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 ممخصال
 المثبتو spp. Bacillusالاوؿ عزؿ وتشخيص بكتيريا الػ  ،محوريف الدراسة تضمنت   

مف مدينة الموصؿ، وتشخيصيا المصدر عينات ترب مختمفة 01لمنيتروجيف الجوي مف 
لتثبيت النيتروجيف  عدة فحوصات كيموحيوية، اختبرت فعاليتيا مع اجراء وزرعياً  مجيرياً 

 (F5) بتمقيحيا في وسط خاؿ مف النيتروجيف مع وجود عينة  المقارنة، واختيرت العزلة
الافضؿ لأجراء المحور الثاني الذي ىدؼ لمعرفة تأثير بعض العوامؿ البيئة مثؿ درجات 
الحرارة المختمفة وتأثير ارتفاع نسبة الاملاح ومديات مختمفة مف الأس الييدروجيني عمى 

الميـ في تثبيت النيتروجيف. أظيرت  Nitrogenaseلتكويف انزيـ   Bacillusقدرة بكتيريا 
 °ـ73درجة حرارة ب Nutrient Agarكاف عمى وسط  (F5مو الامثؿ لمعزلة )النتائج اف الن
العزلة  ، تحممتـ °41ـ و °04 ،ـ °01حرارة . نميت البكتريا بدرجات pH7في مستوى 

كاف ىنالؾ فرؽ معنوي بالمقارنة مع عينة اذ  ـ °41المنتخبة النمو الى درجة الحرارة 
نميت البكتريا في اوساط  عمى تثبيت النيتروجيف.السيطرة اضافة الى الاحتفاظ بقدرتيا 

وتحممت النمو الى تركيز  NaCl% مف محموؿ 8% و3%، 6زرعية حاوية عمى تراكيز 
وبفارؽ معنوي بسيط عف عينة السيطرة، احتفظت البكتريا بقدرتيا عمى تثبيت % 8

مع عينة % كاف ىناؾ فارؽ معنوي بسيط مقارنة 8وعند تركيز  %3%، 6النيتروجيف عند 
، كاف ىنالؾ فرؽ معنوي 6و4و0كذلؾ نميت عمى اوساط ذات دالة حامضية السيطرة. 

كاف ىناؾ  pH 5عند مقارنتو مع عينة السيطرة بينما عند مستوى  pH 6بسيط في مستوى 
نمو ضعيؼ وبفارؽ معنوي كبير قياسا مع عينة السيطرة، ولـ يظير اي نمو بكتيري 

عينة ب نةمقار ولـ يكف ىناؾ فارؽ معنوي  6ند مستوى ع، ثبتت النيتروجيف pH 4عند
بفارؽ معنوي  وكاف 4عند مستوى  ، الا انو ثبتت كمية قميمة جدا مف النيتروجيفالسيطرة
 .مقارنة بعينة السيطرة كبير
 

 .، تثبيت النيتروجيف، الاسمدة الحيوية  Bacillus :الدالةالكممات 
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 لمقدمةا
أىميا  خصائص مفىذه البكتيريا   تمتمكو لما الحيوية التطبيقات مف العديد في وأنواعو Bacillus البكتيري خدـ الجنسأست

ذو عالية ال بظروؼ الاجياد والنمولتأقمـ عمى اقادرة  Bacillusاف الحصوؿ عمى عزلة مف بكتريا الػ و  الفقيرة الأوساط في النمو
 التي الظروؼ عمى لمتغمب الزراعة في مستقبؿ أسبقية ولو ممحة ضرورة درجات الحرارة العالية تحمؿ او الممحي التحمؿ إذ افأىمية، 

اف لعممية تثبيت النيتروجيف اىمية كبيرة في خصوبة التربة Gao et al., 2023). )التممح  بسبب الأراضي مساحات ترؾ إلى تؤدي
التعايشية واللاتعايشية( التي تقوـ ) مف خلاؿ دور البكتريا المثبتة لمنيتروجيف اذ تؤدي لزيادة محتوى التربة مف المواد النيتروجينية

، وبذلؾ تعوض النقص  (Qaddawi et al., 2023)النبات امتصاصوبتحويؿ النيتروجيف الجوي الى نيتروجيف عضوي يسيؿ عمى 
ومف ىنا انصب الاىتماـ لدراسة واستغلاؿ انواع  ،الناجـ عف تطاير املاح الامونيا وعمميات الرشح والصرؼ وما يمتصو النبات

