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ABSTRACT

In industrial fermentation processes the most used main nutrient component is glycerol. For the control
of these processes the monitoring of the carbon source is essential. In most cases this is done by an expensive
and time-consuming gas chromatographic method. In this study we present a refractometric method for the
detection of glycerol concentrations from bacterial media, considering the interference of protein concentra-
tions in the measurements.

OSSZEFOGLALO

Az ipari fermentdcios folyamatoknal a leggyakrabban hasznalt szénforras a glicerin. Ezen folyamatok
iranyitasahoz sziikséges a glicerinkoncentracio monitorizalasa. A legtobb esetben ezt egy koltséges és idoige-
nyes gazkromatografias modszerrel végzik. Ebben a tanulmdnyban egy refraktometridas mérésen alapulo mod-
szert dolgoztunk ki a glicerinkoncentracio meghatarozasara bakterialis taplevesbol, figyelembe véve a fehér-
Jjekoncentracio interferenciajat a refraktometridas merésekben.
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1. BEVEZETO

A glicerin strukturalis 0sszetevodje a lipideknek, ezért a természetben boségesen megtalalhatd. Tobbny-
ire mikrobialis fermentacioval vagy kémiai szintézissel allitjak elé petrokémiai alapanyagokbol. Visszanyer-
het6 a szappangyartasnal a zsirok hidrolizise soran keletkez6 melléktermékbdl [1]. Néhany Eurdpai orszagban
a glicerin termelés jelentésen megnoétt a biodizel gyartasanak koszonhetden, ugyanis a biodizelt névényi ola-
jokbol allitjak el6 transzészterezéssel, amelynek kovetkeztében a melléktermék 10% (v/v)-a glicerin [2].

A glicerint széleskoriien alkalmazzak a kozmetikaban, festékiparban, élelmiszeriparban, dohanyiparban,
papirgyartasnal, textil és boriparban is. Mindezmellett nyersanyagként is szolgal kiilonb6zé kémiai anyagok
gyartasanal [1]. A természetben valdé gyakorisdga miatt sok ismert mikroorganizmus tudja egyediili szén és
energiaforrasként hasznositani a glicerint. Ezeket a mikroorganizmusokat potencialis kandidatusoknak tekintik
a biodizelgyartasbol szarmazo glicerin biokonverziojara. A glicerin helyettesitheti a hagyomanyos, szukroz,
gliikoz és keményitd szénhidrogéneket néhany fermentacios folyamatban [3]. Ezen kiviil az egyik legigérete-
sebb alkalmazasa a mikrobioldgiai Uton torténd biokonverzidja magas érték{i 6sszetevokké, mint példaul re-
dukalt kémiai anyagok: szukcinat, etanol, xilit, propionat, hidrogén, stb. [4]. Tobbek kozt citromsav és tejsav-
termelésre is alkalmas a glicerin, amelyet rendre Yarrowia lipolytica és Escherichia coli AC-521 torzsek
segitségével valositottak meg fermentaciok soran [5].
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A fermentaciés modszerek és eljarasok tokéletesitése és optimalizaldsa érdekében fontos a mikroor-

crer

crer

modszerek, annak ellenére, hogy pontos eredményekkel szolgalnak, anyagilag nehezen elérhetéek, és
kivitelezésiik is id6igényes. Ezzel szemben a piacon talalhato enzimatikus reakciokra alapuld kolorimetrias és
fluorometrias modszerek is elterjedtek [11-13], ezek kdnnyebben elérhetdek, viszont kivitelezésiik szintén
tobb idot és pontossagot vesz igénybe.

A refraktometria az anyagok torésmutatdjanak mérésén alapuld mindségi és mennyiségi analitikai vizs-
galati modszer. Ebben a tanulmanyban egy refraktometridas modszeren alapuld glicerinkoncentracio
meghatarozast mutatunk be bakterialis taplevesbdl. Az elobbiekben felsorolt modszerek nagymértékben lec-
sOkkentik a mintaban talalhaté mas komponensek interferalasat. A mi esetiinkben, mivel bakterialis tapleves-
bdl hatarozzuk meg a glicerin mennyiségét, a fehérjék, mint mellék- és fétermékek interferalhatnak a refrak-
tometrias mérésekben. Ennek a problémanak a megoldasara egy fiiggvényt hataroztunk meg grafikus modsz-
errel, amely leirja a glicerin torésmutatojat a glicerin és fehérjekoncentracio fliggvényében.

