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 27/5/89 :تاريخ پذيرش                                                                                                    15/1/89 :تاريخ دريافت 
  چكيده

  كه،هدف از انجام اين پژوهش. دليل پيچيدگي فرايند بسيار مشكل است  به،هاي شيميايي توليد اين ويتامين با استفاده از روش :سابقه و هدف

 و بررسي اثر بتائين بر ميزان اين توليد بوده نريچي پروپيوني باكتريوم فرود توسط باكتري B12شده توليد ويتامين  انجام ايران در بار ي اولينبرا
  .است

 پـس از  . شـده تلقـيح شـد      شـده و فيلتـر      بـه محـيط تخميـر حـاوي ذرت خيـسانده           پروپيـوني بـاكتريوم فرودنريچـي     باكتري   :ها  و روش  مواد
 بـه محـيط     ، گرم در ليتر   30 و   20،  15،  10،  5،  0هاي    تركيب بتائين در غلظت   ،   oC30هاي حاوي محيط تخمير در دماي          ارلن گذاري  نهگرمخا

 و تعيين ميزان توليـد آن در محـيط   B12سازي، براي شناسايي تركيب ويتامين  خالص پس از انجام مراحل جداسازي و     . كشت تخمير اضافه شد   
  . استفاده شدHPLCستگاه شده از د تخمير ذكر

، )ليتر  پيكوگرم در ميلي   33/318(دست آمد    ه گرم در ليتر بتائين ب     10 در غلظت    B12نتايج نشان داد كه بيشترين مقدار توليد ويتامين          : ها يافته
هـا و      بتائين را بر رشد سـلول      اين نتايج تأثير منفي   ).  گرم بر ليتر   37/22( اثر منفي بر وزن خشك سلولي داشت         ،در حالي كه اين غلظت بتائين     

  . نشان دادپروپيوني باكتريوم فرودنريچي توسط باكتري B12تأثير مثبت آن را بر ميزان توليد ويتامين 

 B12توان ميزان توليد ويتـامين         مي پروپيوني باكتريوم فرودنريچي  با اضافه كردن بتائين در غلظت مناسب به محيط كشت باكتري             :گيري نتيجه
  . دست يافتB12ش داد و به راهي جهت توليد اقتصادي و تجاري ويتامين را افزاي

  B12، تخمير، ويتامين پروپيوني باكتريوم فرودنريچيبتائين،  :واژگان كليدي
  

 مقدمه •
هـاي     به گروهي از تركيبات شامل كرونوئيـد       B12ويتامين  

تـرين جـزء آن كوبـالامين         شود كـه شـاخص      كبالت گفته مي  
كـوآنزيم  (كوبـالامين     آدنوزيـل   اكسي   دي -5 در طبيعت . است
B12 (ــل ــنتز    و متي ــايي بيوس ــصولات نه ــالامين مح  B12كوب

كوبـالامين،     به فـرم سـيانو     B12هستند، در حالي كه ويتامين      
هـا يكـي از       ميكروارگانيـسم . شـود   صورت صنعتي توليد مي     به

 -5صـورت      هـستند كـه آن را بـه        B12منابع توليـد ويتـامين      
دار   كنند و فـرم سـيانيد       كوبالامين توليد مي    يلآدنوز  اكسي  دي

كوبــالامين، در نتيجــه فراينــد اســتخراج و  آن، يعنــي ســيانو
دار مثل سـيانيد پتاسـيم    سازي توسط تركيبات سيانيد     خالص

 در هـر بافـت حيـواني در         B12ويتـامين   ). 1(شـود     توليد مـي  
نيـاز  . در كبد موجود است    ppm 1هاي خيلي كم مثلاً       غلظت
 ، از طريـق جـذب مـواد غـذايي يـا             B12ات به ويتامين    حيوان

هــاي   توليــدي توســط ميكروارگانيــسمB12جــذب ويتــامين 
را  B12ها ويتامين     با اين وجود انسان   . شود  طرف مي   اي بر   روده

شـده    آورند زيرا ويتامين سنتز     دست مي   فقط از مواد غذايي به    
ــسم  ــط ميكروارگاني ــذب    توس ــزرگ ج ــه روده ب ــا در ناحي ه

