
 1404  پاییز،  3، شماره  13جلد                                                                                                        خاک  یکاربرد  قاتیتحق

79 

 

Screening of Nitrogen-Fixing Bacteria Based on a Novel Colorimetric 

Method  
 

Elmira , *3Maryam Mousivand, *2Ali Mohammadi, 1Maryam Layegh Haghighi
4Tizjang 

                                                       

(Received: December, 2024            Accepted: May, 2025) 
 

Abstract 
Sustainable agricultural development has reduced nitrogen fertilizer consumption and resulted in 

nitrogen biofertilizers accounting for 70% of the global microbial market. The complexity and high 

cost of conventional methodologies remain major challenges for screening diazotrophic bacteria; 

therefore, simple, precise, and low-cost techniques should be introduced. In this research, a novel 

colorimetric method was developed by converting spectrophotometric data into RGB and HSV 

values using the smartphone Color Grab application to estimate biological nitrogen fixation. Twelve 

Bacillus subtilis isolates and Azotobacter chroococcum were screened for nitrogen fixation based on 

the color change of NFB medium containing bromothymolblue. Nitrogen concentration was 

quantified using a standard curve obtained from spectrophotometric data. Converting spectroscopic 

data into smartphone colorimetry values enables fast, accurate, and low-cost monitoring of nitrogen-

fixing strains. According to the colorimetric results, the S index (R2 ≤ 0.97) in both open and closed 

systems was successfully used for standard curve drawing in the range of 0 to 18 µg ml-1  to estimate 

different nitrogen concentrations. Based on the NFB medium color shift, all bacterial isolates except 

A15d and g33b strains were able to produce ammonia. The nitrogen fixation capacity of the bacterial 

isolates ranged from 1.65 µg ml-1to 13.32 µg ml-1. Strains g19l and W exhibited the highest nitrogen 

concentrations, estimated at 13.32 and 12.49 µg ml-1, respectively. The high concordance between the 

spectroscopic and colorimetric data substantiated the efficacy of the employed method for precise and 

streamlined screening of diazotrophic bacterial strains.  
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 چکیده 

  یدرصد  70  اختصاص سهم منجر به    داریپا  یتوسعه کشاورز  با هدفدار  تروژنین  یی ایمیش  ی کاهش مصرف کودها  یتلاش برا

اتمسفری  کنندهتیتثب  یستیز  یکودها جهان  در  نیتروژن  پ   یکروبیم  یکودها  یبازار  است.  هز  یدگیچی شده    یبالا  نهیو 

ا  یهاروش چالش  یکی  نیتروژن  یستیز  تیتثب  میزان  یریگندازهمرسوم    یی ایباکتر  یهاهیسو  گریالب غر  درمهم    یهااز 

روش    توسعه  سازد. هدف پژوهش حاضریرا محرز م  متیقو ارزان   قیساده، دق  یهاروش  یکه ضرورت معرف  است  ازوتروفید

حاصل از    ی هاداده  لیتبد   بود. این روش   راههوشمند هم  یو گوش  Color grab  گانیافزار رابر نرم  یمبتن  یسنجرنگ  دیجد

با هز  تروژنین  کمی  یریگاندازه  نیزو    HSVو    RGB  یهابه شاخص  یوفتومترراسپکتدستگاه   و    ینهیرا  بالاکم    سهولت 

 Azotobacter chroococcumاستاندارد    هیو سو  Bacillus subtilis  یی ایباکتر  هیجدا  12  یفی ک  گری. غربالسازدیم  ریپذامکان

 زان یم  کمی  یریگانجام شد. اندازه  طیرنگ مح  رییبلو با تغ  مولیبرموت  ی حاو  و  ( (NFBتروژنین  از  یعار  محیط کشت  در

  ی هاداده  لیصورت گرفت. با تبد  یوفتومترربا روش اسپکت  شدهمیاستاندارد ترس  یبه کمک منحن  نیتروژن  زیستی  تیتثب

از ط امکان غربال س  یدر گوش  سنجیرنگ  شاخص به    یسنجفیحاصل    ی هاهیسو  نهیهزو کم  ق ی، دقریعهوشمند همراه، 

باز    یدر هر دو فضا  S   (97/0≤ 2 (Rشاخص  ی،سنجحاصل از روش رنگ  جی. بر اساس نتا دی فراهم گرد  نیتروژنکننده  ت یتثب

قرار   ml µg 18-1 در محدوده صفرتا تروژنیمختلف ن یهابر غلظت یاستاندارد مبتن یمنحن  میترس یمبنا تیو بسته با موفق

قادر به تولید یون آمونیوم   g33b  و  A15d های  جدایه   جزبه  ها، تمام جدایهNFB  محیط کشت. بر اساس تغییر رنگ  گرفتند

 ن یشتری. بد یرآورد گردب  32/13تا    ml µg 65/1-1 محدودهمورد ارزیابی در    هایجدایهی  غلظت نیتروژن برا  کمی بودند. میزان  

  .د یبرآورد گرد  ml µg49/12-1و    ml µg  32/13معادل    بیبود که به ترت  Wو   g19l  های جدایه نیتروژن مربوط به    دیتول  زانیم

ی دقیق گرربالغ   منظوربهکارایی روش مذکور    دیمؤسنجی  سنجی و رنگهای حاصل از روش طیف همخوانی بسیار خوب داده

 های باکتریایی دیازوتروف بود. و ساده سویه
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 مقدمه 

ترین فاکتورهای محدودکننده رشد  نیتروژن یکی از مهم

می محسوب  جهان  سراسر  در  که گیاهان  شود 

با مصرف کودهای شیمیایی نیتروژنی تأمین    طورمعمولبه

رشدمی نرخ  افزایش  مصرف   گردد.  به  منجر  جمعیت 

به  مختلف  شیمیایی  کودهای  کودهای  فزاینده  ویژه 

قیم  دارتروژن ین افزایش  ضمن  که  محصولات شده  ت 

نامطلوب   آثار  متعاقباً  قبیل طیمحست یزکشاورزی،  از  ی 

آب  نیترات  انتشار آلودگی  زیرزمینی،  و  سطحی  های 

ای و تغییرات چرخه جهانی نیتروژن را به گازهای گلخانه

 (. Bhattacharjee et al., 2008)همراه داشته است 

  با  شیمیایی  کودهای  جایگزینی  اخیر  هایسال  در

  زیستی  کودهای   تولید  نظیر  یانهیهزکم  و   ایمن  هایروش

با    که  دیازوتروف  هایمیکروارگانیسم  بر  مبتنی قادرند 

احیای نیترات قابلیت دسترسی گیاهان به مواد غذایی را 

ی افزایش دهند منجر به توسعه بازار جهانی  مؤثر  صورتبه

فراورده است  این  شده  زیستی   & Romanyà)های 

Casals, 2020.)    دار تروژن ینبازار جهانی کودهای زیستی 

سال   پیش  800به    2016تا  و  رسید  دلار  بینی  میلیون 

  3/14نرخ رشدی معادل    ، با2024شود تا پایان سال  می

 (. Soumare et al., 2020)میلیارد دلار برسد   3درصد به 

کنار   و    Azetobacter  ،Rhizobium  یهایباکتر  در 

Azospirillum    زیستی    کنندگانت یتثب  عنوانبهکه

از  اند شدهشناخته نیتروژن   وسیعی  طیف  ی  هایباکتر، 

.  اندشدهیمعرفبا توان تثبیت نیتروژن نیز    Bacillusجنس  

باکتری تولیداین  دلیل  به  ی  هاهورمون اندوسپور،    ها 

محرک رشد، سیدروفور و طیف وسیعی از ترکیبات ضد  

ی مناسبی برای تولید تجاری کودهای  همیکروبی به گزین

 Jain et)   اندشدهلیتبد  چندگانهکاربری    تیباقابلزیستی  

al., 2021  ی مختلف جنس  هاگونه(. شناساییBacillus 
 Singh etی متعدد )هاپژوهشدر    تروژنینبا توان تثبیت  

