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چكيده
Acetobacterسلولز ميكروبى كه توسط برخى از استرين هاى Acetobacterسلولز ميكروبى كه توسط برخى از استرين هاى Acetobacter توليد مى شود از لحاظ ساختار مولكولى مشابه سلولز گياهى 
تا سلولز  اين ويژگى ها سبب شده  مناسبى مى باشد.  قابليت سازش پذيرى  با  نانوفيبرى  تفاوت كه داراى ريز شبكه  اين  با 
ميكروبى يك ماده خام مهم از نظر صنعتى و پزشكى براى كاربرد در توليدات پزشكى هم چون پوست و بافت هاى مصنوعى 
باشد. هدف از اين مطالعه جداسازى استوباكترهاى مولد سلولز است. نمونه هاى تهيه شده از برخى سبزيجات و ميوه ها در 
.A.xylinus.xylinus با تست هاى بيوشيميايى توليد سلولز در محيط SH براث  محيط SH آگار كشت و پس از جدا سازى و تائيد 
5٪ و  8NaOH٪ براى تيمار سلولز و در آخر سلولز به دست آمده خشك گرديد. هم چنين نمونه هايى  SDS  انجام شد. از
از سلولز توليدى قبل و بعد از تيمار شيميايى براى مطالعات ميكروسكوپ الكترونى نگاره (SEM) با ذرات طلا پوشانيده شد. 
.A.xylinus.xylinus جدا شد كه توانايى توليد سلولز را بعد از 6 روز گرماگذارى داشت. هم  در اين مطالعه يك استرين از گونه 
چنين تيمار شيميايى انجام گرفته توانست ناخالصى هاى موجود در سلولز توليدى را برطرف كند. بررسى هاى فراساختارى 
(SEM) نيز نشان داد كه سلولز بعد از تيمار داراى ساختار شبكه مشبك بيشترى در مقايسه با سلولز قبل از تيمار است. اين 
.A.xylinus.xylinus مى تواند بالقوه به عنوان سويه مناسب جهت توليد سلولز ميكروبى مورد  نتايج نشان دادند كه استرين جدا شده 

استفاده قرار بگيرد.
.(SEM)فرا ساختار ،SH كليد واژه:  استوباكترزايلينوس، سلولز ميكروبى، محيط كشت

مقدمه
هوازي  و  منفي  گرم  باكتري  استوباكترزايلينوس 
دي-  گليسرول،  هگزوز،  گلوكز،  مي تواند  كه  است 
كربوكسيليك اسيد، دي هيدروكسي استون و پيروات را 
با توليد  به سلولز خالص تبديل كند(11، 3). اين باكتري 
شبكه سلولزي شناور در محيط ساكن، يك لايه سطحي 
شامل ميكروفيبريل هاى تشكيل دهنده ى نوارى سلولزى 
را ايجاد مي نمايد. ضخامت  نوارها 4 - 3 نانومتر و پهناي 
آن ها 80-70 نانومتر است. در انتها ماتريكس نوارهاي به 
هم بافته شده، صفحه سلولزي باكتري ( پليكل ) را تشكيل 

