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 Leuconostoc mesenteroides sub sp. mesenteroides  عزل وتشخيص بكتريا 

 من مصادر محلية المنتجة للمانيتول 

 غياث حميد مجيد      الاسدي آمال كاظم غضبان     ●السهلاني شيماء ذياب جدوع

 قسم علوم الأغذية /كلية الزراعة/جامعة البصرة /البصرة /العراق

 ةــــــــــــــــــالخلاص

من مصادر محلية  Leuconostoc mesenteroidesتضمنت الدراسة عزل بكتريا       

مختلفة وهي الخضروات والمخللات وقد تم الحصول على ثلاث عزلات نقية من الخضروات . 

اعتمادا على الفحص  Leuconostoc mesenteroidesشخصت العزلات على أنها بكتريا 

ختبارات الكيموحيوية المتضمنة أنتاج غاز ثاني اوكسيد المظهري والفحص المجهري والا

الكاربون من الكلوكوز والاختبار السالب لفحوصات الكاتاليز وإنتاج الامونيا من الارجنين 

 Leuconostoc  واختزال النترات واستهلاك السترات. كما شخصت على أنها 

mesenteroides sub sp. mesenteroides  ارابينوز وقد ظهر  -كر لمن خلال تخميرها لس

المستعمرات البكتيرية عند تنميتها على أوساط زرعية مختلفة منها المحتوية  أشكالاختلاف في 

الصلب والأخرى المحتوية على السكروز مثل وسط  .M.R.Sعلى سكر الكلوكوز مثل وسط 

Rogosa  .العزلة  وأظهرتوذلك لاختلاف السكريات في تركيب الأوساطSH1 ة من الماخوذ

 .بعد تنميتها على وسط الإنتاجمل  100غم / 9من المانيتول بلغ  أنتاجالبربين أعلى 

   Leuconostoc mesenteroides انتاج المانيتول ، بكتيريا  الكلمات المفتاحية :

 المقدمــــــــــة

لا تمتتتاز بكتريتتا حتتامو 1930عتتا   فتتيبكتريتتا حتتاملا اللاكتيتتك  انتتتا المتتانيتول باستتتعمال      

حول تبقابليتها على   Leuconostoc mesenteroidesاللاكتيك غير متجانسة التخمر ولاسيما  

 .  (8)%90الفركتوز إلى المانيتول بنسبة 

بقدرتها العالية على إنتاج المانيتول لامتلاكها أنتزيم  Ln. mesenteroidesوتمتاز بكتريا         

زيم علتتى اختتتزال ستتكر الفركتتتوز إلتتى ستتكر المتتانيتول المتتانيتول ديهايتتدروجنيز إذ يعمتتل هتت ا الأنتت

بعتدة  mesenteroides n.L. وأنتا المانيتول باستتعمال  NADH+H+بوجود العامل المساعد  

طرائتتم منهتتا استتتعمال المزرعتتة المستتتمرة ومزرعتتة الوجبتتة الموتت اة ومزرعتتة الوجبتتة الواحتتدة 

 (15)ج ل ا استعمالها في إنتاج المانيتولمستويات عالية من الإنتا الأخيرتانوأظهرت الطريقتان 

 مستل من رسالة الماجستير للباحث الأول  ●
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المتتانيتول احتتد الستتكريات الكحوليتتة يحتتتوي علتتى ستتت ذرات كتتاربون وهتتو بنصتت  حتتلاوة       

كون الستكريات الكحوليتة قليلتة الستعرات الحراريتة وبطيمتة الامتصتام فتي الأمعتا  تالسكروز و

والتتتي تستتتعمل  Light foodكمحليتتات للمنتجتتات الو ائيتتة المعروفتتة باستتم  لهتت ا الستتبب تستتتعمل

للأشتخام التت ين يعتانون متتن الستمنة ودا  الستتكري لان ايتلا هتت س الستكريات مستتتقل عتن ايتتلا 

الأنسولين. ويتدخل المتانيتول أيضتا فتي الصتناعات الصتيدلانية والطبيتة والصتناعات الالكترونيتة 

 . (14)لا الأوساط الزرعية  ويستعمل المانيتول في تركيب بع

من مجموعتة متنوعتة متن الأحيتا  كالبكتريتا والفطريتات و الطحالتب وبعتلا المانيتول ينتا       

