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Проведен сравнительный анализ структуры высушенных пленок бактериальной целлюлозы (БЦ),
продуцируемых бактериями штамма Gluconacetobacter hansenii GH-1/2008 при статическом культи-
вировании на питательных средах с различными источниками углерода: глюкоза, сахароза, мальто-
за, фруктоза, лактоза. Обнаружено, что надмолекулярная структура пленок представляет собой
пространственную сетку из ориентационно-упорядоченных микрофибрилл со средним диаметром
от 30 до 60 нм, состоящих из кристаллических и аморфных областей. Анализ рентгенограмм пока-
зал, что кристаллические области микрофибрилл сформированы целлюлозой I. В зависимости от
состава питательной среды степень кристалличности пленок изменяется в диапазоне от ~20 до 90%.
Обнаружено, что независимо от источника углерода микроструктура верхней и нижней поверхно-
стей пленок БЦ различна и определяется статическими условиями культивирования: на верхней
поверхности гель-пленок присутствуют поры диаметром до 500 нм; на нижней поверхности распре-
деление пор по размерам носит более широкий характер (до 600 нм). Разница между средними зна-
чениями пор на верхних и нижних поверхностях варьируется от 95 до 180 и от 100 до 200 нм соответ-
ственно. Результаты измерений механических свойств пленок показали, что максимальную проч-
ность имеют пленки, полученные при культивировании на фруктозе и сахарозе, а минимальную –
на лактозе и мальтозе. Приведены данные продуктивности БЦ штамма GH-1/2008.
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ВВЕДЕНИЕ

Возможность управления биологическими
процессами с целью создания конечных продук-
тов с определенными свойствами для различных
сфер человеческой деятельности базируется на
использовании потенциала биологических аген-
тов и систем различной степени организации и
сложности (микроорганизмов, вирусов, расти-
тельных и животных клеток и тканей), что откры-
вает огромные перспективы для их дальнейшей
оптимизации и прогнозирования процессов [1].

Одним из таких уникальных объектов с управ-
ляемыми характеристиками является бактери-
альная целлюлоза (БЦ), представляющая собой

пористую биополимерную матрицу, состоящую
из переплетающихся между собой кристалличе-
ских нанофибрилл.

Этот биополимер демонстрирует более высо-
кую степень химической чистоты по сравнению с
растительной целлюлозой [2, 3], улучшенные ме-
ханические и влагоудерживающие свойства, вы-
сокую степень кристалличности, является био-
разлагаемым, биосовместимым и неаллергенным
материалом [4, 5]. Это делает его перспективным
для биомедицинских приложений, таких как со-
здание тканеинженерных конструкций [6, 7],
включая искусственный хрящ [8, 9], протезы сер-
дечных клапанов [10], искусственные кровенос-
ные сосуды [11, 12], оболочку роговицы [13], а
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также для лечения корневых каналов зубов и вос-
становления кожных покровов и в качестве
структурирующего агента в чистящих составах
[14, 15]. БЦ используется в косметологии в каче-
стве натурального скраба и масок для лица [16, 17].

Биосинтез БЦ изучен достаточно хорошо и на
данный момент с целью увеличения выхода мате-
риала интерес ученых направлен на изменение
условий культивирования, прежде всего за счет
варьирования источника углерода. Помимо глю-
козы, как основного источника углерода, могут
быть использованы другие углеводы: фруктоза,
лактоза, глицерин, сахароза и др. Варьирование
состава питательной среды, а также условий куль-
тивирования продуцентов приводит к изменению
их биосинтетических способностей, что, без-
условно, влияет на характеристики конечного
матрикса БЦ, такие как степень кристаллично-
сти, морфологию волокон, водопоглощающую и
влагоудерживающую способность, а также опти-
ческую прозрачность полученного полимера, за-
висящую от плотности фибрилл и количества
влаги в полимере [18–20]. Важную роль в приме-
нении матрицы БЦ играет морфология поверхно-
сти, которая не только отражает структуру кон-
тактной области, но и является неотъемлемой ча-
стью архитектуры БЦ в целом, как объемного
полимерного материала со сложным иерархиче-
ским строением. Иерархическое строение БЦ
определяется условиями ее культивирования:
при выращивании пленки БЦ в статических усло-
виях новые слои формируются снизу на слое по-
лимера в объеме питательной среды, а ранее об-
разовавшиеся слои располагаются выше форми-
рующегося слоя [21]. Поэтому в настоящей
работе особое внимание уделено детальному изу-
чению морфологических особенностей поверх-
ностей, сформированных в начале и в конце син-
теза пленки БЦ.

