
  ....B12بررسي توانايي توليد ويتامين 

 43

  مقاله تحقيقي 
  

ط يسازي شرانهيبه  وPTCC1250وم يلوس مگاتري توسط باسB12ن يتاميد ويي توليبررسي توانا
 ديتول

  
  3 خسرو خواجه، 2 رمضانعلي خاوري نژاد، *،2 نيي، غزاله شجاعي باغ1 عباس اخوان سپهي

  

 تهران، ايران ،ژيميكروبيولوگروه  ، دانشكده علوم پايه،تهران شمال واحد ،دانشگاه آزاد اسلامي .1
  تهران، ايران،زيست شناسي گروه ، دانشكده علوم پايهعلوم و تحقيقات، واحد ،دانشگاه آزاد اسلامي .2
  تهران، ايرانگروه بيوشيمي،  دانشكده علوم زيستي،،دانشگاه تربيت مدرس .3
 

فاري، كوچه انصاري، خيابان ابوذر غخيابان خواجه عبداالله  خيابان شريعتي، تهران،، شجاعي باغيني غزاله :ول مكاتباتؤمس* 
  ghazale.shojai@gmail.com : الكترونيكي، پست09123864537 :تلفن همراه، 4 واحد ،2كريمي يارندي، پلاك 

  
   مجتمع آزمايشگاهي دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات:مكان انجام تحقيق

  
  22/12/89 :تاريخ پذيرش              2/8/89 :يخ دريافتتار
  

 دهيچك

  و برايها مؤثر است و بر رشد ميكروارگانيزمشودميساز محسوب  خونعوامل در پستانداران از B12ويتامين 
 رفع خستگي و درد پسوريازيس و نيز  مزمني مانند آرتريت،هاييبيمارو  عوارض عصبي يوز،شدرمان آنمي پرني

 ، بهتر است تا كمبود آن از طريق غذا و دارو برايبا توجه به اعمال بيولوژيك مهم اين ويتامين. شودمياستفاده 
 باسيلوس مگاتريوم ن تواناييييتعن پژوهش ي هدف از ا. با عدم توانايي سنتز آن در بدن خود رفع گرددموجودات

ري روش يكارگبا بهاهميت و ضروري  عنوان يك عامل پر بهB12 توليد بيشتر ويتامين در PTCC1250سويه 
 توليد كيسنتت طي مح. استمذكور يايط توليد اين ويتامين توسط باكترسازي شردنبال آن بهينهو بهكروماتوگرافي 

 مورد استفاده قرار B12ن يتاميد ويتروژن در جهت توليعنوان منابع كربن و نرابه ذرت بهي حاوي گلوكز و شويتامين
 ن پژوهشيج اينتا .ل الكل و كلروفرم انجام گرفتي بنزهاين توسط دو ماده به ناميتامين ويراج ااستخ و نيز گرفت

ر يي را داراست و حتي با تغB12ن يتاميد ويي توليتوانا PTCC1250 وميلوس مگاتريباسدهد كه باكتري نشان مي
روند كار ميهن بيتاميد ويجهت تول ي كهكر مناسبي و دور شpH و دما، كي سنتتهايطيتروژن محيمنابع كربن و ن

 وميلوس مگاتريباسح ي پس از تلقB12ن يتاميد ويزان توليب كه مين ترتي بد.دش دايد را افزايزان توليتوان ممي
PTCC1250 ب برابر با يترتك، بهيط سنتتيعنوان منابع كربن محره خرما بهير و شيط حاوي ملاس، آب پنيدر مح

عنوان منابع بدات بهيمولوم هپتانيط واجد اوره، عصاره مخمر و آمويو در مح گرم در ليتريميل 001/0، 100/0، 20/0
 . بود  در ليترگرمليي م162/0، 106/0، 22/0ب برابر با يترتك بهيط سنتتيتروژن مورد استفاده در محين