هـاي     كـه در بافـت     B12هـايي از ويتـامين        غلظـت . شوند نمي
حيواني وجود دارند، براي اسـتفاده در سـطح توليـد تجـاري             

 حاصل از تـصفيه فاضـلاب،       ةشد  لجن فعال . بسيار كم هستند  
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.  در هر كيلوگرم اسـت     B12گرم ويتامين      ميلي 10 تا   4حاوي  
از ايــن منبــع بــه لحــاظ مــشكل بــودن جداســازي ويتــامين 

ــالوگجداســازي آ ــران اســتB12هــاي مختلــف  ن ســنتز .  گ
شيميايي نيز به لحاظ اين كه به هفتاد مرحلـه واكـنش نيـاز              

  ). 2، 3(كاربردي است  دارد غير
عنوان محصول  صورت تجاري به به B12  اولين بار ويتامين

 1جــانبي تخميرهــاي استرپتوميــست بــا عملكــردي حــدود 
اضـا بـراي ايـن    بـا افـزايش تق   .دست آمد گرم در ليتر به ميلي

تـر، توسـعه      بازده  هاي پر   هاي تخميري با سويه     ويتامين، فرايند 
  ). 2(پيدا كرد 

 و مهندسي ژنتيـك سـبب       بيوتكنولوژيكارگيري علم      به
براي اين  . شد كه ميزان توليد محصول مورد نظر افزايش يابد        

  : شود منظور عموماً از سه روش استفاده مي
هـت توليـد محـصول       تغيير تركيب محـيط كـشت در ج        -1

 در اثـر    B12دلخواه، از اين روش براي توليد بيـشتر ويتـامين           
  .شود اضافه كردن بتائين به محيط تخمير استفاده مي

 ايجاد جهش مورد نظر و تبديل آن به ژنـومي كـه توليـد      -2
هـاي    محصول دلخواه را افزاش دهد، براي اين منظور از روش         

  .شود اده ميزاي شيميايي استف فيزيكي و مواد جهش
 نوتركيب، در اين روش ژني كـه سـبب          DNA استفاده از    -3

شود، وارد ژنـوم بـاكتري خـاص          توليد محصول مورد نظر مي    
گردد و توليد آن با شـدت         شده و جزء ساختار ژنتيكي آن مي      

هـاي مهـم       از روش  PCRتكنيـك   . شـود   بيشتري انجـام مـي    
ه محـصول   كننـد   رفته در جهت تشديد توليد ژنوم توليد        كار  به

 ). 4(مورد نظر است 
 از طريــق B12 ويتــامين در حــال حاضــر توليــد تجــاري 

حـدود   شـود و ميـزان توليـد سـالانه آن در     تخمير انجام مـي 
 كيلوگرم  3500تقريباً  . شود   كيلوگرم تخمين زده مي    10000

ــيانوكوبالامين،  ــسي 2000س ــوگرم هيدروك ــالامين،   كيل كوب
كوبـالامين بـراي      ي متيل  كيلوگرم كوآنزيم و مقدار كم     1000

شود و  هاي غذايي استفاده مي  صنعت داروسازي و تهيه مكمل    
بـراي  . يابد  بقيه آن به صنعت توليد خوراك دام اختصاص مي        

 به هر  B12گرم ويتامين      ميلي 15 تا   10خوراك طيور و خوك     
هـاي گيـاهي بـا        چنانچه پروتئين . شود  تن خوراك افزوده مي   

هـاي    تواننـد جـايگزين پـروتئين       ي غني شوند، م   B12ويتامين  
  ).5(تر هستند شوند  قيمت حيواني كه گران

به خاطر گران بـودن و پيچيـده بـودن توليـد شـيميايي              
، امروزه صنعت توليد آن توسط فرايند تخميـر و          B12ويتامين  

پروپيــوني بــاكتريوم هــايي ماننــد  وســيله ميكروارگانيــسم بــه
ــرماني ــي ، ش ــاكتريوم فرودنريچ ــوني ب ــودوموناس و  پروپي س

  ). 1(گيرد   صورت ميدنيتريفيكانس
دهنـدگي و شـركت در        بتائين به كمـك خاصـيت متيـل       

