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اكتينوميست در يك محيط كشت جديد به روش تخمير اي از  گونهبا استفاده از دار  نشان 12Bتوليد ويتامين  ،كار تحقيقاتيدر اين  :يدهكچ
هاي ميكروبي، محلول حاوي تركيبات كوبالامين روي  از سلول 12Bتوليد و آزادسازي ويتامين پس از  .گرفته استمورد بررسي قرار ناپيوسته 

 موجود در محلول خروجي از ستون، به روش 12Bقدار ويتامين م. هاي مختلف شسته شد تون توسط محلول تثبيت شده و سXAD-4رزين از  يستون
 نازك ي  كروماتوگرافي لايهها، از روش  كوبالامين در نمونهگيري شد و جهت تأييد وجود تركيبات كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا اندازه

 اتانول و استون، به عنوان . ميكروگرم در ليتر است1456 توسط اين ميكروارگانيسم 12Bتوليد ويتامين  كه ميزان نتايج نشان داد. استفاده گرديد
 Rfنشان داد كه مقادير  نازك ي هاي كروماتوگرافي لايه گيري اندازه.  تعيين شدند12Bجداسازي ويتامين براي هاي شستشوي ستون  بهترين محلول

پس از انجام مراحل دار،   نشان12Bي  فعاليت ويژه. كنند ميليد شده توسط باكتري با مقادير استاندارد مطابقت سيانوكوبالامين و متيل كوبالامين تو
ليتر   بكرل در ميلي75/5  و79/0، 90/6، 55/8برابر با  ،به ترتيب ،و آب% 25 مختلف استن، الكل خالص، الكلواجذب آن با استفاده از عوامل 

 .مدآدست ه ليتر ب  بكرل در ميلي99/21ي  دار با فعاليت ويژه نشان 12Bي از محلول ،در نهايت. گيري شد اندازه
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Abstract: In this study, the production of labeled vitamin B12 with one strain of actinomycet in a novel 
synthetic medium by batch fermentation method was investigated. After releasing vitamin B12 from 
microbial cells, the solution containing cobalamin analogues was fixed on amberlite XAD-4 exchanger 
and eluted by various solutions. Vitamin B12 in the collected fractions were measured by HPLC method 
and also in order to confirm the existence of cobalamin compounds in the samples, TLC technique was 
used. In the optimal conditions, production of vitamin B12 by this microorganism was 1456µg/l. The best 
recoveries of vitamin B12 from the column were obtained when the column was eluted by ethanol 
followed by acetone. The Rf values for cyanocobalamin and methylcobalamin, produced by this 
microorganism were the same as the standard values of Rf. The desorption of labeled vitamine B12 was 
carried out by different eluants, including acetone, ethanol (absolute), ethanol 25% and deionized water. 
The activity of labeled vitamin B12 was 8.55, 6.90, 0.79, 5.75 Bq/ml, respectively. Therefore, the total 
specific activity of 21.99Bq/ml was obtained for labeled vitamin B12. 
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   . . . دار توسط دار و نشان غيرنشان 12Bوليد ويتامين ت
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   مقدمه -1
تــرين  پيچيــده تــرين و  بــزرگ،)1( يــا ســيانوكوبالامين12Bيتــامين و

ــامين  ــاميناز ويت و از نظــر اســت اي محلــول در آب هــ گــروه ويت
 كــورين تــشكيل شــده از يــك ي ســاختماني حــاوي يــك هــسته

قـرار  يك يون كبالـت   آن تتراپيرول حلقه مانند است كه در مركز   
دزوكـسي   هـاي متيـل،    بـه گـروه   توانـد     اين يون كبالـت مـي     . دارد

ــود    ــصل شـ ــيانو متـ ــا سـ ــسي و يـ ــل، هيدروكـ . ]2 و 1[ آدنوزيـ
ــه روش )2(ر كوبــالامين پايــداشــكلســيانوكوبالامين   اســت كــه ب

در طبيعـت بـه     و   ،هـا توليـد    ميكروارگانيـسم توسـط    صنعتي عمدتاً 
. ]2[شـود    هاي حيواني و گياهي يافـت مـي         در بافت  ناچيزيميزان  
تركيب مهمي اسـت كـه بـراي درمـان كـم خـوني و                12B ويتامين