و  هيدروفيلى  خواص  وجود  دليل  به  مى دهند(4،5،13). 
ويسكوزيته بالاى لايه سلولزى، پايدارى باكترى در برابر 
  ،pH  ،pH  ، تغييرات نامطلوب مانند كاهش حجم آب، تغييرات 
حضور تركيبات و ارگانيسم هاى سمى، حجم آن زياد و 
بقائ در پوشش سلولزى خود شود (9).  به تكثير و  قادر 
عوامل فيزيكى و شيميايى از جمله نوع و غلظت منبع كربن 
در ميزان نسبت سطح به حجم توليد سلولز موثر مى باشند. 
ليتر)،   از 15 گرم در  پايين گلوكز (كمتر  مثلاً در غلظت 
استفاده از منابع نيتروژنى كه داراى اسيد آمينه هاى متيونين 
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 25 به  از 10 درصد  اكسيژن  ميزان  افزايش  گلوتامات،  و 
  pHدرصد،  محدوده هاى دما 30-25 درجه سانتى گراد و
7-4 بيشترين مقدار سلولز را توليد مى كنند (11، 3). باكترى  
سلولز  و  بوده  غيربيماري زا  انسان  در  زايلينوس  استوباكتر 
تهيه شده از آن به لحاظ ساختار مولكولي با آن چه كه به 
وسيله گياهان سنتز مي شود مشابه است. سلولز باكتريايى 
كه به محصولات اختصاصي از متابوليسم اوليه تعلق دارد، 
سلولز  كه  صورتي  در  است  محافظ  پوشش  يك  اساساً 
ميكروبي  سلولز  هم چنين   دارد.  ساختماني  نقش  گياهي 
از لحاظ درجه كريستالي بالا (بالاي 60٪)، قدرت جذب 
آب بالا، مقاومت و استحكام مكانيكي درمحيط مرطوب، 
ساختار شبكه اي بسيار ظريف و قدرت شكل پذيري، از 
آنزيم هاى   .(2  ،5  ،6 است(7،  افتراق  قابل  گياهي  سلولز 
بسيارى در كاتاليز و تنظيم  بيوسنتز سلولز شركت دارند. 
بيوسنتز گلوكز شامل 5 مرحله متوالى است  به طور كلى 
كه در نهايت سنتز سلولز از UDP- گلوكز توسط سلولز 
بسيارى  در  ميكروبى  5).سلولز  مى گيرد(9،  انجام  سنتتاز 
نفتى،  غذايى،  دامپزشكى،  پزشكى،  مثل صنايع  از صنايع 
ساخت  جمله  از  غيره  و  بهداشتى  آرايشى-  پوشاكى، 
پزشكى  در  دارد.  كاربرد  (ديافراگم)  صوتى  محصولات 
از سلولز ميكروبى به دليل دارا بودن قدرت مكانيكى بالا 
وگازها،  مايعات  نفوذپذيرى  قابليت  مرطوب،  شرايط  در 
عنوان  به  ديده،  صدمه  پوست  در  سوزش  و  درد  كاهش 
زخم  درمانى  پوشش  براى  مصنوعى  پوست  و  پانسمان 
استفاده مى شود. قابليت شكل پذيرى سلولز ميكروبى اين 
امكان را به محققين داده كه توسط آن لوله هاى سلولزى 
توخالى را براى ساخت رگ هاى خونى (باسيك) بسازند 
(14، 8). هدف از اين تحقيق توليد سلولز باكتريايى توسط 
SH اختصاصى  كشت  محيط  در  زايلينوس  استوباكتر 

مى باشد. 
مواد و روش ها

جداسازى استوباكتر زايلينيوس 

استوباكتر  سويه  جداسازى   براى  تحقيق  اين  در 

زايلينيوس از ميوه ها و سبزيجات مختلف استفاده شد. پس 
نرمال  در  سبزيجات  قطعات  و  ميوه  پوست  دادن  قرار  از 
SH  سالين استريل از سوسپانسيون مذكور بر روى محيط

آگار(شامل گلوكز 2٪، پپتون 0/5٪، عصاره مخمر ٪0/5، 
اسيدسيتريك    ،٪0/27 آب   بدون  فسفات  سديم  دي 
در    ،٪0/5 باكتريولوژيك  آگار  و   ٪0/15 مونوهيدرات 
) كشت داده و در دماى 30 درجه سانتى گراد براى pH) كشت داده و در دماى 30 درجه سانتى گراد براى pH) كشت داده و در دماى 30 درجه سانتى گراد براى   5
استوباكتر  تائيد  منظور  به  شد.  گرماگذارى  ساعت   48
آميزى گرم  تأئيدي شامل رنگ  زايلينيوس آزمايش هاي 
و مشاهده اشكال گرم منفى فيلامانى، بررسى شكل و قوام 
كلونى ها، تست كاتالاز، تست اكسيداز،  ذوب ژلاتين و 
بررسى رشد در حضور اتانول، مالاشيت سبز، اسيد استيك 

و گلوكز 30٪ انجام گرفت (10، 8، 3، 1).
 توليد سلولز ميكروبى از استوباكتر زايلينيوس

 به منظور توليد سلولز ميكروبى،  در يك لوله آزمايش،  
SHمقدار 5 ميلي ليتر از محيط كشت اختصاصي SHمقدار 5 ميلي ليتر از محيط كشت اختصاصي SH  براث را 

