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يكي ازآيتهاي   ٥٨ –نشاندار با آبالت   B12ويتامين: چكيده
تشخيصي مهم دربيماران مبتلا به آم خوني است. عدم جذب آافي 

يكي ازعلل آم خوني درانسانها بوده و يكي   B12ويتامين
ازروشهاي دقيق سنجش ميزان جذب آن،آـاربردراديوداروي 

مي  ٥٨ –ايزوتوپ آبالت  نشاندارشده باراديو B12ويتامين
نشاندار جداسازي و   B12باشد. مهمترين مرحله توليد ويتامين

مي  Streptomyces Olivaceusخالص سازي ويتامين ازمحيط تخمير باآتري 
باشد. لذا درمرحله اول اين تحقيق مطالعه و بررسي جهت 
جداسازي وتخليص بااستفاده از رزينهاي مختلف بـرروي نمونه 

توليد شده توسط باآتري  ٥٩ -نوآوبالامين حاوي آبالتهاي سيا
فوق انجام شد. دربررسيها و آزمايشهاي اوليه دورزين 

انتخاب شد. نتايج آزمايشهاي مختلف   XAD-7و  XAD-4غيرقطبي 
نشان داد آه بهترين راندمان جهت تثبيت   XAD-7و  XAD-4برروي 

ه بدست آمد. درمرحل XAD-4آوبالامين بوسيله رزين 
  XAD-4تحقيقات جهت جداسازي ويتامين درروي ستون بعدي،

بااستفاده ازحلالهاي متانول، اتانول و ايزوپروپانول 
  TLCدرغلظتهاي مختلف انجام شد. نتايج حاصل از

(آروماتوگرافي لاية نازك) نشان داد آه بهترين حلال هاي 
لال استفاده ازح  XAD-4شستشو جهت واجذب آوبالامين ازروي ستون 

اتانول و ايزوپروپانول با حداآثر غلظت  هاي متانول،
  ٤٠تا   ٣٠ درصد، ٥٠تا  ٢٥و درمحدوده غلظتهاي  B12ويتامين
درصد براي حلالهاي فوق بوده است. آوبالامين واجذب  ١٠درصد و

 شده درحضور استن دردماي پائين متبلورشد.
ــدي: ــاي آلي ــامين واژه ه ــازي، ، B12ويت ــالص س ــازي، خ  جداس
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Abstract: Labelled vitamin B12 with 58 Co  is one of the important ingredients of 
the diagnostic Kits for diagnosis of patients affected by anemia. Insufficient 
absorbtion of vit. B12 is one of the causes anemia in humans and one of the 
accurate methods for measurement of absorbed vitamin B12 is application ofvit. 
B12 with radioisotope cobalt – 58 labelled. The isolation and purificationof 
labelled vit.B12 from fermentation medium of Streptomyces Olivaceus essential 
process for kit prepration.. The first experiment of this research was isolation and 
purification with using different resins with solution of cyanocobalamin 
containing cobalt-59 that was produced by this bacterium.  After investigation 
and pre-feasibility experiments two non polar resins XAD-4 and XAD-7 were 
selected. The results of the different experiments on XAD-4 and XAD-7 showed 
that XAD-4 is much better than the latter one for immobilization of cobalamin. 
The isolation of vitamin B12 on XAD-4 column was achieved by different 
solvents such as methanol, ethanol and isopropanol in the different ratio 
concentrations. The results of TLC (Thin Layer Chromatography) showed that the 
best eluants solution for desorbtion of cobalamin from XAD- 4 column are 
solvents such as methanol, ethanol and isopropanol with maximum concentration 
of vitamin B12 in the range of concentrations 25 up 50 percent, 30 up 40 per-cent 
and 10 per-cent respectively. Cobalamin was collected in aceton and crystallized 
in low temprature. . 
Key words:vitamin B12, isolation, purification, amberlite. 

 مقدمه  -١
 

فلــزي  –يك آمپلكس آلي) ٢(يا سيانوآوبالامين  B12ويتامين     
است آه  فلز آبالت بعنوان اتم مرآزي درآن قرارگرفته است. 