چنين به عنوان مكمل غذايي در انـسان و دام           دردهاي عصبي و هم   
به  12Bكه سنتز شيميايي ويتامين   با توجه به اين   . ستفاده است مورد ا 

 توليـد صـنعتي آن بـا ايـن          ، سـنتزي نيـاز دارد     ي   مرحله 70 بيش از 
هـاي    روشدر نتيجـه    . پرهزينـه خواهـد بـود     روش بسيار مـشكل و      

از اهميــت توليــد آن در مقيــاس صــنعتي تخميــر ميكروبــي بــراي 
ــد ــادي برخوردارن ــامين  .]4 و 3[ زي ــوان محــصول  12Bويت ــه عن  ب

ــه عنــوان محــصول جــانبي تخميــر    تخميــر وي اوليــه ــا ب توســط ي
 شـامل استرپتومايـسين،     ،ها بيوتيك  آنتي ي  هاي توليدكننده  باكتري

ــي   ــد مـ ــيكلين توليـ ــسين، كلروتتراسـ ــود نئومايـ ــي از  .شـ گروهـ
ــسم ــد   ميكروارگانيـ ــا ماننـ ــرماني هـ ــاكتريم شـ ــوني بـ  و )3(پروپيـ

 12B ويتـامين    ي  ه عنوان منبع بالقوه   ب )4(پسودوموناس دنيتريفيكنس 
ويتـامين   .]5 و   2[ انـد  در نظر گرفته شده   آن  مصارف صنعتي   براي  

12B 57-هاي كبالـت ماننـد كبالـت       دار شده با راديوايزوتوپ     نشان 
 ،بـه عبـارت ديگـر   . خـوني اسـت    هاي تـشخيص كـم     يكي از كيت  

. اسـت خوني در انسان      يكي از علل كم    12Bجذب ناكافي ويتامين    
اسـتفاده از   جذب آن،   ميزان  هاي دقيق براي سنجش      كي از روش  ي

ــامين  ــشان12Bويت ــوپ   ن ــا راديوايزوت ــت در  دار شــده ب ــاي كبال ه
تركيبـــات ســـاختگي ديگـــر . ]6[  اســـت)5(شـــيلينگآزمـــايش 

ــالامين كــه توســط راديو ، mTc99 ،Gd153ماننــد نوكليــدهايي كوب
In111 در پزشـكي  كاربردهاي بـسيار مهمـي    نيز  شوند،   دار مي  نشان 

 )6(هـاي نئوپلاسـتيك    برخي از بافت  رسد    به نظر مي  . اي دارند  هسته
هاي  را نسبت به ساير بافتآن  عمل كرده و  12Bشبيه منبع ويتامين    

تـري    به ميزان بـيش    ،شوند تري تقسيم مي   اطراف كه با سرعت كم    
در هــا  آن ايــن تركيبــات و تجمــع ،در نتيجــه. ســازند متمركــز مــي

 مـورد  تومورهـا از  د در تـصويربرداري     ن ـتوان  مـي  هـاي آلـوده    بافت
  . ]7[برداري قرار گيرند  بهره

 ابتدا يك محيط 12Bدر اين كار پژوهشي به منظور توليد ويتامين        
، )7(ناپيوسـته تخميـر    كشت جديد طراحي گرديـد و سـپس بـه روش          

دار   نـشان  12B  و ويتـامين   دار  نشانغير 12Bويتامين  توليد و جداسازي    
 بـه نـام     )8(اكتينوميـست اي از      توسط گونه  ،Co57يونوكليد  شده با راد  
  .مورد بررسي قرار گرفت) 9( گريزئوسساسترپتومايس

  
  بخش تجربي -2
  ها   مواد و دستگاه2-1
   مواد2-1-1
 6 و   5ين، كـولين،    ي مالـت، بتـا    ي   مخمر، عصاره  ي   عصاره ،لوكزگ

، اتــــانول، اســــتن، كلريــــد دي متيــــل بنزيميــــدازول، كبالــــت
 ،%9/99 خلوص ي همگي با درجه  كوبالامين بالامين، متيل سيانوكو

از شركت مـرك يـا      همه   TLC كاغذ    و XAD-4رزين آمبرليت   
 ي دهنــده توســط شــتاب 57-كبالــتســيگما بــوده و راديونوكليــد 