al, 2020; Yang et al, 2023)،   تثبیت میزان  افزایش 

نظیر  هاه یسونیتروژن   باکتریایی  و    Azetobacterی 

Rhizobium  با    در مذکور هاهیسوکنسرسیوم  ی 

(Sibponkrung et al., 2020  (Leroux et al., 2024;    و

عوامل   کنترل  و  گیاه  رشد  افزایش  ی  زا یماریبتوانایی 

توسط   و  برداربهره،  ها آنگیاهی  جنس  این  از    ژهیوبهی 

ایمن   زیستی    را  B.subtilisگونه  کودهای  توسعه  در 

 (. Jain et al., 2021) قرار داده است موردتوجه

    با هدف کننده نیتروژن  های میکروبی تثبیتغربال سویه

روش به  زیستی  کودهای  چون توسعه  مختلفی  های 

استیلن   احیای  ، Schollho & Burris, 1966))سنجش 

نشان  ایزوتوپ  از  کجلدال  15Nدار استفاده  روش   ،

(Ebrahimi et al., 2017)،    ردیابی مولکولی ژن کد کننده

 & nif( )Gabyی آنزیم نیتروژناز )ژن  نیپروتئ  زیر واحد

Buckley, 2012 در کشت  و  از محیط  (  عاری  های 

می  نیتروژن  ;Dalton & Kramer, 2006)شود  انجام 

Saribay, 2003) هایی چون احیای استیلن، . اگرچه روش

دار از دقت و حساسیت ردیابی مولکولی و ایزوتوپ نشان

ای بالایی برخوردار هستند، اما نیاز به تجهیزات پیشرفته 

دستگاه    و  15Nسنجی جرمیچون گاز کروماتوگرافی، طیف

PCR  یک از  از  متخصص کارشناس  نیروی  به  نیاز  و  سو 

تکنیک کاربرد  از  مانع  دیگر  در سطح  سوی  مذکور  های 

آزمایشگاه در  و  است  گسترده  شده  مختلف  های 

(Cordova-Rodriguez et al., 2022) روش کجلدال نیز .

که استفاده از آن به دلیل نیاز   استبر و دشوار  روشی زمان

انجام مر به به  تیتراسیون، وابستگی  احل هضم، تقطیر و 

نیروی   وجود  ضرورت  نیز  و  تجهیزات  و  دستگاه  وجود 

مقرون   ,.Sáez-Plaza et al)  ستین  صرفهبهمتخصص، 

باکتریاییسویه  ی گرربالغ   حال نیباا.  (2013   های 

عمدتاً  دیازوتروف کشور  داخلی  تحقیقات  بر    در  مبتنی 

تثبیت    .استمذکور    یهاروش توانایی  زیستی  بررسی 

 Azetobacter  (Nosrati etهایسویه مولکولی در  نیتروژن  

al.,2014)  ،Nostoc ellipsosporum  و  N. muscorum 
(Ahmadi,M & Nourouzi, 2008)، Rhizobium 

meliloti  (Moqtadar et al., 2005)    وAzospirillum spp  

(Akhavan sepahey et al., 2009)  ،  های  ارزیابی  جملهاز

استیلن  انجام احیای  روش  با  گری غربال  .استشده 

سویه  باکتریایی  مولکولی  هدف  Bacillusهای  ردیابی    با 

بررسی    ،(Yavarian et al., 2024)  مولکولی ژن نیتروژناز

باکتری فراوانی  و  تثبیت تنوع  نیتروژن های  کننده 

ذرتقابل فیلوسفر  در   ، (Abadi et al., 2021)   کشت 

سویه مولکولی  تثبیتردیابی  باکتریایی  کننده  های 

جنس  به  متعلق  ،  Azospirillumهای  نیتروژن 

Herbaspirillum    وPseudomonas  (Reinhardt et al., 

سویه  (2008 مولکولی  ردیابی  باکتریایی  و  های 

Pseudomonas    تثبیت پتانسیل  ریزوسفر   نیتروژنبا  در 

شده  مطالعات انجام  جملهاز  ،  (Mirza et al., 2006)  برنج
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روش مولکولی  با  باکتریغربال  نه یدرزمهای  های  گری 

تکنیک.  استدیازوتروف   از  یکی  نیز  کجلدال  های  روش 

در  مهم  نیتروژن ارزیابی    نهیزم  آزمایشگاهی  تثبیت 

می اندازهبه  کهشود  محسوب  برای  گسترده  گیری طور 

مواد  نیتروژن کل در نمونه به کار    یزیستهای گیاهی و 

تثبیت  می ارزیابی  برخی    زیستی رود.  در  نیتروژن 

 ,Azetobacter (Leylasi & Sarikhani  هایجدایه

بررسی(2018 در   ،  نیتروژن  زیستی  تثبیت  توانایی 

بقولاتسویه  با  همزیست  ریزوبیوم   Eivazi et)  های 

al.,2012)  ، برخی در  نیتروژن  تثبیت  میزان  سنجش 

 & Leylasi)  زنی ذرتدر مایه  Azetobacterهای  جدایه

Sarikhani, 2017)    و ارزیابی پتانسیل تثبیت نیتروژن در

های کشاورزی از خاک  جداشده  Azetobacterهای  سویه 

(Kaviyarasan et al., 2020)  جمله های  پژوهش  از 

  تثبیت زیستی نیتروژن با  گیریاندازه  نهیدرزم  شدهانجام

   آیند. می  استفاده از روش کجلدال به شمار

محیط نیتروژن  معرفی  از  عاری  کشت  هدف های    با 

سویهگرربالغ  از  زیادی  تعداد  دقیق  و  سریع  های  ی 

از نیتروژن  زیستی  تثبیت  توان  با  جمله   باکتریایی 

باکتریروش جداسازی  در  مرسوم  و  پرکاربرد  های  های 

آید. معرفی محیط عاری از نیتروژن  دیازوتروف به شمار می

  Azospirillum  ازوتروفی دهای  جداسازی باکتری  با هدف
امکان جداسازی و غربال طیف وسیعی از    1987در سال  