النباتات الراقية، وه ا السكر قليل السعرات الحرارية ل ا يمكن استبداله بالسكروز أو اللاكتتوز أو 

 ،عمل كمانعاً للتاكسد في الخلايا الحيوية الفركتوز أو الكلوكوز في المنتجات الو ائية، ويمكن أن ي

وفي أمعا  الإنسان يتحول المانيتول إلى أحماض دهنية قصيرة السلسلة نتيجة لنشاط بعلا أنتوا  

البكتريا والتي يعتقتد أنهتا تمنتط تطتور سترطان القولتون، ومتن ناحيتة أخترى يتتدي المتانيتول إلتى 

وهدفت ه س   .(13) ;(15)ذ انه بطي الامتصامجانبية مثل انتفاخ البطن والإسهال إ اثأرحدوث 

 .Leuconostoc mesenteroides sub sp  الدراستة إلتى إيجتاد عتزلات محليته متن بكتريتا

mesenteroides  المانيتول أنتاجعلى  قادرة 

 المــواد وطــــرائق العمــــــــل

 Isolates sourcesمصادر العزلات       

منها الخضروات والمخللات ، وقد تم  Ln. mesenteroidesمصادر لعزل عدة استعملت     

الحصول على الخضروات  من الأسواق المحلية إذ جلبت الخضروات بوساطة أكياس من البولي 

ْ  من اجل الحصول على خضروات ذابلة ومتحللة  25اثيلين وتركت لمدة يومين في الحاضنة عند

والكراث   Brassicaoleracea var.capitata، ومن الخضروات التي استعملت اللهانة 

Allium kurrat  والكرفسApium graveolens var. dulce والخيارCucumis sativus 

L   والبربينPortulasa oleracea  والريحانOcium basilicum  والفجلRaphanus 

sativum   والنعناMentha piperita  أما المخللات فهي مخلل اللهانةSauerkraut  ل ومخل

 وقد حضرت في المختبر . Pickled cucumbersالخيار 
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   Isolation of Ln. mesenteroides from picklesعزل البكتريا من المخللات 

وذلك بأخ  قطرات  . (3)إلى  وفقا وقد حضراعزلت البكتريا من مخلل اللهانة ومخلل الخيار      

 .Selective Mوالوسط      Rogosa agarونشرها على سطح الوسط  (Loop)بوساطة الناقل 

R. S. agar   ساعة.  24-48ْ  لمدة25ثم حضنت الأطباق عند 

 Isolation of Ln. mesenteroides from vegetablesعزل البكتريا من الخضروات 

انتخبت أنوا  الخضروات التي كانت بحالة من التحلل لتسهيل الحصتول علتى البكتريتا ، وضتعت 

من البولي اثيلين بعد ترطيبها بالما  المقطر المعقم ثم حضنت لمدة يتومين عنتد بعضها في أكياس 

مل من المحلول الفسيولوجي  99غم من كل نو  من أنوا  الخضروات ونقل إلى 11ْ  ثم اخ  25

مل متن التختافي  واستتعملت طريقتة  1% كلوريد الصوديو  ثم عملت بقية التخافي  ، اخ  0.85

والوستتتط  Rogosa agarفتتتي إطبتتتاق وباستتتتعمال الوستتتط  Pour plate methodالصتتتب 

Selective M. R. S. agar  ساعة، كما عزلتت البكتريتا بأخت   24-48ْ  لمدة 25وحضنت عند

 Selectiveوالوستط  Rogosa agarمسحة من سطح الخضروات ونشرها على ستطح الوستط 

M. R. S. agar  (1ساعة ) 24-48ْ  لمدة 25ثم حضنت الإطباق عند. 

 Identification testsالفحوصات التشخيصية     

بدراستة صتفاتها الشتكلية وإجترا   Ln. mesenteroidesشخصت البكتريا المعزولتة علتى أنهتا  

 (12);(7);(6);(2)  الاختبارات الكيموحيوية وحسب الطرائم المعتمدة 

 Morphological characteristicsالصفات الشكلية        

ات الشكلية للمستعمرات المعزولة بتنميتها علتى الأوستاط الزرعيتة الصتلبة التتي درست الصف     

 ذكرت أنفا وقد تضمنت شكل المستعمرات، حجمها، لونها، مظهرها، حافتها، ارتفاعها. 