   .شددر سازمان انرژي اتمي تهيه كرج  MeV30سيكلوترون 
  
  ها دستگاه 2-1-2

ــتگاه  ــر pHدســـ ــهMetrhom 744 متـــ ــ ، بـــ    دوارزن  مهـــ
Hiedolph 4002 پمپ خلاء ،shimadzu ،اتور ب ـ انكي-تكاننده

Infors آشكارسـاز هـا و    براي انجام آزمايش   ، اتوكلاو HPGe  بـا 
  دســــتگاه،keV9/1 قــــدرت تفكيــــك انــــرژي و% 20بــــازده 

ــالاي   ــارايي بــــــ ــا كــــــ ــايع بــــــ ــاتوگرافي مــــــ    كرومــــــ
, dual absorbance detector Waters 2487   ــتون ــا س ب

NOVA PAKTM C18  هاي فاز متحرك شامل حلالو  
  

A:10g NaH2PO4+0.14g Pentane-1 Sulfonic Acid Sodium 
B: 32% Solvent A + 68% Acetonitrile Solution 

  
 نانومتر بـا مشخـصات      254آشكارساز نور فرابنفش با طول موج       و  

ــه ــدازه اي برنام ــراي ان ــر ب ــامين    زي ــدار ويت ــري مق ــد و تأي12Bگي  ي
  .ها مورد استفاده قرار گرفتند ر نمونهتركيبات كوبالامين د

  
Flow B% A% min Gradiant program 

1  5  95  º    
1  25  75  10-  º    
1  25  75  11-10    
1  5  95  12-11    
5/1  5  95  5/12-12    
5/1  5  95  5/14-5/12    

1  5  95  15-5/14    
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  ها ميكروارگانيسم 2-1-3

ــاكتري استرپتومايــسس گريزئــوس  از بانــك DSMZ 40932 ب
 ،باكتري مورد آزمايش بر روي محيط كشت       .بودميكروبي آلمان   

Oat Meal Agar (OMA-QUELAB/UK)، در دمـــاي   
 روز رشد كرده و در يخچال 5 ظرف ،گراد  سانتيي   درجه 28-30
  .داري شد نگه

  
   روش كار2-2
   مايه تلقيحي  تهيه2-2-1

 آمـاده تـازه   محـيط كـشت     ليتـر از       ميلـي  100باكتري مورد نظر به     
 گـرم بـر ليتـر    3 ،)10(ينيپپتـون كـاز   گرم بر ليتر   17محتوي   ي  شده

 ، مخمـر  ي   گرم بر ليتر عصاره    1 ، گرم بر ليتر گلوكز    5 ،پپتون سويا 
  كلريــد گــرم بــر ليتــر ســديم  5،  مالــتي گــرم بــر ليتــر عــصاره 1
گـرم بـر ليتـر       ميلـي  4فـسفات،    گرم بر ليتـر هيـدروژن سـديم          5/2

   گـراد بـه مـدت       سـانتي  ي   درجـه  30اي   تلقيح و در دم    كلريد،كبالت  
  .گرمادهي شد دور در دقيقه 150 يزن مه  بهسرعتو با  ساعت 96
  
  روش تخمير  2-2-2

تـازه  ليتـر از محـيط       ميلـي  100 تخمير بـه     هاي  براي انجام آزمايش  
  گرم بر ليتـر   1،   گلوكز  گرم بر ليتر   5/2 ، بدون كبالت  ي  آماده شده 

 گـرم بـر ليتـر    5/0، ي مخمـر    اره عص گرم بر ليتر   1،  ي مالت   عصاره
O2H7.4MgSO، 2/0   گرم بر ليتر  O2H4.2MnCl  ،2/0     گـرم بـر 
 گرم O2H7.4ZnSO ،04/0  گرم بر ليترO2H7.4FeSO ،2/0 ليتر

پـيش    و )11(كننـده  مواد القـاء  .  اضافه گرديد  O2H6.2CoCl بر ليتر 
 ، به ترتيـب ،متيل بنزيميدازول دي 6 و 5 ين، كولين وي بتا )12(ي  ماده

