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  استفاده از باکتري استوباکتر زایلینیومسلولز باکتریایی با  تولید و ارزیابی نانو

  
  3الیاس افرا و 3، محمدرضا دهقانی فیروزآبادي2منفرد محمدهادي آریائی*، 1سها زیدانلو

  ،ایران ،گرگان ،دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، علوم و مهندسی کاغذگروه ارشد صنایع خمیر و کاغذ،  دانشجوي کارشناسی1
   ،ایران ،، گرگان، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگانعلوم و مهندسی کاغذاستادیار گروه 2

   ایران، گرگان ،، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگانعلوم و مهندسی کاغذدانشیار گروه 3
  7/8/1397؛ تاریخ پذیرش: 5/12/1396تاریخ دریافت: 

  1چکیده
 واحد وزن خود بوده و ماده ساختمانی اصلی الیاف گیاهی است. يازا پلیمر طبیعی با استحکام بالا به سلولز یک سابقه و هدف:

کریستالی و همچنین  بهآمورف  هاي بخش نسبتهاي سلولز بستگی به طول زنجیر یا درجه پلیمریزاسیون،   بسیاري از ویژگی
سلولز از مواد شیمیایی یا تیمارهاي مکانیکی سخت و  استخراج نانو هايدر بسیاري از روش که حالی درآن دارد.  ساختار کریستال

آورند که  متري حاصل میاد نانوهاي بکر اولیه ولی با ابعهاي بسیار محدودي سلولز با ویژگیگردد تنها روششدید استفاده می
هاي بسیاري در  یکروسکوپی مناسب، قابلیتعلت ساختارهاي م نانوسلولز باکتریایی بهست. ا ها آن ترین مهمسلولز باکتریایی  نانو

مصارف خاص (مانند مصارف پزشکی و بهداشتی) دارد. این ماده در برخی از خواص مانند خلوص زیاد، بلورینگى و درجه 
در مطالعه حاضر، تولید نانوسلولز باکتریایی با استفاده از باکتري استوباکتر زایلینیوم و  گیاهی تفاوت دارد. با سلولز بسپارش

 ارزیابی مشخصات آن انجام شده است.
  

باکتري در محیط کشت مایع و در شرایط بستر استاتیک و ، پژوهشدر این  براي تهیه نانوسلولز باکتریایی ها: مواد و روش
سازي شد. ریزساختارها با میکروسکوپ الکترونی روبشی  ، شستشو و خالصآمده  دست بهدینامیک کشت داده شد و سلولز 

نانوسلولز )، درصد وزنی، اندازه و نحوه پراکنش XRD)، ساختار بلورینگی با آنالیز پراش اشعه ایکس (FE-SEMگسیل میدانی (
و وزن مولکولی با روش انحلال سلولز در محلول تعیین گرانروي )، EDXگراي انرژي ( با آنالیز عنصري اشعه ایکس پراکنش

   ها مورد بررسی قرار گرفت. ) و بازده نانوسلولز با روش توزین نمونه مرطوب و خشک آنCEDکوپر دي اتیلن آمین (
  

تصاویر  تر است. مقایسه سلولز در محیط کشت استاتیک نسبت به محیط کشت دینامیک آن بیش ونتایج نشان داد بازده نان ها: یافته
FE-SEM  که طوري بهشناسی الیاف نانوسلولزهاي تولیدي دارد.  محسوسی بر ساختار ریخت تأثیرنشان داد که نحوه کشت 

اتیک، متخلخل و مشبک و تباکتریایی در کشت اسشناسی نانوسلولز  دو روش کشت نشان داد ریخت FE-SEMمقایسه تصاویر 
در نانوسلولز باکتریایی در کشت دینامیک داراي ساختار به هم چسبیده است. اندازه نانوذرات عموماً براي نانوسلولزهاي تولید در 

سلولز باکتریایی در بلورینگی نانومیزان نشان داد  XRDباشد. نتایج آزمون  نانومتر می 60محیط کشت دینامیک و استاتیک زیر 
درصد  29/14این مقادیر براي محیط کشت دینامیک،  که حالی دردرصد محاسبه شد،  49/72حدود  محیط کشت استاتیک

                                                
  hadiaryaie@gmail.comمسئول مکاتبه:  *
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پوآز و میزان  سانتی 7/110سلولز باکتریایی تولید شده در محیط کشت استاتیک  گرانرويهمچنین میزان  گیري گردید. اندازه
  پوآز محاسبه شد. سانتی 97لید شده در محیط کشت دینامیک سلولز باکتریایی تو گرانروي

  

، شده انجام هاي پژوهش با در نظر گرفتن خصوصیات نانوسلولز باکتریایی تولید شده و مقایسه آن با سایر طورکلی بهگیري:  نتیجه
تحقیقاتی موجود در این زمینه در له به لحاظ نیاز أتوان نتیجه گرفت نانوسلولز باکتریایی مناسب تولید شده است که این مس می

  اهمیت است. دارايزشکی و مهندسی آن کشور و کاربردهاي پ
  

   باکتریاییباکتري استوباکتر زایلینیوم، کشت استاتیک، کشت دینامیک، نانوسلولز  هاي کلیدي: واژه
  