، و بعد موت ىذه و البكتريا المثبتة لمنيتروجيف اذ مف خلاؿ بناء اجساميا تقوـ بتحويمو لمواد بروتينية لاستخدامو في بناء البر  توبلازـ
                        يستفيد منوالبكتريا تتحمؿ ويتحرر النيتروجيف منيا لمتربة ليأخذ صورة صالحة فيقدر النبات اف يمتصو و 

(Stella and Suhaimi, 2010.) جنس اكتشؼ Bacillus  العالـ قبؿ مف Ehrenberg عميو وأطمؽ 1835 عاـVibrio 

subtilis  عائمة إلى وينتمي Bacillaceae الاجناس  مف العديد تضـ والتي(Berkeley et al., 2008) واسعة أفرادا ايضاً  ضـوت 
 ضد والفعالة السمية عديمة أو منخفضة المواد مف واسع مدىليا القدرة عمى انتاج و  بسيطة نمو متطمبات وذات البيئة في الانتشار

نوعا منيا  008ويضـ جنس العصويات حوالي ، الباحثيف وأنظار اىتماـ محط الجنس ىذا أفراد جعؿ مما ،الأخرى المجيرية الأحياء
اىا خلاي تصؼوت(. Hashem et al., 2019التربة نظرا لأىميتيا في دورة النيتروجيف )ذات أثر ىاـ في مجاؿ زيادة خصوبة 

 الخيوط تشبو وأحياناً  سلاسؿ بشكؿ مستعمراتيا وبعض بشكؿ أزواج او مفردة وتظير قميلاً  منحنية أو مستقيمة الشكؿ، عصويةبانيا 

 الأسواط بوساطة البكتريا تحرؾت ،( Al-Rawi et al., 2012) كراـ لصبغة موجبة وتكوف الداخمية لمسبورات مكونة، الطويمة

 ،اللاىوائية البكتريا تشبو أنواعيا مف والقميؿ ةاختياري لاىوائية أو ىوائية  متحركة، غير تكوف أو Peritrichous flagella المحيطية
 ,.Blood agar (Ehling-Schulz et al الدـ وأكار Nutrient agar الصمب  المغذي الوسط مثؿ الاعتيادية الأوساط عمى تنمو

( Agrawal and Agrawal, 2013) في المنطقة المحيطة بالجذرتتواجد بكثرة  اذ التربة مف البكتريا ىذه تعزؿ ما غالباً و  .(2019
 ماعدا الحيواف أو للإنساف مرضية غير تكوف أنواعيا معظـو  الطبية، والعينات والغذاء الماء مثؿ الأخرى البيئات وبعض

B.anthracis  سلالات وبعض الغذائي، التسمـ تسبب أنواعيا بعضو  الخبيثة لمجمرة المسببة B. thuringiensis  ممرضة تكوف 

ىدؼ البحث لعزؿ . بالنظر لاختلاؼ قدرة الكائنات المجيرية في تثبيت النيتروجيف (Ehling-Schulz et al., 2019) اتلملافقاري
ة مثؿ درجات الحرارة ومستويات مموحة مختمفة وكذلؾ تأثير ومدى استجابتيا لبعض المتغيرات البيئي Bacillusوتشخيص بكتريا 

  النايتروجينيز الميـ في تثبيت النيتروجيف. أنزيـوقدرتيا عمى انتاج  الحامضة،الدالة 
 

 المواد وطرائق العمل

  Bacillusعزل وتشخيص بكتيريا 

مدينة الموصؿ.  متعددة مف زراعية مواقع في مزروعة لنباتات المنطقة المحيطة بالجذرمف  عينات مختمفة 01أخذت 
في اطباؽ حاوية عمى الوسط  مف التخفيؼ الاخير ونشر مؿ 1.0عدة تخافيؼ عشرية لمعينات المأخوذة مف التربة، أخذ  واجريت
اعادة زرعيا عمى نفس الوسط بطريقة اخذ حممة لوب و وتـ  النقية المستعمرات التقطت ،Nutrient agar الصمب الغذائي

مجيريا لمعرفة شكؿ وترتيب الخلايا وتفاعميا مع صبغة كراـ  وفحصتشخصت خصائصيا الزرعية المظيرية ثـ  التخطيط،
 .للأبواغوتكوينيا 
 