 ) نشان داده شده است. ١درشكل (  B12ساختار ويتامين
 
 
 
 
 
 
 
 

  B12ساختمان ويتامين  -١شكل 
 

آه با راديوايزوتوپهاي آبالت نشاندار مي   B12ينويتام     
شود داراي آاربردهاي بسيار مهمي بــوده آــه مــي تــوان بــه 
موارد استفاده آن درزمينه پزشكي تشخيصي اشاره آــرد. يكــي 

در   B12ازآاربردهاي آاملاً بارز آن سنجش عمــل جــذب ويتــامين
ــخيص  ــذب آن درتش ــزان ج ــاً مي ــه نهايت ــوده آ ــك ب رودة آوچ

آمك مي  intestinal malabsorptionو سندرم   megaloblasticيهاي آم خوني بيمار
 .]١[آند



  ٣

-Co-56  ،Coبايكي ازايزوتوپهاي راديواآتيو آبالت  B12ويتامين

مـــي توانـــد نشـــاندار شـــود و آميـــت دز تـــابش  Co-58و  57
راديوايزوتوپ آبالت بايد درحدي باشد آه ميزان دز جذب شده 

ازميــان  ٥٨ -ه حداقل برســد. آبالــت توسط ساير اعضا بدن ب
نيمه عمر آوتاه و  راديوايزوتوپهاي آبالت بدليل دز مناسب،

قابليت اندازه گيري درانواع شمارنده ها جهت مصارف پزشــكي 
بااســتفاده   B12مناسبتر تشخيص داده شده است. جذب ويتــامين

 نشاندار بصــورت يــك روش دو مرحلــه اي قابــل  B12ازويتامين
ده و ميزان جذب ويتامين به روشهاي مختلف ازجملــه انجام بو

 .] ٣و  ٢[سنجش مي شود  (Schilling)روش دفع ادراري شيلينگ 
غيراآتيو آه منبع   B12در اين تحقيق از نمونه حاوي ويتامين

آبالت ان  آلريد آبالت هگزا اآوا بوده، طــي فراينــد هــاي 
ســت.. بــه دســت امــده ا B12جدا سازي و خالص سازي ويتــامين 

تـاآنون روشهاي زيــادي بـــــراي جــــداسازي و  ١٩٤٥ازسال 
صــورت گرفتــه اســت آــه  )٣(خالص سازي آنالوگهــاي آوبــالامين

 ستفاده از آلومين، زغال فعال،امنجمله ابتدائي ترين آنها 
ــداولترين و  ــي ازمت ــروزه يك ــد. ام ــي باش ــا م ــيليكاژل ه س

ــتف ــالامين اس ــاي آوب ــازي آنالوگه ــؤثرترين روش جداس اده م
 .] ٤ [مي باشد  (Ion-Exchanger)ازرزينهاي تبادلگريوني

گروهي ازرزينهاي غيرقطبي بوده آه  ) (XADآمبرليت هاي پلي مر
 جهت جداآردن و خالص سازي آنتي بيوتيكها، ويتامينهاي گروه

B حشره آشهاي آلردار،ترآيبات متنــوع آروماتيــك  نيتــروژن ،
ي روند. درميان ايــن دار و پروآسيدهاي هيــدروژن بكــار م

و ٥[مــي باشــند   XAD-7و  XAD-2  ،XAD-4گروه، معروفترين آنها 
٦[. 

رزينهــاي غيرقطبــي هســتند آــه آــاربرد  XAD-4و  XAD-2رزينهاي
بيشتري جهت آناليز و جداسازي ترآيبات آلي محيطــي دارنــد. 

يك حد واسط قطبي است آه فنل ها را بخوبي جذب مي   XAD-7رزين
رزين قابليت جــذب مــواد آبدوســت را از آب و آند. اين نوع 

مواد آب گريز را ازسيستمهاي غيرآبي داراست. مشخصــات ايــن 
 ) آمده است.١رزينها درجدول (
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 (XAD)مشخصات آمبرليتهاي  -١جدول 
 

باتوجه به تنوع ســاختار آمبرليــت  –ساختار شيميايي آمبرليت
نوعي آمبرليــت  P64-IRها بررسي همة آنها امكان پذير نيست . 
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بكار مــي رود.   B12سازي وخالص سازي ويتاميناست آه جهت جدا
بخش ماتريكسي آن شامل آــوپليمري ازمتاآريليــك اســيد و دي 

