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)پژوهش و سازندگی(

چكيد‌ه 
آمونيا کيكي از منابع بس�يار مهم نيتروژن براي گياهان و ميكروارگانيس�م ها مي باش�د. باكتري هاي تثبيت كننده ازت, نيتروژن 
ملكولي را توسط كمپلكس آنزيمي نيتروژناز1 به آمونياك تبديل مي كنند كه عمده اين آمونياك طي فرآيند جذبي2 آمونياك جذب 
سلول شده و ترشحي نمي باشد اما گزارش هايي موجود است كه در برخي از باكتري هاي جهش يافته ي تثبيتک ننده ازت, ترشح 
آمونياك رخ مي دهد. در اين تحقيق توليد آمونياك طي فرايند تثبيت ازت در باكتري هاي وحشي تثبيتک ننده ازت مورد بررسي 
قرار گرفت. ابتدا سويه هاي مختلف اين باکتريها شامل اگروباکتريوم3 پاني باسيلوس4، ريزوبيوم5،ک لبسيلا اکسي توکا6 و ازتوباکتر7 
از ريش�ه و خاك اطراف ريش�ه گياهان مختلف از جمله نخود, شنبليله, عدس, يونجه, لوبيا, گندم و برنج جداسازي شدند و سپس 
هرکدام آنها در دو محيطک شت بدون منبع نيتروژن )ازتو باكتر براث( با دو منبع مختلف قندي شامل مانيتول و ساكارزک شت داده 
ش�دند و بعد از يک هفته توليد آمونيا کدر آنها توس�ط معرف نس�لر8 مورد بررسي قرار گرفت. در مرحله بعدي 3 سويه از باكتري 
پاني باس�يلوس)E, H, SHک  (ه داراي بهترين راندمان توليد بودند انتخاب ش�ده و توليد آمونيا کدر يک سيستم طراحي شده ي 
ابتکاري در س�ه آزمايش مختلف شامل )i حالت خش كشده باكتري )بيومس خشك9( بدون حضور ماده غذايي )ii در محيط مايع 
و )iii به صورت تر )بيومس تر10( قرار گرفته بر روي محيط جامد اس�لنت، به مدت طولاني )7 هفته( مورد بررس�ي قرار گرفت. در 
مرحله آخر توليد آمونيا کدر واکنش تثبيت ازت با توليد آمونيا کطي واكنش آمونيفيكاس�يون11 )توس�ط باکتري هاي غير تثبيت 
کننده ازت( با يكديگر مقايسه شد. نتايج نشان داد از بينک ل 35 سويه جداسازي شده, فقط 7 سويه پاني باسيلوس قادر به توليد 
 U آمونيا کدر طي فرايند تثبيت ازت بودند )با ماکزيمم توليد 14/2 ميلي مولار در محيط س�اکارز ازتو باكتر( و با كم كسيس�تم
ش�كل در س�ويه E پاني باسيلوس در حالت خشک شده بعد از يک هفته بيش�ترين مقدار توليد آمونيا کديده مي شود )22ميلي 
مولار(. مقايسه توليد آمونيا کدر واكنش آمونيفيكاسيون و واکنش تثبيت ازت )توسط باکتري پاني باسيلوس( نشان داد كه توليد 
آمونيا کدر پاني باسيلوس هم به مقدار بيشتر و هم به مدت طولاني‌تري انجام مي‌شود. اهميت اين تحقيق توليد و جمع آوري گاز 

آمونياك به صورت كاملًا جداگانه با يک روش جديد و ابتكاري مي باشد. 

كلمات كليد‌ي: آمونياك، آمونيفيكاسيون، آنزيم نيتروژناز، باكتري هاي تثبيت كننده ازت
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تولید آمونیا کآزاد ...

