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 چکیده

همچنین فواید . کند تولید می و باکتریوسین 12هاي مهم صنعتی مثل اسید پروپیونیک، ویتامین ب فراورده باکتریومپروپیونی :سابقه و هدف
در  12متغیرهاي فرایند بر تولید ویتامین ببررسی اثر  حاضر تحقیق هدف. اي هم داردرودههاي مفید پروبیوتیکی و عوامل محرك رشد باکتري

  .است ییفرئودنریچی باکتریومپروپیونینوشیدنی تخمیري حاوي اسید پروپیونیک به کمک 
دهی صورت ، خوراكh 36با منبع کربن ملاس چغندر به عنوان محیط پایه آغاز شد و پس از طی  L 3فرایند تخمیر در فرمانتور  :هامواد و روش

برداري از فرمانتور نمونه. تیمار بررسی شد 12با به کارگیري طراحی پلاکت برمن، اثر عوامل مختلف عملیاتی یازده گانه بر رشد و تولید در . گرفت
میزان توده خشک سلولی با روش خشک کردن انجمادي و میزان . صورت گرفت h 24در هر  12تامین بمنظور کنترل غلظت توده سلولی و ویبه

  .انجام شد  Minitab-2آنالیز داده هاي طراحی آزمایشی با نرم افزار. گیري شدبا کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا اندازه 12تولید ویتامین ب 
بیشترین ). >05/0p(دار بر پاسخ فرایند داشتند این تحقیق نشان داد که همه متغیرهاي فرایند تأثیر معنیتجزیه و تحلیل آماري نتایج  :هایافته

در این مطالعه حجم و نوع  .به دست آمده است 9از تیمار ) mg/L.h 5/7(وري تولید آن و بیشترین بهره) mg/L 30( 12غلظت نهایی ویتامین ب
نوع منبع نیتروژن و خوراك، مؤثرترین فاکتورهاي به . )<05/0p(نداشتند  12دهی تولید ویتامین ب دار بر بهره تلقیح و غلظت ملاس تأثیر معنی

  .تامین شدنددار باعث افزایش میزان تولید ویکار رفته در این تحقیق بودند و لذا، شربت ذرت خیسانده و لاکتوز به طور معنی
 h 96شربت ذرت خیسانده ،  g/L 10ملاس،  C 36 ،5/6pH= ،g/L 25°دماي  12بهترین شرایط تخمیر براي تولید ویتامین ب :گیري نتیجه

 .آمدبه دست  l/h 04/0 دهی پیوسته لاکتوز با سرعتو خوراك ییفرئودنریچی باکتریومپروپیونیحاوي  5(v/v%)تخمیر، استفاده از مایه تلقیح 
به ) mg/L.day 5/7( 12وري ویتامین بو بیشترین بهره) mg/g 48/14(راندمان تولید ،  )mg/L 30(نتایج نشان داد که بیشترین غلظت نهایی 

  .دست آمد
  برمن، فرمنتور-پلاکت، طرح شدهدهی، سامانه ناپیوسته خوراكشرمانیزیرگونه  ییفرئودنریچی باکتریومپروپیونی ،12ویتامین ب :واژگان کلیدي

  مقدمه 
ویتـامین محلـول در آب اسـت    ) کوبالامین( 12ویتامین ب

مهمی در عملکرد مغز و سیستم عصـبی داشـته و در    که نقش
متابولیسم سلولی به ویژه در سـنتز اسـیدهاي چـرب و تولیـد     

در  1926این ویتامین اولین بـار در  ). 1-3(انرژي شرکت دارد 
نیـاز  ). 3-6(کبد خام شناسایی و از کبد و کلیه جداسازي شد 

در  gµ 3متوسط روزانه به این ویتامین براي بزرگسالان حـدود  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

12
 ]

 

                               1 / 8

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-1609-en.html


 و همکارانشهرکی  سلماز زارعان.../ تولید آزمایشگاهی نوشیدنی لبنی                                                                              78 
 

 ٧٨

 12ویتـامین ب  بـه دلیـل کمبـود   سـوء تغذیـه   . اسـت هر روز 
تـرین  تواند منجر به اختلالات فیزیولوژیکی شـود کـه مهـم    می
  ).1(است خونی ها کم آن

 70بسیار پیچیـده و شـامل    12تولید شیمیایی ویتامین ب
مرحله است لذا تولید در مقیاس صنعتی به این روش مناسـب  

ید صـنعتی ایـن ویتـامین محـدود بـه      بنابراین، تول). 3(نیست 
زیرگونـه   ئـی بـاکتریوم فرئـودنریچی  پروپیـونی فرایند تخمیر با 

ــیشــرمانی در ). 7-8(اســت  ســودوموناس دنیتریفیکــانسو  ئ
زیرگونـه   ئـی باکتریوم فرئـودنریچی پروپیونیصنعت استفاده از 