، توليـد   DNA/RNAسنتز تركيبات مهمي نظيـر پـروتئين و         
لحـاظ دارا   آمينة متيونين، به  اسيد. دهد  ويتامين را افزايش مي   
عنوان يك متيـل دهنـده عمـل          تواند به   بودن گروه متيل، مي   

آمينـة    اين رو ممكن اسـت مقـداري از ايـن اسـيد           نمايد و از    
ــنش    ــود دارد، وارد واك ــشت وج ــيط ك ــه در مح ــروري ك ض

با حضور بتائين در محـيط كـشت و تـأمين      . متيلاسيون شود 
هاي متيـل مـورد نيـاز بـدن توسـط بتـائين، متيـونين                 گروه

بيشتري بـراي سـنتز پـروتئين و در نتيجـه رشـد سـلول در                
 بـر ايـن در نتيجـه متابوليـسم          عـلاوه . گيرد  دسترس قرار مي  

در سـلول، اسـيدآمينة گليـسين       ) گليـسين     متيل    تري(بتائين  
هـاي مهـم در سـنتز     آمينـه  شود كه از جملـه اسـيد       مي توليد

در گزارشـاتي بـه   ). 6، 7(پروتئين و رشد سلول باكتري است    
، 8( اشاره شده است     B12تأثير مثبت بتائين در افزايش توليد       

هـاي مختلـف بتـائين     ق بررسي اثر غلظتهدف اين تحقي ). 1
پروپيـوني بـاكتريوم     توسـط بـاكتري      B12در توليد ويتـامين     

 است كه براي اين منظور از محيط تخمير، شامل          فرودنريچي
  .شده براي توليد ويتامين استفاده شد ذرت خيسانده

  ها   و روشمواد •
 :شـده در جهـت توليـد        كـار بـرده     ميكروارگانيسم به 

 ).PTCC 1874 (ريوم فرودنريچيپروپيوني باكت

، عصاره مخمـر    %1سديم لاكتات   : سازي  لامحيط كشت فع  
   trypticase soy broth 1% و% 1

 گـرم   200شده    فرنگي فيلتر    آب گوجه  :1كشت    محيط پيش 
 گـرم در    10 گرم در ليتر، تريپتون      10در ليتر، عصاره مخمر     

  ليتر
ده ش ـ   گرم در ليتر ذرت خيـسانده      20 :2كشت    محيط پيش 

   گرم در ليتر گلوكز90شده و  فيلتر
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 40شـده     ذرت خيسانده شـده فيلتـر     : محيط كشت تخمير   
 ، مدت زمـان  1v/v به 2نسبت ذرت به آب داغ  (گرم در ليتر    

 Na2HPO4 گـرم در ليتـر،       100، گلوكز   ) دقيقه 90خيساندن  
  .  گرم در ليتر02/0 گرم در ليتر، و كلريد كبالت 7/2

، 0هـاي   بتائين در غلظـت : يرهاي محيط كشت تخم    مكمل
ــت و   30 و 20، 15، 10، 5 ــد كبالـ ــر، كلريـ ــرم در ليتـ  گـ

  .بنزايميدازول متيل دي
 :سازي ميكروارگانيسم و محـيط كـشت تخميـر          آماده

 از خـانواده پروپيـوني      پروپيوني باكتريوم فرودنريچـي   باكتري  
ــر . باكترياســه اســت ــاكتري گــرم مثبــت، غي ــن ب هــوازي،  اي

شـده از   صورت ليـوفيليزه  متحرك است كه به اسپورزا و غير    غير
PTCC  هوازي و در دماي      باكتري در شرايط بي   .  خريداري شد

oC30            روز  3 بر روي محيط كشت سديم لاكتات بـراي مـدت 
سـازي بـاكتري در شـرايط         بعـد از فعـال    . گذاري شد   گرمخانه
  1كــشت  شــده، بــاكتري مــذكور در محــيط پــيش     ذكــر

)seed culture(وز و در دماي  ر2مدت  ، بهoC30 بدون اعمال ،
سپس باكتري مـورد نظـر بـه        . سيستم هوادهي نگهداري شد   

 منتقل شد تا به اين ترتيب ميزان توليـد        2كشت    محيط پيش 
 گـرم در  20 حـاوي  2كشت  محيط پيش. باكتري افزايش يابد 
 گرم در ليتـر گلـوكز       90شده و     شده فيلتر   ليتر ذرت خيسانده  