 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018#con1
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018#con1
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/microbiolspec.gpp3-0032-2018#con1
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 المجهريالفحص 
           تحت المجير الضوئي توفحص كراـبصبغة  عمى شريحة زجاجية وصبغتمسحة البكتيريا مف مزرعة نقية  تحضر 

 .(Macfaddin, 2000) شكمية الخارجية وترتيب الخلايا البكتيريةال صفاتيا( ولوحظت 1000x بقوة تكبير)
 

  Cultural tests             الزرعية الفحوصات -1

 وسطح اشكاليا وألوانيا حيث مف النامية لممستعمرات المظيرية ملاحظة الصفات تمت البكتريا عزلات تشخيص لغرض      

  .Nutrient agar (Black,1965) المغذي الاكار سطح عمى قوامياو  شفافيتياو ليا  روائح مميزة ووجود وحوافيا المستعمرات
  Biochemical tests البايوكيميائيةالفحوصات  -2

ندوؿ لاا انتاج وكذلؾ Macfaddin (2000)طريقة فحص الاوكسيديز والكتاليز واستيلاؾ السترات والحركة حسب أجري 
                وتسييؿ الجلاتيف ( (Speck,1976وفحص اختزاؿ النترات ( (Murray et al., 2007حسب ما جاء في  بروسكار فوكاسو 
(Harrigan and McCance, 1976( وفحص تحمؿ اليوريا )(Atlas, 2006. 

  في درجات الحرارة المختمفة Bacillusاختبار تحمل نمو بكتريا الـ 
 النيتروجيفعمى الوسط الخالي مف  ياوذلؾ بزرعقدرتيا عمى تثبيت النيتروجيف  والتحقؽ مف( F5العزلة )تـ اختبار نمو 

(NF) Nitrogen-free broth،  ثلاثوبواقع ( اياـ 4ولمدة )ـ  °(41و  04و 01) مختمفة وىي يةحرار  اتحضنت عند درجو 
، والتحقؽ 600nm  المطياؼ الضوئي عند الطوؿ الموجيمع عينة السيطرة وتـ قياس النمو البكتيري بجياز  مكررات لكؿ معاممة

 ,Geckil)  باستخداـ كاشؼ نسمر  480nmانزيـ النيتروجينيز عمى تثبيت النيتروجيف بقياس النمو عند الطوؿ الموجي  قدرةمف 

et al., 2005.) 
   NaCl من الـ لتراكيز مختمفة Bacillusتحمل نمو بكتريا الـ  اختبار

وثـ ، %( 8و 3و 6تراكيز مختمفة تضمنت )ب Nitrogen-free broth (NF)ممح كموريد الصوديوـ الى وسط  اضيؼ
وملاحظة اياـ،  ةـ لمدة خمس °73تعقيـ الوسط واضافة المقاح البكتيري لو وعمؿ ثلاث مكررات لكؿ تركيز وحضنت عمى درجة 

 .اعلاهوجود نمو بكتيري وفعالية انزيـ النيتروجينيز كما في 

 الوسط الحامضي:  في Bacillusتحمل نمو بكتريا الـ  اختبار
-Nitrogen (NF)عمى تحمؿ الاجياد الحامضي وذلؾ بزراعة ىذه العزلات عمى وسط ( F5قابمية نمو العزلة ) اختبرت      

free broth  الضوئية الكثافة بقياس، وكذلؾ ملاحظة النمو البكتيري (6و 4و 0الييدروجيني ) سعند الا (O.D. ) بجياز
فكاف لمعرفة قابمية انزيـ النيتروجينيز عمى تثبيت 480nm اما الطوؿ الموجي  600nmالمطياؼ الضوئي عند الطوؿ الموجي 

 .(Geckil et al., 2005) وباستخداـ كاشؼ نسمر النيتروجيف
 نسمر كاشف باستعمال النيتروجين تثبيت عمى البكتريا قدرة اختبار

( (Geckil et al., 2005جاء بطريقة  تحضينيا حسب ما مف اياـ 4 بعد النيتروجيف تثبيت عمى( F5نمو العزلة ) قياس أجري     
 الامونيا. لاختبار القياسي المنحنى وبالاعتماد عمى
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 المنحنى القياسي للامونيا :1الشكل 