  .  اضافه شدند1گرم بر ليتر مطابق جدول   ميلي5  و4، 4به ميزان 
  

  .12Bهاي تخمير براي توليد ويتامين   تركيب محيط-1جدول 
  تركيب محيط تخمير  محيط تخمير

  +محيط پايه  1
  ي بتايين القاكننده+ محيط پايه   2
   كوليني القاكننده+ محيط پايه   3
  دي متيل بنزيميدازول 6 و 5ي  ماده پيش+ محيط پايه   4

، 3  پپتـون سـويا    ،17 ينيپپتـون كـاز   :  ليتـر  برتركيب محيط پايه برحسب گرم       -
 فـسفات  ،5كلريـد   م، سـدي 2  مالـت ي ، عـصاره 2 مخمـر  ي  ، عصاره 5/7گلوكز  

ــديم   ــدروژن ســـــــ ، O2H7.4MgSO 5/0 ،O2H4.2MnCl 2/0 ،5/2هيـــــــ
O2H7.4FeSO 2/0 ،O2H7.4ZnSO 2/0 ،O2H6.2CoCl 04/0. غلظـــــــــت 
 بـر گـرم     ميلي 5  و 4 ،4 ، به ترتيب  ،دي متيل بنزيميدازول   6 و 5 كولين و  ين،يبتا
  . بودليتر

 درصـد از  5 ،هـاي تخميـر   سـازي محـيط   پـس از تهيـه و آمـاده   
 ساعت در   120اضافه شده و به مدت      ها    به اين محيط   تلقيح   ي  مايه
زنـي    بـه هـم  سـرعت و با   گراد در تاريكي      سانتي ي   درجه 30 دماي
  . شدنددهيدقيقه گرما در  دور150

  
  توليد شده 12Bويتامين آزادسازي  سازي و آماده 2-2-3

ــافر اســتات   ميلــي100 ــر ب ــول   ميلــي22 و =pH)7/3( ليت ــر محل   ليت
ــديم  ــيانيد س ــي1000(س ــرم   ميل ــر ردگ ــه ) ليت ــي6/6ب ــر از   ميل ليت
زن  هـم  ههاي تخمير تغليظ شده در فشار منفي در دسـتگاه ب ـ           محيط

 ي   درجـه  121 دقيقـه در     30هـا بـه مـدت        نمونه  و هشددوار، اضافه   
 اتمسفر براي آزادسازي ويتامين و تبـديل        1گراد و در فشار      سانتي

ــه  ــكلآن ب ــدارش ــوكلاو در  ، پاي ــدند ات ــرار داده ش ــپس .ق ــا  س ب
 10000زنـي   هـم  سـرعت  و بـا  دقيقـه  10به مدت كردن سانتريفوژ  

  .]8[ گرديدجدا  سلولي از محلول بافر ي توده ،دور در دقيقه
  
 12B ويتامينجداسازي  2-2-4

هـاي ميكروبـي،     از سـلول   12Bاز توليد و آزادسازي ويتـامين       پس  
 XAD-4رزين  از   يمحلول حاوي تركيبات كوبالامين روي ستون     

براي . هاي مختلف شسته شد    و ستون توسط محلول   گرديده  تثبيت  
  به محلول بافر حاوي    XAD-4  گرم رزين آمبرليت   12اين منظور   

ه  و به، اضافه گرديد بود سلولي از آن جدا شده  ي  ويتامين كه توده  
گـراد    سـانتي  ي   درجـه  25 سـاعت در تـاريكي در دمـاي          16مدت  

جدا شـده و    از محلول    كاغذ صافي    ي  وسيلهه  رزين ب . هوادهي شد 
در داخـل آون    گـراد در تـاريكي        سانتي ي   درجه 60-50در دماي   

 بـه   ،طـول و قطـر    رزيـن خـشك شـده در سـتوني بـه            . خشك شد 
هـاي   سـتون بـا حـلال     . شدوارد  متر   سانتي 5/0  و 50برابر با    ،ترتيب
 . شـسته شـد    -الكل خالص و استن   زدايي شده،     يونيآب  -مختلف

ــامين   ــدار ويتـ ــول12Bمقـ ــه روش     در محلـ ــي، بـ ــاي خروجـ هـ
 بـا آشكارسـاز فـرابنفش در        )13(كروماتوگرافي مايع با كارايي بـالا     

