
 ها مجله دنیای میکروب
 7733( زمستان 73سال یازدهم شماره چهارم )پیاپی 

 743-753صفحات 

 به منظور تولید نانوالیاف سلولز میکروبی با استفاده   HSبهینه سازی محیط کشت
  استوباکتر زایلینیوماز باکتری 

 7، سهیلا مرادی بیدهندی3*فاطمه اشرفی ، 7فاطمه نوری روزبهانی

 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی،  2کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، دانشکده علوم زیستی، گروه سلولی و مولکولی،  1
 دانشیار، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، 3واحد تهران شمال، دانشکده علوم زیستی، گروه میکروب شناسی، 

 سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران.

 چکیده

به دلیل ویژگی های خاص  استوباکتر زایلینیومسلولز باکتریایی سنتز شده توسط برخی میکروارگانیسم ها از جمله  سابقه و هدف:

کاربرد زیادی در صنایع مختلف پیدا کرده است. هدف از این پروهش بهینه سازی شرایط کشت برای تولید سلولز میکروبی در 

 محیط کشت جدید می باشد.

استوباکتر شرام مایع حاوی -در این مطالعه به صورت تجربی منابع جدید کربن و نیتروژن به محیط هسترینمواد و روش ها: 

روز گرماگذاری شدند. منابع کربن شامل: گلوکز، گالاکتوز، فروکتوز، لاکتوز، ساکاروز، مالتوز، اتانول،  7اضافه و به مدت  زایلینیوم

( و 9  -6  -3  -1متانول، اینوزیتول، گلیسرول، زایلوز، مانیتول و منابع نیتروژن شامل آمونیوم سولفات، آمونیوم نیترات، سدیم نیترات )

بودند. از آلژینات سدیم و استات سدیم نیز به منظور   HS( گرم در هر لیتر محیط کشت21  -15  -11  -5پپتون و عصاره مخمر )

ایکس و   اشعه  استفاده شد. برای تایید تولید سلولز از میکروسکوپ الکترونی نگاره، پراش  pHبررسی تاثیر ویسکوزیته و تنظیم

 استفاده گردید.  FTIRتکنیک طیف سنجی

(، گلوکز، فروکتوز و اینوزیتول به ترتیب بیشترین مقدار تولید سلولز pHچهار منبع کربن گلیسرول )بدون افت محسوس در یافته ها: 

ز را داشتند. منابع نیتروژن آلی و به ویژه پپتون، بر خلاف منابع نیتروژن معدنی تاثیر زیادی بر تولید داشتتند. میزان بهینه استفاده ا

گرم در هر لیتر محیط کشت به دست  3و  1/2به ترتیب   آلژینات سدیم به عنوان عامل ویسکوز کننده و استات سدیم به عنوان بافر

نشان ، فروکتوز، اینوزیتول و گلیسرول گلوکز نتایج تفرق اشعه ایکس بیشترین اندیس کریستالینیتی را به ترتیب در محیط هایآمد. 

محصولات به دست آمده از دو محیط گلوکز و گلیسرول و مقایسه آن ها با  FTIRمقدار و شدت جذب فروسرخ حاصل از داد. 

سایر نمودارهای سلولزی مشابه  تولید سلولز را تایید نمود. همچنین بررسی های انجام شده با میکروسکوپ الکترونی نگاره، 

 در محیط کشت های با منابع برتر کربن را به وضوح نشان داد. ساختار نانوفیبریلی سلولزهای میکروبی

نتایج نشان داد که گلیسرول و پپتون بیشترین تاثیر را در تولید سلولز میکروبی دارند. همچنین مشخص شد که افزودن نتیجه گیری: 

گرم در  3در حین فرایند با افزودن   pHگرم در لیتر و کنترل 1/2  آلژینات سدیم به عنوان عامل ویسکوز کننده محیط کشت به میزان

 لیتر استات سدیم به محیط کشت می توانند نقش موثری در تولید سلولز داشته باشند.

 بهینه سازی محیط کشت. ،استوباکتر زایلنیوم سلولز میکروبی،واژگان کلیدی:  

 97خرداد ماه پذیرش برای چاپ:      97فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال، گروه میکروب شننناسنی.

 f_ashrafi@iau-tnb.ac.irپست الکترونیک:  19122121913تلفن:    
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 م دمه     

سلولز فراوان ترین پلیمر زیستی زمین است که سالیانه                                                             

(. سلولز          2و     1بیلیون تن از آن تولید می گردد )                                 121حدود      

ترکیب اصلی پیکر گیاهان و بخش اصلی بیومس گیاهی را                                                  

(. خالص سازی سلولز حاصل از گیاهان                                    و     3تشکیل می دهد )              

و به دست آوردن سلولزی تمیز و سفید نیازمند اعمال                                                 

فرآیندهای فیزیکی و شیمیایی مختلف نظیر عملیات سفیدگری                                                      

است که می تواند بر پیکره سلولز آسیب شدید و جبران                                                  

ناپذیری وارد نموده و موجب افت ویژگی  اتی سلولز مانند                                                      

 (.      5استحکام و دوام شود )                    

افزایش جمعیت و افزایش تقاضا در مورد مصنرف سنلنولنز،                                                 

پژوهشگران را بر آن داشته تا از منابع دیگر به دننبنال تنامنینن                                                          

(. در این میان سلولز میکروبی یا باکتریایی یکی                                               6سلولز  باشند )              

از مهم ترین منابعی است که در چند دهه اخیر مورد توجه  رار                                                          

 (. سلولز باکتریایی که اولین بار تنوسنط بنراون                                            7گرفته است )           

   ( r  n          در سال )(، به دلیل ویژگی هنای                      2کشف شد )          1226

بی نظیری مانند تخلخل، جذب آب، شکل پنذینری، زیسنت                                               

تخریب پذیری و زیست سازگاری بالا توجه ها را بنه خنود                                                  

(. به طور کلی سلولز باکتنریناینی تنوسنط                                    9جلب کرده است )              

و     )           (استوباکتنر           باکتری های مربو  به دو جنس                            

 ( به عنوان بیوفنینلنم سناخنتنه                                       ) گلوکونوباکتر              

 (.    11می شود )        

موثرترین و مهم ترین باکتری تولید کننده سلولز میکروبی،                                                       

( است. این باکتری                                      ) استوباکتر زایلینوم                    

  112گرم منفی، هوازی و میله ای شکل است و می تواند                                              

تولید         (. برای        1-11مولکول گلوکز را به سلولز تبدیل نماید )                                      

 کشت معین            سلولز از این باکتری ها از محیط                              

H strin-Schra                            بیوسنتز             استفاده می شود که در طول

و       سلولز، باکتری ترکیبات مختلف محیط را مصرف کرده                                             

محیط کشت معین                   (.  15) زنجیره های خطی بتا را تولید می کند                                    

به محیطی اطلاق می شود که دارای مقادیر مشخص از عناصر و                                                      

 مواد تشکیل دهنده باشد.                        