 Microscopic examinationالفحص ألمجهري         

بصتبوة كترا  للتعترف  اجري الفحتص المجهتري لخلايتا المستتعمرات المعزولتة بعتد تصتبيوها    

 Negative stainingعلى شكل الخلايا البكتيرية ونو  اصطباغها كما اجري التصبيغ الستالب 

باستعمال الحبر الصيني للتعرف على المحفظة )الكبسول( وك لك فحصت حركة البكتريا بطريقة 

 .  Hanging drop technique (5)القطرة المعلقة 
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     Biochemical testsالاختبارات الكيموحيوية 

، (18)، فحص أنزيم الكاتاليز (11)وتضمنت الفحوصات الآتية : إنتاج الواز من الكلوكوز     

تأثير الرقم ، (10) ، إنتاج الامونيا من الارجنين(4)فحص استهلاك السترات واختزال النترات 

البكتريا والرقم  تأثير درجات الحرارة في نمو في نمو البكتريا و 6.5و   4.8الهيدروجيني

دقيقة وعند  15ْ  لمدة 55 % كحول الايثانول، تحمل عند 10، النمو في (6)الهيدروجيني النهائي 

إنتاج الحاملا من %كلوريد الصوديو ، (6.5و 3)دقيقة، النمو في تركيز 30ْ  لمدة  60

 . (1) ، إنتاج الدكستران  (9)الكاربوهيدرات 

 Mannitol production methodطريقة إنتاج المانيتول        

على أستاس  Ln.mesenteroides sub sp. mesenteroides غربلت العزلات العائدة لبكتريا 

 لإنتاج المانيتول.  (17)اتبعت طريقة أنتاجها للمانيتول و

  المانيتول وإنتاجتنمية البكتريا 

 (.M.R.S) فتي وستط  Ln. mesenteroides sub sp. mesenteroidesتنشتيط بكتريتا  -1

 ساعة .   24ْ  لمدة 25السائل عند 

% متن المزرعتة البكتيريتة المنشتطة إلتى وستط  إنتتاج المتانيتول 1نقل بواسطة ماصتة معقمتة  -2

ستتاعة وباستتتعمال  48ْ  لمتتدة  25وحضتتن عنتتد  7بتتدلاً متتن  6.5واستتتعمل التترقم الهيتتدروجيني 

 .   Kottermannكة دورة / دقيقة  المجهزة من شر 200 الحاضنة الهزازة بسرعة 

  الإنتاجاستخلاص وتنقية المانيتول من وسط 

دقيقتة  30 دورة/ دقيقتة لمتدة  5000بعتد انتهتا  متدة الحضتن اجتري الطترد المركتزي بسترعة  -1

 لفصل الراشح والتخلص من الكتلة الحيوية )خلايا البكتريا(. 

نيوزلنتتدي  RE120رقمتته  Rotary evaporatorركتتز الراشتتح بواستتطة المبختتر التتدوار  -2

 %. 60  بحيث تكون نسبة المواد الصلبة المتبقية حوالي  40-50الصنط. عند درجة حرارة 

 بلورة وتقدير المانيتول الناتج 

 غم من المانيتول القياسي إلى الراشح المركز لبد  عملية البلورة.  1أضي   -1
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دلاً من درجة لكل ساعة   وبمعدل تخفيلا درجتين لكل ساعة ب 5 -35برد الراشح من درجة  -2

 ساعة.  12  لمدة  5ساعة لورض البلورة ، ثم بقى على درجة  15لمدة 

ستتاعة متتن بتتد  عمليتتة البلتتورة تفصتتل البلتتورات عتتن الستتائل المتبقتتي باستتتعمال ورق  24بعتتد  -3

تحتتت التفريتتغ وبوجتتود قمتتط بخنتتر   Whatman No. 3  (3)الترشتتيح  متتن نتتو  واتمتتان رقتتم

Vacuum Buchner ،  بعد ذلك غسلت البلورات المتكونة بالايثتانول للتتخلص متن الشتوائب ثتم

   .   60جففت البلورات عند درجة حرارة 

 Sartoriusمتتن شتتركة حستتب المتتانيتول النتتاتا بوزنتته باستتتعمال الميتتزان الحستتاس المجهتتز -4