هـاي    گيـري   در تمامي انـدازه   . گيري شد   زه نانومتر اندا  254طول موج   
هاي استاندارد سيانوكوبالامين و متيـل كوبـالامين       ، نمونه 12Bويتامين  

سپس جهـت تأييـد وجـود    . به عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفتند     
 در 12Bهاي حاوي ويتـامين   ، محلول]11 و 10،  9[ تركيبات ويتامين 

ــاي ــه70-60 دم ــانتي  درج ــر   ي س ــراد تبخي ــتفاده از  گ ــا اس ــده و ب ش
آب بـه نـسبت     %)/25(هيدروكـسيد   آمـونيم    /روپـانول پ -2 هاي  حلال

آب بــه نــسبت حجمــي /پروپــانول -2/بوتــانول -1و ) 7:1:2(حجمــي 
 )14( نـازك  ي  به عنوان فاز متحـرك كرومـاتوگرافي لايـه        ) 10:7:10(

  .]10 و 9[ مورد آزمايش قرار گرفتند
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   12Bگيري ويتامين  اندازه 2-2-5

ــرا ــدازهب ــري ي ان ــامين گي ــدار ويت ــا اســتفاده از دســتگاه   12B مق ب
 ابتـدا اسـتاندارد سـيانوكوبالامين و    ، نـازك ي  كروماتوگرافي لايـه  

منحني و  ،هاي مختلف به دستگاه تزريق   متيل كوبالامين در غلظت   
 حـاوي تركيبـات ويتـامين       ي  سپس نمونه . رسم گرديد بندي    درجه

12B  ي منحني نظيـر      قلهه از سطح زير      تزريق و با استفاد    ، به دستگاه
  .محاسبه گرديدآن غلظت 

  
  57-دار شده با كبالت  نشان12B  ويتاميني تهيه 2-2-6

محـيط تخميـر    (كبالـت   فاقـد   محيط تخميـر     پس از استريل كردن   
   ي  مـاده  پـيش  گرم در ليتـر از       005/0و محتوي   ) 1 جدول   1شماره  

 ين و يبتـا  ي  دهن ـاكنمـواد الق  از   گـرم    4 ،بنزيميدازول متيل  دي 6 و   5
 42/40فعاليـت    با   57-از محلول كبالت  ليتر    لي مي 20مقدار   ،كولين

از % 5سـپس  . ميكروكوري، به يك ليتر از محيط تخمير اضافه شد  
محيط كـشت   .  تلقيح باكتري به محيط تخمير تلقيح گرديد       ي  مايه

 دور 150 يزن هم سرعتو با گراد   سانتيي   درجه 30-28در دماي   
 13،  12[ شـد گرمادهي   ساعت در تاريكي     120به مدت   در دقيقه   

ه از روش ب ـ  اندكي متفـاوت    روش   با استفاده از يك      سپس .]14و  
 12B ويتـامين    دار،  نـشان  غير 12B كار رفته براي جداسازي ويتـامين     

 5بـه ايـن ترتيـب كـه          . از محـيط تخميـر جداسـازي شـد         دار  نشان
ــليتــــر محلــــول ســــديم ميلــــي   و )  گــــرم در ليتــــر1 (انيدي ســ

محـيط تغلـيظ    از  ليتـر     ميلـي  10غليظ بـه    اسيد  ليتر استيك    ميلي 10
 در دمــاي تكاننــده و بــه مــدت ســه روز در هشــده اضــافه گرديــد

 ،توســط كاغــذ صــافيســپس محلــول . داده شــدآزمايــشگاه قــرار 
بـه  .  زيـستي از محـيط تخميـر جـدا گرديـد          ي  شـده و تـوده    صاف  

لاً توسـط    كـه قـب    XAD-4  گـرم رزيـن    10دست آمده   ه  محلول ب 
بـر  ه و   شسته شده بود، اضافه گرديـد     زدايي شده     يونمتانول و آب    

 25 و در دمـاي  ) دور در دقيقـه 100(  كـم  سـرعت با  تكاننده  روي  
توسـط كاغـذ     رزيـن  در ادامـه،  . داده شد گراد قرار     سانتي ي  درجه