و مشخصــات فيزيكــي   IRوينيل بنزن است. ساختار شيميايي، طيف
 .]٦و  ٥[درشكل هاي زير نشان داده شده است IR-P64آمبـرليت 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-IRشيميايي آمبرليت ساختار   -٢شكل                           
P64  
 

 مواد و دستگاهها -٢
،  IR-120   ،IR-410مواد استفاده شده براي طرح شامل: آمبرليت -١-٢

XAD-4  ،XAD-7  اتيل الكــل، متــانول، آب مقطــر دوبــار تقطيــر ،
استن، ايزوپروپانول (تمامي مــواد بكاررفتــه  ،TLCديونيزه، آاغذ

 ي شده اند).خريدار %٩/٩٩بادرجه خلوص  Merckازآمپاني
 744)متر HPLC  ،PH (Intertail OSD-2)دستگاههاي مورد استفاده:  – ٢-٢

Metrhom) 254لامپ nm UV  4002)، روتاري Heidolph  پمپ خلاء ،(Shimadzu) 
 
 روش آار -٣
 

به منظــور جــداآردن يونهــاي مــزاحم  -ديونيزه  تهيه آب-١-٣    
ليات ديــونيزه آــردن موجود درآب مقطر و درنتيجه آاهش هدايت، عم

انجام گرفــت. درايــن  IR-120و  IR-410آب مقطر بوسيله ستون رزينهاي
مرحله بااستفاده ازرزينهاي تبادلگر آاتيوني و آنيوني آب مقطــر 

ــول  ــتون بط ــر ازدوس ــار تقطي ــر  ٥٠ cmدوب ــده  ٥/٠ cmو قط پرش
عبــور داده شــد.  ٢٥-٧٠ ºCدردماهاي بين  IR-120و  IR-410 ازرزينهاي

آب ديونيزه شده دردماهــاي مختلــف قبــل ازورود بــه ســتون  هدايت
انــدازه گيــري   IR-410و بعدازخروج ازستون آنيوني  IR-120 آاتيوني

 ) مشخص گرديد. ٢شده و مقاديرآنها درجدول (
 
 
 

قبل  (μs)هدايت الكتريكي (ºC)دما
 ازستون

بعد  (μs)هدايت الكتريكي
 ازستون

٤٢/٤٤ ٣/٥٩ ٢٥ 
٢/٤١ ٥/٥٦ ٣٥ 



  ٥

١/٤٠ ٢/٥٥ ٤٠ 
٢/٣٨ ٦/٥٣ ٤٥ 
١/٤١ ٩/٥١ ٥٠ 
٦/٤٠ ٩/٥٠ ٥٥ 
٨/٤٠ ٨/٤٨ ٦٠ 
٠/٤١ ٢/٤٧ ٦٥ 
١/٤٢ ٦/٤٦ ٧٠ 

 هدايت الكتريكي آب مقطر دردماهاي مختلف  -٢جدول 
) جهت ديونيزه آردن آب مقطــر ٢باتوجه به نتايج جدول (    

 بدليل پائين ترين هدايت الكتريكي انتخاب شد.  ٤٥ ºCدماي 
 
 Amberliteو  Amberlite XAD-4آوبالامين برروي رزينهاي  )٤(تثبيت -٢-٣

XAD-7  
 

ازمحيط تخمير، ابتــدا آنــرا ) ٥(بمنظور جداسازي بيوماس     
با آاغذ صافي و دستگاه سانتريفوژ صاف آرده و جهت بالابردن 

با دستگاه روتــاري درخـــــلاء تقطيــــر   B12غلظت ويتــامين
تثبيت   XAD-7و  XAD-4غــليظ شده بررويشــد. محلول صــاف و ت

ميلي ليتــر ازمحلــول اوليــه را  ١٠گرديد. جهت اين آزمايش 
ميلي ليتري انتقال داده سپس تا  ٥٠٠برداشته و بداخل بالن 

برابر حجم محلول به آن رزين اضافه آــرديم و بمــدت چنــد  ٧
ساعت مخلوط را همزديم و سپس محتويات بــالن را مجــدداً بــه 

تقطير درخلاء انتقال داده تا رزين آاملاً خشــك شــود. دستگاه 
و قطــر  ٥٠ cmبطــول  B12ستوني از رزين خشك شده حاوي ويتامين

cm٧[طراحي آرديم  ٥/٠[. 
 