 GRASارجحیت دارد به این دلیل که جز فهرسـت   ئیشرمانی
)Generally Recognized As Safe ( قرار دارد)9.(  

قادر به مصرف طیف وسیعی از منـابع   هاباکتریومپروپیونی
هسـتند بـه عنـوان     12تولیـد ویتـامین ب  براي  کربنی مختلف

ــر )10، 11(مثــال اســتفاده از ســاکارز  ــوکز )12(، آب پنی ، گل
) 15(و ضایعات لبنـی  ) 14(، گلیسرول خام )10(، ملاس )13(

-دهـی ، ناپیوسته خوراك)16(تخمیر ناپیوسته  هايدر سیستم
به عنـوان منـابع کـربن گـزارش     ) 2، 17(و پیوسته ) 13(شده 

تولیـد، کـاربرد   کم وري که غلظت و بهرهجاییاز آن. شده است
کنـد لـذا جسـتجوي     میرا محدود  يتخمیرتجاري فرایندهاي 

وري  با بهرهپذیر مثل ملاس منابع تجدیدسوبستراي مناسب در 
-اقتصادي توجیهزیستی ویتامین را از نظر تولید تواند  زیاد می

مـلاس  . کاهـد بناشی از ضایعات صنعتی از تجمع و کرده پذیر 
پذیر است که جزء ضـایعات کارخانجـات   نیشکر منبعی تجدید
تولیـد تـوده   محـرك  ملاس نیشـکر  . شودقند نیز محسوب می

لید زیاد توده سـلولی مـد   باشد لذا در مواردي که توسلولی می
توانـد کـاربرد داشـته باشـد مـثلا هنگـام تولیـد        نظر است می

توان ابتدا با مصـرف  می 12اي مثل ویتامین بمتابولیت ثانویه
ملاس توسط میکروارگانیسم بـه مقـدار زیـادي تـوده سـلولی      

بسیار مفید است  12دست یافت که براي استخراج ویتامین ب
دهد که شـرایط مطلـوب   نشان می مطالعاتهمچنین ). 9،10(

-درجه سـانتی  30-37دماي  باکتریومپروپیونیهاي رشد گونه
 5/8براي رشد معادل  pHحداکثر  ).9(است  7تا  pH 6گراد و 

، رشـد آن متوقـف و   pH 5/4تـر از  و پائین است 6/4و حداقل 
حجم تلقیح بالاتر براي رشد مورد تولید اسید کم خواهد شد و 

  ).10(نیاز است 
اي اثر چندین متغیر عملیاتی مهـم را بـه طـور    تاکنون مطالعه

در نوشـیدنی لبنـی    12همزمان بر تولید میکروبی ویتـامین ب 

-پروپیـونی تخمیري حاوي اسید پروپیونیک و کشت ترکیبـی  
لاکتوباسـیلوس  و  ئـی شرمانیزیرگونه  ئیباکتریوم فرئودنریچی

چنـین کشـتی   . مورد بررسـی قـرار نـداده اسـت     اسیدوفیلوس
ممکن است شیر تخمیري حاوي اسیدهاي آلـی کوتـاه زنجیـر    
مثل اسید پروپیونیک و اسید استیک تولید کند که منجـر بـه   
احساس سیري در مصرف کننده شود که این پدیـده ناشـی از   

عنوان مهارکننده اشـتها و  به YYاي تحریک ترشح پپتید روده
علاوه بر ایـن، شـیر تخمیـري    ). 18(است  معدي تأخیر تخلیه

ــامین ب باشـــد کـــه در طـــول رشـــد  مـــی 12حـــاوي ویتـ
هاي مذکور تولیـد شـده و محصـولی بـا ارزش     میکروارگانیسم

هدف از این مطالعه ارزیابی یازده . شوداي بالا حاصل میتغذیه
در نوشـیدنی لبنـی    12متغیر عملیـاتی بـر تولیـد ویتـامین ب    

  .د پروپیونیک استتخمیري حاوي اسی
  ها مواد و روش 

بـاکتریوم  پروپیـونی : هـا و محـیط کشـت   میکروارگانیسـم 
ــودنریچی ــیفرئ ــه  ی ــرمانیزیرگون ــیش و ) PTCC 1661( ی

به صورت فعال از ) PTCC 1643( لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس
هاي علمی صـنعتی ایـران   کلکسیون میکروبی سازمان پژوهش

بـراي تلقـیح بـه     .داده شـدند  خریداري شده و هر مـاه پاسـاژ  
بـاکتریوم فعـال   فرمانتور در هر تیمار صورت گرفته، پروپیـونی 

بـه   C° 30بـاکتریوم در دمـاي   شده، در محیط مایع پروپیونی
در  MRSدر محـیط مـایع    فعـال  و لاکتوباسیلوس h 48مدت 
  .کشت داده شدند h 72مدت به C° 37دماي 