ريخته، كلني باكتري را در شرايط استريل به محيط تلقيح 
و براي ملاحظه توليد سلولز در سطح محيط كشت، لوله 
 .(1  ،8 را در30 درجه سانتى گراد گرماگذاري  شد(12، 
براي بررسي مقدار توليد سلولز، استاندارد بودن كدورت 
تحقيق  اين  جهت  است.  ضروري  ميكروبي  سوسپانسيون 
ليتر  درهرميلي  باكتري  تعداد  با  فارلند  مك   0/5 لوله  از 
سوسپانسيون  از  شد.  استفاده  سلول   1/5×108 حدود  آن 
به هر  ليتر  استوباكتر زايلينيوس تهيه شده،  مقدار 2 ميلي 
يك از شيشه هاي كشت حاوى 150 ميلى ليتر محيط كشت 
SH  براث در دماي30 درجه سانتى گراد گرماگذاري و 

پس از گذشت 10-6 روز لايه هاى  سلولزي تشكيل شده 
در سطح محيط كشت در شرايط كاملاً استريل از محلول 
زيرين جدا شد(12، 10) به جهت تيمار لايه هاى سلولزى، 
5٪ به مدت 3 ساعت در بن مارى و سپس  SDS آن ها را در
1/5 ساعت در  NaOH 8٪ جوشانده و لايه هاى سلولزى 
حاصل، به مدت 5 ساعت با آب ديونيزه شستشو داده شدند  
پس از صاف نمودن لايه هاى تيمار شده و جدا شدن سلولز 
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ميكروبى كاملاً شفاف و فاقد هر گونه ناخالصى خشك و 
ديسك هاى سلولزى به قطر 6 ميلى متر تهيه و استريل تهيه 
شدند(14). براي تعيين وزن خشك سلولز ميكروبي، پس 
از اندازه گيري وزن مرطوب، صفحات سلولزي به مدت 
يك شب درانكوباتور قرار داده شد. پس از خشك شدن 
كامل سلولز، عمل توزين با ترازوي حساس انجام گرفت.

مطالعه ساختار سلولز ميكروبى توليد شده 

توسط  ميكروبي  سلولز  ساختار  بررسي  منظور  به 
به  سلولز  سازي  آماده  مراحل  الكتروني،  ميكروسكوپ 

طور خلاصه شامل مراحل ذيل بود (12، 10، 8، 3، 1).
محلول  تترااكسيداسميوم  از   ٪4 ذخيره  محلول  از 
به  بافت ها  تهيه  0/1مولار  فسفات  بافر  در  را    ٪1 كارى 
گرفت.   قرار  حاصل  محلول  داخل  ساعت   6  -7 مدت  
صفحات سلولزي حاصل،  با آب مقطر در طي 3 مرحله 
و هر مرحله به مدت 0/5 ساعت،  داخل آب مقطر غوطه 
ور گرديد. عمل آب گيري در محلول هاي استون ٪30، 
و  - 1ساعت   2 مدت  به  40٪،  50٪،  60٪، 70٪و ٪80 
در  و  تكرار  بار  دو  با  ساعت   4 مدت  به   ٪90 غلظت  در 
عمل  و  انجام  روز  شبانه  يك  براى   ٪100 استون  غلظت 
خشك كردن صفحات سلولزي حاصل با دسيكاتور انجام 
به وسيله طلا  شد. پوشش دهي لايه هاي سلولزي حاصل 
انجام گرفت. پس  اين كار  به كمك دستگاه مخصوص 
استفاده  با  اتمام مراحل آماده سازي سلولز ميكروبي،   از 
مدل   اسكنينگ   الكتروني  ميكروسكوپ  دستگاه  از 
تهيه  الكتروني  ميكروسكوپ  تصاوير   «SM-940A»

گرديد (12، 10، 8، 3، 1).
نتايج

جداسازى استوباكتر زايلينيوس 

از 7 نمونه ميوه و سبزى يك سويه استوباكتر زايلينيوس 
استوباكتر  گرم   آميزى  رنگ  بررسى  در  گرديد.   جدا 
زايلينيوس  باكتري گرم منفي يا گرم متغير با اشكال مختلف 

ميله اي، خميده و فلامنتوس  مشاهده شد (شكل1). 
كلني هاي استوباكترگزيلينوم پس از 3 روز گرماگذاري 

آگار   SH كشت  محيط  در  گراد  سانتى  درجه  در30 
مشاهده شدند. كلني هاي اين باكتري سفيد مايل به كرم، 
كروي با حاشيه مزرس مي باشد. قطر كلني ها 1-0/5 ميلي 
متر،  تخت و فاقد قوام كره اي هستند. تست كاتالاز مثبت، 
اكسيداز منفى،  عدم ذوب ژلاتين و عدم رشد در حضور 
و   ٪5 استيك  اسيد   ،٪0/01 سبز  مالاشيت   ،٪30 گلوكز 

