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Εισαγωγικά στοιχεία 
Η νιτροποίηση αποτελεί την διαδικασία μετατροπής της ΝΗ3 (ΝΗ4

+) προς νιτρικά 

ιόντα. Η διεργασία αυτή πραγματοποιείται σε δύο βήματα: α) Νιτρωδοποίηση που 

περιλαμβάνει την μετατροπή της αμμωνίας σε νιτρώδη ιόντα και β) Νιτρικοποίηση 

που περιλαμβάνει την μετατροπή των νιτρωδών σε νιτρικά ιόντα. Μεταξύ των δύο 

αυτών βημάτων η νιτρωδοποίηση αποτελεί το πιο σημαντικό και ρυθμο-καθοριστικό 

βήμα για την ολοκλήρωση της νιτροποίησης αλλά ακόμη και για τον κύκλο του Ν 

συνολικά.  

 
ΝΗ4

+ +  Ο2 → NO2- + 2H+  + H2O     (α)     

 NO2
- + ½ O2 → NO3

-                         (β)               
 

 

 
Εικόνα 1. Τα δύο επιμέρους βήματα της νιτροποίησης (α) Νιτρωδοποίηση και (β) 
Νιτρικοποίηση που πραγματοποιούνται από διαφορετικές ομάδες μικροοργανισμών 
του εδάφους 
 

Η νιτρωδοποίηση πραγματοποιείται και αυτή σε δύο βήματα: α1) Η μετατροπή της 

αμμωνίας σε υδροξυλαμίνη που ελέγχεται από το ένζυμο μονοξυγενάση της 

αμμωνίας (ΑΜΟ) και α2) η μετατροπή της υδροξυλαμίνης σε νιτρώδη που ελέγχεται 

από το ένζυμο οξειδορεδουκτάσης της υδροξυλαμίνης (ΗΑΟ) (Εικόνα 2). Μέχρι το 

2004 υπήρχε η θεώρηση ότι η νιτρωδοποίηση στο έδαφος πραγματοποιείται 

αποκλειστικά από χημειαυτότροφα βακτήρια και ειδικότερα β-πρωτεοβακτήρια του 

γένους Nitrosomonas και Nitrosospira (Kowalchuk and Stephen, 2001). Το 2006 με 

μια πρωτοποριακή εργασία ο Leininger και οι συνεργάτες του παρουσίασαν ότι 

μεσόφιλα αρχαία κατέχουν τον ενζυμικό οπλισμό για να οξειδώνουν την αμμωνία και 

μάλιστα κυριαρχούσαν σε πληθυσμό των αντίστοιχων νιτρωδοποιητικών (Leininger 

et al. 2006) βακτηρίων στα περισσότερα εδάφη. Ακόλουθες μελέτες επιβεβαίωσαν 

την σημαντική συμμετοχή των αρχαίων στην νιτρωδοποίηση στο έδαφος (Prosser and 

Nicol 2008, Gubry-Rangin et al., 2010, Zhang et al. 2010) και ειδικότερα την 

κυριαρχία τους έναντι των βακτηρίων στα όξινα εδάφη (Nicol et al. 2008, Prosser and 

Nicol 2012). Τα μεσόφιλα νιτρωδοποιητικά αρχαία τοποθετήθηκαν σε ένα νέο φύλλο 

που ονομάστηκε Thaumarcheota και φαίνεται ότι κατέχουν το ένζυμο ΑΜΟ αλλά όχι 

το ΗΑΟ κάτι που δείχνει ότι έχουν κάποιον άλλο μηχανισμό για την περαιτέρω 



οξείδωση της υδροξυλαμίνης προς νιτρώδη (Schleper and Nicol, 2010). Επιπλέον 

φαίνεται ότι δεν είναι αποκλειστικά αυτότροφα αλλά παρουσιάζουν χαρακτηριστικά 

μικτότροφων μικροοργανισμών (Tourna et al. 2011), σε αντίθεση με τα 

νιτρωδοποιητικά βακτήρια που αποτελούν χημειοαυτότροφους μικροοργανισμούς και 

χρησιμοποιούν την νιτρωδοποίηση ως πηγή ενέργειας για την αύξηση τους.  