  
 نه يط بهي، شرااستخراجن، يانوكوبالامي، سوميلوس مگاتريباس، B12ن يتاميو: اي كليديههواژ
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  مقدمه
مبني 1948 از سال هابا توجه به نخستين گزارش

 از كبد، مايعات كشت B12بر بدست آمدن ويتامين 
 ،1973ميكروبي و نيز سنتز شيميايي آن در سال 

هاي مختلفي فراهم امكان تهيه اين ويتامين به روش
-هها كيلوگرم كبد و ب دهگيريپس از عصاره. )1( شد
تنها چند ،  شيميايي پيچيدههايبستن روش كار

 ،و اين خودگرم از اين ويتامين حاصل شد ميلي
به لحاظ اقتصادي  .بود هزينهپرپيچيده و كاري بس 

 هاي طولاني و پرهزينهكارگيري روشهبنيز 
- ميكروارگانيزم، لكنيستصرفه نمقرون به، شيميايي

 عنوان منبع مناسبهاي توليدكننده اين ويتامين به
كار گرفته شد و هتوليد اين ماده حياتي بهت در ج

هاي پيچيده سرعت جايگزين كبد و ساير روشبه
  .)2( گرديدشيميايي 
هايي كه در واحدهاي مختلف تحقيقاتي از بررسي

هاي توليدكننده  روي ميكروارگانيزم1948سال 
هايي از هيجدا ، صورت گرفته استB12ويتامين 

- و باكترياكتريومسودوموناس و پروپيوني بجنس 
باسيلوس مگاتريوم، اكتينومايسس هاي ديگري نظير 

د و تهيه اين ويتامين ي براي تولميكرومنوسپورا
 هايترين مولكولاز حياتي B12 .انددهكرمعرفي 

توسط گياهان و  ، در علوم پايه و پزشكي استمطرح
  .)3،4،5( شودسنتز نمي جانوران

، دو فرم اصلي مينكوبالاكوبالامين و آدنوزيلمتيل
 .)7،6( هستند نزيم آنآكو

سرانجام پژوهـشگران    ،ها كار و تلاش   پس از سال  
 ايي توليد اين ويتامين   هاي شيمي توانستند كليه روش  

 از  .شناسـايي كننـد    ، بر هفتاد مرحلـه بـود       كه بالغ  را
 روش پيچيــده و ، روش توليــد شــيمياييكــهآنجــايي

 ـ ،گـردد پرهزينه محسوب مي   هـاي   روش كـارگيري ه ب
هـا در توليـد ايـن       تخميري و همچنين ميكروارگانيزم   

  ارزش و اعتبــار خاصــي پيــدا كــرده اســت،،ويتــامين
 توسط  ،اين ويتامين  كه سالانه مقدار زيادي از     طوري
كمبـود آن سـبب     . شودهاي باكتريايي سنتز مي   گونه

 التهـاب دهـان،    گلوسـيت،  خوني مگالوبلاسـتيك،  كم
ــل، گيجــي، ــ زوال عق ــپش قل ــوهم، ب،ت ــهال و ت  اس

پـذيري روده  تحريـك  ،احساس لرزش دست و پا است  
 افزايش اشـتها را بـه       ، و در كودكان   دهدميرا كاهش   
بـه  ،  داردو دستگاه عصبي را سالم نگه مي       دنبال دارد 

محتـاج   ، و بـراي جـذب     دتنهايي قابليت جـذب نـدار     
   .استكلسيم 
را هاي توليدكننـده ايـن ويتـامين        ترين گونه مهم

Bacillus, Azotobacter, 
Propionibacteriumدهنــــد تــــشكيل مــــي. 