تثبیتباکتری فراهم  های  را  نیتروژن  نمود  کننده 

(Döbereiner & Pedrosa, 1987).   نوع این  از  استفاده 

های  های غربال سویههای کشت همچنان از روشمحیط

تثبیت نیتروژن  باکتریایی  بررسی   به شمارکننده  و  آمده 

از   قابلیت تثبیت نیتروژن در دوازده سویه باکتریایی مؤثر

جنس   و   Pseudomonas، Acinetobacter  هایجمله 

Comamonas  جمله   از  نیتروژن  بدون  محیط کشت  در 

زمینه    شده انجاممطالعات   این   Yaghoubi)  استدر 

Khanghahi et al., 2021.)  معرف از  که  استفاده  هایی 

تغییر  به یون  pHواسطه  تجمع  این  و  در  آمونیوم  های 

رنگ میمحیط تغییر  به  شاخص   عنوانبهگردد  ها منجر 

نظر گر در  نیتروژن  تثبیت  توانایی  و  باکتری  فته  رشدی 

سال  (.Baldani et al., 2014)شود  می اخیر در  های 

های کشت عاری  محیط تغییر رنگ  برداری از ویژگی  بهره

از سبز به    بلوبروموتیمول  از نیتروژن و حاوی معرف رنگی  

یا تغییر رنگ   (Cordova-Rodriguez et al., 2022)آبی  

باکتریایی آب پپتونه از زرد به قرمز با افزودن    محیط کشت

نسلر     عنوان به   (Abdelwahed et al., 2021)معرف 

طیفروش هدفسنجی  های  تثبیت    تخمین  با  ظرفیت 

تخمین  اندقرارگرفته   موردتوجه  زیستینیتروژن     کمی. 

سویه  در  مولکولی  نیتروژن  زیستی  تثبیت  های  میزان 

، Acinetobacter pitti  ،A. baumanniiباکتریایی  

Klebsiella pneumoniae  ،Enterobacter cloacae    و

Kosakonia oryzae    و مبتنی بر  روش اسپکتروفتومتری  با

رنگ   کشتتغییر  آبی    محیط  به  سبز  -Cordova)از 

Rodriguez et al., 2022)    تولید    کمیی میزان  ریگاندازهو

ی  هاجنسیون آمونیوم در نه سویه باکتریایی متعلق به  

Bacillus،  Stappia،Pseudomonas،Sporosarsina  
Priestia،    وHalomonas    روش و  نسلر  به کمک معرف 

جمله   (Abdelwahed et al., 2022)ی  سنجف یط   از 

 . استدر این زمینه  شده انجاممطالعات موفق 

توجه  روش  به  با  تجهیزات  سنجف یط   اینکه  نیازمند  ی 

و   دستگاه  متیقگران پیشرفته  چون    اسپکتروفتومتری ی 

سال  ، باشدیم در  تا  هالذا  است  شده  تلاش  اخیر  ی 

ی تصویر دیجیتال در گوشی هوشمند سنجرنگی  هاروش

تکنیک    عنوانبه در نهیهزکمیک  کاربرد  قابل  و  سریع   ،

برای    عنوانبهمحل   مناسب  جایگزین  ی ریگاندازه یک 

 (. Fan et al., 2021غلظت مولکول هدف معرفی گردد )

  تکمی  تعیین  و سپس  هوشمند  گوشی  با   تصویر  دریافت

از    (تصویر    پردازش  خاص  یافزارهانرم  از  استفاده  با  رنگ

 Adobe Photoshop،  Image J،  Matlab،  Color  لیقب

Grab  از  (  غیره  و استفاده  رنگیمدلبا  از    مناسب،  های 

سنجی تصویر دیجیتال رنگ   درروشمراحل اصلی    جمله

ی  هامدل. تاکنون  استمبتنی بر گوشی هوشمند همراه  

  RGB   (Red,Green, Blue،)  از جملهسنجی مختلفی  رنگ

(Hue, Saturation, Value) HSV  ،CMY   (Cyan, 

Magenta, Yellow  و  )L*a*b  (luminance, two 

chromatic components)   میان،  اندافتهیتوسعه این  در   .

برخوردار   بیشتری  کاربرد  و  محبوبیت  از  اول  روش  دو 

ی  هاداده(. ایجاد رابطه بین  Costa et al., 2015هستند )

، امکان  موردنظری مختلف آنالیت  هاغلظتتصاویر و    کمی

آنالیت را در محل و   صرفهبهمقرونو    ردیابی سریع، دقیق

 (. Fan et al., 2021کند )با هزینه پایین فراهم می

در دهه گذشته طیف وسیعی از ترکیبات مهم زیستی و  

(، Kaoutit et al., 2013شیمیایی از قبیل فلزات سنگین ) 
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  هاکشآفت (،  Pohanka et al., 2018)   هاکشعلف

(Sicard et al., 2015  و  Masawat et)  هاکیوتیبیآنت( 

al., 2015رنگ تکنیک  از  استفاده  با  تصویر (  سنجی 

.  اندقرارگرفته و ردیابی    مطالعه  مورددیجیتال با موفقیت  

استفاده موفق از این استراتژی برای ردیابی غلظت نیترات 

(Khushmaram et al., 2020)  فنل  و  (Muslimzadeh et 

al., 2019)    ی برداربهرهموارد    از جملهی آبی  هانمونهدر

 . استاز روش مذکور در مطالعات داخلی 

 سنجی یفدر خصوص استفاده از روش ط  یپژوهش  تاکنون

 یزان م  ینهدف تخم  با  ین نو  یسنجتوسعه روش رنگ   یزو ن

پژوهش  انجام  آمونیوم  یونغلظت    کمی در  است.  نشده 

 ی برا  سنجییفشد تا ضمن توسعه روش ط  تلاش  حاضر

سو با  نیتروژن  کنندهیتتثب  ییایباکتر  هاییهغربال   ،

داده  یبرداربهره دستگاه    ی هااز  از  حاصل 

روش    یبرا  یاسپکتروفتومتر  ین نو  سنجیرنگتوسعه 

  RGB/HSV  ی رنگ  ی هوشمند در فضاها  ی گوش  بر   تنیمب

 . گردداستفاده 
 

 هامواد و روش

 باکتریایی  هاییهجدا

مطالعه   این  باکتریایی    12در    Bacillus subtilisجدایه 

بیوتکنولوژی  پژوهشگاه  میکروبی  کلکسیون  در  موجود 

باکتریایی  (WDCM843)1 کشاورزی جدایه   و 
Azotobacter chroococcum CCSM-B00475   توان با 

مولکولی نیتروژن  میکروبی  تثبیت  کلکسیون  به  مربوط 

به آب  و  خاک  تحقیقات  مثبت  موسسه  شاهد  عنوان 

شد.   جدایهفعال  منظوربهاستفاده  استوک  های  سازی، 

در دمای    2آگار  نتینوتر  محیط کشتباکتریایی بر روی  

 ساعت رشد داده شد.  24درجه سلسیوس و به مدت  28

  با   نیتروژن   کنندهتثبیت  هاییه سو  کمی  نیمه   گریغربال

 سنجی طیف روش

هدف  نیتروژن    با  تثبیت  و  آمونیوم  تولید  توان  ارزیابی 

سویه  کشت  روش  از  در  مولکولی  باکتریایی  محیط  های 

برمو   NFB  کشت رنگی  معرف  استفاده  حاوی  بلو  تیمول 

  مایع  محیط کشت. برای تهیه  (Baldani et al., 2014)شد  

NFB    4گرم    5/0گرم مالیک اسید،    5ابتداHPO2K  ،2/0  

  O2·2H2CaClگرم   02/0  و   NaCl  گرم  4MgSO  ،1/0گرم  
 

1- Membership code for the World Federation for  Culture 
Collections 
2- Nutrient Agar 