مقد‌مه
آموني��اك كي��ي از مهم ترين تركيبات عنصر نيتروژن اس��ت كه معمولاً 
براي توليد كودهاي ش��يميايي اس��تفاده مي ش��ود زيرا اين ماده حاوي 
نيتروژن اس��ت كه براي رش��د گياهان مهم و ضروري اس��ت )4، 7، 9، 
10(. كمپلك��س آنزيمي نيتروژناز موجود در باكتري هاي تثبيت كننده 
ازت، طي فرآيند جذبي آمونياك، نيتروژن ملكولي را به آمونياك تبديل 
مي كند و در واقع اين آنزيم مسئول تثبيت N2 مي باشد. اين آمونياك 
بلافاصله با كمك دو آنزيم گلوتامين سنتازGS( 12( و گلوتامات سنتاز13 
)GOGAT( در مس��ير آنزيم��ي گلوتامين س��نتاز- گلوتامات س��نتاز 
جذب سلول مي ش��ود، به اين ترتيب محصول فرايند تثبيت ازت يعني 
آمونياک توس��ط آنزيم گلوتامين سنتتاز جذب مي شود. در اين واکنش 
آمونياک با گلوتامات ترکيب مي شود و گلوتامين حاصل مي شود. آنزيم 
GOGAT گلوتامي��ن را با آلفاکتوگلوت��ارات ترکيب مي کند و دو عدد 

گلوتامات حاصل مي شود )6،5،3(:
در جهش يافته هاي با نقص در GOGAT، گلوتامات مي تواند از طريق 
 )GDH( 14آمين دار شدن آلفاکتوگلوتارات بوسيله گلوتامات دهيدروژناز
نيز توليد ش��ود )11، 13(. گلوتام��ات منبع گروه هاي آلفا آمينوي همه 
اس��يدهاي آمينه، نيم��ي از نيتروژن در حلقه ه��اي پيريميدين، پورين 

و ايمي��دازول و همچنين گروه آمينوي آدنين مي باش��د. گلوتامين نيز 
نيت��روژن NAD، آمين قندها، پارا آمينوبنزوئيک اس��يد )PABA( و 
ديگر نيتروژن هاي پورين، پيريميدين، هيستيدين و تريپتوفان را تامين 

مي کند. 
بنابراين آمونياک توليدي وارد مسيرهاي بيوسنتزي سلولي براي ساخت 
ترکيبات نيتروژن دار مي ش��ود و آزاد ش��دن آمونياک رخ نمي دهد. اما 
  GDH ،در برخ��ي از گزارش هاي موجود به علت جهش در آنزيم هاي
GSيا GOGAT و سيس��تم هاي وابسته سلول توانايي جذب آمونياک 
توليد ش��ده در طي فرايند تثبيت ازت را از دس��ت مي دهد و ترشح اين 

ماده به محيط کشت رخ مي‎دهد )19،15،14،12،1(.
 اولي��ن گزارش در م��ورد باکتري ه��اي توليدکننده آموني��اک در مورد 
س��ويه هاي جه��ش يافت��ه اي از Klebsiella pneumonia بود که 
در تواناي��ي ج��ذب آموني��اک دچار نق��ص بودند. اين س��ويه ها در ژن 
glnA ک��ه GS را ک��د مي کن��د نقصي نداش��تند بلکه در ي��ک يا هر 
 دوي مس��يرهاي ديگ��ر فرايند جذبي آمونياک دچ��ار نقص بودند يعني 
آنزي��م هاي GOGAT و GDH. زماني که GS باعث توليد گلوتامين 
مي شد عدم حضور GOGAT و GDHمانع توليد گلوتامات مي شود. 
در اين جهش يافته ها آمونياک حاصل ش��ده از فعاليت نيتروژناز جذب 

Agronomy Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 93 pp: 93-103

Investigation of free ammonium production by bacteria in nitrogen fixation process 
By: D. Shokri, Biology Dept, Scienes Faculty, Isfahan University, (Corresponding Author; Tel: +989188407183) Em-
tiazi G. and Abassi S. Biology Dept, Sciences Faculty Isfahan University. 
Ammonium (NH3) is an important nitrogen (N) source for plants and microorganisms. Bacteria convert N2 to NH3 by 
nitrogenase complex in nitrogen fixation process and this NH3 is assimilated and not released. However, there are 
some reports that N fixation in some mutant bacteria may lead to NH3 secretion. In this study wild strains producers of 
NH3 through N fixation without use of any mutant, were investigated as there were few reports about them. So, NH3 
production in different N fixing bacteria like Paenibacillus, Rhizobium, Azotobacter, Agrobacterium and Klebsiella 
oxytoca, isolated from soil and plant roots of alfalfa (Medicago sativa), lentil (Lens culinaris), bean (Phaseolus luntus), 
pea (Pisum sativum), wheat (Triticum aestivum) and rice (Oryza sativa) was analyzed. NH3 production was assayed 
with Nessler reagent from bacteria cultured in two nitrogen-free medium (with two different carbon source including 
sucrose and mannitol) for one week. In the next stage, three strains of Paenibacillus (E, H, SH) with the highest NH3 
production were selected and by means of an innovative system, production of NH3 in three different experiments (dry 
biomass of bacteria without any medium, in broth medium and wet biomass of bacteria located on slant medium) was 
assayed until production approached none (7 week). In the last stage, NH3 production by these bacteria was compared 
with non-nitrogen fixing bacteria during the ammonification process. Results show that from the 35 different isolated 
strains, only Paenibacillus strains were able to produce NH3 during the process of N fixation and accordingly seven 
strains of Paenibacillus were isolated (14.2 mM at the highest). The results indicated that dry biomass of E strain of 
Paenibacillus produced the highest amount of NH3 in the first week (22 mM). Paenibacillus produced greater amount 
of NH3 and for a longer time in comparison with ammonifynig bacteria. This is a novel way for the production of free 
ammonium.