-هـوازي مـي   به دو روش هوازي و بي ،سنتزكوبالامين
 .تواند انجام شود

د يي تولين پژوهش، بررسي توانايهدف اصلي در ا
 د هريوم و توليلوس مگاتري توسط باسB12ن يتاميو

د يط تولين با بهتركردن شرايتامين ويشتر اي ب چه
  .ري در صنعت استيكارگر بهمنظوبه

  
  هامواد و روش

   B12ن يتاميه ويته
-به B12 (Art number: 24592)ن يتاميو

 گرمي پلمپ 1هاي هشيصورت پودر قرمز رنگ در ش
ر يمقاد .داري شدي خرMerckاز شركت شده، 

 (0.1mg ,0.002 ,0.001) نيتامين ويمتفاوتي از ا
هاي  و محلولشدحل ) Merck(در متانول خالص 

ت يسه با متابولي به عنوان استاندارد جهت مقا،حاصل
ق كروماتوگرافي ي از طرفوقه حاصل از باكتري يثانو

  .)8(ت گرفمورد بررسي قرار 
  

  باكتري مورد استفادهه يسو
وم يلوس مگاتريباس ،باكتري مورد استفاده

PTCC1250سازمان كروبييبانك م  است كه از 
ن يا. افت شدين دررايهاي علمي و صنعتي اپژوهش

. ديزه ارسال گرديليوفيل به صورت آمپول ليباس
شد و به وارد ن براث يط نوتري محمذكور بهباكتري 
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گراد ي درجه سانت37 ساعت در انكوباتور 24مدت 
، LBط يسپس روي مح. ا شوديقرار گرفت تا اح

 5/12 شيقبل از انجام آزما. كشت خطي داده شد
 وميلوس مگاتريباسري  باكتسي از سوسپانسيونسي

PTCC1250توليد ويتامين ك يط سنتتي وارد مح
 ساعت 72 و به مدت واجد گلوكز و شيرابه ذرت شد

كر ي دور شباگراد ي درجه سانت30كر انكوباتور يدر ش
rpm 200 طي ذكر است كه محشايان( قرار گرفت-

 همگي  توليد،كيط سنتتير از محيشده غهاي ذكر
  .)تند هسMerckمحصول شركت 

  
ك در جهت فراهم يط كشت سنتتيه محيته

 توسط B12ن يتاميد ويط توليآوردن شرا
  PTCC1250 وميلوس مگاتريباس

عنوان  بهدهيدراته ك واجد گلوكزيط سنتتيمح
 Corn Steep)رابه ذرتي، ش(80g) منبع كربن

Liquor) (100 g)زه يونيتروژن، آب ديعنوان منبع ن به
 ,KH2PO4، (2g)  (NH4)2HPO4 (1g) و موادي چون

FeSO4.7H2O (5g), MgSO4.7H2O (10mg), 
(10mg) MnSO4. H2O (2.5mg) CaCl2. 6H2O, 
(10mg) NaCl, (mg) CoCl2. 6H2O بعد از . است

  محلولبا pHط و قبل از انجام اتوكلاو، يمحه يته
HCl  پس از انجام اتوكلاو، . دشم ي تنظ6در حدود
 به توليد ويتامين كيط سنتتيتر از محيلليي م300

 باكتري. ديعنوان حجم كاركردي انتخاب گرد
ط ين محيا درPTCC1250  وميلوس مگاتريباس

 30 انكوباتور با دماي كريو به ش حي تلق،كيسنتت
.  انتقال داده شد200rpmدور  گراد ويدرجه سانت

 ساعت 72 ،مذكورل يك حاوي باسيط سنتتيمح
  .)9( شده قرار گرفتط ذكريتحت شرا

  
 از محيط سنتتيك واجد B12استخراج ويتامين 
   PTCC1250 باسيلوس مگاتريوم

مدت ليتر از محيط توليد ويتامين به ميلي200
 و گرديد سانتريفيوژ rpm 10000 دقيقه با دور 20

صورت رسوب نمايان است، هاي حاصل كه بهسلول

 و هر بار عمل  شددو مرتبه با آب مقطر شستشو داده
 سپس .گرديد تكرار ،شدهبا شرايط ذكر ،سانتريفيوژ