 تثبيت شده ازروي ستون  B12عمليات واجذب ويتامين -٣-٣
 

ــتفاده از       ــازي  TLCبااس ــالص س ــازي و خ ــور جداس بمنظ
محلولهاي زيــر  XAD-7و  XAD-4زين ازروي ستونهاي ر  B12ويتامين

 تهيه و عمليات واجذبي انجام گرفت.
 درصد حجمي ٢٥-٥٠محلول متانول درغلظتهاي  -١
 درصد حجمي ٣٠-٤٠محلول اتانول درغلظتهاي   -٢
 درصد حجمي ١٠محلول ايزوپروپانول درغلظت   -٣

پس ازشستشوي ستون با حلالهــاي فــوق، قســمتهاي مختلــف      
ه تقطير درخلاء منتقل شــده تــا حــلال حاصل ازشستشو به دستگا

جدا شود. جزء بــاقي مانــده را  دريخچــال قــرارداده و پــس 
ازسردشدن آريستالهاي سوزني شــكل آوبــالامين درحضــور اســتن 

 بدست آمد.
 

 بحث و نتيجه گيري  -٤
  

نتـــايج حاصـــل ازجداســـازيهاي فـــوق بامقايســـه      
ــده ازدســتگاه  ــت آم ــه   HPLCآروماتوگرامهــاي بدس ــوط ب مرب



  ٦

استاندارد و نمونه مورد آزمــايش درنمودارهــاي   B12ويتامين
 نشان داده شده است.  ٣و  ٢، ١

) بيانگر نمونه اي است آه هيچگونه عمليات خــالص ١نمودار (
 سازي روي آن انجام نشده است.

) بيانگر نمونة استاندارد بوده و ازآن به عنوان ٢نمودار (
همانطورآــه درايــن  شاهد درهمة آزمايشات استفاده شده است.

مــي باشــد   ٢٠. ٧١ (R.T)نمودار مشخص شده پيكي آه مربوط بــه 
 است.  B12معرف ويتامين 

) بيانگر نمونه اي است آه تحت عمليات خالص سازي ٣نمودار (
بخــوبي مطابقــت  B12قرار گرفته آه با نمونه شــاهد ويتــامين

 دارد. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 ات خالص سازينمونة اوليه قبل ازعملي -١نمودار 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 B12نمونة استاندارد ويتامين  -٢نمودار 
 

ازنتايج مهم دراين پــژوهش شستشــوي آوبــالامين تثبيــت شــده 
برروي رزين توسط الكل هاي سبك آليفاتيك متانول، اتانول و 
ايزوپروپانول مي باشدآه نسبت حلالهــاي مختلــف بكــار رفتــه 



  ٧

هميــت داشــته آــه بااســتفاده بسيار ا gradient elutionدرفرآيند 
 تعيين گرديد. TLCازآاغذ

بررسيهاي تجربي نشان داد آه مقدار آوبــالامين درقســمتهايي 
ازمحلول هاي جمع آوري شده اززيرستون وقتي حداآثر است آــه 

 مقدار نسبت حجمي حلالهاي بكار رفته به صورت زير باشد:
 ( gradient elution)حجمي  –حجمي  %٢٥-%٥٠متانول  -١
  (gradient elution)حجمي  –حجمي  %٣٠ -%٤٠تانول ا  -٢
  (isoeratic elution)حجمي  –حجمي  %١٠ايزوپروپانول   -٣

 
 XAD-7و   XAD-4روي آمبرليت )٦(بررسي معادلة وان ديميتر -

 
همانطورآه قبلاً بيان گرديد تثبيت آوبــالامين بــرروي دونــوع 

برابر   XAD-4صورت گرفت. قطر ذرات  XAD-7و  XAD-4آمبرليت 
A º و قطر ذرات  ٤٠XAD-7   برابرA º مي باشد. باتوجه به  ٩٠