Известны работы по исследованию влияния
различных источников углерода на формирова-
ние структуры гель-пленок БЦ с использованием
микроорганизмов рода Acetobacter, Komagataei-
bacter и Gluconacetobacter, где доказана структур-
ная обусловленность гель-пленок от вида саха-
ров, используемых в субстрате для культивирова-
ния продуцента, а также отмечено изменение
количественного выхода БЦ в зависимости от ис-
точника углерода в питательной среде [22–26].
Так, показано, что культивирование разных
штаммов вида Komagataeibacter xylinus на одном и
том же источнике углерода не оказывает суще-
ственного влияния на микроструктуру пленок, и,
напротив, выявлены существенные различия
микроструктуры на разных источниках углерода
для одного и того же штамма [23].

Таким образом, имея представления об эф-
фективности использования источников углеро-

да, а также о корреляционных характеристиках
структуры БЦ, появляется возможность управ-
лять процессом формирования структуры целлю-
лозы, оптимизировать условия ее получения, что
позволит создать платформу для прогнозирова-
ния биологических процессов.

Среди выделенных продуцентов БЦ следует
особо отметить род Gluconacetobacter, а именно
российский штамм G. hansenii. Растущий интерес
к исследованиям БЦ приводит к необходимости
синтезировать ее в больших количествах и, как
следствие, искать способы удешевления и опти-
мизации питательных сред. Литературных дан-
ных о культивировании штамма G. hansenii край-
не мало, несмотря на его способность к синтезу
олигомера глюкуроновой кислоты, имеющего
высокий потенциал для практического примене-
ния. Первые проведенные исследования показа-
ли, что источник углерода играет селективную
роль в соотношении численности популяции
целлюлозонегативных и целлюлозоположитель-
ных клеток Gluconacetobacter hansenii, что в свою
очередь может приводить к изменению внутрен-
ней структуры пленок [27–29]. До настоящего
времени не было изучено влияние культивирова-
ния на структурно-морфологические особенно-
сти пленок БЦ, продуцируемых штаммом Gluco-
nacetobacter hansenii GH-1/2008 [30].

В настоящей работе впервые рассматривается
влияние источника углерода в питательной среде
на морфологические особенности микрострукту-
ры пленок БЦ при культивировании штамма Glu-
conacetobacter hansenii GH-1/2008. Особое внима-
ние уделено изучению морфологических особен-
ностей полученных пленок, их механическим и
сорбционным свойствам.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В исследованиях использовали гель-пленки
БЦ, синтезируемые продуцентом Gluconaceto-
bacter hansenii GH-1/2008 [30] в условиях стацио-
нарного жидкофазного культивирования на мо-
дифицированной питательной среде Хестрина–
Шрамма (HS) [31] с различными источниками уг-
лерода: глюкоза, лактоза, мальтоза, фруктоза и
сахароза. Состав питательной среды HS (мас. %):
сахар – 2.0, (NH4)2SO4 – 0.3, K2HPO4 – 0.2,
Na2HPO4 – 0.27, моногидрат лимонной кислоты –
0.115, дрожжевой экстракт – 0.5. Культивирова-
ние проходило при температуре 27°С, рН = 5.0, в
течение 5 сут.

После культивирования выращенные гель-
пленки отмывали от остатков питательной среды
и бактерий-продуцентов в растворе RIPA в тече-
ние 3–5 сут и промывали дистиллированной во-
дой до прекращения образования пены при
взбалтывании. Полимер, очищенный от клеток и
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эндотоксина, хранили в закрытой колбе в дистил-
лированной воде при 5°С.

Массу гель-пленок определяли сразу после из-
влечения из воды и после сушки до постоянной
массы при температуре 60 ± 2°C.

Для исследования структурных особенностей
пленок образцы в виде квадратов со сторонами
2 см сушили при комнатных условиях в течение
суток.

Морфологию и микроструктуру поверхностей
высушенных пленок изучали методом низко-
вольтной растровой электронной микроскопии
(РЭМ) с помощью автоэмиссионного растрового
электронно-ионного микроскопа Scios FEI при
ускоряющем напряжении менее 1 кэВ в режиме
Optiplan. Оценка толщины нанофибрилл и разме-
ров пор проведена с помощью плагина DiameterJ
в программе ImageJ по полученным РЭМ-изоб-
ражениям.