ليتر آب  ميلي50 به ،هاي حاصل از سانتريفيوژسلول
درصد به آن 5/0 (W/V) و به اندازه شدمقطر اضافه 

در اين مرحله . گرديد اضافه (KCN)سيانيد پتاسيم 
pH با محلول HCl سپس شد و رسانده 6 به حدود 

توكلاو  دقيقه ا10هاي معلق در آب براي مدت سلول
شده با همان شرايط هاي سرد نمونه،پس از آن. شد

 سوپرناتانت حاصل pH و گرديد سانتريفيوژ ،مذكور
هاي  دقيقه نمونه30 . رسانديم10 به NaOHرا با 

هاي  تا كليه واكنششدحاصل به همان حال رها 
 درصد به 20 (W/V)پس از آن . لازم انجام گيرد

طور در نمونه به و شدسديم جامد اضافه سولفات
در حدود  NaOH (7M) با pH. گرديدكامل حل 

 سه مرتبه توسط ، و محلول آبيشد تنظيم 5/11-11
 با استفاده از . حجم بنزيل الكل استخراج شد10/1

 گرديدقيف دكانتور در هر سه مرتبه بنزيل الكل جدا 
 در .شد اضافه  به آن حجم كلروفرم2/1و سپس به 

 حجم 10/1ه مرتبه توسط محلول حاصل س، نهايت
نمونه حاصل از  ،بدين ترتيب. آب استخراج شد

آوري و در شرايطي به دور از نور و  جمع،استخراج
 .)9( گرديدحرارت نگهداري 

  
شده توسط  توليدB12تعيين مقدار ويتامين 

 با استفاده از PTCC1250 باسيلوس مگاتريوم
HPLC   

توليد مواد حاصل از استخراج براي بررسي جهت 
 و تعيين مقدار آن تحت آناليز توسط B12ويتامين 
ستوني از كروماتوگرافي .  قرار گرفتHPLCدستگاه 

 RP-18 بررسي توليد ويتامين قرار گرفت، موردكه 
Column بود و Detector آن UV) 371nm (

 ميكروليتر از نمونه 20حدود  .در نظر گرفته شد
 طول موج حاصل از استخراج به دستگاه داده شد و

فاز متحرك مورد .  تنظيم گرديد371nmروي 
 78 درصد متانول و 22استفاده در اين آناليز شامل 
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 0.8درصد آب ديونيزه بود و جريان ورودي روي
ml/minتنظيم گرديد .  

 از سه غلظت ،جهت رسم نمودار كاليبراسيون
 (mg 0.1 ,0.002 ,0.001) متفاوت استاندارد

عنوان  مورد استفاده بهB12 ويتامين. استفاده گرديد
  . است Merckاستاندارد، تهيه شده از شركت

  
 با تغيير B12سازي شرايط توليد ويتامين بهينه

 محيط سنتتيك pHمنابع كربن و ازت، دما و 
باسيلوس جهت بررسي مقدار توليد توسط 

  PTCC1250مگاتريوم 
-به، پنيرآب  ملاس، شيره خرما و،در اين پژوهش

 جايگزين گلوكز در محيط ،بع كربنعنوان منا
سنتتيك جهت توليد ويتامين شد و اوره، مخمر و 

عنوان منابع نيتروژن موليبدات نيز بهآمونيوم هپتا
 6جايگزين شيرابه ذرت شدند و هر كدام از اين 

 باسيلوس مگاتريوممحيط توليد جديد، جهت تلقيح 
PTCC1250 آماده شد و پس از گذشت مراحل 

  . قرار گرفتندHPLCهت آناليز تحت ج، استخراج
 جهت توليد ويتامين pHبراي تعيين بهترين 

B12 باسيلوس مگاتريوم توسط PTCC1250 بعد از 
 و 7 در حدود pH، يكبار 6 حدود pHاستخراج در 

