Nitrat Hidrolizi
Bu test, mikroorganizmalarin nitratlari rediikte edebilme yetenegini belirlemede
kullanilir.
Bazi bakteriler nitratlar1 (NO3) rediikte ederek nitritlere (NO2) ve hatta daha ileri
basamaklara (amonyak (NH3) ve gaz nitrojen (N2) kadar ayristirabilmektedir
(denitrifikasyon). Olay genellikle anaerobik kosullarda ve rediiktase enzimlerinin

katalitik etkisiyle stirdiiruliir.
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Test, mikroplarin tiirlerini ayirt etmede biiytik yardimci

olur. Enterobacteriaceae familyas1 genellikle pozitif reaksiyon verir. Nitratlarin
ayrismasi sonu olusan uriinler mikroplarin karakterine gore degisebilir. Her ne kadar
gaz nitrojen meydana gelirse de bunun yani sira nitrik oksidi (NO) ve nitrds oksid (N20)
veya hidroksilamin (R.NH.OH) de tesekkiil edebilir. Bu maddeler hiicre icinde

metabolize edilerek protein ve nukleik asit yapiminda yapitasi olarak kullanilirlar.

Materyal

e icinde Durham tiipleri bulunan nitrath (KNO3, % 0.1) swv1 besi yerleri (pH 7.0, 5
ml) gerektiginde yar1 kat1 besi yeri.

e Mikroorganizmalarin saf ve taze kiiltiirleri

e Kontrol pozitif (S. gallinarum) ve negatif (H. vaginalis, veya Acinetobacter
anitratus) kultirleri.

e Griess-llosvay ayiraci (taze hazirlanmis) (alfa naftilamin % 0.5 (A) + sulfanilik
asit %0.8 (B)).

e Ekilmemis siv1 besi yerleri.



Metot
Uremis mikroorganizmalarindan nitrath sivi besi yerlerine ekim yapildiktan sonra
tiipleri 37°C de 1-5 gilin inkubasyona birakilir. Durham ttipleri icinde gazin olusumuna

dikkat edilir. Ttiplere Griess-Illosvay ayiraclarindan (A+B) 5'er damla konur.

Degerlendirme

1) Tiplerde gaz olusumu (Nz) denitrifikasyonu gosterir ve pozitif olarak kabul
edilebilir (eger bakteriler fermenter degilse). Ancak, boyle tiiplere Griess-Illosvay
ayiracindan A ve B solusyonlarindan 5'er damla damlatildiktan sonra hafifce
calkalanir. Bir iki dakika i¢cinde kirmizi rengin meydana gelmesi de nitratlarin
nitritlere kadar rediikte oldugunu ifade eder (pozitif reaksiyon).

2) Tiplerde gaz yoksa, yine ayira¢ damlatilir. Bir iki dakika icinde kirmizi rengin
meydana gelmesi pozitif olarak kabul edilir.

3) Eger, sonuc negatif (hi¢ reaksiyon olusmazsa) olarak goriillirse, ya nitratlar hig
ayrismamistir veya nitratlarin ayrigsmasi nitrit safhasindan da d6teye (amonyak
veya gaz nitrojene ulasmis olabilir. Bu durumda, ayiraglar konmus olan tiiplere
cok az miktarda toz ¢inko (15-20 mg) katilir. Eger, cinko ilavesi sonu kirmizi renk
meydana gelirse (nitrat nitrite rediikte olmustur). Sonu¢ negatif olarak
degerlendirilir. Eger kirmizi renk olusmazsa, bu durum, nitratlarin nitritden de
daha oteki safhalara rediikte oldugunu ifade eder (pozitif reaksiyon). Amonyak

olusumu de Nessler ayiraci ile ortaya konabilir.

Dikkat edilecek noktalar

1) Bazi mikroorganizmalar fermentasyon sonu tipler icinde gaz (hidrojen)
meydana getirebilir. Bu durum karsisinda bakterinin karakterini iyi bilmek
gerekir. Eger tiipte gaz olusmussa ve mikroorganizma fermentasyon olusturan
tirden degilse, gazin nitrojen (N2) olma olasiligl buiytiktir ve ayiract koymaya
gerek olmayabilir. Ancak, bakteri fermenter tiirden ise ayiraglari kullanmak
zorunludur.

2) Bazi arastiricilar ayr kati ortamlarin daha iyi sonug verdigini bildirmektedirler.
Gerekirse i¢cinde % 0.02 - 0.04 agar ve % 0.1 KNO3 bulunan yar1 kati besiyeri de

denenebilir.



3) Ayiraglar taze hazirlanmalar1 ve iyi ¢alistiklar1 kontrol edilmelidir. A-reagenti
buzdolabinda ve buna karsin b-reagenti ise oda sicakliginda muhafaza
edilmelidir.

4) Alfa naftil amin karsinojenik etkiye sahip oldugundan dikkatlice kullanilmalidir

(pamuklu pipetle ve agizdan cekilerek kullanilmaz).