سپس   شد.  مخلوط  استریل  مقطر  آب  لیتر  نیم    2در 

مغذی  میلی محلول  لیتر    گرم  04/0شامل:    (لیتر  بر 

O2·5H4CuSO  ،12/0    گرم بر لیترO2·7H4ZnSO  ،4/1  

 O2·2H4MoO2Naبر لیتر    گرم  3BO3H  ،1/0  بر لیتر  گرم

  لیتر محلولمیلی  2( و  O2.H4MnSOگرم بر لیتر    175/1و  

)شامل:    برموتیمول برمو  5بلو  لیتر  بر  در   تیمول  گرم  بلو 

پتاسیم   محلول میلی  4نرمال(،    2/0هیدروکسید  لیتر 
3EDTA  (4/16    لیتر بر  لیتر  میلی  EDTA-Fe  ،)1گرم 

( ویتامین  و    گرمیلیم  10محلول   گرم یلیم  20بیوتین 

pyridoxal-HCl    گرم    5/4لیتر آب مقطر( و  میلی  100در

هیدروکسید پتاسیم به محیط پایه اضافه و به حجم یک  

از تنظیم    در   محیط کشت  ،5/6  در   pHلیتر رسید. پس 

 استریل   دقیقه  15  مدت  سلسیوس بهدرجه    121  دمای

دمای    ذکرانیشا .شد کاهش  و  اتوکلاو  از  بعد  که  است 

کشت ویتامین    45به    محیط  محلول  سلسیوس،  درجه 

  .گردید استریل و سپس به محیط اضافه    2/0توسط فیلتر  

عنوان شاخصی تغییر رنگ در این محیط از سبز به آبی به

باکتری غربال  تثبیتبرای  شناخته های  نیتروژن  کننده 

ساعته    24از کشت    تریلوکریم  100شود. به این منظور  می

به    4TSB  =0.4)600nm(ODهای باکتریایی در محیط  سویه 

ساعت در دمای    48تلقیح و به مدت    NFB  محیط کشت

شد.  گذاری   گرمخانه  rpm  180و دور    درجه سلسیوس  28

سانتریفیوژ   rpm  5000سپس سوسپانسیون باکتری با دور  

جذب میزان  در    و  رویی  شد    610مایع  قرائت  نانومتر 

(Baldani et al., 2014.) 

 یتروژن ن  یتتثب کمی  یزانم  ینتخم  یندفرا سازیینه به

نیتروژن مولکولی در   کمیتعیین میزان    با هدف تثبیت 

ارزیابی هاه یسو اسپکتروفتومتری و  از روش  باکتریایی  ی 

میزان جذب محیط ی  هاغلظتدر    NFBکشت  تغییرات 

 Cordova-Rodriguez) مختلف یون آمونیوم استفاده شد  

et al., 2022.)   استاندارد،   منظوربه نمودار  ترسیم 

  شیآزما  لولههر    به از محلول آمونیومی  های مختلفیحجم

توسط   نهایی  حجم  و  سه    به  NFB  محیط کشتاضافه 

  µl200 رسانده شد. سپس از هر لوله به میزان تریلیلیم

 نانومتر توسط  610ه و میزان جذب در  داخل چاهک ریخت

)سوئیس، اسپکتروفتومتری   Tecan impro200) دستگاه 

3- Fe- ethylenediaminetetraacetic acid 
4- Tryptone soya broth 
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ی سازنه یبه  منظوربهگیری شد.  هر لوله اندازه  pHقرائت و  

نهایی،   استاندارد  جمله  یمختلف  یفاکتورهامنحنی    از 

مختلف  هاغلظت شامل  )  یومیآمون  متفاوت  منابعی 

  م یسد  تیترین  ،(mM140تا    mM20)  تراتین  ومیآمون

(mM20    تاmM140  ،)ومیآمون  سولفات  (  صفرتاmM25)،  

)صفرتا   استات  ومیآمون  ،(mM25صفرتا  )  دیکلرا  ومیآمون

mM25)    ومیآمونو هیدروکسید   (  صفرتاmM25  و زمان ))

قرائت   به    هانمونهشروع  آمونیومی  منبع  افزودن  از  پس 

، 30،  20،  10،  0نانومتر )  610  موجطول در    محیط کشت

-Cordova)ی قرار گرفت  موردبررسدقیقه(    60و   50،  40

Rodriguez et al., 2022.)  

گوش  سنجیطیف  مبتن  یبا  نرم   یهوشمند  افزار  بر 

 یسنجرنگ 

دادهبه تبدیل  طیف منظور  از  حاصل  با  های  سنجی 

 Colorی و رایگان  سنجرنگ   افزارنرماسپکتروفتومتری از  

Grab (Version 3.9.2 (C) 2021 Loomatix Ltd)  
 ,RGB (Redهای رنگی  استفاده شد. در این برنامه از مدل

Green, blue)    و(Hue, saturation, brightness)  HSV  

می عکسشود.  استفاده  از  تبدیل  پس  و  برداری 

از مدلپیکسل به هرکدام  برنامه  توسط  تصویر  های  های 

 هیتجزرنگی، از بهترین مدل خطی برای نوشتن معادله و  

نتایج استفاده شد. برای تصویربرداری دیجیتال   لیتحل  و

استفاده شد. در سیستم باز فقط   از دو سیستم باز و بسته

همراه   تلفن    SM-A736B/DS  مدل  A73سامسونگ  از 

ی تصویربرداری استفاده گردید، در سیستم بسته برای  برا

ابعاد    شکل  لیمستطتصویربرداری یک جعبه مقوایی   به 

cm)10  ×17  ×28  گوشی اندازه  با  متناسب  و  ساخته   )

یربرداری  جایگاه دوربین بر روی جعبه تعیین و سپس تصو

(. در  1شکل  )  (Asgari & Gholkhani, 2018)انجام شد  

از   غلظتهاالیوتصویربرداری  حاوی  مختلف ی  های 

آمونیوم   منحنی  ترسیم  دراستفاده    مورد هیدروکسید 

به   استفاده  استاندارد لازم  قسمت    گردید.  که  است  ذکر 

گیرند، باید سفید  ها قرار میجایی که ویال، انتهایی جعبه

دادهباشد   باشد.  نداشته  محلول  رنگ  بر  تأثیری    های تا 

با    OD  در  نمونه  هر  جذب  میزان  و  تصویربرداری  از  حاصل

  استاندارد  منحنی  ترسیم  برای  نانومتر  610موج  طول 

 . شد استفاده یسنجرنگ

 

 
فضای   ، color grab (A)افزار ؛ تصویر ورودی نرم هوشمند یهایگوش در تالیجید ریتصو یسنج روش رنگ کیشمات -1شکل 

  (C)هوشمند درجه بین میز و گوشی  90ی تعبیه گوشی بر روی جعبه و زاویه نحوه، color grab (B)افزار داخلی نرم
Figure 1. Schematic of the digital colorimetry method using smartphones; input image in color grab software 

(A), interface of the color grab software (B), and positioning of the smartphone on the box with a 90-degree 

angle between the table and the smartphone (C). 

