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生物反应过程在线检测系统的研制
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摘 要：计算机控制的微型生物传感器分析系统可以实现生物反应过程中多参数的在线检测 (系
统包含在线微量取样、级联稀释、微型生物传感器、生化工程数据处理和分析软件与计算机 (系统
实现的指标为取样 "# 5 " ###!6 7 89,，稀释倍数 " #"# ( :1，相对误差小于 ! ( :;；在线测量酵母发
酵的葡萄糖质量浓度，最大误差率为 $ ( //; (
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至今为止，生物反应过程控制依赖于 Z@值、温
度（I）、紫外线（\]）等传感器测得的少数物理参
数，由控制专家经过数学建模对生物反应过程进行

过程曲线拟合，对生物反应体系而言，就是在线分

析检测 (在线调控主要受制于生化反应系统的复杂
性，易造成生化反应中生物信息无法及时得到 (复
杂性体现在：（"）菌体生长和代谢的机制模糊以及
发酵系统所包含的参数多，且为时间函数；往往包

含气、液、固三相体系；（!）发酵系统经常要求保持

无菌，高温灭菌会严重破坏生物传感器生物活性物

质如酶的活性；发酵时 Z@、温度等条件与生物传感
器上酶测定条件不符造成的测量偏差；发酵液的底

物浓度往往超出传感器线性范围；（$）膜长期与底
物接触活性下降，使电极寿命缩短等［" 5 $］( 因此，在
生化反应体系中实现在线检测生物、化学量的分析

系统尚未见报道 (
生物传感器具有专一性好、酶可以重复多次使

用、分析速度快、准确度高、操作系统比较简单等特
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点，为计算机直接控制生物反应系统准备了可行的

传感器条件 !生物、化学量无法实现在线测量，究其
原因是由于生物传感器与复杂的生物反应过程的

检测接口技术尚未过关，这成为生物传感器实现在

线检测的“瓶颈”技术［"］!
本研究的目的是发酵在线分析和控制系统的

关键技术，包含微量取样器、级联稀释器、微型生物

传感器组和生化工程数据处理及分析软件，为进一

步实现生物过程优化和自动控制打下基础 !

! 系统的设计

在线检测系统（见图 #）设计包括：取样器、稀释
器、生物传感器组、微机、生化工程数据处理和分析

软件 !

图 ! 生物反应过程在线检测系统组成示意图
"#$% ! &’( )*+,#*( -*-,./#/ /./0(1 2)3 4#)53)6(//

理想的生物过程在线检测系统应该满足以下

条件：

#）用自动取样方式取代手动取样方式，才能适
应自动化的要求 !

$）具有自动稀释系统 !生物传感器的线性范围
多在 # % #& ’’() * +，发酵液中主要成分，如葡萄糖
为 #& % #&& ’’() * +，需要对样品稀释 #& % #&& 倍 !
根据测定指标的要求，系统中包含自动稀释器 !

,）生物传感器由于不耐热，需在罐外测量 !生
物传感器目前朝着集成化、微型化和智能化的方向

发展，生物传感器中生物活性物质参与反应的特殊

性增加了传感器集成化的难度 !
"）计算机的发展使在线检测的数据显示、贮存

和处理比单片机优越 !计算机的功能最主要是数据
的处理，包含生化工程信息的数据处理软件的编制

显得相当重要；

-）样品传输、稀释过程必然造成结果的滞后表
达，系统要求滞后的时间尽可能短，组成和物理状

态不能有明显的变化 !
.）在线检测系统整机的可靠性是评价系统优

劣最重要的指标，其次应价格便宜，操作简便，便于

维护 !

7 在线分析系统的工作性能

7 % ! 在线取样、稀释系统的研制
目前生物反应过程研发的取样系统多为分批

取样过程，其流程如下：

!
!

吸去取样小室死样（阀或泵） 关闭阀或泵

!开启取样阀门，让样品液充满小室 计量泵

!抽取样品，转移到稀释器内 待下一次操作，循环

如上 !
分批取样的优缺点：（#）所有操作依赖阀和泵，

对自动化要求高；（$）间歇操作，容易染菌；（,）稀释
操作多采用自动机械臂，稀释步骤繁琐、困难；（"）
死体积取样容易造成样品的代表性差 !
连续取样稀释的流程是让样品依次流经取样

管路和稀释管路，样品处于连续流动，其流量容易

控制 !连续取样、稀释系统制造简单、廉价，样品代
表性好，适合于在线分析检测用 !考虑到稀释系统
设计的难度，在线检测系统采用连续自动取样、稀

释 !间歇测量方法流程见图 $ !