معادلة وان ديميتر آه تاثير عواملي ازجملــه نفــوذگردابي، 
نفوذطولي و انتقال جرم غيرتعادلي را برروي بازده يك ستون 

مشاهده مي شود آــه  ٤و  ٣بررسي مي آند و بامقايسة نمودار 
عوامل معادله وان ديميتــر هريك از XAD-4باانتخاب آمبرليت 

به حداقل مقدار ممكن رسانده شد و حداآثر بازده آوبــالامين 
 .]٩و  ٨[دريافت گرديد

 
        معادلـــــــــــــــــــــة وان ديميتـــــــــــــــــــــر 

H=A+(B / U)+ CU 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-XADزي شده باستون آمبرليت نمونة اوليه خالص سا – ٣نمودار 
4 
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 XAD-7نمونة اوليه خالص سازي شده باستون آمبرليت  -٤نمودار 
 
 
 
 

 پي نوشت ها: 
1- Amberlite    5-Biomass    
2- Cyanocobalamin   6-Vandemeter   
3- Cobalamin     
4- Immobilization       
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Abstract: Labelled vitamin B12 with 58 Co  is one of the important diagnostic Kits 
for patients affected by anemia. Insufficient absorbtion of vitamin B12 is one of 
the causes anemia in humans and one of the accurate methods for measurement of 
absorbed vitamin B12 is application radioactive B12 with radioisotope cobalt – 
58.The isolation and purification from fermentation medium of Streptomyces 
Olivaceus is one of the important factor. The first experiment of this research was 
the isolation and purification by using different resins with solution of 
cyanocobalamin containing cobalt-59 that was produced by this bacterium.  After 
investigation and pre-feasibility experiments two nonpolar resins XAD-4 and 
XAD-7 were selected. The results of the different experiments on XAD-4 and 
XAD-7 showed that the best yield for immobilization cobalamin by resin XAD-4 
obtained.The isolation of vitamin B12 on XAD-4 column was achieved by 
different solvents such as methanol, ethanol and isopropanol in the different ratio 
concentrations. The results of TLC (Thin Layer Chromatography) showed that the 
best eluting solution for desorbtion of cobalamin from XAD- 4 column are 
solvents such as methanol, ethanol and isopropanol with maximum concentration 
of vitamin B12 in limit range of concentrations 25 up 50 percent, 30 up 40 
percent and 10 percent respectively. The collected cobalamin in aceton solution      
was crystallized in low temperatures . 
Key words:vitamin B12, isolation, purification, amberlite. 
 
1- Introduction 
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Vitamin B12 (cyanocobalamin) is a organo – metal complex which contains 
cobalt as a central atom. The structure of vitamin B12 is shown in figure (1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure1- The structure of vitamin B12 
 

 
Labelled vitamin B12 with radioisotopes of cobalt has very important 
applications and could be used for diagnosis in nuclear medicine. 
Radioactive labelled vitamin B12 is most commonly used for assessing the 
absorptive function of small intestine. 
Radioactive labelled B12 absorption tests has main application in the 
investigation of patients with megaloblastic anemia the characteristic 
macrocytic produced by deficiency of this vitamin and in the investigation of 
the intestinal malabsorption syndrome(2,4).  
Vitamin B12 may be labelled with one of the radioisotopes of cobalt, such as 
56 Co, 57Co and 58Co. It is very important that the absorption dose delivered by 
the labelling isotope in body should be as ALARA law. Because of the low 
radiation dose, the short half – life and measurable efficiently in all types of 
counters, the radioisotope of 58Co is the most suitable of labelling source for 
application in nuclear medicine. 
The measurement of B12 absorption by labelled  vitamin B12 essentially is in 
two – stage procedure and the absorption of B12 can be assessed by different 
methods such as urinary excretion method of Schilling(4,10).  
In the first stage of this research the isolation and purification of sample 
containing nonradioactive vitamin B12 with chloride cobalt hexa as one of the 
materials of production medium was tested.  