)pH  ،5/6 (   تلقيح باكتري به ارلـن مـاير شـامل     بود كه پس از 
كــشت در  ايــن محــيط كــشت، ظــروف حــاوي محــيط پــيش

 ســاعت و بــدون انجــام فراينــد 24مــدت   و بــهoC 30دمــاي
گـذاري،   پس از پايان گرمخانـه . گذاري شدند دهي گرمخانه   هوا

فراينـد  . ها به يك ارلن ماير استريل منتقل شد         محتويات ارلن 
كشت، به    هاي محيط پيش    ريتلقيح محيط تخمير توسط باكت    

محيط تخمير  .  حجم محيط تخمير صورت گرفت     1:10نسبت  
 گـرم در    40ميـزان     شده فيلتر شـده، بـه       حاوي ذرت خيسانده  

 گرم 02/0 آبه 6 گرم در ليتر و كلريد كبالت 100ليتر، گلوكز 
 oC30 ساعت در دماي 80محيط مذكور به مدت    . در ليتر بود  

 و محفظــه Aاده از گــاز پــك اســتف(هــوازي  و در شــرايط بــي
با اسـتفاده از    ). 9(گذاري شد     گرمخانه) هوازي آزمايشگاهي   بي

pH   ،متر pH           نرمـال در    1/0 محيط تخميـر بـه كمـك سـود 
هوازي   در مرحله بعد كه تحت شرايط بي      .  تنظيم شد  7حدود  

 گـرم در    30 و   20،  15،  10،  5،  0هـاي     بود، بتائين در غلظت   

هـاي حـاوي محـيط     ضافه شد و ارلنهاي تخمير ا  ليتر به ارلن  
  ).3، 7( نگهداري شدند oC30 روز در دماي 4مدت  تخمير، به

ــدا ــالص ج ــازي و خ ــامين  س ــازي ويت ــه  :B12س  مرحل
مـدت   بـه  C°120سازي به اين صورت بود كه ابتدا دما  خالص

هاي باكتري از بين       اعمال شد تا سلول    pH  ،5/6 دقيقه در    10
ج شـده، تحـت فراينـد حرارتـي         پس از آن عصاره خـار     . بروند

مذكور، در سيانيد پتاسيم حـل شـد كـه تحـت ايـن شـرايط                
سپس محلول از   . شود  كوبالامين تبديل به سيانوكوبالامين مي    

 كه فاز ثابت آن آلومينا و فاز متحرك آن آب و            HPLCستون  
 مراحـل توليـد     1 شـكل ). 3،  7،  10(داده شد   فنول بود عبور    

پروپيـوني بـاكتريوم    سط بـاكتري     را تو  B12تخميري ويتامين   
  .دهد  نشان ميفرودنريچي

هـاي    براي اين منظور ارلن :سلولگيري وزن خشك      اندازه
هـوازي تحـت اثـر        حاوي محيط كشت كه تحت شـرايط بـي        

هـاي مختلـف بتـائين قـرار گرفتـه بودنـد، در ظـروف                 غلظت
  5000rmpمخصوص سانتريفيوژ قـرار داده شـدند و بـا دور    

پـس از دو بـار شستـشوي        .  سانتريفيوژ شدند   دقيقه 10براي  
دسـت آمـده كـه همـان          هاي به   ها با آب مقطر، رسوب      رسوب
هاي باكتريـايي بودنـد در دسـتگاه آون و تحـت دمـاي           سلول

oC70             تا رسيدن به وزن ثابت خشك شدند و وزن نهـايي آن 
  . تعيين شد01/0توسط ترازوي ديجيتالي با دقت 

وسيله   ميزان ويتامين توليدي به     :B12تعيين مقدار ويتامين    
شـده     خريداري B12از ويتامين . گيري شد    اندازه HPLCدستگاه  

عنوان استاندارد خارجي، جهت مطابقت بـا         از شركت مرك، به   
دسـت آمـد اسـتفاده         به HPLCپيك نمونه كه توسط دستگاه      

 توليد شده توسـط بـاكتري       B12به عصاره حاوي ويتامين     . شد
 ــ  ــا روش ذك ــابق ب ــه مط ــازي و  ك ــسمت جداس ــده در ق ر ش