  مقدمه
ترین  امروزه تأمین ماده اولیه سلولزي مناسب مهم

چالش پیش روي صنایع خمیر و کاغذ کشور ما و دنیا 
اولیه از جا که بخش عمده این ماده  از آن). 8( باشد می

شود، این  عبارت بهتر از جنگل تأمین می چوب و یا به
هاي موجود و امر موجب فشار بسیار زیاد بر جنگل

سلولز، ). 14د (گردهاي شمال کشور میجنگل ویژه به
طبیعی است که براي هزاران سال  بسپارترین   فراوان

این ). 15( ماده مهندسی استفاده شده است عنوان به
پذیر و همچنین تخریبدپذیر، زیستتجدی بسپار

منبع اصلی سلولز در بیوسفر، ). 4( است غیرسمی
توانند سلولز هاي مرتبط که میگیاهان و میکروب

دسترس،  باشد. دومین سلولز قابلتولید نمایند، می
هاي  وسط باکتريشود که تسلولز باکتریایی نامیده می

باکتریایی نانو سلولز  ).2شود (زنده ساخته می
همچنین سلولز باکتریایی، سلولز میکروبی یا بیوسلولز 

سلولز باکتریایی نوعی سلولز ). 10( شود نیز نامیده می
، Acetobacterها مثل  سنتز شده توسط برخی باکتري

Acanthamoeba  وAchromobacter spp. باشد می 
 یک ساختار اساسی عنوان بهسلولز باکتریایی ). 7(

 β-1→4هاي فیبریل است که متشکل از زنجیره
باشد.  می )n)C6H10O5گلوکان با فرمول مولکولی 

زنجیره گلوکان توسط پیوند هیدروژنی درون و برون 
هاي سلولز اند. میکروفیبریلبه یکدیگر متصل شده

شرح ) 1949(باکتریایی براي اولین بار توسط موهلتالر 

تر از سلولز گیاهی  برابر کوچک 100داده شد و حدود 
 دانشمندان نشان داده که هاي پژوهشنتایج ). 5( است

قابلیت تولید  Gluconacetobacter xylinusباکتري 
سلولز را از منابع مختلف کربن مانند گلوکز، فروکتوز 

هاي مختلفی و ساکارز دارد. همچنین محیط کشت
سازي تولید  منظور بهینه منظور فرموله شده و به بدین

سلولز باکتریایی مورد استفاده قرار گرفت. براي تولید 
صورت کارآمد، منبع گلوکز باید از  سلولز باکتریایی به

منابع کربن سنتز شده و سپس به شکل سلولز پلیمریزه 
این ماده مشابه سلولز حاصل از گیاهان ). 2( شود

است، ولی در بعضی خواص مانند خلوص زیاد، 
مقاومت کششی با  و 1بسپارشبلورینگى، درجه 

عمده  طور به). 22( هاي گیاهی تفاوت داردسلولز
تخمیر تولید سلولز باکتریایی تحت دو شرایط 

شود. اشکال مختلفی از استاتیک و محرك انجام می
فرآیند ). 5( سلولز تحت این شرایط قابل تولید است

 وسیله بهگیري سلولز تحت شرایط استاتیک  شکل
شود و بازده  هوا از سطح محیط کشت انجام می تأمین

از جمله  ).22( آن وابسته به غلظت منبع کربن است
 توان در ترین کاربردهاي سلولز باکتریایی می مهم

 مصنوعی هايبافت و زخم هپوشانند عنوان به پزشکی
ماسک  عنوان بهدر لوازم آرایشی و بهداشتی  )،18(

اسکراب صورت  اي)، پودر و ورقه صورت بهصورت (
 )،23ها ( کننده )، لنزهاي تماسی و مرطوببردار (لایه

                                                
1- Polymerization  
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هاي ویژه، ترمیم کاغذ عنوان بهدر صنعت کاغذسازي 
تر؛  بیش با دوامهاي بایگانی؛ ساخت اسکناس  کاغذ

در ایران و  اشاره نمود. )18( ها دستمال سفره و پوشک
متعددي در ارتباط با  هاي پژوهشخارج از کشور 

تولید سلولز باکتریایی منتشر شده است. در ادامه به 
هاي  ترین سوابق تحقیقاتی تولید و بررسی ویژگی مهم

ها را  توان آنشود که می سلولز باکتریایی پرداخته می
  مرتبط با موضوع مطالعه حاضر دانست.