 70-60در دمـاي  صافي جدا شده و بعد از خـشك شـدن در آون            
 سازي داسازي و خالص  براي ج  ،در تاريكي گراد و     ي سانتي   درجه

هـاي   سـتون بـا محلـول     . دار، وارد ستون گرديـد      نشان 12Bويتامين  
 .، الكل خالص و استون شسته شـد       %25الكل   ،زدايي شده    يون آب

هـاي خروجـي      دار در محلول    نشان 12Bمقدار ويتامين   گيري    اندازه
  .سنج گاما انجام شد با استفاده از طيف

   و بحثگيري  نتيجه-3
هـاي    ي محلـول    تجزيـه هـا،    پس از انجام مراحل جداسـازي نمونـه       

) متيل كوبالامين و سـيانوكوبالامين    ( 12Bحاوي تركيبات ويتامين    
داد كـه بـاكتري     روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا نـشان         به  

قـادر بـه توليـد تركيبـات       استرپتومايسس گريزئوس در محيط پايه    
 كـه در محـيط تخميـر حـاوي         در صـورتي  باشـد     نمي 12Bويتامين  

 بـه  12B توليـد ويتـامين     ميـزان  ،كننده ين و كولين به عنوان القاء     يبتا
ــب  ــر  ميكرو538  و235ترتي ــودگــرم در ليت ــايج ). 2جــدول  (ب نت
 12B مقـدار ويتـامين      بيـشينه دهـد كـه      نشان مـي  چنين    هم 2جدول  

 سـت ا  ميكروگـرم در ليتـر     1456توليد شده در محيط تخمير برابر       
 دي 6 و  5 ي  پـيش مـاده   از  گـرم در ليتـر        ميلي 5در حضور   اين   كه

 تركيبات ويتـامين    HPLCكروماتوگرام  . باشد متيل بنزيميدازول مي  
12B)    توليد شـده توسـط بـاكتري       ) متيل كوبالامين و سيانوكوبالامين

بـه  دي متيـل بنزيميـدازول    6 و 5 ي  حاوي پيش مادهي در محيط پايه  
  .نشان داده شده است 1در شكل در ليتر گرم   ميلي5ميزان 

  
 توسط باكتري استرپتومايسس گريزئوس     12B ميزان توليد ويتامين     -2جدول  
  .هاي تخمير در محيط

  محيط تخمير
  مقدار كل 

كوبالامين  متيل
  توليد شده

  )ليتر در ميكروگرم(

مقدار كل 
سيانوكوبالامين توليد 

  شده
  )ليتر در ميكروگرم(

ويتامين  مقدار كل
12Bتوليد شده   

  ) ليتر درميكروگرم(

  -  -  -  محيط پايه
+ محيط پايه

  ينيبتاي  القاكننده
149  86  235  

+ محيط پايه
  538  86  452  كوليني  القاكننده

+ محيط پايه
 6، 5ي  ماده پيش

  متيل بنزيميدازول دي
1067  389  1456  

  

  
وبالامين و سيانوكوبالامين توليد شـده       متيل ك  HPLCكروماتوگرام   -1شكل  

  .توسط باكتري استرپتومايسس گريزئوس
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ميـزان   تركيـب محـيط كـشت در         ،2  جدول براساس اطلاعات 
كـه در شـرايط      طـوري ه  سـزايي دارد ب ـ   ه  ثير ب أت 12Bتوليد ويتامين   

  ي   پـيش مـاده   و   ،كـولين  و   ينيبتـا  ايكننـده   افزودن القـاء   ،هوازي
هر كدام به طور جداگانـه بـه محـيط          ول،  متيل بنزيميداز   دي 6 و   5

 ،محيط پايه تـا مقـادير  به نسبت  را   12Bتوليد ويتامين     ميزان كشت،
ــب،   ــه ترتي ــا ب ــزايش  1456 و 538، 235ت ــر اف ــرم در ليت  ميكروگ

 در  12B، ميزان توليد ويتـامين      2براساس اطلاعات جدول    . دهد  مي
ن پـيش مـاده      به عنـوا   بنزيميدازول متيل   6 و   5محيط پايه به علاوه     