Структуру образцов изучали с помощью рент-
генофазового анализа (РФА) на порошковом
рентгеновском дифрактометре Rigaku MiniFlex 600
(излучение CuKα). Регистрацию дифрактограмм
проводили в диапазоне углов 2θ от 3° до 60°. Сте-
пень кристалличности пленок X (%) была рассчи-
тана по формуле Сегала [32]:

(1)

где I200 – суммарная интенсивность рефлекса 200
при 2θ ≈ 22.9°, Iam – интенсивность фонового сиг-
нала при 2θ ≈ 18°.

Испытания механических характеристик пле-
нок проводили на разрывной машине Instron 1122
при одноосном растяжении образцов целлюлоз-
ных пленок по ГОСТ 10213.0-2002. Для этого вы-
резали образцы размером 3 × 1 см2 (погрешность

200

200

100,amI IX
I

−= ×

не более 0.1 мм), на поверхности которых не было
структурных дефектов, в том числе трещин, опре-
деляемых с помощью оптического микроскопа.
Испытания проводили при температуре 20 ± 5°С.
Деформацию образцов со скоростью 10 мм/мин
проводили до их разрыва.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Продуктивность штамма является важным по-

казателем при подборе источника углерода и
оценке качества синтезируемых пленок полиме-
ра. Результаты синтеза БЦ показали, что на угле-
водных субстратах штамм G. hansenii GH-1/2008 в
течение 5 сут культивирования при температурах
27°C позволяет получить пленки белого цвета
толщиной до 5.0 ± 0.6 мм (рис. 1). Максимальная
масса БЦ наблюдается при культивировании
штамма на среде с фруктозой и составляет 115.5 ±
± 1.5 г/л. Самые низкие показатели массы гель-
пленок отмечены на питательных средах c маль-
тозой (23.0 ± 0.9 г/л) и лактозой (30.7 ± 1.2 г/л).
При этом гель-пленки БЦ, синтезируемые на
мальтозе, более рыхлые, хотя абсолютно сухой
вес у этих пленок выше, чем у пленок, синтезиру-
емых на лактозе (табл. 1).

РЭМ-анализ. РЭМ-изображения поверхностей
пленок БЦ в зависимости от источника углерода
представлены на рис. 2. Анализ изображений поз-
волил провести оценку диаметров фибрилл и раз-
меров пор на поверхностях пленок БЦ. Обнару-
жено, что размер фибрилл, продуцируемых
штаммом Gluconacetobacter hansenii GH-1/2008,
варьируется от нескольких нанометров до ~90 нм,
установлено, что источник углерода питательной
среды оказывает влияние на диаметр фибрилл
(оценку диаметров проводили из расчета 100 про-
извольно выбранных фибрилл на каждом изобра-

Рис. 1. Изображение исходной и высушенной (на вставке) гель-пленки БЦ, синтезированной продуцентом Gluconac-
etobacter hansenii на среде с глюкозой.

1 cм
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жении). Средний размер фибрилл для штамма
GH-1/2008 варьируется в диапазоне 30–63 нм,
при этом наибольшим средним диаметром волок-
на, равным ~63 нм, обладают гель-пленки, выра-
щенные на субстрате с сахарозой, а наименьшим –
37 нм на среде с глюкозой (табл. 2). Показано, что
диаметры фибрилл на верхней поверхности плен-
ки в среднем больше, чем на нижней. Подобная
зависимость характерна для всех гель-пленок БЦ,
кроме пленок на основе сахарозы.

Размеры пор на поверхности пленок являются
важной характеристикой, показывающей спо-
собность адсорбировать внутрь различные ком-
плексы, удерживать их на поверхности/припо-
верхностном слое. Гель-пленка БЦ имеет иерар-
хическое строение, обусловленное природой ее
формирования в процессе синтеза: нижняя часть
гель-пленки (погруженная в питательный рас-
твор) имеет более рыхлую структуру по сравне-
нию с верхней (находящейся над раствором), что
подтверждается РЭМ-изображениями морфоло-
гии верхней и нижней поверхностей пленок БЦ
на разных субстратах (рис. 2). Размеры диаметров
пор для верхней поверхности варьируются от не-
скольких десятков до 500 нм, а для нижней по-
верхности достигают значений до 600 нм. Видно,

что наиболее пористой является пленка на среде с
глюкозой со средним значением диаметра пор,
равным 185.42 ± 3.5 нм, а менее пористыми –
пленки, выращенные на среде с лактозой, сахаро-
зой и фруктозой со средними значениями пор
98.8 ± 3.5, 111.6 ± 3.5 и 117.6 нм соответственно
(табл. 2). На гистограммах распределения диа-
метров пор по размерам наблюдается сдвиг мак-
симума в сторону увеличения для нижней поверх-
ности по сравнению с верхней независимо от ис-
точника углерода. Данный факт, по всей
вероятности, связан с разными окружающими
условиями для разных поверхностей БЦ: верхняя
поверхность, более плотная, расположена на гра-
нице питательная среда–воздух, нижняя поверх-
ность полностью находится в питательной среде.