از گلوکز، پپتون، عصاره مخمر، دی سندینم                                         HSمحیط کشت        

فسفات بدون آب و اسیدسیتریک مونو هیدرات تشکنینل شنده                                                  

 در مقابل برخی از یافته ها نشان منی دهننند کنه                                           (.      16است )     

، رینزوبنینوم،             آ روباکتنر         آگروباکتر، ازتوباکتر،                       جنس هایی مانند                
  و سودومونناس، سنالنمنوننلا                        آلکالیژنز، سارسینا، آکروموباکتر،                                

 نیز در شرایط مناسب  ادر به تولید سلولز می بناشننند                                                   اشریشیا       

 آکنرومنوبناکنتنر اسنپناننینوس                      (. گونه هایی مانننند                    12و     17)   

 سننودومننوننناس لننوتننیننلا                 (،                         )   
 سننودومننوننناس دوریننفننلاوا                    ( و                        )   

( به عنوان گونه های تولید کنننننده                                                      )   

 (.    19و     11سلولز میکروبی معرفی می شوند )                             

امروزه کاربردهای متعدد نانو الیاف سلولزی در زمنینننه هنای                                                       

و     منحنینط زیسنت             صنایع  ذایی، صنایع کا نذ،                        مختلف مانند             

های خونی و تهنینه                     جایگزین ر           همچنین در پزشکی به عنوان                          

کاهنده درد، سرم های                         پانسمان زخم، پوست مصنوعی، داروهای                                 

 مواد آرایشی و بهنداشنتنی                         کاهنده کلسترول، اع ای مصنوعی و                              

( و نیز خسارات جبران ناپذیر و تنخنرینب زیسنت                                          21و     15)   

 به اثبات رسیده است.                     محیطی با استفاده از منابع گیاهی سلولز                                     

بنا       HSهدف از این مطالعه، بهینه سازی شرایط محیط کشنت                                              

به منظور تولنیند بنینشنتنر                      استوباکتر زایلینوم                    استفاده از باکتری                   

 نانوالیاف سلولز باکتریایی می باشد.                                  

 

 مواد و رو  ها             

آزمایشنگناهنی              -در این مطالعه تجربی                   الف( نگهداری سویه ها:                       

بنه صنورت                  T استوباکتر زایلنینننوم                  سویه میکروبی              

  لیوفیلیزه از سازمان پژوهش های علمی صنعتی ایران تهیه شند.                                                       

برای نگهداری طولانی مدت سویه ها )بیش از یک مناه تنا دو                                                     

  وزنی گلیسرول در دمنای                          51حاوی       HSسال( از محیط کشت                

 درجه سلیسیوس استفاده شد.                          -71

میلی لیتر محینط                  111برای این منظور، ابتدا                       ب( تهیه مایه تلقی :                     

تهیه شد. سپس یک ویال از بانک سلولی تهیه شده به                                                   HSکشت   

درجنه        31آن اضافه گردید. تعلی  سلولی یاد شده در دمنای                                             

روز گرما گذاری شند.                      2سلیسیوس و به صورت ایستا به مدت                                

  3      611در صورتی که تعداد سلول های موجود در مایه تلقی  به                                                 
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برسد می توان از آن به عنوان مایه تلقی  استفاده کرد. سپنس از                                                            

درصد )حجمی به حجمی( برای تلقنین                                   11مایه تلقی  با نسبت                    

کشت اصلی استفاده گردید. برای داشتن مایه تلقی  با  نلنظنت                                                       

سلولی یکسان در تمامی آزمایش ها تعداد سلول های موجود در                                                        

مایه تلقی  توسط لام ن وبار شمارش شند. لام نن نوبنار زینر                                                   

بررسی و تعداد سلول هنای                          1111 میکروسکوپ با بزرگنمایی                        

 (.  21) شمرده شدند            موجود       

به منظور          :       ج( بررسی منابع مختلف بر پایه محیط کشت                                       

هر کدام جداگانه در                      ، بررسی تاثیر منابع کربنی و نیتروژنی جدید                                       

 افزوده شدند.                HSمحیط کشت          

منابع کربن: منابع کربن مورد استفاده در این پژوهش شامل                                                         -1

گلوکز، گالاکتوز، فروکتوز، لاکتوز، ساکاروز، مالتوز، اتانول،                                                          

متانول، اینوزیتول، گلیسرول، زایلوز و مانیتول )مر ، آلمان( و                                                             

منابع نیتروژن شامل آمونیوم سولفات، آمونیوم نیترات، سدیم                                                         

 نیترات، پپتون و عصاره مخمر)مر  آلمان( بود.                                            

با میزان             HSآمونیوم سولفات: ابتدا محیط کشت استاندارد                                          -2

درصد، اسید سیتریک                     1/5درصد، عصاره مخمر                    1/ 5پپتون       

  1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                               1/ 15مونوهیدرات            

گرم در لیتر               1درصد تهیه شد. سپس مقدار                           2گلوکز       - درصد و        

آمونیوم سولفات به آن اضافه گردید. پس از استریل و سرد شدن                                                          

درجه سلیسیوس                31محیط کشت، تلقی  باکتری به آن در دمای                                      

در حالت           روز انجام شد.               7به صورت ایستا و گرمادهی به مدت                                

گرم در لیتر آمونیوم سولفات، در                                  3دوم به محیط کشت میزان                       

گرم در لیتر آمونیوم سولفات و نهایتا  در                                           6حالت سوم مقدار                

گرم در لیتر از آمونیوم سولفات به محیط                                         9حالت چهارم میزان                  

 کشت اضافه و مراحل  بل انجام گردید.                                  