 

 نتایج و بحث 
 کنندهیت تثب  یاییباکتر  هاییه سو  یفیک  گری غربال

   یتروژنن

نتایج   اساس  در  آمدهدستبهبر  کشت،    NFB  محیط 

تغییر رنگی مشاهده نشد؛ بر این    g33bو    A15dهای  سویه 

 ها قادر به تثبیت زیستی نیتروژن نبودند.اساس این سویه

ارتباط با سایر سویه ارزیابی، نتیجه آزمون در  های مورد 

سبز به آبی با    مثبت برآورد شد که با تغییر رنگ محیط از

ی بود. بر اساس مشاهده چشمی  ابیرد قابلدرجات مختلف  

های  توان تخمین زد که سویه میزان تغییر رنگ محیط، می

W  ،g19L  ،K53L  ،g6l    وg19b  ها  در مقایسه با سایر سویه

سویه   برخوردارند.  بالاتری  نیتروژن  تثبیت  پتانسیل  از 

از سبز   به آبی بود.   شاهد نیز قادر به تغییر رنگ محیط 

سویهغربال کیفی  تثبیتگری  باکتریایی  کننده  های 

ی  دهنده، نشانNFB  محیط کشتنیتروژن با استفاده از  

میان تفاوت نیتروژن  تثبیت  توان  در  معناداری  های 
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، استفاده  مشابهی  در مطالعه  .بود  یبررس  های موردسویه 

محیط  ناز  نیتروژن   مهیهای  فاقد  ابزاری  به  جامد  عنوان 

اولیه   ارزیابی  و  جداسازی  برای  تثبیت   پتانسیلکارآمد 

بر  .  است  شدهیمعرف  اییباکتریهای  سویهنیتروژن    زیستی

ها علاوه بر  این محیط اساس نتایج حاصل از این مطالعه،  

باکتریتوان   تثبیت جداسازی  نیتروژن، های  کننده 

 است   افزایش اسیدیتهناشی از    تغییرات رنگی محیط را که

نبه مؤثری  و  طور  ساخته  و  مایان  سادگی  دلیل  به 

بهبهمقرون  بودن،  با  صرفه  آزمایشگاهی  شرایط  در  ویژه 

ای مناسب برای پژوهشگران عنوان گزینهمنابع محدود، به

 .(Baldani et al.,2014)است  شده یمعرف

 یتروژن ن  یتتثب  یزانم  کمی  ینو تخم  سازیینه به  فرایند

 کمی  صورتبه برآورد میزان تولید یون آمونیوم در محیط 

با ترسیم منحنی استاندارد مبتنی بر میزان تغییرات رنگ 

از سبز به آبی و تفاوت میزان جذب   NFB  محیط کشت

اسپکتروفتومتر    610  موجطول در   از  استفاده  با  نانومتر 

منظور ترسیم منحنی استاندارد، فاکتورهای  انجام شد. به

ترین مسئله در  سازی قرار گرفت. مهممختلفی مورد بهینه 

ای از دامنه جذب ترسیم نمودار استاندارد، یافتن محدوده

با    610  موجطولدر   محیط  رنگ  آن  که در  بود  نانومتر 

یجی غلظت یون آمونیوم از سبز به آبی تغییر افزایش تدر

که  می داد  نشان  آمونیومی  مختلف  منابع  بررسی  یابد. 

رنگ   تغییر  در  توانایی  عدم  دلیل  به  سدیم  نیتریت 

  mM 140تا  mM 20 کشت در محدوده محسوس محیط

نیترات آمونیوم به دلیل اسیدی نمودن محیط و تغییر   و

همین   در  زرد  به  سبز  از  محیط  غلظت،  رنگ  از  دامنه 

های مناسبی برای ترسیم منحنی استاندارد نبودند.  گزینه 

کلراید،   آمونیوم  شامل  آمونیومی  دیگر  منابع  بررسی 

آمونیوم   آمونیوم و هیدروکسید  استات، سولفات  آمونیوم 

نشان داد که در بازه مذکور    mM  25  صفرتادر محدوده  

ییر رنگ افزایش یون آمونیوم منجر به کاهش اسیدیته و تغ

سازی بهینه   با هدفمحیط از سبز به زرد کمرنگ گردید.  

آمونیومی   منبع  مناسب  با  اگونهبهغلظت  متناسب  ی که 

بوده و   محیط کشتمیزان غلظت رنگ برموتیمول بلو در  

و   اسیدیته  افزایش  به  منجر  غلظت  تدریجی  افزایش  با 

های مختلف تغییر رنگ محیط از سبز به آبی گردد، غلظت

 mM  1970منبع آمونیومی هیدروکسید آمونیوم در بازه  

ارزیابی گردید. بر اساس نتایج و با توجه   mM  30/13تا  

اینکه همچنان اسیدیته   از   افتهیکاهشبه  و رنگ محیط 

نمود؛ ضرورت استفاده از بازه  به زرد کمرنگ تغییر می  سبز

رسم رقیق  برای  هیدروکسید  آمونیوم  غلظت  از  تری 

گردید.   محرز  استاندارد  منحنی    تاً ینهامنحنی  ترسیم 

بازه   در  آمونیوم  هیدروکسید  محلول  با    µMاستاندارد 

به دستیابی به دامنه مناسبی    منجر  µM  1230تا   123/0

نیوم متناسب با غلظت رنگ برموتیمول از غلظت یون آمو

محیط در  همچنین 2شکل  )  د یگرد  NFBکشت  بلو   .)

غلظت    pHگیری  اندازه افزایش  با  که  داد  نشان 

  7/6و از    افتهی  شیافزاهیدروکسید آمونیوم میزان اسیدیته  

به   پایه  محیط  هیدروکسید    2/9در  غلظت  بالاترین  در 

 .رسدیمآمونیوم 

 

 

 

 
 

A 
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، منحنی  (A) (مول کرویم 1230 تا 0)غلظت هیدروکسید آمونیوم  از سبز به آبی با افزایش NFB محیط کشتتغییر رنگ  -2شکل 

 (Bنانومتر ) 610 موجطولدر برابر میزان جذب در  (ml gµ-1)بر اساس غلظت نیتروژن  نیتروژن کمیاستاندارد تثبیت 
Figure 2. Color Change of the NFB medium from green to blue with a gradual increasing in the ammonium 

hydroxide concentrations (0 to 1230 µmol) (A), standard curve for quantitative nitrogen fixation based on 

nitrogen concentrations (µg/ml) versus absorbance at 610 nm (B). 