2. ANYAG ES MODSZER

A fehérje koncentraciok beallitasara Bovine serum albumin-t (BSA) és a glicerinkoncentraciok beallita-
sara pedig 100%-os tisztasagu glicerint hasznaltunk. A fehérjekoncentraciok 0-tol 0.2 mg/ml-ig terjedtek min-
den glicerinkoncentracioban, amely 1-t61 8% (v/v)-ig valtozott. Az el6készitett mintak térésmutatdjanak meé-
résére egy RFM330 refraktométert (Bellingham & Stanley Ltd.) hasznaltunk. Az adatokat Matlab® R2010b
verzio 7.11 szoftverrel dolgoztuk fel. A fliiggvény grafikus meghatarozasara és a grafikus feliilet adatokra vald
illesztését a Surface Fitting Toolbox (Matlab programcsomagbol) segitségével végeztiik.

3. EREDMENYEK ES TARGYALAS

crcr

mutatojanak a megmérése. Mivel mikrobiologiai taplevesekben egy fermentacid soran a fehérje mennyisége
megno, €s ez a modszer a fehérje mennyiségi meghatarozasara is szolgal [14, 15], a két komponens torésmuta-
toja interferalhat. Ennek a kijavitasara egy standard glicerin-gorbét allitottunk fel fehérjekoncentraciok fiigg-

crcr

1.T4blazat tartalmazza.

1.Tablazat. Glicerin-fehérje standard tdrésmutatoi

mg/ml BSA 0.000 0.025 0.050 0.100 0.150 0.200

% v/v glicerin
0 1.3325 1.3326 1.3326 1.3326 1.3326 1.3326
1 1.3340 1.3340 1.3340 1.3339 1.3338 1.3338
2 1.3356 1.3356 1.3355 1.3354 1.3352 1.3350
3 1.3368 1.3367 1.3366 1.3364 1.3362 1.3360
4 1.3386 1.3384 1.3383 1.3379 1.3377 1.3374
5 1.3402 1.3400 1.3399 1.3396 1.3392 1.3388
8 1.3450 1.3445 1.3443 1.3438 1.3431 1.3424
10 1.3483 1.3478 1.3474 1.3468 1.3461 1.3451

A Matlab Surface Fitting Toolbox segitségével, egy feliiletet illesztettiink az adatokra és grafikusan
meghataroztuk azt a masodfoku fliggvényt, amely leirja az 0sszefiiggést a torésmutatd, és a glicerin-fehérje
koncentraciovaltozasai kozott. A 1. abran lathato a feliilet illesztése.
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ans(x,y) = p00 + p10*x + p01*y + p11*x*y + p02*y?
Coefficients (with 95% confidence bounds):

po0=  1.332 (1.332, 1.333) 1.348
p10= 0.001571 (0.001548, 0.001593) i

p01= 0.001184 (-0.001382, 0.003749) Segn

p11= -0.001557 (-0.001757, -0.001358) ™~

p02 = -0.004088 (-0.01589, 0.00771) I T~
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1. dbra
Feliilet illesztés a glicerin-fehérje standard torésmutatoira
A feliiletet leird fiiggvény:
Rl = 1332 + Q00157 # Vg + Q00118 » Vg — 0. 00155 = Vg # Vigpy — 0. 00408 = 'Fm.nz (1)

Az 1. 6sszefliggésbol a V; kifejezhetd az alabbi modon:

Ri— 1.332 + 0.00118 * Vo — 0.00408 * Voo
0.00157 — 0.00155 + Vgrg ahol

)

Ri — a minta torésmutatoja,

Vai — glicerinkoncentracié (% v/v),

Vo — fehérjekoncentraci6é (mg/ml).

Egy fermentacié sordn nem csak a kiinduld anyag, a szubsztrat fogyasanak valtozasat kell kovetniink,
hanem ezzel parhuzamosan a termék képzdését, amely altalaban fehérje. Ellenkez6 esetekben a fehérje, mint
melléktermék van jelen a fermentacids taptalajaban. Az Osszfehérje meghatarozasa egyszeri kolorimetrias
vagy spektrofotometrids mérésekkel elvégezhetd. Az Osszfehérje mennyiséget és a minta torésmutatojat behe-

s

4. KOVETKEZTETESEK

Munkank soran egy refraktometrias modszert dolgoztunk ki glicerinkoncentracié meghatarozasara bak-
terialis taptalajbol, figyelembe véve a fehérjekoncentracio valtozasat. Ezaltal kikiiszoboltik a mérésekbol a
fehérje interferalasat.
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