Key words: Ammonium; Ammonification; Nitrogen fixing bacteria; Nitrogenase enzyme   
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نگردي��ده و به خارج ترش��ح مي ش��ود و باعث افزايش مي��زان آمونياک 
 در محيط مي ش��ود )5(. در طي واکنش آمونيفيکاس��يون ترکيبات آلي 
ازت دار توس��ط ميکروارگانيس��م ها تجزيه ش��ده و در اث��ر اين تجزيه 
آموني��اک آزاد مي ش��ود )2، 13، 16( که درباره اي��ن فرايند تحقيقات 
مختلفي انجام ش��ده است اما در تحقيق پيش رو توليد آمونياک در طي 
واکنش تثبيت ازت در باکتري هاي وحش��ي تثبيت کننده ازت که کي 
راه جديد براي توليد آمونياک مي باشد مورد بررسي قرار گرفته است كه 
گزارش هاي خيلي كمي راجع به آن موجود اس��ت و گزارشهاي موجود 
بر روي جهش يافته هايي که باعث ترش��ح آمونياک به محيط مي شوند 
متمرکز هستند و اين ترشح در باکتري هاي وحشي به صورت معدودي 

بررسي شده است )17، 18(.

مواد و روش ها
جداسازي باکتري هاي مورد مطالعه 

‌- ريزوبي�وم: ب��راي جداس��ازي  س��ويه ه��اي مختل��ف ريزوبي��وم از 
گرهک هاي موجود در ريش��ه گياهان مختلف از جمله نخود، ش��نبليله، 
عدس، يونجه و لوبيا استفاده شد. پس از جداسازي اين غده ها از ريشه، 
اس��تريل آنها در کلرور جيوه 0/1 درصد به مدت 5-2 دقيقه )بس��ته به 
اندازه گرهک( انجام شد و بعد از 3 بار شستشو توسط آب مقطر استريل، 
غده ها در داخل محيط ريزوبيوم )محيط عصاره مخمر مانيتول آگار15 يا 
YEMA( له ش��ده تا باکتري هاي موجود در داخل اين غده ها در اين 

محيط رشد کنند )13، 19(.
- پاني باس�يلوس: براي جداس��ازي  س��ويه هاي مختلف اين باکتري 
نمونه‌هاي خاك از ريزوس��فر گياهاني مثل گندم، برنج و يونجه ساييده 
و الك ش��ده و سپس 10 گرم از آن را به 90 میلی لیتر آب مقطر اضافه 

كرده و به ‌مدت 20 دقيقه روي Shaker قرار داده و سپس آن را به‌مدت 
10 دقيق��ه در بن‌ماري 80 درجه س��انتي‌گراد ش��وك حرارتي داده و 1 
میلی لیتر از آن را روي پليت حاوي محيط جامد ازتوباكتر )محيط جامد 
مانيتول آگار فاقد نيتروژن( ريخته و با روش Spread plate در سطح 
 پلي��ت پخش مي‌كنيم و به‌مدت ي��ك هفته در داخل جار بي‌هوازي قرار 

مي دهيم )17، 18(.
- Kl.oxtitoca: براي جداس��ازي اين باکتري از ريش��ه گياه گندم و 
برنج اس��تفاده ش��د به اين ترتيب که تارهاي کشنده اين گياهان توسط 
کلرورجيوه 0/1 اس��تريل گشته و س��پس در محيط ائوزين متيلن بلو16 
)EMB( له گشته و بعد از 24 ساعت کلني هاي اين باکتري جداسازي 

گشت )4، 5(.
- ازتوباکتر: نمونه‌هاي مختلف خاك را ساييده و الك مي کنيم سپس 
آنرا به صورت نمک پاش در س��طح محيط کش��ت ازت��و باکتر آگار مي 
پاشيم. پس از کي هفته کلني هاي لزج کرمي رنگ يا متمايل به زرد را 

جداسازي مي کنيم )12،1، 15(.
همچنين در اين تحقيق از دو س��ويه اس��تاندارد آگروباکتريوم بنام هاي 

A4 و LBA9402 استفاده شد.