کشت و محیط کشت تلقیح ترکیب یکسانی با محیط پیش
محیط کشت ذخیره دارند با ایـن تفـاوت کـه غلظـت لاکتـات      

افـزایش   g/L 10و  g/L 20سدیم و عصاره مخمر به ترتیب تـا  
آب محـیط کشـت در هـر یـک لیتـر      . یافت و فاقد آگار بودند

پتاســیم دي  1 ):گــرم(دیـونیزه حــاوي ترکیبــات ذیـل اســت   
 005/0آمونیـوم هیـدروژن فسـفات،     دي 2هیدروژن فسفات، 

ــولفات  ــه، 7فروس ــولفات،   01/0آب ــزیم س ــز  025/0منی منگن
عصـاره   5کلریـد کبالـت،    01/0کلرید کلسیم،  01/0سولفات، 

   ).19(سدیم لاکتات  5مخمر، 
محــیط پایــه تخمیـر بــراي سیســتم   :راه انـدازي فرمــانتور 

و کشـت  محیط کشـت پـیش  شده شامل دهیناپیوسته خوراك
چه به صـورت  (به عنوان منبع کربن اولیه و قند لاکتوز  ملاس

به عنوان منبع ) محلول حاوي قند لاکتوز یا شیر بازسازي شده
] محیط پایه همراه ظرف فرمـانتور و دو منبـع   . کربن ثانویه بود
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محلـول  . کربن هر کدام در یک بطـري جداگانـه تهیـه شـدند    
 minت بـه مـد   C° 121ملاس و محلول قند لاکتوز در دمـاي  

استریل شدند ولی شیر بازسـازي شـده از شیرخشـک بـه      15
هاي حاوي ملاس و بطري. استریل شد C° 121در  s 10مدت 

لاکتوز یا شیر بازسازي شده طی شرایط آسپتیک به فرمـانتور  
اضـافه شـدن   ( pHسپس فرمانتور بر روي دمـا و  . متصل شدند

مـورد  مدت زمان تخمیـر  ، )توسط دستگاه N 1اتوماتیک سود 
 تخمیـر بـا سـرعت    h 36دهی بعـد از  خوراك. نظر تنظیم شد

مایه تلقیح مورد نظر به فرمانتور ). 20(شروع شد انتخاب شده 
 h 24 ،mLگیري پارامترها هر به منظور اندازه). 21(تزریق شد 

  .از دستگاه برداشته شد نمونه 20
بعد از نمونه بـرداري  : گیري وزن خشک توده سلولی اندازه

 minبه مـدت   rpm 12000نمونه را با دور  mL 20سیستم،  از
سانتریفوژ کرده و فاز ته نشین شده پس از  C° 4در دماي  10

ها وزن شستشو با آب خشک کرده و پس از خشک شدن پلیت
 ).22(خشک توده زیستی به دست آمد 

بـراي انـدازه گیـري    : 12گیـري میـزان ویتـامین ب   اندازه
ها و استخراج متابولیـت نیـاز   ي نمونهآماده ساز 12ویتامین ب

استخراج این متابولیت خارج سلولی با جوشاندن در ). 19(بود 
انجـام   min 15مـدت  بـه  pH=6مولار در  1/0سیانات پتاسیم 

 μm 45/0سپس محلول حاصل از فیلتر سرسـرنگی  ). 19(شد 
 ,HPLC )CE 4200با دستگاه  12عبور داده شد و ویتامین ب

Cecil, Milton Technical Center, Cambridge, UK (  مجهـز
فاز متحرك، متشکل متـانول و  . گیري شداندازه C18به ستون 

مولار و طـول مـوج    02/0هیدروژن پتاسیم محلول فسفات دي
  ).3(نانومتر بود  UV ،361دتکتور 

بـرمن بـراي ارزیـابی    -طرح آمـاري پلاکـت   :طراحی آزمایش
در  12لف بر تولید ویتـامین ب اهمیت متغیرهاي عملیاتی مخت

همان طور کـه  ). 21(محصول لبنی تخمیري به کار گرفته شد 
نشان داده شده است، یازده متغیر مختلـف در دو   1در جدول 

، )C 36°و  30(، دما )5/7و  pH )5/6: سطح مختلف عبارتند از
اي پلـه (دهـی  ، استراتژي خوراك)g/L 45و  25(غلظت ملاس 

، نـوع  )L/h 04/0و  03/0(دهـی  خـوراك  ، سـرعت )یا پیوسـته 
، نـوع تلقـیح   )5%و  1(، حجـم تلقـیح   )شیر یا لاکتوز(خوراك 

ــونی پروپیـــونی( ــا مخلـــوط پروپیـ ــاکتریوم یـ ــاکتریوم و بـ بـ
، نوع منبع نیتـروژن  )ساعت 144و  96(، زمان )لاکتوباسیلوس

ــانده    ( ــربت ذرت خیس ــا ش ــاره مخمــر ی   و غلظــت آن) عص
  ).g/L 10و  5( 
 هایافته  