اتانول 3٪  در مجموع مويد استوباكتر زايلينيوس بودند.
توليد سلولز ميكروبى از استوباكتر زايلينيوس

استوباكتر  باكتري  توسط  سلولز  توليد  توانايي  بررسي 
زايلينيوس در محيط كشت اختصاصي SH انجام گرفت. 
تشكيل صفحه سلولزي در سطح محيط كشت تاييد كننده 
روز   10-6 گذشت  از  است.پس  زايلينيوس  استوباكتر 
قابل  وضوح  به  استوباكترزايلينيوس  توسط  سلولز  توليد 

رويت بود(شكل2). 
 SDS  و  NaOH سلولز ميكروبى پس از تيمار توسط
به منظور حذف ناخالصى ها و شفاف سازى و جهت تهيه 
خشك  از  پس  شده  تيمار  سلولز  ميكروبى،  سلولز  پودر 
مشاهده  نازك  بسيار  لايه هاى  صورت  به  سلولز،  شدن 

شد(شكل 3).
توسط  توليدى  ميكروبى  سلولز  ساختار  مطالعه 

ميكروسكوپ الكترونى

مقايسه تصاوير SEM نشان داد كه سلولز بعد از تيمار 
سلولز  با  مقايسه  در  بيشترى  مشبك  شبكه  ساختار  داراى 

قبل از تيمار است(شكل 4و 5). 
بحث و نتيجه گيرى 

پيشرفت هاى بسيارى در زمينه استفاده از مواد زيستى در 
سال هاى اخير ايجاد شده است. انواع پلى مرهاى طبيعى و 
مصنوعى در زمينه هاى مختلف پزشكى مانند پانسمان زخم، 
و  داربست  عروقى،  پيوندهاى  دارو،  رهايش  سيستم هاى 
بستر براى رشد مجدد بافت به كار مى روند. در ميان انواع 
مطلوبى  خصوصيات  واسطه  به  پلى ساكاريدها  پليمرها، 
پلى ساكاريدهاى  هستند.  اهميت  حائز  بسيار  دارند  كه 
زانتان،  مانند  توليد مى گردند  ميكروب ها  توسط  متعددى 
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54...(Acetobacter xylinus)جداسازى استوباكتر زايلينوس

شكل 3- سلولز ميكروبى پس از خشك شدن

شكل2- سلولز ميكروبى تهيه شده از استوباكترزايلينيوس (الف- سلولز ميكروبى حاصل از كشت 6 روزه 
و ب- سلولز ميكروبى حاصل از كشت 10 روزه)

با رنگ آميزى گرم       شكل 1- استوباكتر زايلينيوس

شكل 4- فرا ساختارسلولز ميكروبي قبل از تيمار
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داراى  كه  غيره  و  آلژينات  دكستران،  اسيد،  هيالورنيك 
خواص فيزيكى و بيولوژيكى جالبى هستند و در زمينه هاى 
بسيار مفيدى  مختلف پزشكى و غير پزشكى كاربردهاى 
باكترى هاى  از  دارند(13، 4). استوباكتر زايلينيوس، يكى 
مولد سلولز است. اين باكتري گرم منفي و هوازي مطلق 
گليسرول  گلوكز،  مي تواند  زايلينيوس  استوباكتر  است. 
اين  كند.  تبديل  خالص  سلولز  به  را  آلي  منابع  ساير  و 
در  كه  مي كند  توليد  را  شناوري  سلولزي  شبكه  باكتري 
لايه  اين  مي نمايد.  ايجاد  لايه سطحي  ساكن يك  محيط 
حال  در  سلولي  توده  كه  است  ميكروفيبريل هايي  شامل 
تقسيم را در  بر مي گيرد (13، 4). سلولز ميكروبى توليد 
با  از  يكى  عنوان  به  زايلينيوس  استوباكتر  توسط  شده 
ارزش ترين محصولات بيوپليمرى در زمينه هاى گوناگون 
سلولز  از  متعددى  كاربردهاى  دارد.  كاربرد  پزشكى 
نفتى،  غذايى،  صنايع  دامپزشكى،  پزشكى،  در  ميكروبى 
است.  شده  شناخته  غيره  و  بهداشتى  آرايشى-  پوشاكى، 
داشتن استحكام مكانيكى بالا در شرايط مرطوب، قابليت 
در  سوزش  و  درد  كاهش  گازها،  و  مايعات  نفوذپذيرى 
غشاء  كه  هستند  عواملى  مجموعه  ديده،  صدمه  پوست 
ژلاتينى سلولز ميكروبى را به عنوان يك بيوپليمر مطلوب 