رشد باکتري ها به منظور بررسي توليد آمونياک
تمام��ي باکت��ري هاي م��ورد مطالعه پس از جداس��ازي در محيط هاي 
اختصاص��ي، به منظور بررس��ي توليد آمونياک ط��ي تثبيت ازت، در دو 
محيط کش��ت مايع فاقد منبع نيت��روژن )يکي محيط ازت��و باکتر آگار 
ب��ا منبع کربن مانيتول و ديگري  محيط ازت��و باکتر آگار با منبع کربن 
س��اکارز( به مدت 1 هفته رشد داده ش��دند. چونكه اين محيط ها فاقد 
هر گونه منبع نيتروژني است و از آنجايي كه در واكنش آمونيفيكاسيون 
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تجزي��ه منابع نيتروژني روي مي دهد، بنابراين در صورت توليد آمونياک 
م��ي توان نتيجه گرفت که اين آمونياک توليدي در اثر تثبيت ازت و نه 

در اثر واكنش آمونيفيكاسيون  بوده است.

رسم منحني استاندارد آمونياک
 براي رس��م منحني اس��تاندارد آمونياک ابتدا 264 ميلي گرم س��ولفات 
آموني��وم را در کي ليت��ر آب مقطر حل کرده تا محل��ول 4 ميلي مولار 
آمونياک به  دست آيد. از اين محلول سري رقت بين 0 تا 40 ميلي مولار 
س��اخته شده و س��پس به 0/5 ميلي ليتر از اين رقت ها، 9/5 ميلي ليتر 
آب مقطر و 0/5 ميلي ليتر معرف نسلر اضافه شد و بلافاصله جذب نوري 
هر کدام در طول موج 410 نانومتر با کمک دس��تگاه اسپکتروفتومتر17 
Microsoft office Excel   2003خوانده ش��د و با کم��ک برنام��ه

منحني استاندارد آمونياک رسم شد )شکل 1(.

بررسي توليد آمونياک
 توليد آمونياك در باکتري هاي جداس��ازي ش��ده توسط معرف نسلر مورد 
بررس��ي قرار گرفت که در اث��ر توليد آمونياک با اين معرف محيط کش��ت 
باکتري به رنگ زرد تا قهوه اي در مي آيد سپس جذب نوري در طول موج 
410 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد و در نهايت با استفاده 

از منحني استاندارد آمونياک مقدار کمي آمونياک توليدي بدست آمد.

توليد آمونيا کباک مک لوله U شکل
3 س��ويه مختل��ف پاني باس��يلوس بنام ه��ايE ،H  وSH ك��ه داراي 
بيش��ترين ميزان توليد آمونياک در محيط مايع )در مرحله قبل( بودند 
انتخاب ش��دند. ازآنجايي كه گاز آمونياك به راحتي در آب حل ش��ده و 
توليد هيدروكس��يد آمونيوم مي كند، در مرحله‌ بعد براي جداسازي گاز 
آمونياك توليدي طي تثبيت ازت و واردسازي آن به فاز آبي يك سيستم 

ساده ابتكاري به شرح زير طراحي شد:
دو لوله آزمايش كه كيي حاوي باكتري در حالت هاي مختلف و ديگري 
ح��اوي آب مقطر به منظ��ور جمع آوري گاز آمونياك توليدي اس��ت را 
توس��ط يك لوله رابط U ش��كل به هم وصل كرده و سر لوله ها را كاملًا 
مس��دود كرده تا محيط نسبتاً بي‌هوازي ايجاد شود )شکل2(. در مرحله 
بعدي در لوله اول در آزمايش��ات ابتكاري زير توليد آمونياك در 3 سويه 