AGGO Ttingen   د  بنظتتر الاعتبتتار طتتر  كميتتة المتتانيتول المضتتافة لبتت الأختت الألمانيتتة متتط

 ، ك لك حسبت وزن الخلايا الجافة)الكتلة الحيوية( بعد تجفي  الخلايا  ووزنها . البلورة 

 النتائـــــج والمنــــــاقشة 

                Isolation and Identificationالعزل والتشخيص 

تتم الحصتول علتى ستت  2)الواردة فتي)  Leuconostocتبعا لخطوات العزل وتشخيص بكتريا  

ت من مصادر مختلفة وهي البتربين والنعنتا  والكتراث والريحتان والفجتل والكترفس ورمتز عزلا

 على التوالي. SH2,SH1,SH3,SH5, SH4,SH6لها بالرموز

 الصفات الشكلية    

درست الصفات الشكلية للعزلات الست وذلتك بتنميتهتا علتى الأوستاط الصتلبة إذ عزلتت البكتريتا  

الصلب، إذ  .M.R.Sالصلب ووسط  Rogosaالنامية على وسط اعتمادا على شكل المستعمرات 

(   (1كانت المستعمرات النامية على الوسط الأول منتشرة وشفافة ولماعة ولزجة ومرتفعتة الشتكل

أمتتا المستتتعمرات الناميتتة علتتى الوستتط الثتتاني فكانتتت صتتويرة جتتدا بحجتتم رأس التتدبوس وناعمتتة 

 ( .1)ومستديرة ولونها ابيلا مائل للرمادي الشكل 

 الصفات المجهرية

درستتت أشتتكال الخلايتتا وذلتتك بتصتتبيوها بصتتبوة كتترا  ، إذ كانتتت خلايتتا جميتتط العتتزلات موجبتتة  

لصبوة كرا . وقد اختلفت أشتكال الخلايتا تبعتا لنتو  وستط التنميتة إذ ظهترت الخلايتا الناميتة علتى 

ما في الأوساط ، أ  Diplococcobacilliالأوساط الصلبة بشكل خلايا عصوية بيضوية مزدوجة

ك لك اجري فحتص حركتة . (2)مط وه ا يتفم  Lactobacillusالسائلة فكان شكلها يشبه بكتريا 
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وكتتان جميتتط خلايتتا  Hanging drop techniqueالبكتريتتا باستتتعمال طريقتتة القطتترة المعلقتتة 

 وتم التعترف علتى الكبستول بوستاطة التصتبيغ الستالب للبكتريتا باستتعمالالعزلات غير متحركة ،

الحبتر الصتتيني وأظهتترت جميتتط العتتزلات قتتدرتها علتى تكتتوين الكبستتول ،إذ ظهتتر الكبستتول تحتتت 

 المجهر بشكل مناطم شفافة حول الخلايا .

 الفحوصات الكيموحيوية   

الفحوصات الكيموحيوية للعزلات الست المتحصتل عليهتا متن مصتادر مختلفتة إذ  (1)يبين جدول 

متن الكلوكتوز، كمتا أظهترت نتيجتة ستالبة   CO2غتاز  ظهرت جميتط العتزلات القتدرة علتى إنتتاج

واستطاعت لاختبار الكاتاليز واختزال النترات  وإنتاج الامونيا من الارجنين و استهلاك السترات 

 4.8ولتم تتتمكن متن النمتو فتي الترقم الهيتدروجيني  6.5جميط العزلات النمو في رقم هيدروجيني 

ة موجبتتتتة عنتتتتد النمتتتتو فتتتتي درجتتتتة حتتتترارة إمتتتتا بالنستتتتبة لتتتتدرجات الحتتتترارة فأعطتتتتت نتيجتتتت

ْ  ، وتباينت نتائا العزلات الست عند النمو فتي  (45,40,5)ْ  ونتيجة سالبة عند(37,25,15,10)

نتيجتتة ستتالبة بينمتتا العزلتتة  (SH6,SH5,SH2,SH1)% ايثتتانول إذ أعطتتت العتتزلات 10تركيتتز

(SH4,SH3)  55لها القدرة على تحمتل درجتة حترارة  وتبين إن جميط العزلات،نتيجة موجبة   