سطوح آزمایشی یازده متغیر که در این طرح مورد  1جدول
حاصل شده از هـر   12ارزیابی قرار گرفتند و مقادیر ویتامین ب

  . دهدتیمار را نشان می
مقادیر غلظت توده خشک سلولی در طول هـر تیمـار و در   

همـانطور کــه  . آورده شـده اسـت   1انتهـاي تخمیـر در جـدول   
نهایی تولیدي تـوده سـلولی در   شود مقدار غلظت  ملاحظه می

ــدار     ــترین مق ــیعی را از بیش ــرات وس ــف تغیی ــرایط مختل   ش
 g/L 06/0±08/7   تا کمترین میـزانg/L 05/0±75/0   نشـان

  .دهد می
را در طـول تخمیـر    12مقادیر غلظت ویتامین ب 1جدول 

بیشـترین مقـدار غلظـت نهـایی     . دهدبراي هر تیمار نشان می
حاصل شده است و  9است که از تیمار  mg/L 00/30ویتامین 

است که در آن هیچ  4کمترین مقدار ویتامین مربوط به تیمار 
  . مقدار ویتامینی توسط دستگاه تشخیص داده نشد

دهد که سطح بـالاي متغیـر   نشان میضرایب مقدار مثبت 
دهد کـه سـطح پـایین    تأثیر بیشتر و مقدار منفی آن نشان می

  . روي فرایند داردمتغیر اثر بیشتري 
. براي هر متغیر نسبت ضریب به خطاي استاندارد بـود  tمقدار 

مشـخص شـد    student’s t-testدار بـا آزمـون   متغیرهاي معنی
)10df=  05/0و=α .(ارائـه شـده    2محاسبات آماري در جدول

  .است
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  برمن- پلاکتشده در طرح دهیدر سامانه ناپیوسته خوراك 12محاسبه ضرایب متغیرها در تولید ویتامین ب .2جدول

  متغیرها
  توده خشک سلولی    12ویتامین ب

  )g/L(غلظت     )mg/L.day(وري بهره    )mg/g(راندمان     )mg/L(غلظت 
Coeff.  t-value  Coeff.  t-value  Coeff.  t-value   Coeff.†  t-value§  

pH  25/3-  65/184  322/0 -  128/0  980/0 -  544/9    896/0-  709/56  
  936/29  473/0    462/5  561/0  459/0  157/1  34/165  91/2  دما

  633/2  042/0    633/0  -065/0  433/0  - 092/1  18/43  - 76/0  غلظت ملاس
  854/6  - 108/0    882/12  323/1  015/1  547/2  28/335  90/5  دهیاستراتژي خوراك

  418/33  - 528/0    781/4  491/0  611/0  542/1  68/155  74/2  دهیسرعت خوراك
  329/76  -206/1    355/5  550/0  084/0  212/0  34/90  51/1  نوع خوراك
  329/56  -89/0    341/0  035/0  001/0  002/0  61/42  75/0  حجم تلقیح

  266/11  178/0    950/0  - 313/0  342/0  -862/0  43/99  -75/1  نوع تلقیح
  620/19  31/0    830/11  215/1  205/0  518/0  82/231  08/4  زمان

  936/29  473/0    765/12  - 311/1  096/1  -763/0  80/335  -91/5  نوع منبع نیتروژن
  975/22  -363/0    654/4  478/0  560/0  413/1  93/136  41/2  غلظت منبع نیتروژن

† Ai = 1 ܰ⁄ ∑ ேଵݔ   . هاي تجربی است میانگین پاسخ A0. باشدشماره هر تیمار می Nسطح متغیر و  Kiپاسخ تجربی؛  Xiاثر پارامتر ارزیابی شده،   Aiکه؛ ݅݇݅
∑=Se2خطاي استاندارد با معادله  § (ܻ݅ − ଵଶ(݅ݕ

௜ୀଵ جایی که . به دست آمد(Yi –yi) خطاي تخمین زده شده با . بینی شده استاختلاف بین راندمان تجربی و راندمان پیش
Sb=ඥܵ݁ଶ ܰ⁄  ).α=05/0و  =10df( براي هر متغیر نسبت ضریب به خطاي استاندارد بود tمقدار . محاسبه شد  

  
  بحث  

نتایج این تحقیق نشان داد تغییـر در متغیرهـاي عملیـاتی    
هـاي سـامانه تخمیـر شـامل      منجر به گستره وسیعی از پاسـخ 

ایـن  . شـود  می 12دهی و غلظت ویتامین ب راندمان تولید بهره
 00/0تغییرات وسیع پاسخ بین دوازده تیمار صـورت گرفتـه از   

ــا  ــمگیر    mg/L 00/30ت ــأثیر چش ــانگر ت ــد و نش ــاهده ش مش
  . است 12تغیرهاي فرایند بر تولید ویتامین بم