باكتري به صورت جداگانه مورد بررسي قرار گرفت:
حالت اول: رسوب غني شده باكتري )بيومس تر( حاصل از 5 میلی لیتر 
محيط ازتوباكتر براث18 با منبع قندي س��اكارز ازكشت يك هفته اي آن 
توسط سانتريفيوژ محيط )10 دقيقه با دور rpm 4000( به دست آمده 
و در لوله اول بر روي محيط اس��لنت اين محيط قرار داده شد و در لوله 
دوم 5 میل��ی لیتر آب مقطر قرار گرف��ت. اين مرحله به صورت جداگانه 

براي هر 3 سويه انجام گرفت.
حالت دوم: در لوله اول كش��ت يك هفته اي از باكتري در 5 میلی لیتر 
محيط مايع ازتوباكتر براث با منبع قندي س��اكارز و در لوله دوم 5 میلی 
لیتر آب مقطر قرار گرفت. اين مرحله به صورت جداگانه براي هر 3 سويه 

انجام گرفت.
حال�ت س�وم: رس��وب حاصل از 5 میلی لیتر باكت��ري در محيط مايع 

ازتوباكت��ر براث با منبع قندي س��اكارز )كش��ت يك هفته( كه توس��ط 
س��انتريفيوژ )10 دقيقه با دور rpm 4000( به دست آمد، خشك شده 
)بيومس خش��ك( و بدون اينكه از محيط و ماده غذايي خاصي استفاده 
ش��ود در لوله اول قرار گرفت و در لوله دوم 5 میلی لیتر آب مقطر قرار 

گرفت. اين مرحله به صورت جداگانه براي هر 3 سويه انجام گرفت.
تمام محيط هاي بالا در دماي 30 درجه سانتي گراد انكوبه گذاري شده 
و ت��ا 7 هفته كه توليد آمونياك در هر 3 س��ويه باكتري به صفر رس��يد 
آزمايش��ات ادام��ه يافت، به اي��ن ترتيب كه بعد از ه��ر هفته لوله دومي 
حاوي آب مقطر را جدا كرده و به آن ميزان 0/25 سي سي معرف نسلر 
اضافه شده و جذب نوري آن در طول موج410 نانومتر با كمك دستگاه 
اسپكتروفتومتري قرائت مي شد سپس مجدداً در لوله دوم 5 میلی لیتر 
آب مقطر جديد قرار داده و آن را به سيستم وصل كرده و به اين ترتيب 

آزمايشات تا 7 هفته ادامه يافت.

مقايسه توليدآمونيا کطي تثبيت ازت و طي 
واکنش آمونيفيکاسيون در لوله U شكل

  ب��ه منظ��ور مقايس��ه مي��زان آموني��اک تولي��دي ط��ي تثبي��ت ازت در 
باکتري هاي فوق و طي واکنش آمونيفيکاسيون در باکتري هاي غير تثبيت 
 Str.faecalis، L.monocytogenes کننده ازت، از سه باکتري گرم مثبت
و Sta. aureus اس��تفاده شد که ميزان توليد آمونياک در اين باکتري ها 
شبيه حالت سوم در مرحله قبلي در سطح خشک )بيومس خشك( به مدت 

7 هفته در لوله U شکل مورد بررسي قرار گرفت. 

آناليز آماري داده‌ها
تجزي��ه و تحليل آماري داده‌ها در صورت لزوم، با اس��تفاده از نرم‌افزارهاي 

SPSS )آناليز واريانس يك راهه19 و آزمونT20( و Excel انجام شد.