دقيقتة ، وأظهتترت جميتط العتزلات القتدرة علتتى  30ْ  لمتدة 60دقيقتة ولتم تستتتطيط التحمتل 15لمتدة 

%كلوريد الصتوديو  ممتا 6.5إنتاج المانيتول من الفركتوز. واستطاعت العزلات النمو في تركيز 

 .Ln يقهتتتتتا عتتتتتن ولتفر ، Ln.pseudomesenteroidesستتتتتاعدنا فتتتتتي تفريقهتتتتتا عتتتتتن 

paramesenteroides  .اجري اختبار إنتاج الدكستران من السكروز 

استتتطاعت العتتزلات الستتت تخميتتر العديتتد متتن الكاربوهيتتدرات )الكلوكوز،الفركتوز،المتتالتوز      

،السكروز،الكالاكتوز،السيليبايوز،التريهالوز،السالسين،المانيتول،المانوز،اللاكتوز( وان تخميرها 

 SH1,  SH5،SH4فقتد أظهترت العزلتة .citreum Lnافينتوز قتد ميزهتا عتن بكتريتا  لستكر الر

أمتتتتا العزلتتتتة   Ln. mesenteroides نتيجتتتتة موجبتتتتة وهتتتت ا يتكتتتتد أنهتتتتا تعتتتتود لبكتريتتتتا 

SH2,SH3,SH6 فقد أعطتت نتيجتة ستالبة وهت ا يترجح إن تكتون تابعتة لبكتريتا citreum Ln.  

 mesenteroidesأثبتت إن ه س العزلات تعتود لنتو   ارابينوز -كما إن ايجابية تخمرها لسكر ل

subsp. mesenteroides  Ln.   (6) .وميزهتا عتن بقيتة أنتوا Ln. mesenteroides   تتم

مقارنة نمو المستعمرات وشكلها على أوساط حاوية على الكلوكوز وأخرى حاوية على الستكروز 

تديرة وبيضتتا  ومائلتتة للرمتتادي ،إذ كانتتت المستتتعمرات الناميتتة علتتى النتتو  الأول صتتويرة ومستت

وملسا  وناعمة وغيتر منتجتة للمتادة اللزجتة ، أمتا المستتعمرات الناميتة علتى النتو  الثتاني فكانتت  
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منتشرة وكبيرة ولماعة وشفافة ولزجتة ولونهتا يتتراو  متن الأبتيلا إلتى الرمتادي.وجميط النتتائا 

 SH1  ذلتك تتم انتقتا  العتزلات . وعلى ضتو  (7) ;(12) ;(2)اتفقت مط الاختبارات الواردة في 

 )الفجل( في الكش  عن قدرتها على إنتاج المانيتول. SH5)الريحان(، SH4)البربين( ،

 

(1) (2)                                                        

          

المعزولة  mesenteroides subsp. mesenteroides  Leuconostocنمو بكتريا  (1) شكل 

 .M.R.S  وسط  Rogosa  ,(2)وسط  (1) تبرياً على الأوساط المختلفةمخ

المتحصل  .mesenteroides subsp. mesenteroides  Ln  الفحوصات الكيموحيوية للعزلات  (1)جدول

 عليها من مصادرها المختلفة

 نوع الاختبار ت

 مصدر العزلات

 البربين

SH1 

النعناع 

SH2 

 الكراث

SH3 

 الريحان

SH4 

 جلالف

SH5 

الكرفس 

SH6 

 + + + + + + إنتاج الغاز من الكلوكوز 1

 - - - - - - إنتاج أنزيم الكاتليز 2

 - - - - - - استهلاك السترات 3

 - - - - - - اختزال النترات 4

 - - - - - - إنتاج الامونيا من الارجنين 5

6 
 + + + + + + 6.5النمو في الرقم الهيدروجيني

 - - - - - - 4.8م الهيدروجينيالنمو في الرق

7 

 - - - - - - م   5 النمو في درجة حرارة

 + + + + + + م   10 النمو في درجة حرارة

 + + + + + + م   15النمو في درجة حرارة
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 + + + + + + م   25النمو في درجة حرارة