) از شیره خرماي 2010نسب و یوسفی ( موسوي
یک منبع مغذي و در دسترس در  انعنو بهنامرغوب 

ایران، براي تولید سلولز باکتریایی توسط گلوکن 
استوباکتر زایلینوس استفاده نمودند و به این نتیجه 

ترین میزان سلولز باکتریایی پس از  رسیدند که بیش
 35/4 میزان ترتیب به ساعت از شروع تخمیر و به 336

کشت تخمیر  لیتر محیط میلی 100ازاي  گرم به 69/1 و
میزان کریستاله  .شامل شیره خرما و ساکارز تولید شد

ثابت کرد که  X توسط پراش اشعه شده تعیینبودن 
) درصد 61/83این میزان براي سلولز استاندارد (

  ).16( ) بوددرصد 73/60تر از سلولز باکتریایی ( بیش
) تولید سلولز 2017کورتوگلو و تورکرساکان (

با  1باکتري کوماتاگیتایاباکتر هاانسینیباکتري را توسط 
پایه جلبک مورد مطالعه قرار  استفاده از گلوکز بر

هیدرولیز اسیدي نشاسته  دادند. نتایج آنان نشان داد که
تواند جایگزینی براي گلوکز در محیط  جلبک می

تخمیر کوماتاگیتایاباکتر هاانسینی براي تولید سلولز 
ي محیط کشت گلوکز باشد. بازده تولید سلولز برا

برپایه جلبک و گلوکز (شاهد) و بر اساس وزن 
گرم در لیتر و  104/1±002/0ترتیب  خشک به

  ).13( گرم در لیتر است 005/0±202/1
) اثر نوع محیط کشت را در 2017اسا و همکاران (

استوباکتر زایلینیوم در  تولید سلولز باکتریایی توسط
نمودند. نتایج آنان محیط کشت آب نارگیل بررسی 

                                                
1- Komagataeibacter hansenii 

نشان داد که دماي تخمیر یک عامل مهم در تولید 
سلولز باکتریایی بوده و محیط کشت آب نارگیل 

یک منبع غنی از کربن براي تولید  عنوان بهتواند  می
  .)6بگیرد (سلولز مورد استفاده قرار 

و مصرف تولید  روزافزونبا توجه به اهمیت 
با هدف برسی راندمان و  پژوهشسلولز باکتریایی این 

هاي کیفی سلولز باکتریایی در دو بستر ثابت و  ویژگی
 شناسی ریختهاي  متحرك انجام شد. بررسی ویژگی

در هر دو بستر  تولیدشدهو ساختاري سلولز باکتریایی 
تولید توسط ابزارهاي دقیق آنالیز شیمیایی مورد 

 بررسی و ارزیابی قرار گرفت.

  
  ها مواد و روش

باکتري مورد استفاده در این : محیط کشتباکتري و 
 Gluconacetobacterاستوباکتر زایلینوم (مطالعه از نوع 

xylinus( ها و از مرکز تحقیقاتی کلکسیون قارچ
باکتري شد.  تهیه )PTCC(2هاي صنعتی ایران  باکتري

خشک، درون یک آمپول  -سرما صورت بهذکر شده 
هدف احیا  تأمینبراي  قرار داشت. دوجدارهاي  شیشه

نظر، باید از محیط کشت  و تکثیر نمودن باکتري مورد
3GYC  .ترکیب این محیط کشت شامل استفاده نمود

گرم کربنات  2گرم عصاره مخمر،  1، گرم گلوکز 10
براي این  pHتنظیم  باشد. گرم آگار می 5/1کلسیم و 

نرمال  1محیط کشت با استفاده از هیدروکسید سدیم 
ابتدا  GYCبراي تهیه محیط کشت  تنظیم شد. 6برابر 

مواد خشک ذکرشده با ترازوي دیجیتال با دقت 
گرم وزن گردید. سپس مواد به ارلنی با حجم  001/0
لیتر آب مقطر به آن  میلی 200لیتر منتقل و  میلی 500

ف با پنبه و فویل آلومینیوم اضافه شد. درب ظر
مسدود شد. سپس ظرف مقداري تکان داده شد تا 

استریل  منظور بهمخلوطی یکنواخت ایجاد شود. ارلن 
                                                
2- Persian type culture collection 
3- Glucose, yeast extract, calcium carbonate 
medium 
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 15مدت  گراد به درجه سانتی 121با حرارت  کردن
بعد از اطمینان . دقیقه جهت استریل شدن اتوکلاو شد

 45کننده) با زاویه  ها، آنس (تلقیح محیط بسته شدناز 
و توسط  درجه بر روي شعله قرار گرفته استریل شد

هاي  آنس مقداري باکتري از ظرف پتري حاوي کلونی
باکتري برداشته شد و به شکل وترهایی روي محیط 

محیط از  ها کشت داده شد. کشت جامد هر یک از پتري
براي تولید سلولز استفاده شد. شرام  - کشت هسترین

گرم  5گرم پپتون،  5ترکیب این محیط کشت شامل 
گرم  7/2گرم اسید سیتریک،  15/1عصاره مخمر، 

براي  pHگرم گلوکز است. تنظیم  20سدیم فسفات و  دي
 1این محیط کشت باید با استفاده از هیدروکسیدسدیم 

استریل  منظور بهتنظیم شود. محیط کشت  6نرمال برابر 
دقیقه  15گراد به مدت نتیدرجه سا 121با حرارت  کردن

  جهت استریل شدن اتوکلاو شد.
در مطالعه حاضر و با توجه به نوین : تولید سلولز

 دینامیکبودن موضوع هر دو روش شرایط استاتیک و 
مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت. در این مرحله 

هاي حاوي  هود منتقل شده و پلیت ظروف به زیر

انتقال یافت. آنس  هودزیر باکتري نیز از یخچال به 
مقداري  هر بارروي شعله چراغ استریل شده، سپس 