ايين يـا كـولين   ت ـ بي ها محـيط پايـه بـه عـلاوه القاكننـد      بدر مقايسه   
لـذا، در ادامـه از محـيط پايـه بـه      . دهـد  افزايش زيادي را نشان مـي  

متيل بنزيميدازول براي توليد ويتـامين         دي 6 و   5ي    ماده  علاوه پيش 
اين تحقيق در مقايـسه بـا    رفته در محيط كشت به كار   .استفاده شد 

هــاي   كــه توســط بــاكتري12Bهــاي توليــد ويتــامين  محــيطســاير 
آلـي غنـي و    حـاوي مـواد    ،]16 و   15[اند   اكتينوميست به كار رفته   

 بـاكتري در ايـن محـيط رشـد خـوبي          و ،مواد معدني مختلف بوده   
و هاي كـشت سـاده       باكتري در محيط  تي كه   در صور است،  داشته  

رشـد   ]16 و   15[حاوي منبع كربن گلـوكز و سـاير مـواد معـدني             
توليـد  يـزان   م. رد را ندا  12Bي توليد ويتامين    يتوانا مناسبي نداشته و  

كـار  ه  مـورد نظـر در محـيط كـشت ب ـ         ي    گونه توسط   12Bويتامين  
هـاي   در مقايـسه بـا سـاير بـاكتري        )  ميكروگرم در ليتر   1456( رفته

  در شرايط متفاوت، تقريباً    12B ويتامين   ي  اكتينوميست توليد كننده  
   .]17 و 16، 15[ باشد يكسان مي

بهتـرين محلـول شستـشوي سـتون         3براساس اطلاعات جـدول     
بـه ترتيـب اتـانول و اسـتن        واجـذب آن    بـه منظـور      ،تثبيت ويتامين 

  ويتامينواجذبثيري در أتگونه  زدايي شده هيچ يونو آب  هستند  
12Bندارد .   

  
كوبالامين و سيانوكوبالامين از ستون محتوي رزيـن           واجذب متيل  -3جدول  
XAD-4هاي مختلف  با استفاده از شوينده.  

  محيط تخمير

آب 
زدايي  يون

  شده 
 -متيل
  سيانو

  اتانول
 -متيل
  سيانو

  

  استن
 -متيل
  سيانو

  

مقدار كل 
كوبالامين  متيل

 شده توليد
  درميكروگرم(

  )ليتر

مقدار كل 
سيانوكوبالامين 

 شده توليد
 در ميكروگرم(

  )ليتر
  -  -  -         -  -       -  -          -  محيط پايه

  86  149  -         -  86    149  -         -  ينيبتا+ محيط پايه
+ محيط پايه
  86  452  -      324  86   128  -         -  كولين

  و5+ محيط پايه
 دي 6
  بنزيميدازول متيل

-         -  469  216  598  173  1067  389  

اسـتفاده از   نـازك بـا   ي هـاي كرومـاتوگرافي لايـه    گيري  اندازه
آب بـه   /هيدروكـسيد آمـونيم    / پروپـانول  -2-هـاي مختلـف    حلال

   ، بـــــــه عنـــــــوان حـــــــلال اول7:1:2نـــــــسبت حجمـــــــي 
 بـه عنـوان     10:7:10آب به نسبت حجمي     /پروپانول -2/بوتانول-1

 براي  Rf  مقادير 4براساس اطلاعات جدول    . شد انجام   -حلال دوم 
 باكتري مـورد    سيانوكوبالامين و متيل كوبالامين توليد شده توسط      

 بـه   ،نظر در محيط تخمير در شرايط بهينه با اسـتفاده از حـلال اول             
 بـه  ،ايـن مقـادير در حـلال دوم   .  است 53/0 و   51/0 برابر با    ،ترتيب
 مشاهده  4طور كه در جدول       همان .باشند  مي 47/0 و   34/0 ،ترتيب
هـاي اسـتاندارد متيـل        با نتـايج نمونـه     ،دست آمده ه  شود نتايج ب   مي

كـار رفتـه يكـسان    ه مين و سيانوكوبالامين در هر دو حلال ب     كوبالا
 كـه  12B تركيبات كاذب ويتامين Rfكه مقادير     در صورتي  هستند