 یـی شـرمانی زیرگونـه   یـی باکتریوم فرئـودنریچی پروپیونی
هاي تولید کننده اسید وابستگی نسبت به سایر میکروارگانیسم

 7 تـا  6مطلـوب رشـد    pH). 11(دارد  pHشدید بیشـتري بـه   
 6/4و حـداقل   5/8براي رشـد معـادل    pHحداکثر ). 23(است 

متوقف و تولید اسـید کـم    رشد آن pH=5/4تر از ینیاست و پا
خواهد شد و حجم تلقیح بالاتر در شرایط اسیدي بـراي رشـد   

 12بهینـه بـراي تولیـد ویتـامین ب     pH .)24( مورد نیاز اسـت 
 5/6-5/8در محـدوده   ییباکتریوم فرئودنریچیپروپیونیتوسط 

نتـایج مطالعـه حاضـر نشـان داد کـه      ). 11(گزارش شده بـود  
5/6=pH     مناسـب   12براي تولیـد تـوده سـلولی و ویتـامین ب

به دست آمد  9وري از تیمار علاوه بر این، بیشترین بهره. است
  .انجام شده بود pH=5/6که تخمیر در شرایط 

دمـاي   C30°نتایج این مطالعـه همچنـین نشـان داد کـه     
شـده ایـن ویتـامین    دهـی بهینه براي تخمیر ناپیوسته خـوراك 

ایـن در حـالی بـود کـه     . باشـد مـی  یـی ودنریچیفرئ. پتوسط 
Quesada        و همکاران گـزارش دادنـد کـه دمـاي بهینـه تولیـد

توانـد بـه    ایـن اخـتلاف مـی   ). 11(است  C40°، 12ویتامین ب
  .تفاوت در میکروارگانیسم و سوبستراي مصرفی مرتبط باشد

هـا بـه غلظـت سوبسـترا     رشد بسـیاري از میکروارگانیسـم  
بالاي سوبسترا اثـر ممانعـت کننـدگی بـر     غلظت . بستگی دارد

در ایـن مطالعـه،    .)25( ها داردرشد بسیاري از میکروارگانیسم
 یـی فرئـودنریچی . پاثر افـزایش غلظـت سوبسـترا روي رشـد     

نشـان داده شـده غلظـت     2همانطور که در جدول. ارزیابی شد
علیرغم این . دار بر تولید ویتامین داردپایین سوبسترا اثر معنی

افزایش غلظت سوبسترا اثـر بازدارنـدگی بـر رشـد بـاکتري      که 
ایـن احتمـال   . کنـد ندارد ولی غلظت ویتامین افزایش پیدا نمی

تـر  وجود دارد که افزایش در غلظت سوبسترا منجر به طـولانی 
شود و بنابراین، میکروارگانیسم زمـان  شدن فاز لگاریتمی رشد 

 12ویتامین بکافی نخواهند داشت که وارد فاز سکون شده و 
  . تولید کنند

دهی بر تولید اي اثر سرعت خوراكتاکنون در هیچ مطالعه
. پشـده بـا   دهـی در سامانه ناپیوسـته خـوراك   12ویتامین ب

 Goswami andتنهـا  . گـزارش نشـده اسـت    یـی، فرئودنریچی

Srivastava دهی را در بهبود به کارگیري سرعت بالاتر خوراك
بـا  ). 20(انـد  وپیونیک مـوثر دانسـته  وري اسید پرتولید و بهره

دهـی منبـع   توجه به نتایج این تحقیق، سرعت بـالاتر خـوراك  
کربنی مورد نیاز را فراهم کرده و منجر به افزایش رشد و تولید 

ــی  ــول م ــودمحص ــره . ش ــترین به ] ، )mg/L.day 5/7(وري بیش
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 ٨٢

 g/L(و غلظـت نهـایی   ) g vit B12/g biomass 37/14(راندمان 
حاصـل شـده اسـت کـه در آن      9از تیمار  12ویتامین ب) 30

  .بود L/h 04/0دهی وراكسرعت خ
دو  12در این مطالعـه همچنـین بـراي تولیـد ویتـامین ب     

روش پیوسـته کـه در آن   : دهی استفاده شـد استراتژي خوراك
اي کـه  شـود و پلـه  خوراك با سرعت ثابت به محیط اضافه می

ورت پلکانی به محیط اضافه معادل همان غلظت خوراك، به ص
دهی پیوسـته در بسـیاري از مـوارد مـؤثرتر از     خوراك. شودمی

اما در برخی موارد، شوك ورود . اي گزارش شده استروش پله
ناگهانی سوبسترا پس از مـدتی وقفـه، موجـب افـزایش تولیـد      

در این تحقیق خوراك دهی پیوسته منجر به افـزایش  . شود می
هده می تواند به ثابت نگه داشـته شـدن   تولید شد که این مشا