 و پس از تلقيح شد تنظيم 8بار ديگر در حدود 
 HPLC اباكتري و استخراج، جهت آناليز مجدد

گراد و دور شيكر  درجه سانتي25-35دما بين . شدند
  . نيز مورد ارزيابي قرار گرفتrpm 350-200از

  
  نتايج

 باسيلوس مگاتريومحاصل از بررسي توانايي  نتايج
 PTCC1250 در توليد ويتامينB12 با HPLC 

استاندارد مقايسه گرديد و توليد اين ويتامين توسط 

 ابتدا توليد .باسيلوس مذكور مورد تأييد قرار گرفت
اين ويتامين در محيط توليد واجد گلوكز و شيرابه 

 مورد امتحان قرار گرفت و پس از تأييد حضور ،ذرت
B12تصميم به ، با تغيير منابع كربن و نيتروژن 

 B12هاي بالاتري از ويتامين دستيابي به غلظت
بدين ترتيب براي رسم نمودار . گرفته شد
د به  سه غلظت متفاوت از استاندار،كاليبراسيون

  داشتن سه پيك در كار، نتيجه.دستگاه داده شد
Retention Time: 14.00با رسم نمودار، .  شد

-دست آمد كه با استفاده از آن غلظتمعادله خطي به
شده با توجه به هر يك از منابع هاي ويتامين توليد

يب در محيط سنتتيك واجد بدين ترت. تعيين گرديد
غلظت توليد ويتامين  ،پنير و شيره خرماملاس، آب

گرم در ميلي1000،001/0/،0/20ترتيب برابر بابه
 مخمر و هاي حاوي اوره، عصارهليتر و در محيط

عنوان منبع نيتروژن محيط آمونيوم هپتاموليبدات به
گرم در  ميلي162/0، 106/0، 22/0ترتيب برابر با به

 pHالبته ناگفته نماند تغيير . ليتر گزارش گرديد
-ه ب.نتتيك هم با تغيير غلظت همراه بودمحيط س

گرم  ميلي012/0 برابر با pH=7 در  غلظتكه طوري
گرم در ليتر  ميلي015/0 برابر pH=8در ليتر و در 

  .)1جدول ( بود
توان گفت با مقايسه نتايج حاصل از پژوهش، مي

چه بيشتر اين  كه شرايط بهينه براي توليد هر
 درجه 30دما شود كه ويتامين وقتي حاصل مي

 در rev/min ،pH 200دور شيكر  گراد،سانتي
عنوان عنوان منبع كربن و اوره به، ملاس به6حدود 

  .منبع نيتروژن در نظر گرفته شود
  :دست آمد بهيمعادله خط

y = 2 ×109 x + 3 ×106 
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  .باسيلوس مگاتريوموژن توسط كارگيري منابع مختلفي از كربن و نيتره با بB12هاي توليدي ويتامين غلظت - 1جدول
 توليدي B12 غلظت 

)mg(  
  توليديB12غلظت    pHتغيير

)mg(  
  توليديB12غلظت  منابع متفاوت نيتروژن

)mg(  
 منابع متفاوت كربن

 ملاس 20 /0 اوره 22 /0 7 0/012
 پنيرآب 0/100  عصاره مخمر 0/106 8 0/015

 شيره خرما 0/001 آمونيوم هپتاموليبدات 0/162 ------- --------

  
 

 
  .استانداردHPLC كروماتوگرام حاصل از -1تصوير 

 
  

          
B12                                                                                                     توليدي B12 توليدي  

  
  . محيط واجد آمونيوم  هپتاموليبداتHPLCكروماتوگرام حاصل از  -3 تصوير    . محيط واجد عصاره مخمرHPLC كروماتوگرام حاصل از -2 تصوير
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B12                                                                                                      توليدي B12 توليدي   

  

  . محيط واجد اورهHPLCكروماتوگرام حاصل از  -5 تصوير                     .ملاسمحيط واجد HPLCكروماتوگرام حاصل از  -4 تصوير