 5/2سـديم و      ليتـر نيتـرات      ميلـي  5/2سازي تهيه شـد،       خالص
 دقيقه  30مدت    استيك گلاسيال اضافه شد و به       ليتر اسيد   ميلي

ليتـر از    ميكـرو 20سپس عـصاره فيلتـر شـده و      . جوشانده شد 
 درصد به آن اضافه گرديـد و قبـل از تزريـق             10سديم    سيانيد

بـا مـش سـايز      ) Millipore(پـور      ميلي دستگاه، توسط فيلتر    به
  ازB12ن ويتـامي  گيـري  انـدازه  ).1( ميكرومتر فيلتر شد 45/0

 .صـورت گرفـت   ايزوكراتيـك  صـورت  بـه  و طريق فاز معكـوس 
، B110 مدل Beckmanنوع  از پمپ يك  شاملHPLCدستگاه 
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متـر و    ميلي 4/6متر و قطر       سانتي 25 به طول    C18يك ستون   
ميكروليتـر، آشكارسـاز    20 حجـم  بـا  اي حلقـه  تزريـق  سيستم

)detector(بـوده و   مـدل فيلتـري   كننده رنگ تك با  دوشعاعي
ــوج طــول در آشكارســازي ــانومتر 254 م    .شــد انجــام ن

  نــوع ) integrator(انتگراتــور  بــه خروجــي آشكارســاز 
4290  Spectra Physicsهـا از  گيـري  انـدازه  كليه و  وصل شد 

 متحرك فاز بهترين. گرفت امخارجي انج استاندارد روش طريق

آب،  در هـاي محلـول   براي تشخيص و تعيين ميـزان ويتـامين  
 نيتريل استو درصد 10 با فسفات همراه بافر ، B12مانند ويتامين

). 11(كننده است كه مورد استفاده قرار گرفـت   اصلاح عنوان به
 كننـده  از معاوضـه  عبـور  و از تقطيـر  پـس  اسـتفاده  مـورد  آب

 بـه  تـا  دوباره تبخير شـد ) Anex (و آنيوني)  Catex (كاتيوني

  برايEC.  برسدHPLC  آناليز باجهت نياز مورد درجه خلوص

  .بود  ميكروزيمنس8/0 شده تهيه آب
ژوهش از طرح آماري كاملاً تصادفي    در اين پ :ارزيابي آماري

 و  B12اثر فاكتور بتائين بر ميزان توليد ويتـامين         . استفاده شد 
ي بـا اسـتفاده از جـدول تجزيـه واريـانس      وزن خـشك سـلول  

)ANOVA (آزمايــشات در ســه تكــرار انجــام . گــزارش شــد
 5هـا در سـطح احتمـال          براي مقايسه ميانگين داده   . پذيرفت

بـراي  .  و تست دانكن استفاده شد     SPSS13افزار      درصد، از نرم  
  .كار گرفته شد  به2007رسم نمودارها نرم افزار اكسل 

  ها يافته •
 نـشان  2شـكل    :B12ن بـر سـنتز ويتـامين    اثر بتائي

 پيكـوگرم   B12) 33/318دهد كه بيشترين مقدار ويتامين        مي
 گرم در ليتـر از بتـائين        10در اثر اضافه كردن     ) ليتر  در ميلي 

 مشخص اسـت كـه   3در شكل . دست آمد به محيط تخمير به  
با افزايش ميزان بتائين در محيط كشت تخمير، وزن خـشك           
سلول كاهش پيدا كرد كه حاكي از تـأثير منفـي بتـائين بـر               

دهـد،     نـشان مـي    2طور كه شـكل       همان. ها است   رشد سلول 
 گـرم در    10هاي بالاتر از       در غلظت  B12ميزان توليد ويتامين    

توانـد    يابد كـه علـت ايـن مـسئله مـي            ليتر بتائين كاهش مي   
  .  باشدB12در مسير سنتز ويتامين  اختلال

هـاي مربـوط بـه        آنـاليز ميـانگين داده     3 و   2هـاي     شكل
لي  و نيز تغييرات وزن خشك سـلو       B12ميزان توليد ويتامين    