غلظت سوبسترا در میـزان مناسـب و کـافی مـرتبط باشـد، در      
اي محـدودیت در غلظـت ممکـن اسـت     حالی که در روش پله

بنابراین، رشـد لگـاریتمی در طـول تخمیـر     . حاصل شده باشد
طولانی شده و تولید متابولیت ثانویه که مربوط به فاز سـکون  

  . فتدا است به تعویق می
داري باعـث  عنوان منبع خوراك بـه طـور معنـی   لاکتوز به 

به علت . شد 12افزایش تولید توده خشک سلولی و ویتامین ب
توانـد  پیچیده بودن محلول شیر، احتمالاً میکروارگانیسـم مـی  

رشد بهتر و تولید بیشتر و بهتـري بـا مصـرف محلـول لاکتـوز      
  . داشته باشد
Coral سید پروپیونیک حجم تلقـیح  ادعا کرد که در تولید ا

داري در افزایش تولیـد ویتـامین   اثر معنی%)  v/v( 5و  3، 1در 
مطالعـه  ). 19(را پیشـنهاد کـرد   % 1ندارد لذا استفاده از حجم 

باعـث بهبـود تولیـد    % 5دهد که حجم تلقـیح  حاضر نشان می
شده است که افـزایش آن نشـان دهنـده رشـد      12ویتامین ب

  .ا در محیط استهبهتر میکروارگانیسم
ــارگیري کشــت  ــه ک ــودنریچی. پهممــان  ب ــیفرئ . لو  ی

در . شده اسـت  12باعث کاهش تولید ویتامین ب اسیدوفیلوس
، در ابتدا، همه لاکتوز و قند موجـود در  اسیدوفیلوس. لحضور 

محیط مصرف شده و مقدار زیـادي اسـید لاکتیـک در محـیط     
مقدار زیادي اسـید   ییفرئودنریچی. پشود و سپس، تولید می

هـاي  ایـن اسـیدهاي آلـی بازدارنـده    . کندپروپیونیک تولید می
بـوده و غلظـت آن را در پایـان     12مهمی در تولید ویتامین ب

  ).26(دهند تخمیر کاهش می
بـراي   h 144هاي پیشین نشـان دادنـد کـه زمـان      گزارش

مناسـب اسـت ولـی در     12تولید تـوده سـلولی و ویتـامین ب   
. به دست آمد h 96وري از تیمار با یشترین بهرهتحقیق حاضر ب

در حالی که طولانی شدن فرایند یک فاکتور مهم در موفقیـت  
رسید، نتایج ایـن مطالعـه   فرایند تولید این ویتامین به نظر می

باید با توجه بـه   12دهد که تولید صنعتی ویتامین بنشان می
  . زمان انجام گیرد

نبی کارخانجات استخراج شربت ذرت خیسانده فرآورده جا
نشاسته از ذرت و یک منبع ارزان قیمت است که حـاوي انـواع   

هاي معـدنی اسـت   ها و نمکاسیدهاي آمینه ضروري، ویتامین
 .ولی ترکیبات آن بسته به فراینـد آمـاده سـازي متغیـر اسـت     

هـاي مختلفـی مثـل    حاوي کربوهیدرات شربت ذرت خیسانده
اسـتفاده از ایـن   ). 27(وز اسـت  دکستروز، مالتوبیوز و مالتوتری

منبع نیتـروژن و همچنـین بـه کـارگیري غلظـت زیـاد منبـع        
داشـته   12دار در افزایش تولیـد ویتـامین ب  نیتروژن اثر معنی

-مـی  شربت ذرت خیسـانده هاي موجود در کربوهیدرات. است
 12توانند به عنوان منبع کربنی اضافی براي تولید ویتـامین ب 

  .استفاده شوند
بـرمن  -یازده متغیر با استفاده از روش طراحی پلاکـت بررسی 

دمـاي  در  12نشان داد که بیشترین میزان تولید ویتـامین ب 
°C 36 ،5/6pH= ،g/L 25  ،مــــلاسg/L 10   شــــربت ذرت

 5(v/v%)تخمیــر، اســتفاده از مایــه تلقــیح  h 96خیســانده ، 
دهی پیوسته و خوراك ییفرئودنریچی باکتریومپروپیونیحاوي 

نتایج نشـان داد کـه    .به دست آمد l/h 04/0 لاکتوز با سرعت
ــایی   ــت نهـ ــترین غلظـ ــد ، )mg/L 30(بیشـ ــدمان تولیـ   رانـ

)mg/g 48/14 ( ــره ــترین بهــ ــامین بو بیشــ  12وري ویتــ
)mg/L.day 5/7 (ادامه ایـن تحقیـق بـا لحـاظ      .به دست آمد

 Response(نمـودن متغیرهـاي مـؤثر بـا رسـم پاسـخ رویـه        

Surface (گرددد میپیشنها.  