 مجدداً. ظروف منتقل شد تک تکباکتري برداشته و به 
پنبه و فویل آلومینیومی مسدود  وسیله بهدرب ظروف 

 با انکوباتور روز در 9-14مدت  به میکروارگانیسم شد.
 ها باکتري تا گراد کشت داده شددرجه سانتی 30دماي 

 مرز در هايلایه صورت به را سلولز مدت این طول در
 روز لایه 7گذشت  از پس .دهند تشکیل مایع و هوا

 از مقداري با مایع و هوا مرز در شده تشکیلسلولز 
 و شد آوري جمع ها آن همراه شده خارج کشت محیط
که  با توجه به این). 20( شد ریخته هایی فالکون درون

هاي محیط کشت و رنگدانه سلولز تولیدشده حاوي
رنگ، کشتن  بین بردنباشد؛ براي از نیز باکتري می

 اطمینان از خروج منظور بهها و همچنین  باکتري
، عملیات تا حصول رنگ سفید سلولز ها ناخالصی

مکرر با آب مقطر  صورت بهشستشوي سلولز تولیدي 
مراحل تولید سلولز باکتریایی در  ).16ادامه یافت (

 ارائه شده است. 1شکل 

  

  
  .سلولز باکتریایینانوشماتیک مراحل تولید  -1شکل 

Figure 1. Schematic illustration of bacterial nano-cellulose (BNC). 
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 منظور به: 1میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی
روبشی گسیل  بررسی از تصاویر میکروسکوپ الکترونی

استفاده شد. براي تهیه تصاویر میکروسکوپی از  میدانی
در مرکز  Mira 3-XMUمدل  FE-SEMدستگاه 

خدمات آزمایشگاهی پژوهشگاه متالوژي رازي 
ها قبل از (تهران، ایران) استفاده شد. نمونه

 برداري، خشک و با طلا پوشش داده شدند. عکس
منظور ارزیابی درصد وزنی، اندازه و نحوه پراکنش  به

گراي  اشعه ایکس پراکنش نانوسلولز، آنالیز عنصري
زمونی آ 2EDX ها تهیه گردید. آنالیزانرژي از نمونه

تواند درصد عناصر مختلف موجود در است که می
یک ساختار را در لایه سطحی نشان دهد. این آزمون 

و از لایه سطحی مواد  FE-SEMتوسط دستگاه 
  گردد.مختلف تهیه می

تعیین درصد  منظور به: 3آزمون پراش اشعه ایکس
بلورینگی و نیز اندازه بلور سلولز باکتریایی، از آزمون 
پراش اشعه ایکس استفاده شده است. در این آزمون از 

استفاده شد. آزمون  Perform,Xمدل  XRDدستگاه 
مذکور در مرکز خدمات آزمایشگاهی پژوهشگاه 
متالوژي رازي (تهران، ایران) به انجام رسید. درصد 

  محاسبه شد. 2و  1هاي  رابطهبلورینگی از 
  

)1                     (              CrI=಺మబబష಺ೌ೘
಺మబబ

×100  
  

ارتفاع پیک در  200i کریستالیته،  درجه CrI آن،که در 
ارتفاع پیک در  Iam ودرجه ) 2θ( 22/7 زاویه پراش

درجه که مربوط به سلولز  18زاویه پراش 
  غیرکریستالی است (واحد دلخواه).

  شود: اندازه بلور از معادله شرر محاسبه می
  

)2                    (                        CS= ଴.ଽ	ఒ
ு௖௢௦	ఏ

  

                                                
1- Field emission scanning electron microscopy 
(FE-SEM) 
2- Energy-dispersive X-ray spectroscopy 
3- X-ray diffraction (XRD) 

  بلور،   اندازه CSبرخورد اشعه،   زاویه θ آن،که در 
λ  اشعهطول  X  وH باشد. مقدار رادیان خطی می 

گیري  براي اندازه: و وزن مولکولیگرانروي تعیین 
از محلول کوپر دي اتیلن آمین  گرانرويخصوصیت 

)CED(4 حلال و ویسکومتر مطابق با  عنوان به
استفاده نامه تاپی آئین 89om -230Tاستاندارد شماره 

  شد.
  

  نتایج و بحث
و در محیط کشت استاتیک بازده تولید سلولز 

آن است  بیانگرنتایج  1با توجه به جدول : دینامیک
که میزان بازدهی محیط کشت رابطه مستقیم با میزان 

انتظار دارد. در  زمان مدتباکتري مورد استفاده و 
تولید توان دریافت ابعاد نانوسلولز  مقایسه دیگر می

در محیط کشت استاتیک با افزایش حجم ارلن  شده
قطري افزایش و از لحاظ ضخامتی کاهش  صورت به

کند، اما در محیط کشت دینامیک این اندازه  پیدا می
ثابت  نسبتاًگیري ندارد و میزان آن  تغییرات چشم

افزایش یافت  500است. در این مقایسه حجم ارلن به 
توجه در  و غلظت مواد ثابت باقی ماند. نکته قابل