با میزان             HSنیترات آمونیوم: ابتدا محیط کشت استاندارد                                          -3

درصد، اسید سیتریک                     1/5درصد، عصاره مخمر                    1/ 5پپتون       

  1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                               1/15مونوهیدرات            

گرم در          1درصد تهیه شد. سپس مقدار                           2گلوکز       - درصد و        

لیترنیترات آمونیوم  به آن اضافه گردید. پس از اتوکلاو و سرد                                                           

درجه        31محیط کشت، تلقی  باکتری به آن در دمای                                      شدن     

در      روز انجام گرفت.                 7سلیسیوس به صورت ایستا به مدت                              

گرم در لیترنیترات آمونیوم،                              3حالت دوم به محیط کشت میزان                            

گرم در لیتر  نیترات آمونیوم و در حالت                                         6در حالت سوم مقدار                   

گرم در لیتر آمونیوم نیترات به محیط کشت                                          9چهارم میزان             

 اضافه و مراحل  بل انجام گردید.                              

با میزان             HSنیترات سدیم: ابتدا محیط کشت استاندارد                                       - 

درصد، اسید سیتریک                     1/5درصد، عصاره مخمر                    1/ 5پپتون       

  1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                               1/ 15مونوهیدرات            

گرم در          1درصد تهیه شد. سپس مقدار                           2گلوکز       - درصد و        

لیتر  نیترات سدیم به آن اضافه گردید. پس از استریل و سرد                                                         

درجه        31محیط کشت، تلقی  باکتری به آن در دمای                                      شدن     

روز انجام             7سلیسیوس به صورت ایستا و گرمادهی به مدت                                        

گرم در لیتر نیترات                      3در حالت دوم به محیط کشت میزان                                 شد.   

گرم در لیتر نیترات سدیم و در                                6سدیم ، در حالت سوم مقدار                          

گرم در لیتر از نیترات سدیم به محیط                                      9حالت چهارم میزان                  

 کشت اضافه و مراحل  بل انجام گردید.                                  

  1/ 5با میزان پپتون                   HSپپتون: ابتدا محیط کشت استاندارد                                 -5

درصد، اسید سیتریک مونوهیدرات                                1/5درصد، عصاره مخمر                  

 درصد و        1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                               1/ 15

گرم در لیتر پپتون                     5درصد تهیه شد. سپس مقدار                           2گلوکز       - 

محیط کشت،           به آن اضافه گردید. پس از استریل و سرد شدن                                           

درجه سلیسیوس به صورت                        31تلقی  باکتری به آن در دمای                            

در حالت دوم به                  روز انجام شد.               7ایستا و گرمادهی به مدت                        

گرم در لیتر پپتون، در حالت سوم مقدار                                        11محیط کشت میزان                

گرم در لیتر               21گرم در لیتر پپتون و در حالت چهارم میزان                                           15

 از پپتون به محیط کشت اضافه و مراحل  بل انجام گردید.                                                   

با میزان             HSعصاره مخمر: ابتدا محیط کشت استاندارد                                      -6

درصد، اسید سیتریک                     1/5درصد، عصاره مخمر                    1/ 5پپتون       

  1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                               1/ 15مونوهیدرات            

گرم در          5درصد تهیه شد. سپس مقدار                           2گلوکز       - درصد و        

لیتر عصاره مخمر به آن اضافه گردید. پس از استریل و سرد                                                       

درجه        31محیط کشت، تلقی  باکتری به آن در دمای                                      شدن     

روز انجام             7سلیسیوس به صورت ایستا و گرمادهی به مدت                                        

گرم در لیتر عصاره                     11در حالت دوم به محیط کشت میزان                                 شد.   
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گرم در لیتر عصاره مخمر و در                               15مخمر، در حالت سوم مقدار                         

گرم در لیتر از عصاره مخمر به محیط                                     21حالت چهارم میزان                  

 کشت اضافه و مراحل  بل انجام گرفت.                                 

برای این          د( بررسی اثر  ویسکوزیته محیط بر تولید سلولز:                                              

منظور از آلژینات سدیم )مر ، آلمان( استفاده شد. این آزمایش                                                           

 در چهار حالت به صورت زیر بررسی گردید                                    

درصد،         1/ 5با میزان پپتون                   HSابتدا محیط کشت استاندارد                        

  1/ 15درصد، اسید سیتریک مونوهیدرات                                1/5عصاره مخمر            

  2گلوکز       - درصد و          1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                             

گرم در لیتر آلژینات سدیم به                                /1درصد تهیه شد. سپس مقدار                         

تمام اجزای درون ارلن، در                          آن اضافه گردید. در مرحله بعد                              

.   د یقه سترون شدند                  15درجه سلیسیوس به مدت                       121اتوکلاو        

محیط کشت، تلقی  باکتری به آن در                                 پس از استریل و سرد شدن                        

درجه سلیسیوس به صورت ایستا و گرمادهی به مدت                                               31دمای      

گرم       1/2در حالت دوم به محیط کشت میزان                                 روز انجام شد.               7

گرم در لیتر               1/2در لیتر آلژینات سدیم، در حالت سوم مقدار                                         

گرم در لیتر از                  1/6آلژینات سدیم و در حالت چهارم میزان                                    

 آلژینات سدیم به محیط کشت اضافه و مراحل  بل انجام گردید.                                                       

از باز مزدوج                pHبه منظور جلوگیری از کاهش                          :           ه( تنظیم          

اسید استیک یعنی استات سدیم )مر ، آلمان( در محیط کشت                                                     

 در چهار حالت زیر استفاده شد:                            

درصد،         1/ 5با میزان پپتون                   HSابتدا محیط کشت استاندارد                        

  1/ 15درصد، اسید سیتریک مونوهیدرات                                1/5عصاره مخمر            

  2گلوکز       - درصد و          1/27درصد، دی سدیم فسفات بدون آب                             

گرم در لیتر استات سدیم به آن                                1درصد تهیه شد. سپس مقدار                         

محیط کشت، تلقی                  افزوده شد. پس از استریل و سرد شدن                                   

درجه سلیسیوس به صورت ایستا و                                31باکتری به آن در دمای                      

در حالت دوم به محیط                       روز انجام شد.               7گرمادهی به مدت                

گرم در لیتر استات سدیم، در حالت سوم مقدار                                             3کشت میزان           

گرم در          9گرم در لیتر استات سدیم و در حالت چهارم میزان                                                6

لیتر از استات سدیم به محیط کشت اضافه و مراحل  بل انجام                                                        

 گرفت.     