 التحميل الاحصائي
 .p≤0.05احتمالية  بمستوى  Graph Prism Software V. 7.00ببرنامج  ANOVA اختبار باستخداـ البيانات حممت

 

 النتائج والمناقشة
ذات الشكؿ العصوي المفرد المتسمسؿ والمتحركة الموجبة لصبغة كراـ باستخداـ المجير الضوئي، اما ( F5) انتخبت العزلة   

( 0 جدوؿالكريمي، أظير )الفكانت المستعمرات كروية الى دائرية محدبة بحافات منتظمة ولوف ابيض مائؿ الى  الصفات الزرعية
 التي استكممت بيا تجارب المحور الثاني. Bacillus subtiliusاف العزلة المنتخبة تحمؿ صفات بكتريا 

 Bacillus subtilius (F5) لبكتريا البايوكيميائية الفحوصات :1الجدول 
 

 النتيجة الفحص
 + Oxidase test الاوكسيديز

 + Catalaseالكاتاليز 
 + Citrate Utilization testالسترات استيلاؾ 

 + Motility testالحركة 

 + Vogus Proskauer test (VP) فوكاس بروسكار

 + اختزاؿ النترات
 _ Indol test انتاج الاندوؿ 

 + Gelatin liquefaction testتسييؿ الجلاتيف 
 _ Ureaseتحمؿ اليوريا 

        

عند  P ≤0.05.الخاص باختبار النمو البكتيري بدرجات الحرارة المختمفة عند مستوى احتمالية  (2)الشكؿ نتائج بينت         
ىناؾ فرؽ كاف ـ ° 04الى مستويات النمو مقارنة مع عينة السيطرة وفي درجة حرارة  ـ كاف النمو جيدا ومقارباً °01 درجة حرارة 

ـ كاف ىنالؾ فرؽ معنوي بالمقارنة مع عينة السيطرة الا انو لازاؿ  °41معنوي بسيط مقارنة مع عينة السيطرة، بينما في درجة 
                                                     مرتفعة مف درجات الحرارةالنمو البكتيري جيدا وىذا يدؿ عمى تحمؿ البكتريا ونموىا في مستويات 

(Malkawi and Al-Omari, 2010.)  وقد يعزى السبب لسبورات ىذه البكتريا ومقاومتيا لدرجات الحرارة العالية والجفاؼ
  dipicolinic acid (Berendsen et al., 2015; Gao et al., 2023.)لاحتوائيا عمى 
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   النمو البكتيري بدرجات حرارة مختمفة :2الشكل 

 بالمقارنة مع عينة السيطرة P≤0.05وى احتمال ست)*( فرق معنوي عند م
  

% قد نمت البكتريا وليس ىناؾ 3% و6( قدرة نمو البكتريا بتراكيز مختمفة مف المموحة، اذ انو في التركيز 7) شكؿاليوضح       
جاء موافؽ لما  السيطرة وىذا% كاف ىناؾ فرؽ معنوي بسيط مقارنة بعينة 8في التركيز  السيطرة، بينمافروؽ معنوية مقارنة بعينة 

تحمؿ العيش بدرجات حرارية منخفضة تكوف اقؿ تحملا لتراكيز الاملاح العالية ( اف البكتريا التي ت,Kawasaki 2100ذكره )
فو  نمو البكتريا بدرجات حرارية مرتفعة يمكنيا مف العيش بتراكيز ممحية عالية. ذلؾ فافوعمى العكس مف   المجيرية الأحياء ا 

 .التربة خصوبة زيادة في دور ليا الصفة وىذه الجوي النتروجيف تثبيت عمى قادرة المموحة مف مختمفة لتراكيز المتحممة
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 النمو البكتيري بتراكيز ممحية مختمفة : 3الشكل 
 بالمقارنة مع عينة السيطرة P≤0.05)*( فرق معنوي عند مستوى احتمال 

 

ىنالؾ فرؽ معنوي  pH 6لمدالة الحامضية اف في مستوى حامضية   Bacillus لػاولوحظ في نتائج اختبار تحمؿ بكتريا 
كاف ىناؾ نمو ضعيؼ وبفارؽ معنوي كبير قياسا مع عينة السيطرة  pH 5بسيط عند مقارنتو مع عينة السيطرة بينما عند مستوى 