 گرم  30 و   20،  15،  10،  5،  0هاي    در اثر اضافه كردن غلظت    

ايـن آنـاليز توسـط تـست        . دهنـد   در ليتر بتائين را نشان مي     
انجـام شـد و همـان طـور كـه ديـده             % 5دانكن و در سـطح      

 گــرم در ليتــر بتــائين اثــر 10 و 5هــاي  شــود، غلظــت مــي
 را نـشان داد،     B12داري در جهت توليد بيشتر ويتامين         معني

 گرم در ليتر بتائين اثر      30 و   20،  15هاي    حالي كه غلظت    رد
داري را در جهت كاهش اين ويتامين نسبت به ميـزان             معني

هاي مختلف بتـائين      براي بررسي اثر غلظت   . اپتيمم نشان داد  
 ، آزمايش در قالب طـرح كـاملاً         B12بر ميزان توليد ويتامين     

يــه جــدول تجز. تــصادفي و بــا ســه تكــرار صــورت پــذيرفت
واريــانس ايــن آزمــايش، در مــورد اخــتلاف تيمارهــا كــاملاً  

 را  HPLC كرومـاتوگرام    4شـكل   ). >p 001/0(دار بود     معني
دسـت    با توجه به آن بيـشترين غلظـت بـه         دهد كه     نشان مي 

) ليتــر  پيكــوگرم در ميلــيB12 ) 33/318آمــده از ويتــامين
همچنــين صــحت پيــك دريــافتي توســط نمونــه . باشــد مـي 

 مشخص شد كه هر دو زمـان خـروج          B12ويتامين  استاندارد  
لازم به ذكر است كـه اگـر چـه          .  دادند  دقيقه را نشان   8برابر  

ــدازه ــق   ان ــامين از طري ــري ويت ــق HPLCگي ــشتر از طري  بي
 دليـل  بـه  تحقيـق  اين شود، اما در گراديان شويشي انجام مي

 ايـن  كه شد استفاده ايزوكراتيك از روش دستگاه محدوديت

 كـاهش  موجـب  HPLC جداسازي زه كمي در امراندا تا خود

  .شود تفكيك مي قدرت
 3طـور كـه شـكل      همان:ها اثر بتائين بر روي رشد سلول  

) DCW(دهد، بيشترين ميزان وزن خـشك سـلول           نشان مي 
 گرم در ليتر بود و زمـاني مـشاهده شـد كـه غلظـت                34/29

.  نداشـت وجـود بتائين صفر و بتائين در محيط كشت تخمير    
علت تاثير منفي بتائين بر روي رشد سـلول بـاكتري           تاكنون  

) >05/0p(دار     اخـتلاف معنـي    3شـكل   . مشخص نشده است  
دليل افزايش غلظـت بتـائين        كاهش ميانگين رشد سلولي، به    

شده به محيط كشت تخمير را در چهـار سـطح نـشان               اضافه
هاي مختلف بتائين بر ميزان       براي بررسي اثر غلظت   . دهد  مي

ي، آزمايش در قالب طرح كاملاً تصادفي و با وزن خشك سلول
جــدول تجزيــه واريــانس ايــن . ســه تكــرار صــورت پــذيرفت

ــود آزمــايش در مــورد اخــتلاف تيمارهــا كــاملاً معنــي    دار ب
)001/0 p<.(
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  يچينرباكتريوم فرودپروپيوني باكتري  با استفاده از B12  نيتاميد وي تولجهتر ي تخمفرايند مراحل -1شكل 

    
  
  

  
  

   و %5ها در سطح  آناليز ميانگين داده( B12هاي مختلف بتائين بر ميزان توليد ويتامين  اثر غلظت -2شكل  
  )وسيله تست دانكن انجام شد به

  

 پروپيوني باكتريوم فرودنريچي

م لاكتاتيط كشت سدي محيسم رويكروارگاني ميسازفعال

 1شت ك پيشط يمح

 2كشتپيشطيمح

ريتخمط كشتيمح

 ري تخميهاارلن

   ي هوازيط بيشرا
  گراد يه سانتج در30 ي دما

روز 3  به مدتيرگذا گرمخانه

   ي هوازيط بيشرا
  گراد ي درجه سانت30 يدما

 روز2  به مدتيگذار گرمخانه
   يهواز يط بيشرا

  گراد ي درجه سانت30 يدما
روز 1  به مدتيگذار گرمخانه

   ي هوازيط بيشرا
   گرادي درجه سانت30 يدما

 ساعت 80يگرمخانه گذار

   ي هوازيط بيشرا
   گراد ي درجه سانت30 يدما

روز4  به مدتيگذار گرمخانه
نيافزودن بتائ

 نيتامي ويساز وخالصيجداساز
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وسيله تست  به و %5ها در سطح  آناليز ميانگين داده(هاي مختلف بتائين بر ميزان وزن خشك سلول باكتري   اثر غلظت- 3شكل 
  )دانكن انجام شد