 
    

     References
1. Molina V, Medici M, Taranto MP, Valdez GF. Effects of 

maternal vitamin B12 deficiency from end of gestation to 
weaning on the growth and haematological and 
immunological parameters in mouse dams and offspring. 
Arch Anim Nutr. 2011; 62: 162-8.  

2. Selvakumar P, Balamurugan G, Viveka S. Microbial 
production of vitamin B12 and antimicrobial activity of 

glucose utilizing marine derived Streptomyces species. Int 
J Chem Technol Resour. 2012; 4: 976-82. 

3. Karmi O, Zayed A, Baraghethi S, Qadi M, Ghanem R. 
Measurement of vitamin B12 concentration: a review on 
available methods. The IIOAB journal. 2011; 2: 23-32. 

4. Smith EL. Purification of anti-pernicious anaemia factors 
from liver. Nature. 1948; 161: 638-9. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

12
 ]

 

                               6 / 8

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-1609-en.html


 83                                                                        1394 تابستان، 2، شماره دهممجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران، سال 

 

5. Raux E, Schubert HL, Warren MJ. Biosynthesis of 
cobalamin (vitamin B12): a bacterial conundrum. Cell 
Mol Life Sci. 2000; 57: 1880-93. 

6. Rickes EL, Brink NG, Koniuszy Fr, Wood TR, Folkers K. 
Crystalline vitamin B12. Sci. 1948; 107: 346-97. 

7. Survase SA, Bajaj IB, Sighal RS. Biotechnological 
production of vitamins. Food Technol Biotech. 2006; 44: 
381-96. 

8. Li KT, Liu DH, Zhuang YP, Wang YH, Chu J, Zhang SL. 
Influence of Zn2+, Co2+ and dimethylbenzimidazole on 
vitamin B12 biosynthesis by Pseudomonas denitrificans. 
World J Microbiol Biotechnol. 2008; 24: 2525-30. 

9. Martines JH, Barg H, Warren M, Jahn D. Micobial 
production of vitamin B12. Appl Microbiol. Biotechnol. 
2002; 58: 275-85. 

10. Quesada-Chanto A, Wagner F. Microbial production of 
propionic acid and vitamin B12 using molasses or sugar. 
Appl Microbiol Biotechnol. 1994; 41: 378-83. 

11. Quesada-Chanto A, Wagner F. Optimization of a 
Propionibacterium acidipropionici continuous culture 
utilizing sucrose. Appl Microbiol Biotechnol. 1994; 42: 
16-21. 

12. Bullerman LB, Berry EC. Use of cheese whey for vitamin 
B12 production .I. whey solids and yeast extract levels. 
Appl Microbiol. 1966; 14: 353-5. 

13. Wang P, Wang Y, Liu Y, Shi H, Su Zh. Novel in situ 
product removal technique for simultaneous production of 
propionic acid and vitamin B12 by expanded bed 
adsorption bioreactor. Bioresour Technol. 2012; 104: 
652-9. 

14. Kosmider A, Bialas W, Kubiak P, Drożdżyńska A, 
Czaczyk K. Vitamin B12 production from crude glycerol 
by Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii: 
Optimization of medium composition through statistical 
experimental designs. Bioresour Technol. 2012; 105: 128-
33. 

15. Marhawa SS, Sethi RP. Utilization of dairy waste for 
vitamin B12 fermentation. Agr Wastes. 1984; 9: 111-30. 

16. Youngsmith B, Sonomoto K, Tanaka A, Fukui S. 
Production of vitamin B12 by immobilized cells of a 
propionic acid bacterium. Eur J Appl Microbiol 
Biotechnol. 1982; 16: 70-4. 

17. Kamikubo T, Hayashi M, Nishio N, Nagai S. Utilization 
of non-sugar sources for vitamin B12 production. Appl 
Environ Microbiol. 1978; 35: 971-73. 

18. Rianne M.A.J. Ruijschop, Alexandra E.M. Boelrijk  , 
Meike C. te Giffel. Satiety effects of a dairy beverage 
fermented with propionic acid bacteria. Int. Dairy J. 2008; 
18: 945-50. 

19. Coral J, Karp SG, Porto L, Vandenberghe ds, Parada JL, 
Pandey A, et al. Batch fermentation model of propionic 
acid production by Propionibacterium acidipropionici in 
different carbon sources. Appl Biochem Biotechnol. 
2008; 151: 331-41. 

20. Goswami V, Srivastava AK. Propionic acid production in 
an in situ cell retention bioreactor. Appl Microbiol 
Biotechnol. 2001; 56: 676-80. 

21. Farhadi Sh, Khosravi Darani K, Mashayekh M, 
Mortazavian SAM, Mohammadi A, Shahraz F. 
Production of propionic acid in a fermented dairy 
probiotic beverage. Int J Dairy Technol. 2013; 66: 127-
34. 