اذ اشار فييا لقدرة   (Luo et al., 2015)، وىذا جاء موافقا  لدراسة قاـ بيا pH 4 (، ولـ يظير اي نمو بكتيري عند0) الشكؿ
لا تنمو   Bacillusبكوف الػ   (Satapute et al., 2012وكذلؾ لما توصؿ اليو )،   pH 9-6لمنمو بيف  Bacillusبكتريا الػ 

   جدا. عاليبوسط حامضي او قاعدي 
 

 

*
* 

* 
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 النمو البكتيري بدالة حامضية مختمفة  :4الشكل 

 بالمقارنة مع عينة السيطرة P≤0.05وى احتمال ت*( فرق معنوي عند مس**، )
 

فػػػػي التػػػػرب المعرضػػػػة لجيػػػػد ممحػػػػػي او اجيػػػػاد بػػػػدرجات الحػػػػرارة او فيمػػػػا يتعمػػػػػؽ  الحيػػػػػوييعتمػػػػد نجػػػػاح تثبيػػػػت النيتػػػػروجيف 
اسػػػػتطاعت  ىػػػػذه الدراسػػػػةوفػػػػي عمػػػػى قػػػػدرة نمػػػػو الكػػػػائف المجيػػػػري المثبػػػػت لمنيتػػػػروجيف فػػػػي مثػػػػؿ ىػػػػذه الظػػػػروؼ،  pHالػػػػػ  بدرجػػػػة

بعػػػػػػد اجػػػػػػراء اختبػػػػػار قػػػػػػدرة ىػػػػػػذه العزلػػػػػػة  ولاسػػػػػيمابيػػػػػػا جػػػػػػدا  ةالنمػػػػػػو وتعتبػػػػػر ىػػػػػػذه سػػػػػػمات زراعيػػػػػة مرغوبػػػػػػ (F5) العزلػػػػػة المنتخبػػػػػػة
لتثبيػػػػػت النيتػػػػػروجيف )باسػػػػػتخداـ كاشػػػػػؼ نسػػػػػمر(، اذ بينػػػػػت النتػػػػػائج اف نموىػػػػػا بتمػػػػػؾ الظػػػػػروؼ لػػػػػـ يعػػػػػؽ قػػػػػدرتيا مػػػػػف انتػػػػػاج انػػػػػزيـ 

تكػػػػويف انػػػػزيـ النػػػػايتروجينيز ( نلاحػػػػظ اف البكتريػػػا اسػػػػتطاعت 2الجػػػػدوؿ ). فمػػػػف (Satapute et al., 2012)يتروجينيز االنػػػ
ايضػػػػػػػا اسػػػػػػتطاعت مػػػػػػػف انتػػػػػػػاج ىػػػػػػػذا الانػػػػػػػزيـ  ـ°41 ـ بشػػػػػػػكؿ مقػػػػػػػارب لعينػػػػػػة السػػػػػػػيطرة وحتػػػػػػػى بدرجػػػػػػػة°04ـ و°01درجػػػػػػة حػػػػػػػرارة 

% مقاربػػػػػػػة لعينػػػػػػػة 3% و6كانػػػػػػػت اضػػػػػػػافة  NaClعػػػػػػػف عينػػػػػػػة السػػػػػػػيطرة، كػػػػػػػذلؾ بتجربػػػػػػػة اضػػػػػػػافة الػػػػػػػػ  ممحػػػػػػػوظوبفػػػػػػػارؽ معنػػػػػػػوي 
فيمػػػػػػا يتعمػػػػػػؽ باختبػػػػػػار الدالػػػػػػة وبفػػػػػػارؽ معنػػػػػػوي بسػػػػػػيط عػػػػػػف عينػػػػػػة السػػػػػػيطرة، امػػػػػػا  قمػػػػػػيلاً  % فجػػػػػػاء مختمفػػػػػػاً 8يطرة امػػػػػػا تركيػػػػػػز السػػػػػ

جػػػػػاء بفػػػػػارؽ  pH5مسػػػػػتوى المقػػػػػارب لعينػػػػػة السػػػػػيطرة لكػػػػػف عنػػػػػد   6عنػػػػػد مسػػػػػتوى  تكػػػػػويف انػػػػػزيـ النػػػػػايتروجينيز الحامضػػػػػية فكػػػػػاف
 .قدرة البكتريا لمنمو وعميو لـ يتـ انتاج النايتروجينيز pH4معنوي كبير عف عينة السيطرة في حيف انو لـ يلاحظ عند 

