوب پس از عبور از الک  10 - 1

 و) 10-1رقت (میلی لیتر آب مقطر استریل ریخته  90میلی لیتري حاوي  250
 .با استفاده از فویل بسته شوددرب ظرف 

 30دور در دقیقه، به مدت  140ارلن مایر مورد نظر روي شیکر دورانی با سرعت  - 2
 .دقیقه قرار داده شود

تهیه سري رقت پس از انتقال نمونه به اتاق کشت و زیر هود لامینار، یک میلی  براي - 3
تر آب مقطر استریل میلی لی نهحاوي اي  لیتر از سوسپانسیون مورد نظر در لوله شیشه

سري رقت به . از سوسپانسیون بدست خواهد آمد 10-2بدین ترتیب رقت . ریخته شود
) میلی لیتري نهمیلی لیتر از آخرین رقت در لوله حاوي آب مقطر  یک( ترتیب همین

توجه شود که در هر مرحله لوله حاوي رقت مورد . ادامه پیدا خواهد کرد 10- 6تا رقت 
 .ثانیه روي دستگاه شیکر لوله قرار داده شود 10 نظر به مدت حداقل

ي کشت ها یک دهم میلی لیتر از آخرین رقت به وسیله پی پت استریل روي محیط - 4
ي مخصوص که با ها اند ریخته شود و سپس توسط گلسآماده شده پیشکه از 

براي هر رقت دو تکرار از پلیت . گردد در کل پلیت پخش شود می الکل استریل
ي ها همه رقت به همین ترتیب یک دهم از. یط کشت در نظر گرفته شودحاوي مح

 .)12شکل (شود مورد نظر در محیط کشت ریخته و در سطح پلیت پخش 

باید . قرار گیرند سلسیوسدرجه  28ي مورد نظر داخل انکوباتور با دماي ها پلیت - 5
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ط توان به منظور شمارش یک باکتري خاص در خاك از محی می توجه داشت که
کشت اختصاصی همان باکتري به جاي نوترینت آگار استفاده نمود و سپس نمونه 

 .) Townsend and Naqui, 1998( را در دماي اپتیمم رشد آن باکتري قرار داد

 
 روش ارزیابی نتایج -4- 6

هاي کند رشد تا یک ها و قارچبراي باکتري( ساعت 48تا  24 زمانپس از گذشت 
  :شودبا استفاده از رابطه زیر محاسبه  جمعیت اه و ظهور کلونی )هفته

  :10رابطه
 (CFU/ml) ریزجاندار جمعیت= ه هاي شمارش شدتعداد کلنی ×رقت عکس ×10    

لیتر استفاده شده در میلی 1/0براي تصحیح مقدار  10در رابطه فوق ضریب  :نکته
 . گذاشته شده است ها پلیت

  

  
و  هاشمارش تعداد کل باکتري رقت براي جداسازي وهاي وسري Plate countروش  - 12 شکل

هاقارچ
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