Рентгенофазовый анализ. БЦ представляет со-
бой гомогенное поликристаллическое макромо-
лекулярное соединение, состоящее из кристалли-
тов и менее упорядоченных аморфных областей
[33, 34]. Так, исследования структуры БЦ Aceto-
bacter xylinum выявили существование двух кри-
сталлических полиморфных форм Iα и Iβ. Для
структуры целлюлозы Iα предложена одноцепо-
чечная триклинная элементарная ячейка с пара-
метрами a = 6.717, b = 5.962, c = 10.400 Å; α =
= 118.08°, β = 114.80°, γ = 80.37° (пр. гр. Р1). Цел-
люлоза Iβ кристаллизуется в моноклинной син-
гонии с параметрами ячейки: a = 7.784, b = 8.201,
c = 10.380 Å; γ = 96.55° (пр. гр. Р21). Отношение
Iα/Iβ может изменяться при выборе различных
штаммов и условий культивирования [35–38].
Эти модификации рентгенографически различа-
ются незначительно и могут присутствовать в об-
разцах одновременно.

Результаты РФА пленок БЦ штамма Gluconac-
etobacter hansenii GH-1/2008, выращенных на раз-
личных субстратах, представлены на рис. 3. На
всех использованных в работе питательных сре-
дах формируется пленка со структурой нативной

Таблица 1. Масса гель-пленок бактериальной целлю-
лозы, синтезируемой штаммом Gluconacetobacter han-
senii GH-1/2008 на средах с различными углеводами

Углевод Масса до 
сушки, г

Масса после 
сушки, г

Масса влаги, 
%

Фруктоза 115.0 ± 1.5 3.70 ± 0.03 96.8
Глюкоза 94.0 ± 1.3 1.80 ± 0.02 98.1
Сахароза 81.8 ± 1.4 2.00 ± 0.02 97.5
Лактоза 30.7 ± 1.2 0.10 ± 0.01 99.6
Мальтоза 23.0 ± 0.9 0.40 ± 0.02 98.3

Таблица 2. Диаметры фибрил и пор пленок бактериальной целлюлозы, синтезируемой штаммом Gluconaceto-
bacter hansenii GH-1/2008 на средах с различными источниками углерода

Примечание. При измерении диаметра пор указывается ее латеральный размер.
* Погрешность ±1.75 нм.

** Погрешность ±3.5 нм.

Углевод

Диаметр фибрилл*, нм Диаметр пор**, нм

верх низ верх низ

ср. зн. макс. зн. ср. зн. макс. зн. ср. зн. макс. зн. ср. зн. макс. зн.

Глюкоза 36.9 57.2 36.2 50.0 185.4 488.6 195.2 588.1
Лактоза 44.8 69.3 37.2 70.7 98.8 224.8 102.2 312.2
Мальтоза 46.5 64.7 39.6 74.1 133.9 401.0 190.3 451.1
Сахароза 55.6 87.1 62.7 85.1 111.6 226.0 153.6 297.3
Фруктоза 40.4 58.9 40.1 55.1 117.6 311.9 146.9 348.8
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Рис. 2. РЭМ-изображения верхней (слева) и нижней (справа) поверхности гель-пленок БЦ, выращенных на субстра-
тах: а, б – глюкоза, в, г – сахароза, д, е – мальтоза, ж, з – фруктоза, и, к – лактоза. Справа приведены гистограммы
распределения пор по размерам на верхней (темный цвет) и на нижней (светлый цвет) поверхностях пленки соответ-
ственно. Стрелками показано направление смещения максимума среднего значения диаметров пор на нижних и верх-
них поверхностях пленок.
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целлюлозы типа I. На дифрактограммах присут-
ствуют три интенсивных дифракционных пика
при 2θ ~ 15.1°, 16.6°, 22.8°, которые можно отне-
сти к отражениям от кристаллографических
плоскостей (100), (010), (110) целлюлозы Iα и/или
плоскостей (1 0), (110) и (200) целлюлозы типа Iβ.
Поскольку пики двух полиморфов нативной цел-
люлозы I близки друг другу, то, основываясь
только на положениях пиков на дифрактограм-
мах, различить две эти фазы не представляется
возможным.