 صورت بهدر این مطالعه که  گرفته انجام هاي آزمایش
آزمون و خطا به آن پی برده شد و در سایر 

اي به این قضیه نشده شده اشاره انجام هاي پژوهش
ارتباط  تولیدشدهولز است، این بود که مقدار سل

مستقیمی با اندازه سطح محیط کشت در تماس با هوا 
تر بود (مانند سطح داشت. هرچه سطح تماس کوچک

مقدار  تولیدشدهاي شکل اسلنت) سلولز تماس دایره
تري داشت و با افزایش حجم محیط کشت، تولید  کم

قرارگیري  دلیل بهتر بود. در این حالت  سلولز بیش
تري هم  ر تماس با هوا، سلولز بیشمحیط کشت د

  ).2گردید (شکل تولید 

                                                
4- Copper ethylene diamine 
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 .و دینامیکدر محیط کشت استاتیک تولید سلولز  بازده -1جدول 
Table 1. Cellulose production yield in static and dynamic medium. 

 سلولزنانونوع 
Nano-cellulose type  

 )ml(کشت حجم محیط 
Volume of medium, ml  

 )gوزن سلولز مرطوب (
Wet cellulose weight (g)  

  (g)وزن سلولز خشک 
Dry cellulose weight (g)  

 محیط کشت استاتیک
Static medium  

250  0.1103  0.00346  
500  1  0.0506  

  محیط کشت دینامیک
Dynamic medium 

250  0.006  0.0003  
500  0.010  0.0008  

  
چون سرعت هوادهی،  عواملی هم طورکلی به

ترین  از مهم pH، درجه حرارت و زدن همسرعت 
زیستی  بسپاربر بازده نهایی  تأثیرگذارفاکتورهاي 

روي مقدار حرکت در  هم زدنتولیدي است. سرعت 
 پیچیدگی رئولوژیکی دلیل بهساکارید، محیط تخمیر پلی

و  3( گذارد آن و هم بر سرعت انتقال اکسیژن اثر می
بهینه براي تولید  pH، شرایط ها گزارشمطابق  ).9

سلولز باکتریایی وابسته به نوع باکتري است. شرایط 
pH بهینه، خنثی تا کمی اسیدي گزارش شده است 

دهد که بررسی مطالعات مشابه نیز نشان می). 1(
هاي  در مراحل اولیه بسیاري از آزمون طورکلی به

ترتیب  عصاره مخمر به سازي قند گلوکز و بهینه
کربن و نیتروژن مورد استفاده قرار  تأمینمنابع  عنوان به

هدف تولید انبوه بر اساس  که جایی آن ازاند. ولی  گرفته

باشد، مطالعات تر می قیمت استفاده از ترکیبات ارزان
منابع جایگزین صورت گرفته اي جهت توسعه  گسترده

) 2012ی کاسترو و همکاران (پژوهشدر ). 2( است
و زمان را بر بازده تولید سلولز باکتریایی  pH تأثیرات

گراد و با منبع گلوکز بررسی  درجه سانتی 28در دماي 
و زمان  5/3حدود  pHنمودند. نتایج آنان نشان داد در 

 ده استحداکثر بازده سلولز حاصل ش روز 14تا  8
) در مطالعه خود 2005کریستینوویز و همکاران (). 1(

اند که در درجه حرارت زیاد، ترکیبات  ذکر کرده
 صورت بهسلولی مانند اسید نوکلئیک و پروتئین 

بنابراین، درجه حرارت عامل ؛ شوندغیرطبیعی می
بسیار مهمی است که تأثیر زیادي بر رشد میکروبی 

ه سازي درجه حرارت بر روي بازد رو بهینه دارد. از این
  ).12(خواهند داشت  تأثیرنهایی سلولز 

  

  
 . نانوسلولز باکتریایی؛ (الف) محیط کشت دینامیک، (ب) محیط کشت استاتیک -2 شکل

Figure 2. Bacterial nano-cellulose (BNC). (a) Static. (b) Dynamic medium. 
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 مقایسه: سلولز باکتریایی 1شناسی رسی ریختبر
روبشی گسیل میدانی  تصاویر میکروسکوپ الکترونی

)FE-SEM حسوسی م) نشان داد که نحوه کشت تأثیر
که مقایسه  طوري دارد. به FE-SEMدر تصاویر 

دو روش کشت استاتیک و  FE-SEMتصاویر 
شناسی سلولز باکتریایی در  دینامیک نشان داد ریخت

که  طوري کشت استاتیک، متخلخل و مشبک است. به
الیاف در این روش کشت، تشکیل یک ساختار 

). در مقایسه 3دهند (شکل  متخلخل و مشبک را می
توان بیان  ساختار سلولز باکتریایی با سلولز گیاهی می

هاي  الیاف سلولز گیاهی داراي رشتهکرد که نانو
به یکدیگر  باشند که تمایل به چسبیدنتري می ضخیم

سلولز باکتریایی داراي یک )، ولی نانو21دارند (
طوري کلی  ساختار متخلخل و مشبک است. به

نانوسلولز باکتریایی حاصل از محیط کشت استاتیک 
داراي الیاف مشبک، متخلخل و نواري هستند، اما 