 

نانومتر منطبق بر میزان    610موج  میزان جذب در طول 

  کمینیتروژن در منبع آمونیومی، مبنای محاسبه میزان  

سویه  برای  نیتروژن  ب تثبیت  نظر  های  به  شد.  اکتریایی 

برم  رسدیم معرف  در    تیمول  غلظت  موجود  محیط بلو 

  لذا گرددیمبا این میزان از منبع آمونیومی اشباع    کشت

غلظت   کشتدر    مورداستفاده  معرفافزایش  با    محیط 

در    مورداستفادهافزایش بازه غلظت منبع آمونیومی    هدف 

استاندارد   منحنی  جملهترسیم  که   از  است  مواردی 

آتی    تواندیم مطالعات  البته موردبررسدر  گیرد.  قرار  ی 

غلظت    ریتأث رشد    معرف افزایش  میزان  ی  هاه ی سوبر 

قرار گیرد.    مدنظر  هایابیارزباکتریایی نیز باید در این نوع 

استفاده از روش است که در مطالعات مشابه،    ذکرانیشا

  تریقدق  یبررس  یابزار مکمل برا  یکعنوان  به  سنجییف ط

  یابیکه در ارز  یایی باکتر  هاییه سوتوان تثبیت نیتروژن در  

کار  بهبا موفقیت    اندیط شدهرنگ محمنجر به تغییر    یفیک

  یهایابیبا ارز  یسهدر مقا  مذکور  . روشاست  شده  گرفته

  هاییهسو  یبندرتبه   و  ییدر شناسا  یدقت بالاتر  یفی،ک

مولکولین  کنندهیت تثب وفراهم    یتروژن  به    نموده 

ا م  ینپژوهشگران  را  فعال  دهدیامکان  بتوانند    یتکه 

  ی و حت  یشگاهیمختلف آزما  یطرا در شرا  یتروژنن  یتتثب

 یری گاندازهو با تکرارپذیری بالا  دقت  به  یدانیدر سطح م

 Cordova-Rodriguez et al., 2022)   کنند

Abdelwahed et al., 2022) . 

  با ها در بازه زمانی یک ساعت و  بررسی زمان قرائت نمونه

دقیقه نشان داد که میانگین میزان جذب    10زمانی    فاصله

افزودن    610در از  پس  منبع هاغلظتنانومتر  مختلف  ی 

محیط به  تغییر    NFBکشت    آمونیومی  و  بوده  ثابت 

رنگ  میزان  که  داد  نشان  نتایج  این  ندارد.  محسوسی 

در   کشتموجود  در   محیط  موجود  آمونیوم  با  بلافاصله 

و تغییرات میزان جذب در طول زمان   شدهاشباع محیط  

غلظت   هر  و    بایتقربرای    ( p ≤0/05)آماری    ازنظرثابت 

این  از    شدهمیترسلذا منحنی استاندارد    .ستین  داریمعن

نیز مورد   در    آمدهدستبهبوده و میزان جذب    دیتائنظر 

گرفت  قرار  استاندارد  منحنی  ترسیم  مبنای  صفر  لحظه 

 (. 1)جدول 
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 ی مختلف هیدروکسیدآمونیوم هاغلظتنانومتر پس از افزودن  610در   NFB کشتزمان قرائت میزان جذب محیط  ریتأث -1 جدول

 . )µM 1230تا  صفر)
Table 1. The effect of reading time on the absorbance of NFB culture medium at 610 nm after the addition of 

various concentrations of ammonium hydroxide (0 to 1230 µM) 

 

                         The absorbance of NFB culture medium at 610 nm 

NH4OH(µM) 0 (min) 10 (min) 20 (min) 30 (min) 40 (min) 50 (min) 60 (min) 

0 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15 

122 0.16 0.17 0.17 0.17 0.17 0.18 0.18 

245 0.18 0.18 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 

368 0.21 0.21 0.21 0.21 0.22 0.22 0.22 

488 0.23 0.24 0.23 0.24 0.24 0.24 0.24 

614 0.26 0.26 0.26 0.26 0.25 0.25 0.25 

736 0.28 0.28 0.28 0.28 0.27 0.27 0.27 

860 0.3 0.3 0.3 0.3 0.29 0.29 0.29 

982 0.32 0.32 0.32 0.31 0.31 0.31 0.31 

1105 0.33 0.33 0.33 0.33 0.32 0.32 0.32 

1230 0.34 0.34 0.34 0.34 0.34 0.33 0.33 

 
  ی مولکول  یتروژنن  یستیز  یتتثب  کمی  یمهن  گیریاندازه 

 هوشمند  گوشی با یسنجبر روش رنگ  یمبتن

هدف غربال  با  نیمه  تسهیل  های  جدایه  کمیگری 

ی نوین،  سنجرنگ کننده نیتروژن با روش  باکتریایی تثبیت

برای   استاندارد  در    HSVو    RGB  یها شاخص منحنی 

هیدروکسید   مولکرویم  1230  صفرتا  محدوده محلول 

در دو سیستم باز و بسته ترسیم شد. بررسی شیب    ومیآمون

و    R)  ،G  ،B  ،H  ،Sی  موردبررس نمودار در شش شاخص  

(V    نمودارهای و در دو داد که  نشان  بسته  و  باز  فضای 

پارامترها   همه  در  ترسیم  از  شیب    V  جزبهحاصل  از 

. همچنین نتایج نشان داد که  باشند یممناسبی برخوردار  

سایر   با  مقایسه  مقادیر    Sو    Rدو شاخص    هاتمیآدر  از 

در هر دو فضای باز و بسته برخوردار بوده   2Rی از  قبولقابل

(97/0≤2 Rو می )  توانند کاندیدای مناسبی برای ترسیم

باشند.   استاندارد  شیب   بامنحنی  بودن  مثبت  به  توجه 

ی  هادادهو همخوانی بیشتر با    Sمنحنی مربوط به شاخص  

از   حاصل  جذب  روش  سنجف یط افزایشی  با  ی 

مذکور   آیتم  مناسب    عنوانبه اسپکتروفتومتری،  شاخص 

میزان   تخمین  نیتروژن  کمیبرای  شد.    تثبیت  معرفی 

نتایج اساس  بر  بسته   ، همچنین  فضای  در  ارزیابی  انجام 

تری تر و منحنی استاندارد مناسبقبولمنتج به نتایج قابل

گردید که ناشی از حذف اثرات جانبی فاکتورهای محیطی  

اندازه  حال نیباا.  استتأثیرگذار   پژوهش  این  گیری در 

ت  HSVو    RGBهای  آیتم نتایج  نیز  باز  فضای  قریباً  در 

است   هیقابل توصمشابهی داشت که برای سهولت کاربری  

 (.  3)شکل 

در هر دو فضای  ،  HSVسنجی  ی مدل رنگهاتمیآتمام  

بسته و  نیتروژن    ،باز  غلظت  افزایش  با  روند  متناسب 

نتیجه، در  داشتند.  مثبت(  )شیب  مدل    افزایشی  این 

مدل  رنگ با  مقایسه  در  ی ریگاندازهبرای    RGBسنجی 

 .استی ترمناسبنیتروژن مدل  کمیمیزان نیمه 
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در  RGB (Red, green, Blue) و  HSV (Hue, Saturation, Value) یهاشاخص یریگ استاندارد حاصل از اندازه نمودار -3 شکل

ی شده در فضای  ریگ اندازهی هاشاخص.  Color grabافزار با نرم (ml µg-1) تروژنیمختلف ن یهاغلظت برابر دربسته و باز  یدو فضا

 اند. شدهمشخصباز با اندیس یک 
Figure 3. Standard graph obtained from measuring HSV (Hue, Saturation, Value) and RGB (Red, Green, 

Blue) indices in two closed and open system against various nitrogen concentrations (µg ml-1) using Color 

Grab software. The measured indices in the open system are indicated with index one. 