 

 
Εικόνα 2. Η διαδικασία την νιτρωδοποίησης (γκρι πλαίσιο) που πραγματοποιείται σε 
δύο βήματα από βακτήρια και αρχαία και την οποία ελέγχουν δύο ένζυμα, τα ΑΜΟ 
και ΗΑΟ.  Ακολούθως τα νιτρώδη ιόντα που παράγονται οξειδώνονται ταχύτατα 
προς νιτρικά από τα νιτρικοποιητικά βακτήρια. 
 

Η δυνητική νιτροποίηση αποτελεί μια μέθοδο προσδιορισμού του ρυθμού 

νιτροποίησης στο έδαφος. Ειδικότερα ως ρυθμός δυνητικής νιτροποίησης (potential 

nitrification rate) αναφέρεται ο μέγιστος ρυθμός μετατροπής των κατιόντων 

αμμωνίου (ΝΗ4
+) ή της αμμωνίας (ΝΗ3) σε νιτρώδη (ΝΟ2

-) ιόντα που συμβαίνει υπό 

συνθήκες κορεσμού όσον αφορά την παροχή υποστρώματος (ΝΗ4
+/ΝΗ3) (Hart et al., 

1994). Ο υπολογισμός του ρυθμού της δυνητικής νιτροποίησης βασίζεται στη ρυθμό-

καθοριστική (rate-limiting) αντίδραση της οξείδωσης της αμμωνίας. Συγκεκριμένα, 

δείγμα εδάφους επωάζεται με περίσσεια αμμωνιακού υποστρώματος και 

υποχλωριούχων αλάτων που χρησιμεύουν για την παρεμπόδιση της περαιτέρω 

οξείδωσης των νιτρωδών σε νιτρικά ιόντα. Έπειτα από επώαση μερικών ωρών ο 

ρυθμός οξείδωσης της αμμωνίας σε νιτρώδη ιόντα υπολογίζεται φωτομετρικά ή με 

αέρια χρωματογραφία.  

Τα νιτρώδη ιόντα χρησιμοποιούνται ως τελικό σημείο αναφοράς αν και 

αποτελούν ουσιαστικά ενδιάμεσο προϊόν της νιτροποίησης και απαντώνται μόνο σε 

τεχνικές που εμπεριέχουν αιώρηση και σε ασβεστολιθικά εδάφη. Η δυνητική 

νιτροποίηση αντανακλά το μέγεθος του πληθυσμού των αυτότροφων 

νιτρωδοποιητικών οργανισμών για τους οποίους η αμμωνία είναι απαραίτητο 



υπόστρωμα και χρησιμοποιείται ευρέως για τη μελέτη των τοξικών επιδράσεων 

βαρέων μετάλλων, πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθράκων και γ.φ στους 

νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς του εδάφους (Smolders et al. 2001, 

Maliszewska-Kordybach et al., 2007, Wessen and Hallin 2011). Ο προσδιορισμός του 

ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης στο έδαφος πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την 

μέθοδο της Kandeler (1995). 

 

Αντιδραστήρια  

• Διάλυμα (NH4)2SO4 10mM.  

• Διάλυμα (NH4)2SO4 1mM.  

• Διάλυμα NaClO3 1.5M.  

• Διάλυμα KCl 2M. 

• Ρυθμιστικό διάλυμα NH4Cl 0.19M, pH 8.5.  

• Χρωματικός δείκτης αποτελούμενος από σουλφανιλαμίδη και  N-(1- ναφθυλ)-

αιθυλενο-διάμινο υδροχλώριο.  

• Πυκνό διάλυμα NaNO2 (1000μmol NO2
-1-N ml-1). 

• Διάλυμα εργασίας NaNO2 (10μmol NO2
-1-N ml-1). 