استوباکتر           باکتری        و( روش کشت باکتری استوباکتر زایلینیوم:                                        

رشد داده شد.                   H strin-Schraدر محیط کشت           زایلینیوم           

درصد، عصاره مخمر                    1/ 5شامل پپتون               HSترکیب محیط کشت                

درصد، دی سدیم                 1/ 15درصد، اسید سیتریک مونوهیدرات                                1/5

.   ( 22درصد بود )            2گلوکز       - درصد و          1/27فسفات بدون آب               

پس از سترون سازی و سرد شدن محیط کشت، اتانول در                                                

شرایط سترون به آن اضافه شد. اتانول از جهش سویه ها                                                   

جلوگیری می کند. سپس این محیط کشت با مایه تلقی  دو                                                   

درصد تلقی  شد. محیط کشت ها                              11روزه با نسبت حجمی                   

درجه سلیسیوس به صورت ایستا به                                 31پس از تلقی  در دمای                     

پس از گذشت مدت زمان یاد                         روز گرمادهی شدند.                     7مدت     

در مرز مشتر                 استوباکتر زایلینیوم                   باکتری        سلولز توسط            شده     

هوا و محیط کشت تشکیل می گردد. سلولز تشکیل شده خارج                                                    

گردید و با آب دیونیزه شست و شو داده شد. سپس سلولز                                                   

د یقه به            91مولار به مدت               1/1باکتریایی شسته شده در سود                           

منظور حذف ناخالصی ها و با یمانده های سلولی جوشیده و                                                     

مجددا با آب دیونیزه شست و شو داده شد. در این مرحله وزن                                                        

تر سلولز با استفاده از ترازوی دیجیتالی محاسبه گردید. سپس                                                          

   7درجه سلیسیوس و به مدت                         1 صفحات سلولزی در آون                     

ساعت خشک شدند. در آخر وزن خشک سلولز با استفاده از                                                   

 ترازوی دیجیتالی اندازه گیری و ثبت گردید.                                          

برای بررسی تاثیر                  ز( بررسی تاثیر زمان کشت بر تولید سلولز:                                         

زمان بر تولید گلوکز، ابتدا به تعداد روزهای مورد نظر محیط                                                          

استریل با شرایط استاندارد و مشابه تهیه و در                                                HSکشت   

انکوباتور با شرایط  بلی  رار داده شد. سپس در هر روز معین،                                                           

ارلن مربو  به همان روز از انکوباتور خارج شده، کا ذ صافی                                                         

را وزن کرده و محتویات آن روی کا ذ صافی ریخته شد. پس                                                     

از خشک شدن، آن را مجددا توزین نموده و تفاوت وزن                                                 

ابتدایی و انتهایی به عنوان میزان تولید سلولز میکروبی اعلام                                                           

 (.     2و     23)   گردید     

به منظور بررسی شاخص                     ح( آزمون های تا ید نمونه:                           

  اشعه        کریستالینیتی سلولزهای تشکیل شده از آزمایش پراش                                              

  2211سری        RI      RI T( با مشخصات            R ایکس )      

و برای تایید نمونه سلولز تولید                                  31  و     1   ولت با ولتاژ              
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( با مشخصات             FTIRشده، از تکنیک طیف سنجی مادون  رمز )                                   

FTIR T  S R     R   R                            استفاده شد. این طیف سنجی

امکان بررسی گروه های عاملی و پیش بینی رفتار شیمیایی را                                                        

فراهم می کند. همچنین ساختار و مورفولوژی سلولز میکروبی                                                       

با         S(میکروسکوپ الکترونی نگاره                          با    تولید شده،            

در مرکز تحقیقات بیوشیمی بیوفیزیک                                       HHS- Rمشخصات      

دانشگاه تهران مورد بررسی  رار گرفت. به طوری که لایه                                                    

سلولزی خالص و خشک شده توسط لایه ای از طلا به                                            

   پوشانیده و عکس برداری گردید.                            

 

 یافته ها        

منبع مختلف کربن                   11از بین        بررسی منابع برتر کربن:                        الف(      

مورد آزمایش، چهار منبع گلیسرول، گلوکز، فروکتوز و                                                  

اینوزیتول بیشترین تولید سلولز را داشتند. با توجه به این                                                         

موضو  مراحل بعدی آزمایش ها با منبع کربن، با استفاده از این                                                            

 (.  1)جدول         چهار منبع برتر بررسی شدند                         

بنر اسناس مشناهندات                 ب( تاثیر زمان کشت بر تولید سلولز:                                   

صورت گرفته، با افزایش روزهای کشت، میزان تولید سنلنولنز                                                     

باکتریایی ازدیاد پیدا کرده و بهینه ترین حالت آن در روز هفتنم                                                             

کشت گزارش گردید. در این بررسی محیط گلیسرول بالاترینن                                                    

میزان تولید سلولز را نشان می دهد. در این شراینط سنه مناده                                                        

دیگر )گلوکز، اینوزیتول و فروکتوز( تولید مشابهی داشتنند کنه                                                          

(. این نتایج نشان منی                      1بسیار پایین تر از گلیسرول بود )نمودار                                       

دهد که سلولز تولید شده نتیجه واکنش های بسینار پنینچنینده                                                     

در محیط کشت، پیچیدگی واکنش را نشنان                                       pHاست. ت ییرات              

 می دهد.       

 برای این منظور از فرمول                       ج( میزان مصرف منبع کربن:                          

 لظت ثانویه( استفاده                        -) لظت اولیه/ لظت اولیه                                  111

گلوکز و اینوزیتول  تقریبا                             گردید. نتایج این آزمون نشان داد که                                    

درصد با ی ماندند.                     5به طور کامل مصرف شده و تنها حدود                                  

درصد مصرف شده اند                     51اما فروکتوز و گلیسرول در حدود                               

 (.  2)نمودار         

نهایی محیط های دارای                         pHمقدار     :       بررسی ت ییرات                   ( د 

در محیط کشت                pHمونوساکاریدها پایین تر از مقدار اولیه                                     

 مربو  به محیط دارای گلوکز                              pHاست. کمترین           

کمی را فقط در                  pHمی باشد. فروکتوز و دی ساکاریدها کاهش                                    

ابتدای گرماگذاری از خود نشان دادند و بازدهی تولید سلولز                                                         

آنها با سلولز تولید شده از گلوکز نزدیک به دست آمد. در دسته                                                            

منابع کربن الکلی، اینوزیتول تولید نزدیک به گلوکز و فروکتوز                                                            

را نشان داد. بالاترین بازده تولید سلولز را گلیسرول بدون افت                                                            

 (.  3در طول فرایند گزارش شد )نمودار                                   pHمحسوس در        

اثر منابع           ه( بررسی منابع مختلف نیتروژن بر تولید سلولز:                                              