 + + + + + + م   37 النمو في درجة حرارة

 - - - - - - م   40 النمو في درجة حرارة

 - - - - - - م   45 النمو في درجة حرارة

 4.1 4.4 4.3 4.1 4.1 3.9 الرقم الهيدروجيني النهائي 8

 - - + + - - % ايثانول10النمو في  9

10 
 + + + + + + دقيقة15م  لمدة 55التحمل عند

 - - - - - - دقيقة30م  لمدة 60التحمل عند

11 
 + + + + + + م% كلوريد الصوديو3النمو في 

 + + + + + + % كلوريد الصوديوم6.5النمو في 

 + + + + + + إنتاج المانيتول 12

 + + + + + + إنتاج الدكستران 13

  إنتاج الحامض من الكاربوهيدرات 14

 

 + + + + + + الكلوكوز

 + + + + + + الفركتوز

 + + + + + + المالتوز

 + + + + + + ارابينوز-ل

 

 + + + + + + كروزالس

 + + + + + + الكالاكتوز

 - + + - - + الرافينوز

 + + + + + + السيليبايوز

 + + + + + + التريهالوز

 + + + + + + السالسين

 + + + + + + المانيتول

 + + + + + + المانوز

 + + - + + + اللاكتوز

  أنتاج المانيتول 

فصل الخلايا باستعمال جهاز الطرد المركزي اخ  الراشح وكان لونه بعد انتها  عملية التخمر و 

اصفر مائل إلى البني بينما الراسب ال ي يمثل الكتلة الحيوية كان لونه ابيلا مائل إلى الرمادي، 
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وزن الخلايا الجافة

%بعدها أجريت البلورة للراشح وكان المانيتول  60ثم ركز الراشح وكانت نسبة المواد الصلبة 

  .)19( ;)17(وه ا يتفم مط )10 (شكل له ابري وطعمه حلو باردالناتا لونه ابيلا وشك

 

 

 لإنتاجياالمنماة على الوسط   (SH1)المانيتول الناتج من العزلة   (2)شكل                          

 انتخاب العزلة الأكثر إنتاجا 

هرت العزلة التي حصل ( كمية المانيتول الناتجة من العزلات الثلاث المنقاة وأظ(3بين الشكل      

ومن  (SH1)مل وقد رمز لها بالرمز 100غم /  9عليها من البربين إنتاجا عاليا من المانيتول بلغ 

 .Lnه ا يتبين أن إنتاج ه س العزلة قد تساوى مط إنتاج السلالة المعروفة التابعة للبكتريا 

mesenteroides M204  المانيتول المنتجة منها المستعملة على النطاق التجاري إذ بلوت كمية 

 (7.0, 6.5)( ,SH5, SH4 بينما كانت نتائا العزلات البكتيرية الأخرى ) ، (16)مل 100غم/ 9

مل وهي 100غم /  0.3 (SH1)للعزلة  مل على التوالي .وكان وزن الخلايا الجافة 100غم / 

اتجه نحو أنتاج المانيتول  قليلة مقارنة مط بقية العزلات وقد يعود سبب ذلك إلى ايلا البكتريا ال ي

(.وقد استعملت العزلة 3أو قد يكون بسبب تركيب الوسط كارتفا  تركيز الفركتوز )الشكل 

(SH1)     .كأفضل عزلة لإنتاج المانيتول ودرست الظروف المثلى للإنتاج                          
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ج ووزن الخلايا الجافة للعزلات البكتيرية المنتقاة تأثير العزلات المختلفة في المانيتول النات  (3) شكل        

 ساعة.48 م  /25درجة الحرارة  6.5،الرقم الهيدروجينيمن مصادر مختلفة المنماة في الوسط الإنتاجي القياسي

 المصادر 
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Summary 

      The study included isolation of isolates of Leuconostoc mesenteroides 

from different local sources, which were: vegetables, pickles. Three pure 

isolates were isolated from vegetables. All isolates were identified to be 

Leuconostoc mesenteroides depending on morphological, microscopic 

examinations and biochemical tests which included gas production from 
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glucose, negative tests of catalase, ammonia production from arginine, 

nitrate reduction and citrate utilization. The isolates identified to be 

Leuconostoc mesenteroides sub sp. mesenteroides through their ability to 

ferment L-arabinose. Different shapes of colonies appeared when grown 

on different media containing glucose such as MRS agar and the other 

media containing sucrose such as Rogosa agar.The higher mannitol 

produce was 9 g/100ml from the isolate of Purslane which called (SH1) 

from production media. 