 تروجين في ظروف بيئية مختمفةيقدرة البكتريا عمى تثبيت الن :2الجدول 

ومستويات مف الاس الييدروجيني عمى قدرة البكتريا لتثبيت النيتروجيف )*،**،***( فرؽ معنوي عند مستوى  NaClزيادة في درجات الحرارة وتراكيز  تأثير
 .بالمقارنة مع عينة السيطرة P≤0.05احتماؿ 

 

 الاستنتاجات
يمكف استخداـ ، والذي Nitrogenaseالمرضية القدرة عمى تثبيت النيتروجيف الجوي لامتلاكيا انزيـ الػ  Bacillusلبكتريا الػ  .1

 ىذه الميزة في البكتريا كمخصب حيوي.
 ـ مع احتفاظيا بقدرتيا عمى تثبيت النيتروجيف.°41قدرة البكتريا عمى تحمؿ درجات الحرارة العالية لحد  .2
وىذا يحث عمى استخداـ ىكذا  NaClتمكنت البكتريا مف النمو عند اختبارىا عمى وسط يحتوي عمى ممح كموريد الصوديوـ  .3

 كمخصب حيوي للأراضي الزراعية المالحة خاصة وأنيا استطاعت تثبيت النيتروجيف ايضا. بكتريا

50 Cº 45 Cº 40 Cº control 

0.6367±0.1266** 0.8217±0.0.06200 0.9430±0.0.05174 

0.9660±0.06353 

8% NaCl 7% NaCl 6% NaCl 

0.6557±0.1005* 0.7913±0.1214 0.9207±0.05460 

pH4 pH5 pH6 

-- 0.05233±0.03669*** 0.7714±0.1031* 

*

* 
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واحتفظت  pH 6النمو الامثؿ لمبكتريا كاف عند الوسط المتعادؿ للأس الييدروجيني، وتمكنت مف النمو عمى الوسط القاعدي  .4
 .pH 4ي بقدرتيا عمى تثبيت النيتروجيف، لكنيا اخفقت في النمو عند الوسط الحامض

  قد يكوف مف الممكف ايجاد انواع اخرى مف البكتريا المرضية التي بامكانيا تثبيت النيتروجيف .5
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Response to some Environmental Variables 
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ABSTRACT 

    The study included two axes: the first was isolation and diagnosis of Bacillus spp. that fixed 

atmospheric nitrogen from 10 different soil samples collected from the city of Mosul, diagnosed 

microscopically and culturally depending on several biochemical tests. Its effectiveness in fixing 

nitrogen was tested by inoculating it in a nitrogen-free medium with the presence of a control 

sample. The best isolate (F5) was chosen to conduct the second section, which aimed to determine 

the effect of environmental factors, such as different temperatures, the effect of high salt content 

and different pH ranges on the ability of Bacillus to produce nitrogenase, which is important in 

fixing nitrogen. The results showed that the optimal growth of the isolate (F5) was on Nutrient Agar 

at a temperature of 37°C and a pH of 7. The bacteria were grown at temperatures of 40°C, 45°C, 

and 50°C, the isolate (F5) tolerated growth to a temperature of 50°C, as there was a significant 

difference compared to control sample, in addition to retaining its ability to fix nitrogen. The 

bacteria were grown in culture media containing 6%, 7%, and 8% concentrations of NaCl, and they 

tolerated growth to a concentration of 8%, with a slight significant difference to the control sample. 

The bacteria retained their ability to fix nitrogen at 6%, 7%, and at a concentration of 8%, there was 

a slightly significant difference compared to the control sample. It was also grown on media with 

pH value of 6, 5 and 4. There was a slight significant difference in the level of pH 6 when compared 

to the control sample, while at the level of pH 5 there was weak growth with a large significant 

difference compared to the control sample, and no bacterial growth appeared at pH 4. Nitrogen was 

fixed at pH6 and there was no significant difference compared to the control sample. However, a 

very small amount of nitrogen was fixed at pH5 and it was with a large significant difference 

compared to the control sample. 

Keywords: Bacillus, fix nitrogen, biofertilizers. 
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