  

  
توليدي توسط باكتري    B12 و نمونه حاوي ويتامين ) A(تزريق شده B12  نمونه استاندارد ويتامين HPLC كروماتوگرام -4شكل 

)B(. دقيقه بود كه بر منحني استاندارد منطبق است8 زمان خروج نمونه   
  
  

 حثب •
 ـ          راي سـنتز   نتايج نشان داد كه بتائين تركيـب ضـروري ب

 پروپيوني باكتريوم فرودنريچـي   وسيله باكتري      به B12ويتامين  
اگر چه بيشترين رشد سلول در كمترين مقدار بتـائين          . است

 در ايـن حالـت در       B12ديده شد ولي ميزان توليـد ويتـامين         

بـود و   )  پيكوگرم در ميلـي ليتـر      33/98(كمترين مقدار خود    
) w/v% (1لظــت در غ B12بيــشترين ميــزان توليــد ويتــامين 

اين مطالعه نـشان داد كـه بتـائين تـأثير           . دست آمد   بتائين به 
منفي بر ميزان رشد و تأثير مثبت بر مقـدار توليـد ويتـامين              
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B12  در نتيجه با اضافه .  توسط باكتري پروپيوني باكتريوم دارد
تـوان    هاي مناسب به محيط كشت مي       كردن بتائين در غلظت   

  . ش داد را افزايB12توليد ويتامين 
Li  سـازي شـرايط    از بتائين، براي بهينـه ) 1( و همكاران

ســـودوموناس وســـيله بـــاكتري   بـــهB12توليـــد ويتـــامين 
، 0هاي  آنها بتائين را در غلظت.  استفاده كردند دنيتريفيكانس

هــاي كــشت   گــرم در ليتــر بــه محــيط30 و 20، 15، 10، 5
توسط اين شده را  باكتري اضافه كردند و ميزان ويتامين توليد

بيــشترين ميــزان توليــد ويتــامين . بــاكتري گــزارش نمودنــد
 گرم در ليتـر     15در غلظت   ) ليتر  گرم در ميلي     ميكرو 18/52(

 51/30(بتائين گزارش شد و نيز بيشترين وزن خشك سلول          
در حالتي روي داد كه به محيط كـشت بتـائين           ) گرم در ليتر  

آمـده درمطالعـه    دسـت     اين نتايج با نتايج به    . اضافه نشده بود  
  .حاضر مطابقت دارد

Turlo  هــاي متيــل دهنــده  اثــر گــروه) 8( و همكــاران
در يـك    B12را بر سنتز ويتـامين      ) بتائين، كولين و متيونين   (

مـورد بررسـي قـرار    ) Lentinula edodes(نوع قارچ خـوراكي  
 محيط كشت مختلـف كـه شـامل     4در اين پژوهش از     . دادند

سانده، عصاره سويا و غيره بود      ملاس چغندر، گلوكز، ذرت خي    
ــد  ــتفاده ش ــروه . اس ــين از گ ــده در   همچن ــل دهن ــاي متي ه

.  گرم در ليتر اسـتفاده شـد       6 و   5،  4،  3،  2،  1،  0هاي    غلظت
هـاي متيـل دهنـده در     نتايج حاكي از اين بود كه تمام گـروه   

.  شـدند B12هاي مختلف، باعث افزايش توليد ويتـامين     غلظت
 گـرم   1 ليتر، متيونين در غلظـت        گرم در  3بتائين در غلظت    

 گرم در ليتر بر توليـد ويتـامين         3در ليتر و كولين در غلظت       
B12 آنها اثر بتائين را روي افزايش سنتز ويتامين،        . ثر بودند ؤم