مختلف نیتروژن شامل آمونیوم سولفات، آمونیوم نیترات، سدیم                                                         

 نهایی g/L pH تولید سلولز منبع کربن

 6/3 2/2 شاهد

 3/9 11 گلوکز

 5/1  /2 گالاکتوز

 6/5 5/9 فروکتوز

 3/6 2/2 لاکتوز

 7/5 3/2 ساکاروز

 1/6 5/2 مالتوز

  /1 5/2 اتانول

 3/6 2/2 متانول

 3/5 5/2 اینوزیتول

 5/5 5/15 گلیسرول

 - - زایلوز

 ارزیابی تولید سلولز با استفاده از منابع کربن مختلف: 1جدول 

ت ییرات وزن خشک سلولز تولیدی در طول دوره کشت برای :  1نمودار  

 محیط کشت های گلوکز، فروکتوز، اینوزیتول، گلیسرول. 
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روز       7طی       HSنیترات، پپتون و عصاره مخمر در محیط کشت                                      

مورد بررسی وا ع گردید. منابع نیتروژن آلی بر خلاف منابع                                                       

نیتروژن معدنی تاثیر زیادی در افزایش تولید داشتند. به طوری                                                           

که بالاترین تولید سلولز در محیط حاوی پپتون مشاهده گردید                                                        

 (.   )نمودار         

نتایج نشان            و( اثر ویسکوزسته محیط  بر تولید سلولز میکروبی:                                                

گرم بر          1/2داد که با افزایش  لظت آلژینات سدیم بالاتر از                                             

لیتر، تولید سلولز افزایش ناچیزی پیدا می کند. در نتیجه بهینه                                                             

گرم در هر لیتر محیط                       1/2ترین حالت استفاده از آلژینات سدیم                                   

 (.  2کشت گزارش شد )جدول                    

در ابتدا با افزودن                    ز( اثر محیط بافری بر تولید سلولز میکروبی:                                           

استات سدیم تولید سلولز  افزایش چشمگیری مشاهده شد، اما                                                       

در ادامه با افزودن مقادیر بیشتر استات سدیم افزایش تولید کمتر                                                              

گرم       3بود.  در نتیجه بهینه ترین حالت استفاده از استات سدیم                                                      

(. افزایش تولید                 3در هر لیتر محیط کشت گزارش شد )جدول                                    

در چند روز اول                   pHسلولز می تواند ناشی از ثابت ماندن                                   

   pHفرایند و تولید سلول های بیشتر باشد که پس از کاهش                                                

شرو  به تولید سلولز می کنند و به دلیل زیاد بودن تعداد آن ها                                                             

سلولز بیشتری تولید می شود. اما افزایش بیشتر  لظت سدیم                                                       

و تولید سلول بیشتر می شود که                                 pHاستات موجب ثبات بیشتر                     

منابع  ذایی را مصرف می کنند و محیط دچار کاهش مواد                                                   

 م ذی جهت تولید سلولز می گردد.                             

نتایج       ح( تفرق اشعه ایکس نانوالیاف سلولزی تولید شده:                                               

نانوالیاف سلولزی تولید شده با استفاده                                          حاصله از تفرق اشعه                    

چهار منبع برتر کربن نشان داد که بیشترین اندیس                                               از    

درصد و پس از آن                   22به اندازه             گلوکز       کریستالینیتی در محیط                    

درصد، محیط اینوزیتول                        26به ترتیب مربو  به محیط فروکتوز                                

درصد می باشد که تفاوت                         75درصد و محیط گلیسرول                       72

مصرف کربن در طول دوره کشت برای محیط کشت های گلوکز، :  2نمودار 

 فروکتوز، اینوزیتول، گلیسرول.

در طول دوره کشت برای محیط کشنت هنای گنلنوکنز،   pHت ییرات: 3نمودار 

 فروکتوز، اینوزیتول، گلیسرول.

 ارزیابی  تولید سلولز با استفاده از منابع مختلف نیتروژن.:  نمودار 

  g/l OD= 600 nm )وزن خشک )گرم( وزن تر )گرم 

 1/12 1 /2 1/253  /1 1حالت 

 1/19 6 /2 3 1/3 1/2 2حالت 

 1/111 2/19 77 /1 1/2 3حالت 

  1/11 27/  6 1/5 1/6  حالت 

 بررسی اثر محیط ویسکوز بر تولید سلولز میکروبی: 2جدول 
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ناچیزی است. با مقایسه پراش اشعه ایکس سلولز های تولید                                                      

شده در هر چهار محیط کشت الگوهای یکسانی مشاهده گردید                                                     

تفاوت های زیادی در ساختار بلوری در                                        همچنین          (.  5)نمودار         

میان هگزوز ها وجود نداشت. محیط های هگزوز دارای بهترین                                                       

 شاخص بلوری بودن در میان منابع دیگر کربن هستند.                                              

:        ( بررسی سلولزهای تولید شده با روش طیف سنجی                                             

پیوندهای             FTIRمقدار و شدت جذب طیف فروسرخ حاصل از                                  

یک ماده، منحصر به فرد است. در نتیجه طیف سنجی حناضنر                                                   

این امکان را فراهم می آورد تا اطمینان حاصل شود که بیوپلیمر                                                            

جذب نمونه های لاینه                     6حاصله، حتما  سلولز است. در نمودار                                   

سلولز باکتریایی تهیه شده مربو  به منابع گلوکز و گلیسرول در                                                            

را نشان داده شده است. بنا                            511تا      c  111-  عددهای موجی           

مقایسه نمودار به دست آمده با سایر نمودارهای سلولزی مشابنه                                                          

در پژوهش های گذشته و همچنین تطاب  دو طیف مخنصنوص                                                

به گلوکز و گلیسرول، مشخص شد که لایه های تولید شده در                                                     

این پژوهش سلولز باکتریایی می باشد. بنا اسنتنفناده از ننرم                                                      

نتایج عدد موجی حاصل از پینک هنای طنینف                                         IR aافزار     

نمونه های سلولزی در محیط هنای گنلنوکنز و                                         FTIRسنجی    

تنفنسنینر و            H- و     - ،   H- گلیسرول به گروه های عاملی                           

بنابراین گروه های عاملی مختلف سلولز و اننوا  پنینونندهنا                                                     

 .   مشخص شدند         

ریخت      ی( بررسی ریخت شناسی نانوسلولزهای تولید شده:                                             

 شناسی نانوسلولزها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی نگاره                                                          

 (S                                               ،مورد ارزیابی  رار گرفت. با بررسی توسط آن )        ساختار