  
  

       
                     B12                    توليدي                                                              B12 توليدي      

  

 . شيره خرمامحيط واجدHPLCكروماتوگرام حاصل از  -7 تصوير       .آب پنيرجد محيط واHPLCكروماتوگرام حاصل از  -6 تصوير
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B12              توليدي                                                B12    توليدي                           

 .pH:7محيط با HPLCكروماتوگرام حاصل از  -9  تصوير             .pH:8 محيط با HPLCكروماتوگرام حاصل از  -8 تصوير        

  
 بحث

هاي مهم است و در   از ويتامينB12تامين يو
 و در حفظ هشد ماهي، گوشت و لبنيات يافت 

اين ويتامين كه به  . اهميت بالايي دارد،سلامت
-هاي حل يز معروف است، از ويتامينن» كوبالامين«

 از عوامل سازنده B12ويتامين  .شونده در آب است
 سيستم كرد است و در كارDNAهاي قرمز و  گلبول

  ).10( عصبي نقش بسيار مهمي دارد
توان گفت كه منبع واقعي ويتامين نوعي ميبه
B12رسد كه توليد نظر ميها بوده و حتي به ميكروب
همين به. ها استصفت اختصاصي ميكروارگانيزم، آن

ن منبعي براي توليد عنواهاي ميكروبي به كشت،دليل
 محسوب و جايگزين عصاره كبد جهت ،B12ويتامين 

 .مصارف درماني گرديدند
هايي كه در واحدهاي مختلف تحقيقاتي از بررسي

 B12 روي توليد ميكروبي ويتامين 1948هاي سال
هاي بودن كشت همگي بر مناسب،صورت گرفته است

ند و توافق نظر دار B12ميكروبي براي تهيه ويتامين 
 در B12رسد تنها منبع عمده ويتامين نظر ميحتي به
ها بوده  فعاليت متابوليكي ميكروارگانيزم،طبيعت

  . باشد

يند تخميري براي آ فر100كه متجاوز از  در حالي
 در مقياس . استشناخته شدهB12 توليد ويتامين 

يند براي اين منظور استفاده آتنها از چند فر ،تجارتي
هاي جدايه ها ازيندهايي كه در آنآشود كه فرمي

ها ها، سودوموناس و پروپيوني باكتريومباسيلوس
  ).11(  در اولويت است،شوداستفاده مي

 توليد ، و همكارانش Gardner،2005در سال 
 Propionibacteriumها باميكروبي كوبالامين

shermanii  را مورد بررسي قرار دادند و اين توليد
عمل آمده در اين پژوهش ي بهميكروبي با بررس

  .)12(كند مطابقت مي
  ســال گذشــته20 ذكــر اســت كــه طــي شــايان

دليــل پيچيــدگي مراحــل تخلــيص، هزينــه بــالا و بــه
، آن  فقــط يــك پــروژه تحقيقــاتيغلظــت كــم توليــد

فــرد  در مقطــع دكتــري توســط حــسن كــاظميهــم
ــوع   ــن موض ــا اي ــاط ب ــرار   ،در ارتب ــابي ق ــورد ارزي م

 .گرفته است
 باسيلوس مگاتريوم ،ن پژوهشدر اي

PTCC1250اش در توليد منظور بررسي توانايي به
بررسي نتايج  . مورد ارزيابي قرار گرفتB12ويتامين 

حاصل از اين پروژه ثابت كرد كه اين باكتري توانايي 
 ، البته در بررسي انجامدتوليد ويتامين مذكور را دار

-ها ب مشخص گرديد كه اين توان توليد حتي ب،شده
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كار بردن منابع كربن و نيتروژن كه به لحاظ 
 پاسخ مناسب نشان ،صرفه استاقتصادي مقرون به

  .دهدمي
شده در طي هاي انجاماين بررسي با نتايج بررسي

 هاباسيلوسها بويژه هاي اخير روي ساير باكتريسال
 و همكارانش Gemayaها توسط كه برخي از آن