 Rfبـا مقـادير     هستند   40/0 و   14/0 ،به ترتيب  ،در حلال اول و دوم    
مربوط به تركيبات اسـتاندارد متيـل كوبـالامين و سـيانوكوبالامين            

ــ،در حــلال اول و دوم( ــه ترتي ــا ،ب ب ــر ب  و 51/0 ،47/0 ،53/0 براب
سـيانوكوبالامين و   بازداري   زمان   4در جدول   .  تفاوت دارند  )34/0

دسـتگاه  بـا اسـتفاده از       ،متيل كوبالامين توليد شده توسط بـاكتري      
HPLC   و 5/7 برابـر بـا    ، به ترتيب  ، اين مقادير  . مشخص شده است 

.  دارد  اسـتاندارد مطابقـت    ي  بـا مقـادير نمونـه       دقيقه اسـت كـه     8/5
ــاتوگرام ــالامين و ســيانوكوبالامين  HPLCهــاي  كروم ــل كوب  متي

   .اند  نشان داده شده3 و 2 هاي شكل  در، به ترتيب،استاندارد
  

ــدول  ــادير -4ج ــازداري  (Rt و TLC در Rf مق ــان ب ــراي  HPLCدر ) زم ب
  .12Bتركيبات مختلف ويتامين 

  

مقادير 
Rf  

(TLC)  
حلال 
 اول

 مقادير
Rf 

(TLC)  
 حلال
  دوم

بازداري  مانز
  سيانوكوبالامين

  )دقيقه(

زمان بازداري 
كوبالامين  متيل
  )دقيقه(

  

 زمان
 بازداري

تركيبات 
كاذب 
 12B ويتامين

  )دقيقه(
كوبالامين  متيل

  -  8/5  -  47/0  53/0  استاندارد

سيانوكوبالامين 
  -  -  5/7  34/0  51/0  استاندارد

كوبالامين  متيل
  -  8/5  -  47/0  53/0  جداسازي شده

نوكوبالامين سيا
  -  -  5/7  34/0  51/0  جداسازي شده

تركيبات 
 كاذب ويتامين

12B 

14/0  40/0  -  -  5/5  
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  .ي استاندارد متيل كوبالامين  نمونهHPLC كروماتوگرام -2شكل 
  

  
  

  .الاميني استاندارد سيانوكوب  نمونهHPLC كروماتوگرام -3شكل 
  

بـا راديوايزوتـوپ    دار شـده      نشان 12Bاستخراج ويتامين   پس از   
 هـاي مختلـف آب، الكـل        و شستشوي ستون بـا حـلال       57-كبالت

سنجي    طيف هاي  گيري  اندازهاستن خالص و انجام      ، الكل و  %)25(
بـه   ،12B فعاليت ويتامين    Eu152اي با محلول استاندارد      مقايسه گاما

ليتر به دست     بكرل در ميلي   55/8 و   90/6،  79/0 ،75/5برابر   ،ترتيب
ليتـر مطابقـت       بكرل در ميلـي    99/21 كل   ي  با فعاليت ويژه  مد كه   آ

دهد، كه در صورت بهينـه كـردن          نتايج نشان مي   ،بنابراين. كند  مي
چنـين اسـتفاده از    هـم   و12Bمحيط تخمير و شرايط توليد ويتـامين       

 بـه عنـوان منبـع       بـالاتر فعاليـت    بـا    57- كبالـت   پرتـوزاي  توپوايز

تـري از    توان بـه مقـادير بـيش       ميدار    نشانكبالت در توليد ويتامين     
  .دست يافتدار  نشان 12Bويتامين 

  
  انيدتشكر و قدر

فـرزاد و    همكاري آقايان مهندس روزبهـاني، روشـن       وسيله از  بدين
  .شود تشكر و قدرداني مينيار  احمدي

  
  :ها نوشت پي

1- Cyanocobalamin 
2- Cobalamin 

3- Propionibacterium shermanii 
4- Pseudomonas denitrificans 

5- Schilling 

6- Neoplastic 
7- Batch Fermentation 

8- Actinomycet 
9- Streptomyces griseus  

10- Casein Peptone  

11- Inducer 

12- Precursor 

13- High Performance Liquid Chromatography 
14- Thin Layer Chromatography   
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  1388، 49اي، شماره  مجله علوم و فنون هسته
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