 

برداری های اخیر مطالعات زیادی در راستای بهره در سال

و    یمیاییش  یزهایانجام آنال  یهوشمند برا  هاییگوشاز  

همگی    شدهانجامیکروبی  م روش    دیمؤکه  بودن  کارآمد 

در  رنگ نیز  و  آزمایشگاهی  شرایط  در  دیجیتال  سنجی 

می   یغشاها  یجیتال د  یرتصاو  یسنجرنگ  باشند.محل 

تع  یابیرد  با هدف  یحسگر در   یوهج  یونغلظت    یینو 

در    یوهج  یون  یهاغلظت  یساز  کمی و    ی آب  هاییطمح

م نانومولار    مولاریلیمحدوده  جملهتا  مطالعات    از 

در   .((Kaoutit et al., 2013  در این حوزه است  شدهانجام

یک  یبررس رنگ  دیگری  نوار  یسنجدستگاه   ی پرتابل 

  یافت توسعه    1یامرا  نرم افزارهوشمند و    یبر گوش  یمبتن

رنگ   دوبرداری از  بهرهو    یینپا  یمتق  ،که با ابعاد کوچک

زمان  طور همقادر بود به  B  نیبلو و رودام  یلنمختلف مت

 ppb 80تا    یک را در محدوده غلظت    یکش توفوردعلف

پلتفرم در   ینا  یجنتا  .یدنما   یابیدر  یکرولیتریم  یاسمق  در

 
1- Yamera 

  ی،کشلوله چون آب  ییهاکش مذکور در نمونهعلف  یابی رد

انسان  یپلاسما سرم  و  با    سهیمقا قابل  یموش 

ارزان    یع،سر  یصتشخ  یبود و برا   یتجار  خوانیکروپلیتم

علف ارزکشو در محل  در  پا  ستیزطیمح  یابی ها    یش و 

)  یستیز است  و    یابی رد  (.Wang et al., 2017مناسب 

 ,.Sicard et alارگانوفسفره )  یهاکشغلظت آفت  یینتع

مت2015 و  روش  Guo et al., 2015)  یونپارات  یل(  با   )

 از جمله هوشمند همراه    ی بر گوش  یمبتن  یننو  سنجیرنگ

  یب است که به ترت  ینهزم  ینشده در امطالعات موفق انجام

 ی یسهبودند. با مقا   CMYKو  RGB یبر مدل رنگ   یمبتن

  یجه نت  توانیم   سنجی نوینمطالعات مختلف در حوزه رنگ

از   استفاده  که  روشپلتفرماین  گرفت  کنار  در    یهاها 

ساده،  راه   یکعنوان  به  تواندیم  یسنت  یسنجرنگ حل 

برا  یعسر مؤثر  ترک  یهاغلظت  یزآنال  یو   یبات مختلف 

م  یمیاییش مح  یکروبیو  جمله مختلف    هاییطدر   از 
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باشد. با توجه   ییآب و مواد غذا  یفیتکنترل ک  ی،کشاورز

در    شنهادشدهیپ   یسنجروش رنگ  ی دقت و صحت بالابه

حاضر نظر یومآمون  یزانم  ینتخم  برای  پژوهش  به   ،

ابزار مناسب    یکعنوان  به  تواندیم  روش  ینکه ا  رسدیم

ارزیابی    گریغربال  یبرا نیز  و    یدانی مآزمایشگاهی 

   ی دیازوتروف باشد.هاسمیکروارگانیم

 باکتریایی  هاییهدر سو یتروژنن  یتتثب کمی  تخمین

تثبیت نیتروژن   کمی برای تخمین    اسپکتروفتومتراز روش  

سویه  سویه    B.subtilis  یهادر  همراه   .Aاستاندارد  به 

chroococcum    پس از    ها هیسواستفاده شد. میزان جذب

نانومتر    610  موجطولدر    NFBساعت رشد در محیط    48

تثبیت   میزان  استاندارد  منحنی  از  استفاده  با  و  ثبت 

تثبیت  دامنه  نتایج  اساس  بر  گردید.  محاسبه  نیتروژن 

تا    66/1محدوده های مورد ارزیابی در  نیتروژن برای سویه 
1-ml µg  32/13   تولید میزان  بیشترین  گردید.  برآورد 

سویه  به  مربوط   .Bو    B. subtilis g19l  هاینیتروژن 

w subtilis   1بود که به ترتیب معادل-ml µg32/13 و 

 1-ml µg  49/12  گردید. میزان تثبیت نیتروژن در   برآورد

  ml µg  83/5-1معادل    A. chroococcumسویه استاندارد  

قادر به تثبیت   g33bو    A15d  هیسو  دوتخمین زده شد.  

(. در مطالعه مشابهی  2و جدول   4شکل نیتروژن نبودند )

سنجش  سنجی مبتنی بر معرف نسلر برای  از روش طیف

جدا  کمی نه  در  زیستی  نیتروژن     Bacillusیه  تثبیت 

ها  قادر به  استفاده شد و نتایج نشان داد که تمام جدایه

باشند. بیشترین میزان یون آمونیوم تولید یون آمونیوم می

سویه   معادل    .inaquorsum  Bتوسط  که  شد  تولید 

µM371    مذکور بررسی  نتایج  همچنین  گردید.  برآورد 

با روشنشان داد که روش طیف های  سنجی در مقایسه 

 است   تر عیسربرابر    26و    ترارزان برابر    10مرسوم  

(Abdelwahed et al., 2022).   ،در بررسی مشابه دیگری

ی باکتریایی دیازوتروف به کمک  هاهیسو کمی گریغربال

طیف  برموتیمولروش  معرف  بر  مبتنی  با   سنجی  بلو 

توسط  نیتروژن  تثبیت  محدوده  شد.  انجام  موفقیت 

این بررسی  سویه   ml µg-1تا    33/18های دیازوتروف در 

گردید    05/42  ,.Cordova-Rodriguez et al)برآورد 

2022 .)

 

 نانومتر(  610 موج)طول  یسنجفیطهای باکتری با روش در سویه (µml g-1) تثبیت نیتروژن کمیتخمین میزان  -2جدول  
Table 2. Estimation of quantitative nitrogen fixation (µg ml-1) in bacterial strains using spectrophotometry 

(610 nm wavelength(. 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 
 

Bacterial strain 
OD 

(610nm) 

Nitrogen concentration 

(µg ml-1) OD610 

B. subtilis g19L 0.31 13.33    
B. subtilis W 0.3 12.49 
A. chroococum 0.22 5.83 
B. subtilis  K53L 0.2 4.16 
B. subtilis  g6L 0.19 3.33 
B. subtilis  A51b 0.19 3.33 
B. subtilis  g19b 0.18 2.49 
B. subtilis   g2q 0.17 1.66 
B. subtilis  H13h  0.17 1.66 
B. subtilis  K40b 0.17 1.66 
B. subtilis  M 0.17 1.66 
B. subtilis  A15d 0.15 0.00 
B. subtilis g33b 0.14 0.00 
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 Azetobacterو سویه استاندارد  Bacillus subtilis ییایباکتری هاهیسوتثبیت نیتروژن در  کمینقشه حرارتی میزان  -4شکل 

chroococcum  محیط کشتمبتنی بر میزان جذب NFB  نانومتر با   610در  موردمطالعههای باکتریایی ساعته سویه  48ی کشت حاو

 . استفاده از منحنی استاندارد
Figure 4 . Heatmap of the quantitative estimation of nitrogen fixation in the bacterial strains Bacillus subtilis 

and the standard strain Azetobacter chroococcum, based on the absorbance of the NFB culture medium 

containing a 48-hour culture of the studied bacterial strains at 610 nm, using the standard curve. 