نتايج     
35 س��ويه مختلف باکتري جداسازي و توس��ط تست هاي بيوشيميايي 
شناس��ايي جنس انجام گردي��د )1، 4، 5، 12، 13، 15، 17، 18، 19(. 
درکل 16 س��ويه مختلف ريزوبيوم، 15 س��ويه مختلف پاني باسيلوس، 
2 س��ويه ازتوباکتر و 2 س��ويه Kl.oxtitoca جداسازي شد )شكل3(. 
نتايج نش��ان داد در بين كل باکتري هاي فوق فقط 7 س��ويه از باكتري 
پاني باس��يلوس داراي قدرت توليد آمونياک هس��تند ك��ه در اثر اضافه 
 ک��ردن مع��رف نس��لر بلافاصله ب��ه رن��گ زرد متمايل به قه��وه اي در 
مي آيند )ش��کل4( و بقيه باکتري ها فاقد توانايي توليد آمونياک بودند. 
نتايج اين مرحله در دو محيط ازتوباکتر مانيتول آگار و ازتوباکتر ساکارز 
آگار در مورد 7 س��ويه پاني باسيلوس در ش��کل 5 آمده است كه نتايج 
نش��ان مي دهد باکتري ها در محيط ازتوباکتر ساکارز آگار داراي توليد 
بس��يار بيشتر آمونياک هس��تند و با کمک آناليز آماري داده ها )آزمون 
T( مشخص ش��د اين اختلاف معني دار است )P>0/05(. باکتري پاني 
باس��يلوس س��ويه E بهترين توليدکنن��ده آمونياک ب��ود و داراي توليد 
آموني��اک به مق��دار 5/5 ميلي مولار در محيط ازتوباکت��ر مانيتول آگار 
و 14/2 ميل��ي مولار در محيط ازتوباکتر س��اکارز آگار مي باش��د. نتايج 
توليد آمونياك در لوله U ش��كل در حالات مختلف براي 3 س��ويه پاني 
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باس��يلوس ك��ه در مرحله قبل��ي داراي بالاترين مي��زان توليد آمونياك 
 بودن��د )E ،H  وSH( و مش��خصات آنه��ا در جدول 1 آمده اس��ت در 
ش��كل هاي 6، 7 و 8 نشان داده ش��ده است. اين نتايج نشان داد در هر 
س��ه حالت فوق س��ويه E داراي ميزان بالاتر تولي��د آمونياك بوده و از 
بين اين 3 حالت مختلف در حالت س��وم كه فقط باكتري هاي خش��ك 
ش��ده )بيومس خش��ك( بدون حضور هيچ محيط كش��ت و ماده غذايي 
حضور داش��تند بالاترين ميزان توليد آمونياك در هر 3 س��ويه مشاهده  
ش��د )بالاترين ميزان در س��ويه E به مقدار 22 ميل��ي مولار بعد از يك 
هفته( و سپس در حالت اول كه رسوب غني شده باكتريها )بيومس تر( 
بروي محيط كش��ت اس��لنت قرار گرفت ميزان توليد بالاتري ديده  شد 
)ب��ه مي��زان 15/7 ميلي مولار بعد از يك هفته(. مي��زان توليد آمونياك 
 توس��ط واكنش آمونيفيكاس��يون در 3 باكتري غي��ر تثبيت كننده ازت 
ش��كل  در   )Sta.facalis و   Sta.aureus L.monocytogenes(
9 ديده مي ش��ود. همانطور كه از اين ش��كل معلوم اس��ت ميزان توليد 
آموني��اك در باكتري اس��تافيلوکوک آرئوس از دو باكتري ديگر بيش��تر 
است )به ميزان 5/79 ميلي مولار بعد از يك هفته( اما اين ميزان  توليد 
در طي واكنش آمونيفيكاس��يون توسط اين سه باكتري نسبت به توليد 
آمونياك در طي واكنش تثبيت ازت توس��ط باكتري پاني باسيلوس كه 
در مرحله قبل ديده شد بسيار كمتر بوده و در زمان كوتاهتري يعني در 

هفته ششم در هر سه باكتري فوق صفر مي شود.
 

بحث و نتيجه‌گيري
آمونياک يک��ي از بهترين منابع نيتروژن مورد اس��تفاده براي گياهان و 
 باکتري مي باش��د که براي رش��د بيش��تر باکتري ه��ا و ازدياد محصول  
مي تواند مورد اس��تفاده قرار گيرد و امروزه از آن براي ساختن كودهاي 
ش��يميايي نيتراته از جمله س��ولفات آمونيوم كه جزو كودهاي عالي به 
حس��اب مي آيد اس��تفاده مي ش��ود )2، 8، 10(. در اين تحقيق توليد 
آمونياك در طي فرايند تثبيت ازت در باكتري هاي وحشي تثبيت کننده 
ازت ش��امل پاني باسيلوس، ريزوبيوم، ازتوباکتر، اگروباكتريوم و کلبسيلا 
اکس��ي توکا و نيز مقايس��ه اين ميزان با توليد آموني��اك در طي فرايند 
آمونيفيكاس��يون مورد بررس��ي قرار گرفت كه گزارش هاي خيلي كمي 
راجع به آن موجود بوده و در مقاله هاي قبلي بيش��تر برروي سويه هاي 
 Colnaghi موتان يافته توليد کننده کار ش��ده است، براي مثال آقاي
و همکاران در س��ال 1997 با اس��تفاده از مواد ش��يميايي جهش زا که 
باع��ث ممانعت از فعاليت آنزيم GS مي ش��وند، موفق ش��ده اند جهش 
يافت��ه هايي از باکت��ري ازتوباکتر وينلاندي 25 بدس��ت آورند که توليد 
مقدار  mM15 آمونياک مي کنند )5(. همچنين آقاي Ball وهمکاران 
در س��ال 1992 جهش يافت��ه هايي از همين باکتري را بدس��ت آورده 
اند که ت��ا مقدار 35 ميلي مولار توليد آموني��اک در طي فرآيند تثبيت 
ازت مي کنند )1(. نتايج نش��ان داد در بين باکتري هاي مورد بررس��ي 
فقط برخي از س��ويه هاي پاني باس��يلوس داراي قدرت توليد آمونياک 
در ط��ي فراين��د تثبيت ازت بوده و بقي��ه باکتري ها فاق��د اين توانايي 
 بودند. آقاي Shanmugam و Valentine در س��ال 1975 با كمك 
دس��تكاري هاي ژنتيكي بر روي آنزيم هاي كليدي نيتروژناز و گلوتامات 
س��نتاز، باكتري جهش يافته اي را بدس��ت آوردند ك��ه به ميزان 20/2 