  ١١

In the second stage of the research after optimization and purification will be 
prepare Radio – Kit vitamin B12 by labelled cobalt-58.Since 1945 many 
methods have been applied for separation and purification of analogs of  
cobalamin. The most preliminary of those are such as alumin, active charcol, 
silica jel(5). 
One of the most common and efficient methods for isolation analogs of 
cobalamin is chromatography by Ion-Exchanger. Polymeric amberlites (XAD) 
are group of  nonpolar resins which will be used for separation and 
purification of antibiotics, B vitamins group, insecticide which have chloride, 
various nitro aromatic compound and hydrogen peroxides. The most 
important of this amberlite group are XAD-2,XAD-4 and XAD-7. XAD-2 and 
XAD-4 are nonpolar resins which have more application for analysis     and 
separation of environmental organic compounds. So XAD-7 resin is an 
intermediate polar compound which absorbs phenols compound. This kind of 
resin can absorb either hydrophobic materials from water or hydrophilic 
material from nonaqueous systems(9). The characteristics of this kind of 
resins is shown in table (1). 
 

Mean 
diameter 

Surface 
contact

Size Matrix Code Catalogue 
number 

90 30020-60Polystyrene XAD-2 21646-1 
40 72520-60Polystyrene XAD-4 21648-8 
90 45020-60Acrylicester XAD-7 21649-6 

                                                   
Table1-The characteristics of (XAD) amberlites 

 
 The chemical structure of amberlite- Because of various structure of all 
amberlite,study is impossible. IR-P64 is a type of amberlite which has applied 
for separation and purification vitamin B12.The matrix of this amberlite is 
made by methacrylic acid and divinyl benzen. The chemical structure and IR-
Spectrum of IR-P64 are shown in below figures(1,3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure2-IR-spectrum(right)and the chemical structure of IR-P64 (left) 
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2- Materials and Apparatuses 
 
1-2-The chemical materials: amberlites IR-120, IR-140, XAD-4, XAD-7, 
ethylalcohol (Merck), methanol ( Merck, 99%), aceton (Merck), two distilled 
water, TLC 
 
2-2-Apparatuses: HpLC (Intertail OSD-2), PH meter (744 Metrhom) ,UV lamp 
254 nm,  Rotary (4002 Heidolph), vaccum pump (Shimadzu) 
 
3- Methods 
 

1-3-Preparation of deionization of distilled water- In order to separate of 
ions containing in distilled water and decrease conductivity is used the resins 
IR- 410 and IR-120. 
Two column with a length of  50 cm and diameter of 0.5cm containing IR-410 
and IR-120 are designed.The distilled water was crossed through a cationic 
column IR-120 and then ionic column IR-410. 
Conductivity of deionized water in the different temperatures 25-70 ºc befor 
entrance to the first column and after departure of the second column was 
measured and given in table(2). 
 

Conductivity(μs) 
2*

Conductivity(μs) 
1*

Temprature (ºC) 

44.4259.325 
41.256.535 
40.155.240 
38.253.645 
41.151.950 
40.650.955 
40.848.860 
40.047.260 
42.146.665 

 
Table2-Conductivity of distilled water in the different tempratures 

1*=Before of ion-exchanger column       2*=After of ion-exchanger column         
 

 

With attention to the table(2) results in order deionization of distilled water 
temprature 45ºC because of the lowest conductivity is selected. 
 
2-3-Immobilization of cobalamin on amberlite XAD-4 and XAD-7  
First was filtered for separation of biomass from fermentation medium, then is 
centrifuged to obtain a solution without insoluble materials and for increasing 
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concentration of vitamin B12 by rotary apparatus in vaccume was distilled. 
The concentrated solution was fixed on XAD-4 and XAD-7. 
For fixing 10 ml of concentrated solution was transfered into a ballon with 
volume of 500 ml. Then about 7 equal volume of solution, resin was added 
and about 3 hours was mixed. Then the mixture was transfered to the rotary  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
until the resin missed all of the moisture.  
We desinged a column containing resin plus vitamin B12 with the same size 
as was used for deionization of water(7). 

3-3- Desorption Operations of immobilized vitamin B12 on column  
 In order isolation and purification vitamin B12 from columns XAD-4 and                       
XAD-7, solutions with below concentrations by TLC prepared. 
1- Methanol solution in concentrations 25-50 percent volume 
2- Ethanol solution in concentrations 30-40 percent volume 
3- Isopropanol solution in concentration 10 percent volume. 
    After eluting column with top solvents, the fractions deduced of eluting were                             
gathered. Then each fraction is transfered to rotary to miss solvent.The residue 
parts with aceton were put in the refregirator to form crystal of cobalamin. 
 