سلولز باکتریایی حاصل از محیط کشت دینامیک نانو
هیچ تفاوت مشابهی در ظاهر سطوح خارجی و 

که  طوري داخلی آن با نانوسلولز استاتیک ندارد. به
ساختار الیاف آن تمایل به چسبیدن به یکدیگر دارند و 

نتایج  ).4اند (شکل تشکیل یک ساختار بسته داده
 انرژي گرايآنالیز عنصري اشعه ایکس پراکنش

)EDX نشان دادند که میزان کربن موجود در این (
درصد وزنی نسبت به سایر ترکیبات  9/55سلولز، 

باشد. نتایج آنالیز عنصري همچنین نشان داد که  می
دهد؛  طلا تشکیل می درصد از وزن کل سلولز را 61/5
منظور تصویربرداري  دهی بهمعیاري از ماده پوشش که
سلولز حاصل از محیط  EDXباشد. نتایج بررسی  می

نشان داد که میزان کربن موجود در کشت دینامیک 
درصد وزنی نسبت به سایر ترکیبات  5/43این سلولز، 

باشد. در مقایسه با سلولز تولید شده با محیط  می

                                                
1- Morphology 

کشت استاتیک، تعداد عناصر موجود در سلولز تولید 
  ست.تر ا شده با محیط کشت دینامیک بیش

نشان داده شده  5طور که در شکل  همانابعاد الیاف: 
شده در این سلولز کاملاً  است الیاف نواري تشکیل

مشخص است. قطر متوسط این الیاف متفاوت بوده 
شود که ذرات سلولز باکتریایی روي  است. مشاهده می

معنی ایجاد  اند، اما این تجمع ذرات بی هم تجمع یافته
شود که این حالت تجمع اهده میباشد. مش تودگی نمی

که  طوري باشد. بهبا حفظ اندازه نانومتري در ذرات می
سلولز تولیدشده در محیط کشت استاتیک داراي اندازه 

طور که در  نانومتر و همان 60نانوذرات عموماً زیر 
نانومتر  39تا  19شود قطر الیاف از  تصویر مشاهده می

اکتریایی را در است. این امر صحت تولید سلولز ب
دهد. تفاوت اندازه در ید قرار میأیتمقیاس نانو مورد 

شده در دو نوع محیط لز تولیدقطر نانوالیاف سلو
شود.  خوبی دیده می به FE-SEMکشت در تصاویر 

اي وسیع  این تفاوت قطر منجر به ایجاد سطح ویژه
شود و زمینه نگهداري براي سلولز باکتریایی می

مقاومت مکانیکی و سایر خصوصیات تر مایعات،  بیش
). نتایج 1شود (فرد این پلیمر زیستی می منحصربه
) در خصوص 2017چنگ و همکاران ( هاي پژوهش

سلولز باکتریایی تولید شده با محیط  قطر نانوالیاف
دهنده این است که قطر کشت تفاله نیشکر نشان

نانومتر است.  80تا  30نانوالیاف این نوع سلولز بین 
 پژوهشبا نتایج این  پژوهشتایج این بخش از ن

) 2015). مورالس ناراویز و همکاران (2مطابقت دارد (
خود، قطر الیاف نانوسلولز باکتریایی تولید  پژوهشدر 

شده توسط باکتري استوباکتر زایلینیوم را در محدوده 
میکرومتر  10تر از  نانومتر و طول آن را بیش 10±45

 ).17( برآورد کردند
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برابر،  5000هاي مختلف؛ (الف)  شده در محیط کشت استاتیک در بزرگنماییاز سلولز باکتریایی تولید FE-SEMتصاویر  -3شکل 
 . EDX ) آنالیزربرابر ( 100000برابر، (د)  20000برابر، (ج)  10000(ب) 

Figure 3. FE-SEM image of bacterial nano-cellulose (BNC) produced in static medium. (a) 5000×, (b) 10000×, 
(c) 20000×, (d) 100000×, (e) EDX analysis.  
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برابر،  5000هاي مختلف؛ (الف)  شده در محیط کشت دینامیک در بزرگنمایی از سلولز باکتریایی تولید FE-SEMتصاویر  -4شکل 
 . EDXو (ر) آنالیز  برابر 100000برابر، (د)  20000برابر، (ج)  10000(ب) 

Figure 4. FE-SEM image of bacterial nano-cellulose (BNC) produced in dynamic medium. (a) 5000×, (b) 
10000×, (c) 20000×, (d) 100000×, (e) EDX analysis.  
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 . برابر) 100000از سلولز باکتریایی در محیط کشت استاتیک (الف) و دینامیک (ب) (بزرگنمایی  FE-SEMتصویر  -5شکل 

Figure 5. FE-SEM image of bacterial nano-cellulose (BNC). (a) Static medium. (b) Dynamic medium. 100000×.  
  