ميكروم��ولار ب��ه ازاي هر ميلي گ��رم پروتئين تولي��د آمونياك مي كرد 
)19(. س��ويه هاي پاني باسيلوس مورد مطالعه در تحقيق حاضر به طور 
مس��تقيم از خاك و ريش��ه اطراف گياهان مختلف جداس��ازي شدند و 
هيچ گونه دس��تكاري بر روي آنها انجام نگرفته است. اين احتمال مطرح 
اس��ت که اين س��ويه ها به طور ذات��ي فاقد آنزيم هايي هس��تند که در 
جذب آمونياک توليدي در تثبيت ازت دخالت دارند و بنابراين آمونياك 
توليد ش��ده جذب نگرديده و به محيط آزاد مي ش��ود. سويه هاي پاني 
باس��يلوس در محيط ازتوباکتر س��اکارز آگار داراي توليد بسيار بالاتري 
نسبت به محيط ازتوباکتر مانيتول آگار بودند. تنها تفاوت اين دو محيط 
در منابع قندي اس��تفاده شده در آنها مي باش��د، بنابراين تفاوت توليد 
 آمونياک در اين محيط ها به منبع کربن آنها مربوط اس��ت. ساکارز کي 
دي س��اکاريد اس��ت که از دو قند گلوکز و فروکتوز تشکيل شده است و 
اين باکتري ها نس��بت به قند مانيتول که کي قند منوس��اکاريدي است 
داراي رش��د بهت��ر و متعاقب آن توليد بالاتر آموني��اک در آن بودند. در 
اي��ن تحقي��ق براي اولين بار ب��ه منظور توليد آمونياك از يك سيس��تم 
ابتكاري اس��تفاده ش��د و هدف اين بود كه بتوان آمونياك را به صورت 
نس��بتاً خال��ص بدس��ت آورد. به همين منظور يك سيس��تم س��اده كه 
در قس��مت مواد و روش ها توضيح داده ش��د طراح��ي گرديد. با كمك 
اين سيس��تم ميزان قابل ملاحظه اي آمونياك ب��ه صورت كاملًا جدا از 
باكتري هاي توليد كننده ي آن در يك ظرف كه فقط حاوي آب مقطر 
بود به دس��ت آمد و مش��اهده گرديد توس��ط بيومس خشك باكتري ها 
 بيش��ترين ميزان آمونياك نس��بت ب��ه بيومس تر يا محي��ط مايع توليد 
مي ش��ود. در حالت خشك ش��ده بدون حضور ماده غذايي به علت عدم 
وجود رشد بيشتر، باکتري ها قادر به مصرف آمونياک توليدي نيستند و 
علاوه بر آن برخلاف دو حالت ديگر کل آمونياک توليدي در لوله مقابل 
که حاوي آب مقطر است جمع مي شود. در قسمت ديگري از اين تحقيق 
توليد آمونياك توسط باكتري پاني باسيلوس در طي تثبيت ازت با توليد 
 Sta.auveus، آن در طي واكنش آمونيفيكاس��يون توس��ط سه باكتري
L.monocytogenes و Sta.facalis با كيديگر مقايس��ه شد. مبناي 
انتخاب اين باكتري ها اين بود كه تاكنون هيچ گزارشي مبني بر تثبيت 
ازت توس��ط اين سه باكتري گزارش نشده است و مي توان مطمئن بود 
كه توليد آمونياك توس��ط آنها فقط به واكنش آمونيفيكاس��يون مربوط 
اس��ت. مقايس��ه ي توليد آمونياک در واكنش آمونيفيكاسيون و واکنش 
تثبيت ازت نش��ان داد باكتري هاي غير تثبيت کننده ازت طي واكنش 
آمونيفيكاسيون مقداري آمونياك توليد مي‌كنند كه هم ميزان آن كمتر 
مي‌باشد و هم در مدت زمان كوتاهتري صفر مي‌شود. درحالي كه توليد 
آمونياک در پاني باسيلوس هم به مقدار بيشتر و هم به مدت طولاني‌تري 
انجام مي‌ش��ود. توليد آمونياك در اين سيس��تم U ش��كل از آن جهت 
داراي اهميت اس��ت ك��ه گاز آمونياك توليدي در ط��ي تثبيت ازت به 
صورت كاملًا جداگانه در لوله اي مجزا جمع آوري مي ش��ود و اين يك 
روش تازه براي توليد اين ماده بسيار مهم توسط باكتري ها مي باشد. در 
کل اين تحقيق کي کار جديد براي توليد آمونياک مي باشد. با توجه به 
حلاليت و سهولت دسترسي آمونياک آزاد براي باکتري و گياه پيشنهاد 
مي ش��ود تحقيقات آينده بر اثر باکتري ه��اي توليد کننده آمونياک بر 