4- Result and disccution  

Results of separation operations with comparison chromatograms HPLC of 
standard vitamin B12 and test sample are shown in graphs 1, 2 and 3. 
Graph(1): related to a sample which has no separation and isolation process. 
Graph (2): related to standard solution that it is used as blank in all of the 
experiments. 
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Graph (3): related to sample which separation and isolation operation has been 
done on it. It correspond with blank sample.  
 
 
 
 
 
 
 
 

Graph 1- The frist sample before of the purification  operations 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Graph 2-The standard sample of vitamin B12 
 
 
Important result in this research is the eluting fixed cobalamin on resin by 
aliphatic alcohols such as methanol, ethanol and isopropanol and ratio 
concentration solvents in gradient elution is very important that by TLC paper 
determined. The experimental method showed that the maximum cobalamin 
with below solvents with related ratio Concentrants concluded. 
 
1- Methanol (25%-50%) V-V gradient elation. 
2- Ethanol (30%-40%) V-V gradient elation. 
3- Isopropanel 10% V-V isoeratic elation.  
  

Study Vandemeter equation on XAD-4 and XAD-7 
 As we mentioned in advance fixing of cobalamin was done on XAD-4 and XAD-
7. The average diameter of XAD-4 and XAD-7 is 40, 90 ºA respectively.  
 With attention to vandemeter equation and comprison graph 3 and 4 with 
selection amberlite XAD-4 each of the parameters A,B and C has a minimum 
amount and the maximum yield of cobalamin obtained. (6,8) 

 
         Vandemeter equation       H = A+( B/U ) + CU 
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Graph 3- The first purified sample with XAD-4 
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Graph 4- The first purified sample with XAD-7 
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يكي ازآيتهاي   ٥٨ –اندار با آبالت نش  B12ويتامين: چكيده
تشخيصي مهم دربيماران مبتلا به آم خوني است. عدم جذب آافي 

يكي ازعلل آم خوني درانسانها بوده و يكي   B12ويتامين
ازروشهاي دقيق سنجش ميزان جذب آن،آـاربردراديوداروي 

مي  ٥٨ –نشاندارشده باراديو ايزوتوپ آبالت  B12ويتامين
نشاندار جداسازي و   B12مرحله توليد ويتامين باشد. مهمترين

مي  Streptomyces Olivaceusخالص سازي ويتامين ازمحيط تخمير باآتري 
باشد. لذا درمرحله اول اين تحقيق مطالعه و بررسي جهت 
جداسازي وتخليص بااستفاده از رزينهاي مختلف بـرروي نمونه 

توسط باآتري  توليد شده ٥٩ -هاي سيانوآوبالامين حاوي آبالت
فوق انجام شد. دربررسيها و آزمايشهاي اوليه دورزين 

انتخاب شد. نتايج آزمايشهاي مختلف   XAD-7و  XAD-4غيرقطبي 
نشان داد آه بهترين راندمان جهت تثبيت   XAD-7و  XAD-4برروي 

بدست آمد. درمرحله  XAD-4آوبالامين بوسيله رزين 
  XAD-4درروي ستون تحقيقات جهت جداسازي ويتامين بعدي،

بااستفاده ازحلالهاي متانول، اتانول و ايزوپروپانول 
  TLCدرغلظتهاي مختلف انجام شد. نتايج حاصل از

(آروماتوگرافي لاية نازك) نشان داد آه بهترين محلول شستشو 
استفاده ازحلالهاي   XAD-4جهت واجذب آوبالامين ازروي ستون 

  B12ا حداآثر غلظت ويتاميناتانول و ايزوپروپانول ب متانول،
 ١٠درصد و  ٤٠تا   ٣٠ درصد، ٥٠تا  ٢٥درمحدوده غلظتهاي 

درصد براي حلالهاي فوق بترتيب مي باشد. آوبالامين واجذب 
 شده درحضور استن دردماي پائين متبلورشد.

ــدي: ــاي آلي ــامين واژه ه ــازي،  ، B12ويت ــالص س ــازي، خ جداس
 )١(آمبرليت

 
 

 