در محیط کشت های با منابع                            نانوفیبریلی سلولزهای میکروبی                            

(. نانو مقیاس               1 ابل ملاحظه است )شکل                     برتر کربن به خوبی                   

بودن ساختار سلولز میکروبی خواص یکتایی به آن در مقایسه با                                                          

سلولز گیاهی می دهد. سلولز میکروبی به دلیل ساختار نانو                                                       

مقیاس توانایی بالایی در جذب آب داشته و از استحکام                                                  

 . مکانیکی بسیار بالایی نیز برخوردار بود                                    

 

 بح    

امروزه با توجه به سرعت رشد نیازهای جوامع بشری به سلولنز                                                        

و همچنین تخریب فراوان محیط زیست و خسنارات جنبنران                                                

ناپذیر ناشی از آن، از فعالیت گیاهان در این زمینه کاسته شنده                                                            

است. بنابراین یافتن راه های جایگزین تامین سلولز مورد ننیناز،                                                            

 ابل توجه  رار گرفته است. تولید سلولز از میکروارگانیسم هنا                                                           

یکی از راه های تامین این ماده حیاتی است که طی سال هنای                                                       

اخیر به طور چشمگیری در حال بررسی می باشد. به طور کلنی                                                      

  استوباکتر زایلینننینوم                   شکل گیری لایه سلولزی به وسیله باکتری                                     

های مفرد گنلنوکنز بنه                     مولکول      بدین صورت می باشد که ابتدا                            

  g/l OD= 600 nm )وزن خشک )گرم( وزن تر)گرم 

 1/152 3/22 1/115 1 1حالت 

 1/192 5/15 1/151 3 2حالت 

 1/112 5/65 1/176 6 3حالت 

 1/126 9 /6 1/179 9  حالت 

 بررسی اثر محیط بافری بر تولید سلولز میکروبی با استات سدیم:  3جدول 

)از بالا بنه  استوباکتر زایلینیومپراش اشعه ایکس سلولز تولید شده توسط :  5نمودار 

 پایین: گلوکز، فروکتوز، اینوزیتول، گلیسرول( .

در منحنینط  استوباکتر زایلینیوم  سلولز تولید شده توسط FTIRآزمون : 6نمودار 

 (.b( و گلوکز )aگلیسرول )
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هنای       های خطی گلوکان پلیمریزه شده و سپس زنجیره                                              زنجیره      

ایجاد شده به خارج سلول ترش  می شونند. زننجنینره هنای                                                 

گلوکان به هم پیوسته و کریستالی شده و با در کنار هنم  نرار                                                         

گرفتن زنجیره ها به صورت نواری شکل در می آیند. در آخنر                                                      

ریبون های سلولزی در کنار هم تجمع  کرده و یک شبکه سنه                                                     

 (.  25بعدی در سط  محیط کشت ایجاد می نمایند )                                      

در این مطالعه به منظور به دست آوردن شرایط بهینه محیط                                                      

جهت تولید سلولز میکروبی، تاثیر چهار عامل منبع                                                  HSکشت   

مورد بررسی              pHکربن، منبع نیتروژن،  ویسکوزیته محیط و                                       

 رار گرفت. بر اساس این نتایج شرایط بهینه با استفاده از منبع                                                             

آلژینات سدیم به عنوان                       کربن گلیسرول، منبع نیتروژن پپتون،                                   

گرم در هر لیتر محیط                       1/2افزایش دهنده ویسکوزیته با  لظت                                

گرم در هر لیتر                  3استات سدیم با  لظت                      و همچنین          HSکشت     

 به دست آمد.                HSمحیط کشت        

منابع نیتروژن آلی و  یر آلی در  لظت های                                         در این پژوهش،               

مختلف بررسی شد. منابع نیتروژن معدنی تاثیر زیادی در تولید                                                          

سلولز نداشتند و در مواردی با  لظت های مشخص، رشد                                                 

مشاهده نشد. اما منابع نیتروژن آلی تاثیر زیادی در افزایش تولید                                                               

 داشتند و بالاترین تولید در محیط حاوی پپتون مشاهده شد.                                                      

از آن جایی که نیتروژن ترکیب اصلی پروت ین های ضروری در                                                       

متابولیسم سلولی است، اثر برخی منابع نیتروژنی بر روی تولید                                                           

سلولز باکتریایی گزارش شده که در آن کاز ین هیدرولیز شده                                                        

گرم در لیتر تولید                      /2گرم در لیتر و پپتون تا                          5توانست تا           

 (.    26را افزایش دهد )                 زایلینیوم           استوباکتر         سلولز با استفاده از                     

همچنین اثر  لظت های مختلف عصاره مخمر بر روی رشد                                                 

  61تا      5سلول و تولید سلولز در محیط های کشت در محدوده                                              

گرم در لیتر سلولز گزارش                           6/7گرم در لیتر بررسی و بیشینه                            

(. نتایج حاصل از این تحقی  نشان داد که در                                           27شده است )         

درصد        25محیط حاوی پپتون نسبت به عصاره مخمر تا حدود                                            

افزایش تولید بیشتری را به دنبال دارد. تولید به دست آمده از                                                            

گرم بر لیتر بود که نسبت به مقادیری که تا                                            15پپتون حدود            

کنون گزارش شده، بیشتر است. اما هزینه محیط کشت را بالا                                                      

می برد، چرا که سایر منابع نیتروژن صنعتی نیز موجود هستند و                                                           

 از نظر ا تصادی عصاره مخمر انتخاب بهتری می باشد.                                               

در راستای کاهش هزینه، منابع مختلف کربن نیز بررسی شد و                                                       

مشاهده گردید با استفاده از گلیسرول به عنوان منبع کربن و                                                         

گرم بر لیتر مشاهده                      15مقادیر بسیار کمتر پپتون، همچنان تولید                                       

می شود. در این پژوهش مصرف منبع کربن در طول دوره                                                 

کشت برای محیط کشت های برتر کربن که شامل گلوکز،                                                

فروکتوز، اینوزیتول و گلیسرول بودند، با  لظت اولیه برابر                                                         

بررسی شد. مشاهده گردید که گلوکز و اینوزیتول تقریبا  به طور                                                            

درصد        5 کامل مصرف شده اما فروکتوز و گلیسرول در حدود                                             

مصرف شده اند. بیشترین تولید سلولز به ترتیب در محیط های                                                        

گلیسرول، گلوکز، فروکتوز و اینوزیتول به دست آمد. اثر  لظت                                                          

اولیه گلوکز روی تولید سلولز مهم است. زیرا تشکیل                                                 

  pHگلوکونیک اسید به عنوان یک محصول جانبی سبب کاهش                                                

 (.    22شود )       محیط کشت و در نهایت کاهش تولید سلولز می                                       

های       ( و همکاران میزان تولید سلولز در  لظت                                      sh  کیشک )      