رشد و نمو گياهان و باکتري ها متمرکز شوند. 
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شکل 1- منحني استاندارد آمونياک

شکل2- سيستم ساده طراحي شده به منظور توليد آمونياک

SH پاني باسيلوس
 پاني

H باسيلوس
 پاني باسيلوس

E
صفات

رنگ‌آميزي گرم+++

پيگمان---

مورفولوژي سلولباسيل ـ اسپورباسيل ـ اسپورباسيل ـ اسپور

اكسيداز---

كاتالاز+++

رشد در تيوگليكولات+++

نشاسته-++

+++TSI

سيترات---

گلوكز+++

سوكروز+++

گزيلوز+++

سوربيتول+++

آدونيتول--+

ترهالوز--+

لاكتوز-++

آرابيتوز---

مانوز+++

متيل‌رد--+

لسيتيناز--+

+-+
رشد در برين هاري 
BHI اينفودي برات

-/-/+-/-/+-/-/+SIM

احياي نيترات+++

SH ، H ، E جدول 1- مشخصات سه سويه مختلف پاني باسيلوس به نام هاي
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شكل 3- برخي از كلني هاي خالص جدا شده ي باكتري ها بر روي محيط هاي اختصاصي
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شکل5- ميزان آمونيا کتوليد شده در 7 سويه پاني باسيلوس طي يک هفته در محيط مايع

شکل 4- زرد شدن محيطک شت باکتري هاي پاني باسيلوس بعد از اضافه
ک ردن معرف نسلر در اثر توليد آمونياک
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شکل6- توليد آمونياك در سطح خش ك)بيومس خش (كبه مدت 7 هفته در لوله U شکل توسط سه سويه پاني باسيلوس

شکل7- توليد آمونياك توسط بيومس تر قرار گرفته بر روي محيط اسلنت به مدت 7 هفته در لوله U شکل توسط سه سويه پاني باسيلوس
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شکل9- توليد آمونياك توسط باكتري هاي غير تثبيت‌كننده ازت در لوله U شکل

شکل8- توليد آمونياك در محيط مايع به مدت 7 هفته در لوله U شکل توسط سه سويه پاني باسيلوس
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سپاسگزاری
از دانش��گاه اصفهان به خاطر حمايت مالی اين تحقيق تشکر و قدردانی 

می شود.

پاورقي ها
1- Nitrogenase		
2- Assimilation
3- Agrobacterium	
4- Paenibacillus
5- Rhizobium		
6- Klebsiella oxytoca
7- Azotobacter		
8- Nessler reagent
9- Dry biomass			 
10- Wet biomass
11- Ammonification	
12- Glutamine synthetase 
13- Glutamate synthase
14- Glutamate dehydrogenase
15- Yeast Extract Mannitol Agar
16- Eosin Methylene Blue
17- Spectrophotometer
18- Azotobacter Broth medium
19- One Way ANOVA
20- T-Test
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