 

  یمبتن  سنجی دیجیتالرنگحاصل از    جینتا  د ییتأ   با هدف

گوش شاخص    یبر  همراه،    یهاهیسو  یبرا  Sهوشمند 

A.chroococum، A51b  وg33b ه ی عنوان سوبه  بیبه ترت  

سو سو  ثبتم  هیاستاندارد،  معادل    نفیم  هی و  و  محاسبه 

 استاندارد   ی. بر اساس منحند یبرآورد گرد 7و  11، 15

 

 

 µg)  تروژنیبر غلظت ن  یمبتن  Sشاخص    یبرا  شدهمیترس

1-mlی موردبررس   هیسه سو  ی برا  تروژنین  تیتثب  زانی(، م  

  شد   برآورد  ml µg  5/1-1و    44/3،  33/5معادل    بیبه ترت

بوده و قادر    یاسپکتروفتومتر  از  حاصل  جینتا  بر  منطبق  که

  کمی  زانیبر اساس م  ییایباکتر  یهاهیو غربال سو  زیبه تما

 (. 3)جدول  بود تروژنین تیتثب
 

های اسپکتوفوتومتری  داده  بری استاندارد مبتنی هایمنحنبا استفاده از   (ml µg-1)برآورد میزان تثبیت نیتروژن  -3شماره جدول 

 Azetobacter chroococcum ،Bacillusسنجی دیجیتال برای سویه استاندارد با روش رنگ Sنانومتر و نیز شاخص  610در 

subtilis strain A51  سویه مثبت( و(B.subtilis strain g33b )سویه منفی( 
Table 3. Estimation of nitrogen fixation (µg ml-1) using standard curves based on spectrophotometric data at 

600 nm and also index S using digital colorimetry for the standard strain Azetobacter chroococcum, Bacillus 

subtilis strain A51 (positive strain) and B. subtilis strain g33b (negative strain) 
 

Bacterial strain OD 610 S index 
N (µg ml-1) 

OD610 

N (µg ml-1) 

S index 

A.chroococcum 0.22 15 5.83 5.33 

B. subtilis A51b 0.19 11 3.33 3.44 

B. subtilis g33b 0.14 7 0.00 1.56 
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 ی کلی ریگجهینت

قیمت به های ساده، دقیق و ارزان تلاش برای توسعه روش 

ی نوین گام عملیاتی مهمی در  سنجرنگهای  کمک روش

تکنیک جایگزینی  طیف راستای  بر  های  مبتنی  سنجی 

می شمار  به  حوزه  اسپکتروفتومتری  در  که  رود 

بیوتکنولوژی میکروبی در ابتدای مسیر قرار دارد. در این  

بهره  و سنجرنگافزارهای  نرم از    برداریراستا  رایگان  ی 

گوشی بهپتانسیل  همراه  هوشمند  ابزاری های  عنوان 

قابل و  اندازهپرکاربرد  در  غلظت  دسترس  گیری 

هدف  مولکول  محققین    موردتوجههای   قرارگرفته ویژه 

فرایند    به  توجه  با .  (Fan et al., 2021)است   پیچیدگی 

  از جمله های مختلف  نیتروژن در ارزیابی  کمیگیری  اندازه

کننده نیتروژن، در این  های تثبیتغربال زیستی باکتری

ی نوین مبتنی بر گوشی هوشمند  سنجرنگپژوهش روش  

داده تبدیل  با  روش  این  یافت.  از  توسعه  حاصل  های 

به طیف  اسپکتروفتومتری  دستگاه  کمک  به  سنجی 

اندازهHSVو    RGBهای  شاخص امکان  غلظت  گی،  ری 

نرم و  همراه  هوشمند  گوشی  کمک  به  را  افزار نیتروژن 

ارزیابی    Color grabرایگان   نمود.  سویه   12فراهم 

استاندارد    B. subtilisباکتریایی   سویه  همراه   .Aبه 

chroococcum    میزان تخمین  زیستی    کمی و  تثبیت 

نیتروژن به کمک روش اسپکتروفتومتری و انطباق بسیار  

سنجی مبتنی بر گوشی صل از روش رنگ بالای نتایج حا

داده با  طیفهوشمند  روش    د یمؤسنجی  های  اعتبار 

های باکتریایی دیازوتروف بود  در غربال سویه  شده یمعرف

نیز    مورداستفاده  تواند یمکه   و  ی  هاشرکتمحققین 

توسعه کودهای زیستی قرار گیرد. با    منظوربه  انیبندانش

ارزیابی، پایین بودن قیمت    زمانمدتتوجه به کوتاه بودن  

و  شدهتمام محل  در  کاربرد  قابلیت  روش،  بالای  دقت   ،

ها استراتژی مذکور پتانسیل ارزیابی تعداد زیادی از نمونه 

و  می مناسب  گزینه  برای اصرفه   به  مقرونتواند  ی 

آید.  غربال شمار  به  صنعتی  حتی  و  آزمایشگاهی  های 

،  استفاده   مورده  همچنین با توجه به نیاز به حجم کم نمون

معرف کاربرد  یا  عدم  نسلر  چون  خطرناکی  های 

شمار   توانیم  15Nی  هازوتوپ یا در  را  مذکور  روش 

و مورد   ستیزط یمحهای آزمایشگاهی سبز، دوستدار  روش

از    دییتأ  حفاظت  .  قرارداد(  APE)  ستیزطیمحآژانس 

استراتژی   ذکرانیشا از  دست  این  توسعه  برای    ها است 

ارزیابی از  بر  بسیاری  مبتنی  در  سنجرنگهای  علوم ی 

میستیز زمینهی  روش تواند  ارائه  سریع،  ساز  های 

های  دسترس گردد که جایگزینی روشقیمت و قابلارزان 

روشگران  با  را  پیشرفته  تجهیزات  نیازمند  و  های  قیمت 

امکان عملیاتی  و  ساخت.    پذیرساده  ی سازنه یبهخواهد 

سنجی با ارزیابی توان تثبیت زیستی نیتروژن  روش رنگ

طیف   از  ترمتنوعدر  باکتریایی هاهیسوی  مختلف  به    ی 

ی  هابرنامهی هوشمند و ها یگوشی مختلف هامدلکمک 

 جدید رنگ سنجی هدف مطالعات آتی خواهد بود. 
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