گرم در لیتر مطالعه و مصرف                             2 ،    2،   12،   6اولیه گلوکز با                  

درصد  لظت اولیه                   22و     62،   111،   111گلوکز را به ترتیب                   

(.  در تحقی  حاضر، میزان تولید در گلوکز                                         29گزارش نمودند )              

و فروکتوز و اینوزیتول به هم نزدیک بود، اما تولید درمحیط                                                         

اساس نتایج به                 واجد گلیسرول به طور چشمگیری بالاتر بود. بر                                         

برای منبع کربن                دست آمده در این پژوهش بهینه ترین شرایط                                        

: b: گلوکز، aدر محیط کشت  از لایه سلولز تولید شده    Sتصاویر:  1شکل 

 : اینوزیتول.d: فروکتوز، cگلیسرول، 
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گلیسرول معرفی می شود، زیرا نسبت به بقیه منابع کربن مورد                                                         

 درصد تولید بیشتری را نشان داد.                                35آزمایش حدود             

pH                                                     محیط کشت برای تولید سلولز باکتریایی در محدوده بین

   پایین تر از                pHمی باشد و میزان محصول سلولز در                                 -6

در فرایند تولید تخمیری سلولز به دلیل تجمع                                             .کاهش می یابد            

   pHاسیدهای گلوکونیک، استیک یا لاکتیک در محیط کشت،                                             

در محدوده بهینه مهم                        pHیابد. بنابراین کنترل                    مایع کاهش می              

در محدوده مناسب، ایجاد                           pHیکی از روش های کنترل                      .است   

 (.  31ویژگی بافری در آن محدوده است )                              

به        S (( و همکاران از شربت  رت خیسانده                                  a بایه )      

عنوان ماده دارای  رفیت بافری استفاده کردند که شامل انوا                                                           

را        S   -مواد یا ترکیبات بافری می باشد. آنها محیط فروکتوز                                                

را در محدوده بهینه حف  کردند و                                   pHبه کار بردند و نیز                  

(. اما این            31توانستند سلولز بیشتری نسبت به  بل تولید کنند )                                              

باشد. چرا که                 pHافزایش رشد نمی تواند د یقا  بر اثر عامل                                       

 S                                                    در عمل دارای منابع  نی نیتروژن است و احتمال اثر

 م بت منبع نیتروژن هم بر این افزایش رشد وجود دارد.                                                   

بنابراین در پژوهش حاضر، از آن جایی که در حین فرایند،                                                      

یکی از اسیدهای تولید شده اسید استیک است که توسط                                                 

از باز           pHباکتری تولید می شود، به منظور جلوگیری از کاهش                                             

مزدوج اسید استیک یعنی استات سدیم به عنوان بافر در محیط                                                        

کشت استفاده شد. با انجام این کار و ایجاد خاصیت بافری در                                                         

محیط کشت با استفاده از استات سدیم، تولید نسبت به حالت                                                       

 درصد افزایش یافت.                     51بدون بافر استات سدیم به میزان                               

در محیط کشت حاوی گلوکز                           pHهمچنین بیشترین کاهش                   

اتفاق افتاد. دلیل این امر می تواند تولید گلوکونیک اسید علاوه                                                             

بر استیک اسید در محیط کشت باشد. اما در محیط های                                                 

به دست آمد.                pHگلیسرول و فروکتوز کاهش بسیار ناچیزی در                                      

بهینه ترین حالت                 با توجه به نتایج به دست آمده در این تحقی ،                                            

 گرم در لیتر استات سدیم  درمحیط کشت بود.                                         3استفاده از بافر                 

اثر سرعت انتقال جرم                         ( و همکاران            H rnunهورنیون  )          

سوبسترا بر روی رشد باکتری ها، تشکیل سلولز و مصرف                                                  

سوبسترا را بررسی کردند. محققین یاد شده یک مدل پایه به                                                         

منظور نفو  یا پخش گلوکز در مرحله رشد لایه سلولزی                                                 

طراحی کردند. این مدل تایید نمود که افزایش در مقاومت نفو                                                           

یا پخش،  ابل ملاحظه و برجسته است. اما عوامل دیگر نیز باید                                                          

در نظر گرفته شود. بدین ترتیب مشاهده نمودند که رشد سلولز                                                         

در ارتبا  با دیواره  رف می باشد و به سمت بخش های پایین                                                        

. از این          در داخل محیط کشت با گذشت زمان در ارتبا  است                                           

تماس دیواره ای را در حالت های                                   رو محققین یاد شده                 

مختلف انجام دادند و نشان دادند که تماس دیواره با تولید                                                        

 سلولز متناسب است و موجب افزایش تولید سلولز می شود                                                   

 (32  .) 

نتایج حاصل از این پژوهش در مورد ت ثیر ویسکوزیته محیط،                                                       

به دلیل وجود حالتی مشابه ح ور دیواره در محیط کشت بوده                                                       

(    a در مطالعه دیگر بایه )                       که در تولید سلولز اثر م بت داشت.                                

و همکاران گزارش کردند که تولید سلولز باکتریایی در محیط                                                        

کشتی که آگار به آن افزوده شده باشد، بیشتر می شود و نشان                                                         

     /1دادند که میزان سلولز باکتریایی در محیط کشت حاوی                                                 

 (.  31گرم بر لیتر افزایش پیدا نمود )                                12/2به      2آگار از         

از آنجایی که آلژینات سدیم یک پلی ساکارید خطی و کوپلیمر                                                        

ارزان، در دسترس و محلول در آب می باشد که بر اثر                                                 

شدن در آب، مایعی با ویسکوزیته بالا حاصل می شود، در                                                    حل  

این پژوهش از آلژینات سدیم به عنوان افزایش دهنده                                                 

 ویسکوزیته استفاده گردید.                          

