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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. 

ÖSSZEFOGLALÓ 

Az ipari fermentációs folyamatoknál a leggyakrabban használt szénforrás a glicerin. Ezen folyamatok 
irányításához szükséges a glicerinkoncentráció monitorizálása. A legtöbb esetben ezt egy költséges és időigé-
nyes gázkromatográfiás módszerrel végzik. Ebben a tanulmányban egy refraktometriás mérésen alapuló mód-
szert dolgoztunk ki a glicerinkoncentráció meghatározására bakteriális táplevesből, figyelembe véve a fehér-
jekoncentráció interferenciáját a refraktometriás mérésekben. 
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1. BEVEZETŐ 

A glicerin strukturális összetevője a lipideknek, ezért a természetben bőségesen megtalálható. Többny-
ire mikrobiális fermentációval vagy kémiai szintézissel állítják elő petrokémiai alapanyagokból. Visszanyer-
hető a szappangyártásnál a zsírok hidrolízise során keletkező melléktermékből [1]. Néhány Európai országban 
a glicerin termelés jelentősen megnőtt a biodízel gyártásának köszönhetően, ugyanis a biodízelt növényi ola-
jokból állítják elő transzészterezéssel, amelynek következtében a melléktermék 10% (v/v)-a glicerin [2]. 

A glicerint széleskörűen alkalmazzák a kozmetikában, festékiparban, élelmiszeriparban, dohányiparban, 
papírgyártásnál, textil és bőriparban is. Mindezmellett nyersanyagként is szolgál különböző kémiai anyagok 
gyártásánál [1]. A természetben való gyakorisága miatt sok ismert mikroorganizmus tudja egyedüli szén és 
energiaforrásként hasznosítani a glicerint. Ezeket a mikroorganizmusokat potenciális kandidátusoknak tekintik 
a biodízelgyártásból származó glicerin biokonverziojára. A glicerin helyettesítheti a hagyományos, szukróz, 
glükóz és keményítő szénhidrogéneket néhány fermentációs folyamatban [3]. Ezen kívül az egyik legígérete-
sebb alkalmazása a mikrobiológiai úton történő biokonverziója magas értékű összetevőkké, mint például re-
dukált kémiai anyagok: szukcinát, etanol, xilit, propionát, hidrogén, stb. [4]. Többek közt citromsav és tejsav-
termelésre is alkalmas a glicerin, amelyet rendre Yarrowia lipolytica és Escherichia coli AC-521 törzsek 
segítségével valósítottak meg fermentációk során [5]. 
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A fermentációs módszerek és eljárások tökéletesítése és optimalizálása érdekében fontos a mikroor-
ganizmusok által elfogyasztott szubsztrát koncentrációjának követése. A legleterjedtebben használt módszerek 
a glicerin koncentrációjának meghatározására a gáz és folyadékkromatográfiás módszerek [6-10]. Ezek a 
módszerek, annak ellenére, hogy pontos eredményekkel szolgálnak, anyagilag nehezen elérhetőek, és 
kivitelezésük is időigényes. Ezzel szemben a piacon található enzimatikus reakciókra alapuló kolorimetriás és 
fluorometriás módszerek is elterjedtek [11-13], ezek könnyebben elérhetőek, viszont kivitelezésük szintén 
több időt és pontosságot vesz igénybe.  

A refraktometria az anyagok törésmutatójának mérésén alapuló minőségi és mennyiségi analitikai vizs-
gálati módszer. Ebben a tanulmányban egy refraktometriás módszeren alapuló glicerinkoncentráció 
meghatározást mutatunk be bakteriális táplevesből. Az előbbiekben felsorolt módszerek nagymértékben lec-
sökkentik a mintában található más komponensek interferálását. A mi esetünkben, mivel bakteriális tápleves-
ből határozzuk meg a glicerin mennyiségét, a fehérjék, mint mellék- és főtermékek interferálhatnak a refrak-
tometriás mérésekben. Ennek a problémának a megoldására egy függvényt határoztunk meg grafikus módsz-
errel, amely leírja a glicerin törésmutatóját a glicerin és fehérjekoncentráció függvényében. 

2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

A fehérje koncentrációk beállítására Bovine serum albumin-t (BSA) és a glicerinkoncentrációk beállítá-
sára pedig 100%-os tisztaságú glicerint használtunk. A fehérjekoncentrációk 0-tól 0.2 mg/ml-ig terjedtek min-
den glicerinkoncentrációban, amely 1-től 8% (v/v)-ig változott. Az előkészített minták törésmutatójának mé-
résére egy RFM330 refraktométert (Bellingham & Stanley Ltd.) használtunk. Az adatokat Matlab® R2010b 
verzió 7.11 szoftverrel dolgoztuk fel. A függvény grafikus meghatározására és a grafikus felület adatokra való 
illesztését a Surface Fitting Toolbox (Matlab programcsomagból) segítségével végeztük. 

3. EREDMÉNYEK ÉS TÁRGYALÁS 

A leghatékonyabb módszer a glicerin koncentrációjának offline meghatározására az illető minta törés-
mutatójának a megmérése. Mivel mikrobiológiai táplevesekben egy fermentáció során a fehérje mennyisége 
megnő, és ez a módszer a fehérje mennyiségi meghatározására is szolgál [14, 15], a két komponens törésmuta-
tója interferálhat. Ennek a kijavítására egy standard glicerin-görbét állítottunk fel fehérjekoncentrációk függ-
vényében. A különböző glicerin és fehérjekoncentrációjú standard minták törésmutatójának méréseit az 
1.Táblázat tartalmazza. 

 
 

1.Táblázat. Glicerin-fehérje standard törésmutatói 

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 segítségével, egy felületet illesztettünk az adatokra és grafikusan 

meghatároztuk azt a másodfokú függvényt, amely leírja az összefüggést a törésmutató, és a glicerin-fehérje 
koncentrációváltozásai között. A 1. ábrán látható a felület illesztése. 
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A felületet leíró függvény: 

   (1) 

Az 1. összefüggésből a Vgli kifejezhető az alábbi módon: 

 , ahol (2) 

Ri – a minta törésmutatója, 
Vgli – glicerinkoncentráció (% v/v), 
Vpro – fehérjekoncentráció (mg/ml). 
Egy fermentáció során nem csak a kiinduló anyag, a szubsztrát fogyásának változását kell követnünk, 

hanem ezzel párhuzamosan a termék képződését, amely általában fehérje. Ellenkező esetekben a fehérje, mint 
melléktermék van jelen a fermentációs táptalajaban. Az összfehérje meghatározása egyszerű kolorimetriás 
vagy spektrofotometriás mérésekkel elvégezhető. Az összfehérje mennyiséget és a minta törésmutatóját behe-
lyettesítve a 2. egyenletbe, megkapjuk a glicerin koncentrációját mg/ml-ben kifejezve. 

4. KÖVETKEZTETÉSEK 

Munkánk során egy refraktometriás módszert dolgoztunk ki glicerinkoncentráció meghatározására bak-
teriális táptalajból, figyelembe véve a fehérjekoncentráció változását. Ezáltal kiküszöböltük a mérésekből a 
fehérje interferálását. 
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1. ábra 
Felület illesztés a glicerin-fehérje standard törésmutatóira 
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