در زمينه پزشكى مطرح مى سازند(6، 5).
سال،  در  بار  اولين  براى  ميكروبي  سلولز  از  استفاده 
بهبود  براي  با مايع  پانسمانى پوشيده شده  به عنوان   1980
سلولز  از  همكارانش  و  فونتانا   .(5) گرفت  انجام  زخم 

ميكروبي، محصولي را با نام  بيوفيل توليد كردند و جهت 
پيوند  سوختگي هاي درجه دوم و سوم، زخم هاي عميق، 
به  پوستي  درمان آسيب هاي  براي  به طور كلي  و  پوست 
كار گرفتند(4). هدف از تحقيق حاضر بررسى امكان توليد 
سلولز ميكروبى در ايران با استفاده از سويه هاى بومى بود 
و نتايج امكان توليد اين ماده صنعتى را تاييد نمود. در اين 
توليد   ،SH از محيط كشت اختصاصى  استفاده  با  تحقيق 
در  استوباكترزايلينيوس  باكترى  توسط  ميكروبى  سلولز 
SH،  در محدوده دمايى (30- محيط كشت اختصاصى 

25) و pH (7-4)  انجام گرديد.
يافته  تيمار  بر روى سلولز  باولرو و همكارانش  مطالعه 
نوع  اين  از  شده  تهيه  زخم  پانسمان هاي  كه  داد  نشان 
سلولز،  قادر است اگزوداي شامل آلودگي هاي باكتريايي 
را در ساختار ژلي چسبناك خود تثبيت كند. اين محققين 
چنين  به  را  آئروژينوزا  سودوموناس  حاوي  سوسپانسيون 
ميكروسكوپ  زير  در  مطالعه  با  و  افزودند  سلولزي  بستر 
فيبرهاي  جذب  باكتري ها  كه  نمودند  مشاهده  الكتروني 
واقع  در  شوند.  مي  سلولز  ژلي  ساختمان  در  موجود 
مشخص شد كه باكتري ها در ميان فيبرهاي آماس يافته به 
دام مي افتند. فيبرهاي آماس يافته موجب كوچك تر شدن  
فضاهاي موجود شده،  با مسدود كردن مسير جريان يافتن 
مايعات در طول فيبرها باعث بي تحرك كردن باكتري ها 
درچنين سلولز تيمار يافته اي مي شوند. در نتيجه بيش از 
زخم  پانسمان  در  باكتري  شامل  سوسپانسيون  درصد   70

شكل 5- فراساختارسلولز ميكروبي پس از تيمار
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سلولزي باقي مي ماند(4). 
فيبرها و وجود  ترتيب   آن چه مسلم است، ساختار و 
گروه هاي اختصاصي كه در اثر تيمارهاي خاص در سلولز 
و  اگزودا  جذب  براي  آن  توانايي  در  آيند  مي  وجود  به 
نگهداري ميكروارگانيسم در بستر خود نقش دارد. در اين 
الكترونى  ميكروسكوپ  از  شده  تهيه  تصاوير  نيز  تحقيق 
سلولز ميكروبى توليدى تفاوت ميان ساختار سلولز طبيعى 
و تيمار شده را نشان مى دهد كه با تحقيقات فونتانا در سال 
1991 منطبق بود (4) و مويد به وجود آمدن قابليت جذب 

مى باشد.  تيمار  از  پس  سلولز  در  ارگانيسم ها  و  اگزوداها 
زيستى  قابليت  خصوص  در  نهايى  نظر  اعلام  جهت  البته 
بررسى  به  نياز  تحقيق  اين  در  توليد شده  ميكروبى  سلولز 
تكميلى بر روى ارگانيسم هاى عامل عفونت در زخم ها و 
سوختگى ها و هم چنين بر روى ماكروفاژها مى باشد كه 
اين مطالعات اهداف آتى اين طرح مى باشد تا در صورت 
مهم  كالاى  اين  بتوان  كلى  نتايج  بودن  بخش  رضايت 

پزشكى را در ايران به صورت بومى توليد نمود.
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