پس از انجام آزمون مشاهده شد که افزودن آلژینات سدیم به                                                       

می تواند تولید سلولز را تا                              1/2       محیط کشت تا  لظت                  

درصد نسبت به محیط بدون آلژینات سدیم افزایش                                              31حدود      

دهد. این یافته با نتایج پژوهش های مشابه یادشده، هم خوانی                                                          

داشت. این مساله ارتبا  مستقیم تولید با ویسکوزیته را نشان                                                          

می دهد. بنابراین افزایش تولید سلولز می تواند ناشی از                                                      

ویسکوز شدن محیط کشت باشد که به عنوان پایه برای تشکیل                                                      

بهینه ترین حالت استفاده                         سلولز توسط باکتری استفاده می شود.                                   

همچنین دلیل               گرم در هر لیتر آلژینات سدیم بود.                                  1/2از  لظت         

کاهش تولید سلولز با افزودن بیشتر آلژینات سدیم و افزایش                                                        

ویسکوزیته را می توان به کاهش انتقال جرم در اثر افزایش                                                       
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ویسکوزیته نسبت داد. چرا که در این شرایط مواد م ذی با                                                      

سرعت کمتری در اختیار باکتری  رار می گیرند و در نتیجه                                                      

 سرعت تولید سلولز کاهش    می یابد.                                   

  استوباکتر زایلینیوم                   با اینکه پژوهش حاضر با استفاده از باکتری                                          

به عنوان مهمترین و پر بازده ترین باکتری تولید کننده سلولز                                                           

میکروبی انجام گردید. اما میکروارگانیسم های دیگری نیز                                                      

 پتانسیل تولید سلولز باکتریایی را دارند و جداسازی و کشت                                                      

(. تمامی نتایج                16و     15آن ها در حال حاضر انجام پذیر است )                                  

به دست آمده از این پژوهش در کنار ویژگی های منحصر به                                                     

فرد سلولز میکروبی می تواند آینده بسیار روشنی را برای تولید                                                            

این ماده حیاتی ارزان  یمت در مقیاس صنعتی با کاربردهای                                                       

 ویژه و متنو  پیش بینی نماید.                            

 

 نتیجه گیری          

 نتایج به دست آمده در پژوهش حاضر نشان داد که انجام                                                   

روش های طراحی آزمون به منظور دستیابی به شرایط بهینه                                                     

و کاهش هزینه های تولید سلولز میکروبی،                                         HSمحیط کشت          

 در مقیاس صنعتی انجام پذیر می باشد.                                    

،   HSبر این اساس، با نتایج حاصله، شرایط بهینه محیط کشت                                                   

چهار منبع کربن گلیسرول، گلوکز، فروکتوز و اینوزیتول که به                                                          

ترتیب دارای بیشترین تولید سلولز هستند. منابع نیتروژنی آلی                                                           

به عنوان افزایش                 پپتون و عصاره مخمر همچنین آلژینات سدیم                                        

گرم در هر لیتر محیط کشت و                             1/2با  لظت         دهنده ویسکوزیته                 

گرم در هر لیتر محیط                       3استات سدیم به عنوان بافر با  لظت                                  

کشت معرفی می شوند. بنابراین با در دست داشتن این چند                                                     

، می توان تولید سلولز                       HSعامل اساسی شرایط محیط کشت                           

میکروبی را افزایش داد. همچنین پیشنهاد می شود که تولید                                                       

سلولز میکروبی با استفاده از منابع کربن و نیتروژن دیگر و                                                         

جایگزینی منابع کربن و نیتروژن با گریدهای صنعتی به منظور                                                         

کاهش هزینه تولید، محیط های کشت ارزان تر و همچنین                                                  

سویه های موتانت و نوترکیب به منظور افزایش راندمان تولید                                                         

 سلولز میکروبی از حی  مولکولی بررسی شوند.                                        
 

 تشکر و  دردانی              

 این مقاله مستخرج از پایان نامه کارشناسی ارشد با عنوان                                                       

به منظور تولید نانوالیاف سلولز                                   HSبهینه سازی محیط کشت                   

مصوب        استوباکتر زایلینیوم                   میکروبی با استفاده از باکتری                              

دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال می باشد.                                               2/12/95

بدین وسیله از مساعدت تمامی دوستان که در تهیه این مقاله                                                        

 شر کت داشته اند تقدیر و تشکر به عمل می آید.                                           
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Abstract 

Background & Objectives: Bacterial cellulose synthesized by some microorganisms, including Acetobacter  

xylinum, has been widely used in various industries due to its specific properties. The purpose of this study was to 

optimize the cultivation condition for the production of microbial cellulose in a new culture medium. 

Materials & Methods: In this experimental study, new sources of carbon and nitrogen were added to the Hestrin-

Schramm medium, containing A. xylinum, and incubated for 7 days under static conditions. Carbon sources included 

glucose, galactose, fructose, lactose, sucrose, maltose, ethanol, methanol, inositol, glycerol, xylose, and mannitol and 

nitrogen sources included ammonium sulfate, ammonium nitrate, sodium nitrate (1, 3, 6, 9  g/l HS medium), peptone 

and yeast extract (5, 10, 15, 20  g/l  HS medium). Sodium alginate and sodium acetate were used to investigate the 

viscosity effect and to adjust the medium pH. Scanning electron microscopy, X-ray diffraction, and FTIR  

spectroscopy technique were used in order to confirm the cellulose production. Sodium alginate and sodium acetate 

were used to investigate the viscosity effect and determine the pH adjustment. Scanning electron microscope, X-ray 

diffraction and FTIR spectroscopy technique were used in order to confirm the cellulose production.  

Results: Four carbon sources including glycerol (without a significant drop in pH), glucose, fructose, and inositol 

produced the highest amount of cellulose, respectively. Organic nitrogen sources, particularly peptone, had a great 

impact on cellulose production, unlike mineral nitrogen sources. The optimum amount of sodium alginate as the  

viscosity agent and sodium acetate as the buffer was 1.2 and 3 gram per liter of culture medium, respectively. X-ray 

diffraction showed the highest crystallinity index in medium containing glucose, fructose, inositol, and glycerol,  

respectively. The amount and intensity of infrared absorption in FTIR scanning of the products of culture media  

containing glucose and glycerol and comparing them with other similar cellulose graphs confirmed the cellulose  

production. Furthermore, Scanning Electron Microscopy studies clearly showed a nanofiber structure of microbial 

cellulose in media with better carbon sources. 

Conclusion: According to our findings, glycerol and peptone have the most impact on microbial cellulose  

production. It was also indicated that addition of 2.1 g/ L sodium alginate to the culture medium as the viscosity agent 

along with pH control during the process by adding 3 g/ L sodium acetate can have a significant effect on cellulose 

production. 
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