22. Ahmadi N, Khosravi-Darani K, Zarean-Shahraki S, 
Mortazavian A, Mashayekh M, Komeili R, et al. Fed-
batch fermentation of propionic, acetic and lactic acid 
production. Iran J Nutr Sci & Food Technol. 2013; 8: 
113-21. 

23. Coral J. Propionic acid production by Propionibacterium 
sp. using low-cost carbon sources in submerged 
fermentation. Biotechnol. Bioprocesses Eng. Division 
Federal University of Parana; 2008. 

24. Sheehan JJ, Wilkinson MG, McSweeney PLH. Influence 
of processing and ripening parameters on starter, non-
starter and propionic acid bacteria and on the ripening 
characteristics of semi-hard cheeses. Int Dairy J. 2008; 
18(9): 905-17. 

25. Khosravi-Darani K, Zoghi A. Comparison of pretreatment 
strategies of sugarcane baggase: Experimental design for 
citric acid production. Bioresour Technol. 2008; 99: 
6986-93. 

26. Martınez-Campos R, De La Torre M. Production of 
propionate by fed-batch fermentation of 
Propionibacterium acidipropionici using mixed feed of 
lactate and glucose. Biotechnol Lett. 2002; 24: 427-31. 

27. Amartey S, Jeffries TW. Comparison of corn steep liquor 
with other nutrients in the fermentation of D-xylose by 
Pichia stipitis CBS 6054. Biotechnol Lett. 1994; 16: 211-
14. 

 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

sf
t.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

12
 ]

 

                               7 / 8

http://nsft.sbmu.ac.ir/article-1-1609-en.html


 Iranian Journal of Nutrition Sciences & Food Technology                                                                           84 
 Vol. 10, No. 2, Summer 2015 

 

 ٨٤

Lab Scale Production of Fermented Dairy Beverage Containing Vitamin B12 
in Fed Batch System 

Zarean shahraki S1, Ahmadi N2, Khosravi-Darani K*3, Mortazavian AM4 , Koohi-Kamali P5 
 

1- M.Sc in Food Science & Technology, Faculty of Agriculture, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Sari, 
Iran. 

2- Students’ Research Committee, Graguated in Food Sciences and Food Technology, National Nutrition and Food Technology 
Research Institute, Faculty of Nutrition Sciences and Food Technology, Shahid Beheshti University of Medical  Sciences, 
Tehran, Iran. 

3-*Corresponding author: Associate Prof. (in Research), Dept. of Food Technology Research, National Nutrition and 
FoodTechnology Research Institute, Faculty of Nutrition Sciences and Food Technology, Shahid Beheshti University of 
MedicalSciences, Tehran, Iran, Email: kiankh@yahoo.com 

4-Associate prof, Dept. of Food Science and Technology, National Nutrition and Food Technology Research Institute, Faculty of 
Nutrition and Food Technology, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 

5-Dept. of Food Science and Technology, National Nutrition and Food Technology Research Institute. Faculty of Nutrition 
Sciences and Food Technology, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran. Iran. 

 

Received 18 Aug, 2014                                                                                           Accepted 7 Nov, 2014 
 
Background and Objectives: Propionibacterium is capable of producing important industrial products 
such as propionic acid, vitamin B12 and bacteriocin. They have also probiotic benefits and growth factors 
for the intestinal useful bacteria. The goal of this research was evaluation of the influence of process 
variables on vitamin B12 production in fed-batch fermentation of a dairy beverage containing propionic 
acid by Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii. 

Materials and Methods: Fermentation was conducted in a 3-L fermentor containing base medium and 
molasses as the carbon source to which the feeding was added after 36 hours. Sampling was done for 
biomass and vitamin measurements in 24 h intervals. The content of dry biomass and vitamin B12 was 
measured by freeze drying method and HPLC, respectively. 

Results: Statistical analysis of the results showed that all process variables had significant effect on the 
response of the system (P<0.05). The final concentration of vitamin B12 (30 mg/L) and productivity (7.5 
mg/L.h) was obtained from Treatment 9 while the condition of this treatment was the best. In this 
research, inocula and their volume as well as feeding had no significant impact on the productivity of 
vitamin B12 fermentation (P>0.05). Type of nitrogen source and feeding strategy were the most significant 
factors in this research, so using corn steep liquor and lactose significantly increased vitamin B12 

production.   

Conclusion: The best conditions for vitamin B12 production include: 30 °C, pH=6.5, 25 g/L molasses, 10 
g/L corn steep liquor instead of yeast extract, 96 h fermentation, using Propionibacterium freudenreichii 
with 5% v/v, and continuous feeding of lactose by 0.04 L/h rate. The results showed that the highest level 
of vitamin B12 was at concentration of 30 mg/L, production yield of 14.48 mg/g, and productivity of 7.5 
mg/L.day 

Keywords: Vitamin B12, Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii, Fed Batch System, Plackett-
Burman Design, Fermentor  
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