 

Πειραματική διαδικασία  
Για επιτάχυνση της διαδικασίας τα βήματα 1 και 2 έχουν ήδη πραγματοποιηθεί από 

το εργαστηριακό προσωπικό και η εργαστηριακή άσκηση θα ξεκινήσει από το βήμα 3 

ως και την ολοκλήρωση της.   
1. 5 g από τα επιμέρους εδαφικά δείγματα ζυγίστηκαν και μεταφέρθηκαν σε 

κωνικές φιάλες των 250 ml και κατόπιν προστέθηκαν 20 ml διαλύματος 

(ΝΗ4)2SO4 1mM, ως αμμωνιακό υπόστρωμα για τη μετατροπή του σε ΝΟ2
- από 

τους νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς και 0.1ml NaClO3 1.5M  ως 

ανταγωνιστικός αναστολέας της περαιτέρω οξείδωσης των νιτρωδών προς νιτρικά 

ιόντα με σκοπό την τελική συσσώρευση νιτρωδών (ΝΟ2
-) αντί νιτρικών (ΝΟ3

-) 

ιόντων και ακολούθησε ήπια ανάδευση του μίγματος.  

2. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν για επώαση στους 20οC για 6 ώρες υπό συνεχή 

ανάδευση, ενώ τα δείγματα-μάρτυρες αποθηκεύτηκαν για το ίδιο χρονικό διάστημα 

στους -20οC, με σκοπό την απενεργοποίηση των ενζύμων και την αναστολή της 

νιτρωδοποίησης.  



3. Μετά το πέρας των 6 ωρών, όλα τα δείγματα αφέθηκαν να επανέλθουν σε 

θερμοκρασία δωματίου και αμέσως μετά προστίθενται 5 ml διαλύματος KCl 2M 

για τη δέσμευση των ιόντων NH4
+ και ΝΟ3

-, και ακολουθεί σύντομη ανάδευση και 

διήθηση (Εικόνα 3).   

4. Για την φωτομετρική ανάλυση, αναμίχθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα  5 ml από 

το εκχύλισμα που παραλήφθηκε μετά τη διήθηση, 3 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

χλωριούχου αμμωνίου (NH4Cl 0.19Μ) και 2 ml διαλύματος χρωματικού δείκτη 

που  αντιδρά με τα ΝΟ2
- που έχουν παραχθεί και με τη φωτομέτρηση καταδεικνύει 

την συγκέντρωσή τους στα διαλύματα.  

5. Ακολούθησε ανάδευση και ομογενοποίηση του μίγματος και παραμονή για 15 

min σε θερμοκρασία δωματίου, για την πλήρη ανάπτυξη του χρώματος.  

6. Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για το μηδενισμό του φωτομέτρου 

παρασκευάστηκαν αναμιγνύοντας 5 ml αποσταγμένο νερό με 3 ml NH4Cl 0.19Μ 

και 2 ml χρωματικού δείκτη. Η φωτομέτρηση πραγματοποιήθηκε στα 520nm. 

 

 

Εικόνα 3. Φωτογραφία από την διαδικασία προσδιορισμού του ρυθμού δυνητικής 
νιτροποίησης όπου φαίνονται τα διηθήματα που είναι έτοιμα προς φωτομέτρηση. 



 

Ποσοτικός προσδιορισμός του ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης 
Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των παραγόμενων στα εδαφικά δείγματα νιτρωδών 

ιόντων, χρησιμοποιήθηκε πρότυπη καμπύλη δυνητικής νιτροποίησης. Για την 

κατασκευή της πρότυπης καμπύλης παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα NaNO2 

διαφορετικών συγκεντρώσεων. Συγκεκριμένα, 0 (μάρτυρας), 2, 4, 8 και 10 ml 

διαλύματος NaNO2 (10μmol NO2
-1-N ml-1), μεταφέρθηκαν σε ογκομετρικό κύλινδρο 

των 100 ml, όπου προστέθηκαν 20 ml διαλύματος KCl 2M και ο όγκος 

συμπληρώθηκε μέχρις τα 100 ml, με αποσταγμένο νερό.  Με τον τρόπο αυτό 

προέκυψαν διαλύματα συγκεντρώσεων 0, 0.2, 0.4, 0.8 και 1.0 μmol NO2
-1-N ml-1. 

Κατόπιν 5 ml από τα παραπάνω πρότυπα διαλύματα (τελικές συγκεντρώσεις 0, 0.1, 

0.2, 0.4 και 0.5 μmol NO2
-1-N ml-1) αναμίχθηκαν με 3 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

χλωριούχου αμμωνίου (NH4Cl 0.19Μ) και 2 ml διαλύματος χρωματικού δείκτη και 

ακολούθησε φωτομέτρηση στα 520nm (Kandeler, 1995). 
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