  . دهندگي و متابوليسم متيونين گزارش كردند خاصيت متيل
Fa  افزايش ميزان توليد ويتـامين  ) 12( و همكارانB12 را 
ــر  ــاكتري    در اث ــر ب ــيط تخمي ــه مح ــائين ب ــردن بت ــافه ك اض

 گزارش كردند و سپس اثر متقابـل        سودوموناس دنيتريفيكنس 

كنندگي توليد اين ويتامين توسط بتائين و بازدارندگي          تحريك
ــي ــك آنت ــامپين   بيوتي ــاي ريف ــرام)rifampin(ه ــول  ، كل فنيك

)chloramphenicol ( سلين    پني  و بنزيل)benzylpenicillin ( را
كننـدگي   نتايج نشان داد كه توقف اثـر تحريـك   . لعه كردند مطا

توليــد ايــن ويتــامين توســط بتــائين، در حــضور ريفــامپين و 
سيلين اثر    پني  حالي كه بنزيل    گيرد، در   فنيكول صورت مي    كلرام

  .كنندگي بتائين ندارد بازدارندگي روي عمل تحريك
Demain  ــاران ــاكتري  ) 5( و همك ــائين را روي ب ــر بت اث

آنهــا بــه محــيط كــشت    . موناس بررســي كردنــد ســودو
 ميلي گرم بتائين اضافه كردنـد و مـشاهده          5ميكروارگانيسم  

نتـايج  .  برابـر شـده اسـت      B12  ،20نمودند كه توليد ويتامين     
 و همكــاران  Csaikl، )11(و همكــاران  Kacperzakمــشابه 

روي تاثير مثبت بتـائين در  ) 14( و همكاران  Whiteو ) 13(
  . صحه گذاشتند B12ز ويتامين افزايش سنت

 B12هدف از اين پژوهش، توليد بيوتكنولوژيكي ويتـامين         
 و بررسـي اثـر      پروپيوني باكتريوم فرودنريچـي   توسط باكتري   

اين تحقيق براي نخستين بـار      . بتائين بر ميزان اين توليد بود     
در ايران انجام پذيرفته است و از آنجايي كه از محيط تخميـر    

بخـش اسـتفاده از       نده اسـتفاده شـد، نويـد      شامل ذرت خيسا  
ضايعات كشاورزي در توليد محصول با ارزش افزوده ويتـامين     

B12در سطح وسيع است .  
  سپاسگزاري

 از هسته كارآفريني دانشكده كـشاورزي دانـشگاه شـيراز       
اند، صميمانه قدرداني     كه حمايت مالي پروژه را برعهده داشته      

ــي ــودم ــس . ش ــاي ح ــاب آق ــين از جن ــمس، همچن ينعلي ش
كارشناس محترم آزمايشگاه مركزي آناليز دانـشگاه شـيراز و          

كارشــناس آزمايـــشگاه   ســركار خــانم محتـــرم كــشاورز،   
شناسي دانشكده دامپزشكي دانشگاه شيراز، به خاطر         ميكروب
  .شود دريغشان تشكر مي هاي بي همكاري
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Background and Objectives: Chemical production of vitamin B12 is a complicated process. The purpose 
of this study, done for the first time in Iran, was to produce vitamin B12 by Propionibacterium 
freudenreichii and investigate the effect of adding betaine on its yield. 

Materials and Methods: Propionibacterium freudenreichii was added to a fermention culture medium 
containing filtrated soaked corn. This was followed by incubation at 30°C and, then, adding betaine at six 
concentrations (0, 5, 10, 15, 20 and 30 g/l). Separation and purification were done and the presence and 
the amount of vitamin B12 produced were determined by HPLC. 

Results: The most effective concentration of betaine for vitamin B12 production (318.33 Pg/ml) was 10 
g/l, which had a negative effect on dry weight of the cells (22.37 g/l). The results demonstrated that 
betaine could greatly stimulate vitamin B12 biosynthesis by Propionibacterium  freudenreichii and inhibit 
cell growth.  

Conclusion: Based on the findings of this study, betaine added to the culture medium of 
Propionibacterium  freudenreichii at a suitable concentration could increase the yield of vitamin B12, 
paving the way to a commercial, more economic method for its production.  

Keywords: Betaine, Fermentation, Propionibacterium  freudenreichii, Vitamin B12  
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