، الگوي پراش 6در شکل : آزمون پراش اشعه ایکس
درجه  5- 60اشعه ایکس را در محدوده زاویه پراش 

دهد. بر پایه این نتایج، سلولز باکتریایی تا  نشان می
بودن را از خود نشان داده است. هر بلورینگی حدي 

تر نیز  سازي بیش چند که با توجه به این شکل، خالص
ها نشان داد که رسد. برازش منحنینظر می ممکن به

هاي الگوي پراش پرتو ایکس سلولز نانو سلولز  پیک
تر شدند.  باکتریایی در محیط کشت دینامیک پهن

ها از دو عامل کاهش درجه تبلور و  تر شدن پیک پهن
 هاي محاسبه). 24گیرد ( کاهش ضخامت کریستال نشأت می

طورکه  شده این ادعا را ثابت کرد. همان کمی انجام
بلورینگی نانوسلولز دهد، میزان  ان مینش 2جدول 

 49/72حدود  باکتریایی در محیط کشت استاتیک
که این مقادیر براي محیط  حالی درصد محاسبه شد، در

گیري گردید؛  درصد اندازه 29/14کشت دینامیک، 
سلولز  بلورینگیبنابراین، در اثر فرآیند تولید میزان 

چون  همرسد عواملی مهمی نظر می کاهش یافت. به
محیط کشت و مقدار اکسیژن سبب شکست 

ها  ها، کاهش درجه کریستالی و ضخامت آن کریستال

ترین  میزان بلورینگی سلولز یکی از مهمشده است. 
باشد. با افزایش میزان پارامترهاي ساختار سلولز می

بلورینگی استحکام الیاف سلولز افزایش یافته و با 
ناطق آمورف، افزایش نسبت مناطق بلورین به م

علاوه،  به ).19یابد (پذیري الیاف کاهش می انعطاف
ترین عوامل بلورینگی سلولز باکتریایی از اصلی

هاي مکانیکی، واکشیدگی و سایر کننده ویژگی تعیین
هاي فیزیکی هاي آن است؛ بنابراین این ویژگی ویژگی

تواند متناسب نوع کاربرد با تغییر سلولز و شیمیایی می
یایی از طریق تیمارهاي شیمیایی تغییر یا بهبود باکتر

هاي  ). سلولز باکتریایی داراي ویژگی2داده شوند (
که این سلولز در مقایسه  طوري فردي است. به منحصربه

) Iβو  Iαبا سلولز گیاهی داراي دو فرم کریستالی (
باشد، این در حالی است که سلولز گیاهی تنها  می

 Iα). فاز 22باشد () میIβداراي یک فرم کریستالی (
ها و باکتري  عمدتاً در سلولز تولید شده توسط جلبک

در  Iβشود، این در حالی است که فاز یافت می
  ).18درصدهاي بالاتري در سلولز گیاه حضور دارد (
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 . باکتریایی میزان بلورینگی نانوسلولز -2جدول 
Table 2. Bacterial nano-cellulose (BNC) crystallinity.  

 نوع نانوسلولز
Nano-cellulose type  

 )درصدمیزان بلورینگی (
Crystallinity (%)  

 نانوسلولز باکتریایی (محیط کشت استاتیک)
BNC (Static medium)  

74.49  

 نانوسلولز باکتریایی (محیط کشت دینامیک)
BNC (Dynamic medium)  

14.29  

  

  
 . ؛ (ب) محیط کشت دینامیکمحیط کشت استاتیک : (الف)نمودار پراش اشعه ایکس سلولز باکتریایی -6شکل 

Figure 6. X-ray spectra of BNC. (a) Static medium. (b) Dynamic medium. 

 
میزان ویسکوزیته سلولز باکتریایی تولید : ویسکوزیته

پوآز و  سانتی 7/110محیط کشت استاتیک شده در 
شده در محیط باکتریایی تولیدمیزان ویسکوزیته سلولز 

سانتی پوآز محاسبه شد (جدول  97کشت دینامیک 
). نتایج نشان داد مقدار ویسکوزیته بلور سلولز 3

باکتریایی حاصل از محیط کشت استاتیک از اندازه 
دینامیک بلور سلولز باکتریایی حاصل از محیط کشت 

شده  قبلی انجام هاي پژوهشنتایج تر است.  بزرگ
دهد که تقریباً هیچ تفاوتی  نشان می پژوهشگرانتوسط 

بین ساختارهاي مجزا از فیبرهاي سلولز باکتري تولید 
  هاي دینامیک و استاتیک وجود ندارد.  شده در کشت

با این وجود، سلولز باکتري تولیدشده در کشت 
دهد، این  یکروساختار را نشان میدینامیک، تغییرات م

مربوط به درجه کم بسپارش و میزان بلورینگی سلولز 
باکتري تولیدشده در کشت دینامیک است. این دلایل 

را با نتایج  پژوهشدر این  آمده  دست صحت نتایج به
 ).11کند ( اثبات می پژوهشگرانسایر 

  
 .باکتریایی ویسکوزیته نانوسلولز -3جدول 

Table 3. BNC viscosity.  
  سلولزنانونوع 

Nano-cellulose type 
 )cPویسکوزیته (

Viscosity (cP)  
 نانوسلولز باکتریایی (محیط کشت استاتیک)

BNC (Static medium)  
110.7  

 نانوسلولز باکتریایی (محیط کشت دینامیک)
BNC (Dynamic medium)  

97  
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  گیري نتیجه
توجه سلولز باکتریایی،  با توجه به اهمیت قابل

دنیا براي تولید این  در سطحمطالعات بسیاري 
با توجه به کمبود  حال بااینمحصول انجام شده است. 