 ).13 (ارزيابي شدند، همسويي دارد
  Azotobacterروياين بررسي با پژوهشي كه 

 و همكارانش انجام شد و Vandammeتوسط 
 همسويي ، اثبات گرديدB12توانايي توليد ويتامين 

  ).14( دارد
 و همكاران Murookaهاي ديگري كه بررسي

در مورد توانايي توليد ويتامين توسط 
Propionibacterium freudenreichi  انجام

  .)15( كندنتايج اين پروژه را تأييد ميدادند، 
ــه روي   ــري كــــــ ــي ديگــــــ در بررســــــ

Pseudomonas denitrificans صــــــورت 
توانـد   مشخص شد كه ايـن بـاكتري نيـز مـي           ،گرفت

ــر را  ــورد نظ ــامين م ــاديري از ويت  ــ مق ــا ب ــه ب -هالبت
  ).16(وليد كند ت كارگيري روشي متفاوت

 B12در اين بررسي جهت تأييد حضور ويتامين 
 استفاده (HPLC)وماتوگرافي مايع پيشرفته از كر
هايي كه براي بررسي حضور  زيرا بسياري از روش،شد

اين ويتامين پيشنهاد شده بودند، به دليل كمي 
 قادر به تأييد حضور ،شدهغلظت ويتامين توليد

ويتامين نبودند و گاه حتي مقادير كم توليد را نيز 
 پيشنهادي هاي يكي از روشمثلاً. دادندنشان نمي

 كه بود (TLC) استفاده از كروماتوگرافي لايه نازك
هاي توليدي  كمي غلظت.همراه نداشتاي بهنتيجه

در حدي بود كه حركت لكه موردنظر در زير نور 
UVشد و عدم حضور ويتامين گزارش  مشاهده نمي
 روش گيريكاره اين در حالي بود كه ب وشد

HPLC ،ادير بسيار كم حضور ويتامين را حتي در مق
  .مورد تأييد قرار داد 

كارگيري هب ، و همكارانشSurvase ،در پژوهشي
هاي بيوتكنولوژي را در توليد ويتامين و تعيين روش

 ،مد دانستند و چنين كاربرديآ مفيد و كار،مقدار آن
با آنچه كه در اين پروژه تحقيقاتي مورد استفاده قرار 

  ).17( همسويي دارد ،گرفت
 تغييرر كه در بخش نتايج مطرح شد، طوهمان

منابع كربن و نيتروژن مورد استفاده در محيط 
توسط باكتري B12   در توليد ويتامين،سنتتيك

با توجه به نتايج حاصل از اين . مذكور مؤثر است
عنوان  كاربرد ملاس بهاتوان دريافت كه بپژوهش مي

عنوان منبع كربن به جاي گلوكز و كاربرد اوره به
نبع نيتروژن به جاي شيرابه ذرت تؤاما و تنظيم م

pH محيط سنتتيك قبل از تلقيح باكتري در حدود 
توان درصد غلظت توليدي اين ويتامين را به ، مي6

بايد توجه داشت كه . توجهي افزايش دادمقدار قابل
كارگيري هاصرار بر تغيير منابع كربن و نيتروژن و ب

يابي براي دست) يكردور ش ، دما،pH( شرايط بهينه
 :گيردبه دو هدف صورت مي

 B12هاي بالاتري از ويتامين رسيدن به غلظت .1
 .حتي در مقادير اندك

 مقرون ،استفاده از منابعي كه به لحاظ اقتصادي .2
 را جايگزين عوامل ها و بتوان آنهستندصرفه به

 . در صنعت به كار بست وپرهزينه كرد

  
  تقدير و تشكر

ن مجتمع آزمايشگاهي واحد علوم اندركارااز دست
و تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامي و نيز دانشگاه تربيت 
مدرس جهت گردآوري اين مكتوب نهايت سپاس را 

    .دارم
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