Оценка степени кристалличности пленок в за-
висимости от источника углерода рассчитана для
каждой пленки БЦ по формуле (1). Обнаружено,
что степень кристалличности по ряду сахароза →
→ лактоза падает от ~90 до ~20% (рис. 3). Степень
кристалличности полимерных материалов влияет
на их проницаемость, которая является очень
важным практическим параметром, поскольку
определяет скорость прохождения молекул через
полимерную матрицу, что, в свою очередь, зави-
сит от физической структуры полимера (диаметра
фибрилл, размера пор, определяющих 3D-сетку
полимерной матрицы) [38].

Механические свойства. Механические харак-
теристики пленок БЦ определяются как сформи-
рованной структурой в целлюлозных лентах, так

1

и плотностью физических зацеплений между
этими лентами, а также дисперсионным взаи-
модействием между макромолекулами целлю-
лозы. Как показали результаты измерений ме-
ханических свойств пленок, синтезируемых
G. hansenii GH-1/2008, приведенные в табл. 3,
максимальную прочность имеют пленки, полу-
ченные при культивировании штамма на фрукто-
зе и сахарозе, минимальную – на лактозе и маль-
тозе. Пленки БЦ, синтезируемые на среде с маль-
тозой, имели низкие показатели прочности и
относительного удлинения. Наблюдаемые значе-
ния хорошо коррелируют с результатами морфо-
логических исследований (микроструктурой по-
лученных пленок): фибриллы в пленках, синтези-
рованных на мальтозе и лактозе, тоньше, чем на
сахарозе. Кроме того, средние значения диаметра
пор как на верхней, так и нижней поверхности
для мальтозы больше, чем данные значения для
сахарозы и фруктозы. При этом толщина пленок,
синтезируемых на фруктозе и сахарозе, составля-
ла 30 и 24.5 мкм, в то время как на мальтозе и лак-
тозе – 14 и 13.83 мкм соответственно. Пленки,
синтезируемые на среде с глюкозой, более эла-
стичные, так как имеют самый высокий показа-
тель удлинения.

Рис. 3. Рентгеновские дифрактограммы гель-пленок БЦ, выращенных на различных субстратах. Показаны угловые
положения рефлексов Брэгга для модификаций Iα и Iβ [34]. СК (%) – степень кристалличности.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате исследований установлено, что
пленки, синтезируемые продуцентом G. hansenii
GH-1/2008 на разных источниках углерода, обла-
дают различной микроструктурой. Средний раз-
мер фибрилл для штамма GH-1/2008 варьируется
в диапазоне 30–63 нм, при этом наибольшим
средним диаметром волокна (~63 нм) обладают
гель-пленки, выращенные на субстрате с сахаро-
зой, а наименьшим (~37 нм) – на среде с глюко-
зой. Обнаружено, что на верхней поверхности
гель-пленок присутствуют поры диаметром до
500 нм; на нижней поверхности распределение
пор по размерам носит более широкий характер
(до 600 нм). Разница между средними значения-
ми пор на верхних и нижних поверхностях варьи-
руется от 95 до 180 и от 100 до 200 нм соответ-
ственно. Данные РФА показали, что кристалли-
ческая структура всех пленок соответствует
целлюлозе I, наблюдается тенденция к увеличе-
нию степени кристалличности материала с уве-
личением возможности биохимической усвояе-
мости продуцентом субстрата. Показано, что
максимальная масса БЦ, полученная при культи-
вировании штамма на среде с фруктозой, превы-
шает значение 115 г/л при культивировании в те-
чение 5 сут, наименьший показатель массы на-
блюдается на питательной среде с мальтозой.
Максимальные показатели предела прочности на
разрыв и модуля Юнга отмечены у пленок, синте-
зируемых продуцентом при использовании фрук-
тозы, а минимальные – на средах с мальтозой и
лактозой.

Таким образом, полученные данные о струк-
турно-морфологических характеристиках и
свойствах пленок, синтезируемых продуцентом
G. hansenii GH-1/2008 на разных источниках угле-
рода, позволяют расширить не только имеющие-
ся методики получения БЦ, но и фундаменталь-
ные знания о ее строении и синтезе с целью поис-
ка рационального подхода к масштабируемому
синтезу БЦ с управляемыми характеристиками.

Работа выполнена при поддержке Россий-
ского научного фонда (грант № 23-29-00952) c
использованием оборудования ЦКП ФНИЦ
“Кристаллография и фотоника” РАН. Культи-

вирование продуцента Gluconacetobacter hansenii
GH-1/2008 проведено в рамках государствен-
ного задания ФГАОУ ВО “Московский поли-
технический университет (проект АААА-А20-
120092190052-9).
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