مطالعات در این زمینه در کشور، تولید بومی این 
 باکتریاییرسد. سلولز  نظر می محصول، ضروري به

هاي  علت ساختارهاي میکروسکوپی مطلوب، قابلیت به
بسیار زیادي نسبت به سلولز گیاهی دارد که باعث 

رغم قیمت بالاتر در مصارف خاص (مانند  شده علی
مصارف پزشکی و بهداشتی) مورد توجه قرار گیرد. 

شود که  با مروري بر سوابق تحقیقاتی گذشته، دیده می
بر روي تولید سلولز باکتریایی  تاکنون پژوهش جامعی

ستوباکتر در ایران انجام نشده نوع ادست آمده از  به
نوع محیط کشت  تأثیراست و افزون بر این موضوع، 

(استاتیک و دینامیک) بر روي کیفیت سلولز باکتریایی 
دست آمده بررسی نشده است. به همین دلیل در این  به

باکتریایی با  مطالعه، در مرحله اول به تولید سلولز
سویه استوباکتر پرداخته شد و دانش تولید  استفاده از

شد. سپس  سازي بومی فرد منحصربهاین پلیمر زیستی 

در مرحله دوم به بررسی خصوصیات سلولز باکتریایی 
با استفاده از محیط کشت (استاتیک و دینامیک) 

تصاویر میکروسکوپ  مقایسهپرداخته شد. نتایج 
) نشان داد FE-SEMگسیل میدان (روبشی  الکترونی

 FE-SEMمحسوسی در تصاویر  تأثیرکه نحوه کشت 
دو روش  FE-SEMمقایسه تصاویر  که طوري بهدارد. 

شناسی  کشت استاتیک و دینامیک نشان داد ریخت
و مشبک متخلخل اتیک، تسلولز باکتریایی در کشت اس

سلولز تولید در محیط کشت استاتیک داراي  است.
میانگین  طور بهنانومتر و  60اندازه نانوذرات عموماً زیر 

باشد. این مقادیر براي سلولز نانومتر می 35در محدوده 
نانومتر و  40تولید در محیط کشت دینامیک عموماً زیر 

باشد. نتایج  نانومتر می 35میانگین در محدوده  طور به
سلولز باکتریایی را از  بودنبلورینگی  XRDآزمون 

میزان بلورینگی سلولز باکتریایی  خود نشان داده است.
و  درصد 49/72تولید شده در محیط کشت استاتیک 

میزان بلورینگی سلولز باکتریایی تولید شده در محیط 
  درصد محاسبه شد. 29/14کشت دینامیک 
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Abstract1 
Background and Objectives: Cellulose is a high-strength natural polymer per unit weight and is the 
main building material of plant fibers. Many properties of the cellulose depend on the chain length 
or degree of polymerization, the ratio of the amorphous to the crystalline segments, as well as the 
crystal structure. While harsh chemicals or mechanical treatments are used in many nanocellulose 
extraction methods; cellulose is obtained with pristine properties but nanometer-sized by only very 
limited methods that bacterial nanocellulose is the most important of them. Bacterial nano-cellulose 
(BNC) due to special microscopic structures has a high potential in special uses (such as medical and 
sanitary applications). BNC differs from plant cellulose in its higher purity, crystallinity, and degree 
of polymerization. The goal of this study was to investigate the production of BNC using 
Acetobacter xylinum bacteria and its characteristics evaluation.   
 
Materials and Methods: In order to obtain BNC in this research, the bacterium was cultured in a 
liquid culture medium under static and dynamic conditions and the resulting cellulose was washed 
and purified. Microstructures with field emission scanning electron microscopy (FE-SEM), 
crystallinity structure by X-ray diffraction (XRD), weight percentage, size and distribution of BNC 
with energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX), determination of viscosity and molecular weight 
by dissolving of cellulose in copper(II)-ethylenediamine complex (CED) solution, and BNC yield by 
weighing wet and dry samples were studied.  
 
Results: The results showed that yield of BNC static culture medium is more than BNC dynamic 
culture medium. Comparison of FE-SEM images showed that the culture method has a significant 
effect on the morphology structure of the BNCs fibers produced. Comparison of FE-SEM images of 
two culture methods showed that the morphology of BNC in static cultivation is porous and in 
dynamic is clustered together. The size of nanoparticles is generally below 60 nm for both BNCs. 
The results of XRD test showed that the crystallinity of BNCs in the static and dynamic medium was 
72.49% and 14.29%, respectively. Also, viscosity of BNCs in the static and dynamic medium was 
110.7 centipoise (cP) and 97 cP, respectively.  
 
Conclusion: In general, with respect to characteristics of BNC produced and comparison with other 
studies, we concluded that suitable BNC has been produced in this study that with respect to 
research needed in this field in the country and medical applications and engineering are important.  
 
Keywords: Acetobacter xylinum bacteria, Static culture, Dynamic culture, Bacterial nano-cellulose 
(BNC)   
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