图 7 微型取样、级联稀释与传感器的接口流程
"#$%7 &’( 2,)8 )2 6)**(60#)* 4(08((* 1#63)+4#)/(*/)3

-*9 6-/6-9( 9#,:0#)*

微量取样器在发酵期间连续不断的取样，其流

量可以通过管路上阀门调节，流量范围在 #& %
# &&&!+ * ’/0 !经三级稀释器稀释，样品可以被缓冲
液稀释至特定倍数，稀释过程连续操作 !不同稀释
比的稀释液通过换向阀流入传感器进行检测 !在稀
释器和传感器前面均装有清洗液和校正液对其进

行清洗和校正 !
7 !! !! 在线取样器 在线取样的要求：连续取样，
滞后时间短，不堵塞，易清洗 !为此，在线取样系统
设计采用如下措施：（#）采用错流过滤技术，利用膜
件实现发酵液与固体的分离 !膜件外侧采用螺纹导
流，实现液体的先进先出 !（$）在线取样器采用 & ! $
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!!陶瓷膜，保证了采样的无菌性 "（#）取样器管路
体积 !!$ " %&$ !’，在取样量 ($ ) ( $$$!’ * !+,
下，取样器滞后时间 " - ( " #. !+,；
! "" "! 在线级联稀释器( 目前已有的稀释系统，如

机械臂、流动注射分析在线稀释技术［/，%］，为高浓度

样品的在线测定提供了有效的方法，但需要时间控

制器、计算机控制阀和精度较高的蠕动泵 "因此，机
械加工要求高，价格昂贵，稀释比的控制不灵活，严

重影响了生物传感器在生物反应过程的在线检测

应用 "合理的稀释方案应该是级联稀释，价格便宜，
便于清洗和更换，操作灵活方便 "为此，设计了依赖
流体自身重力运行的适合生物反应过程在线分析

的三级级联稀释器（见图 #，0）［1］"

图 # 连续流动单级稀释结构示意图
$%&’ # ()* +,-./,.-* 0%&.-* 10 ,)* /2+/23* 3%4.,%15

图 6 连续流动多级稀释器
$%&’ 6 ()* ,)-** 4*7*4+ /2+/23* 3%4.,%15 .5%,

重力自流的级联稀释器采用溢流设计控制稀

释样品和缓冲液流量的稳定性 "以 23450 为校准

液，对每级进行单独测试稀释 " 23450 校准液质量

浓度为 0$ " $6 7 * ’，样品用葡萄糖，其原始质量浓度
为 61. " /0 7 * ’，进行三级稀释 "在不同的稀释比条
件下，检测葡萄糖三级稀释比与误差率的关系（见

表 (）"由表 (可知，控制单级稀释比约在 0 ) ($ 之
间时，单级稀释误差小于 (8，三级稀释的稀释比为
( $($ " /0时，稀释误差小于 6 " /8，基本符合设计的
要求 "该级联稀释无需时间控制器、计算机控制阀和
精度较高的蠕动泵，操作方便、灵活，适合工业应用 "

表 " 三级级联稀释精度的测试
(28’" ()* 2//.-2/9 ,*+, 10 ,)-** 4*7*4 /2+/23* 3%4.,%15

测 度

项 目

一级稀释

23450 葡萄糖

二级稀释

23450 葡萄糖

三级稀释

23450 葡萄糖

总稀释比

23450 葡萄糖

误差率 *
8

平均质量浓度 *（7 * ’） 1 " /( /6 " 6# . " #6 ($ " .& . " &1 6 " 0/

稀释倍数 / " ## / " ## 0 " .( 0 " .$ 0 " 0% 0 " 00 ((0 " #1 ((# " %& $ " %

平均质量浓度 *（7 * ’） % " .6 01 " 06 / " /6 % " %/ / " %. $ " &0

稀释倍数 / " .1 / " .1 1 " 6/ 1 " (# 1 " $/ 1 " $1 6&& " .. 6&% " #6 ( " 6

平均质量浓度 *（7 * ’） 0 " $1 6. " .# 0 " %$ # " #$ / " 00 $ " 0/

稀释倍数 & " .0 & " %% . " 1$ . " 10 1 " #% 1 " ## %#$ " (6 %(. " &. ( " .

平均质量浓度 *（7 * ’） 0 " $1 6. " .# 0 " % # " #$ / " 00 $ " 0/

稀释倍数 & " .0 & " %% ($ " 6$ ($ " (( ($ " #6 ($ " #/ ($#/ " .$ ($($ " /0 6 " /

! ’ ! 微型生物传感器的在线测量
! "! "" 电极的制备( 在 4+56 片上用真空蒸镀机依

次蒸镀上 /$ ,! 的钛中间层和 6$$ ,! 的铂层，再

应用剥离技术将硅片刻蚀成如图 0的基体电极［.］"
将葡萄糖氧化酶溶解在 /$!’ 含质量浓度 6 7 * 9’
明胶的缓冲液中（:; 1）" 再取 ( !’ 质量浓度
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!" # $ %&明胶溶液滴于工作电极表面，置于冰箱中 ’
晾干后，用体积分数为 ( ’ )*的戊二醛溶液浸 ! +,-
处理 ’置于冰箱备用 ’
! ’! ’! 微型电极性能测定! 传感器测试系统：电解

质溶液为 " ’ ! +./ $ & 01/的 " ’ ") +./ $ & 磷酸盐缓
冲溶液（23 4），循环伏安法采用三电极体系 ’传感
器性能测定采用恒电位法，用饱和甘汞电极作参比

电极兼作对电极的两电极体系 ’实验在搅拌、恒温
（(" 5）状态下进行，当基底电流稳定后，再加入谷
氨酸标准溶液，测量其稳定时响应电流，以总电流

与基底电流差作为传感器的响应电流 ’
! ’! ’" 微型电极的在线测量 目前主要考虑系统
的可靠性，采用发酵常用的葡萄糖微电极，连接微

量取样系统和稀释系统，以酵母发酵为研究对象，

初始糖的质量浓度为 !6 ’ 7 # $ +&，结果见图 ) ’

图 # 酵母发酵葡萄糖质量浓度的在线测定
$%&’# ()* +,-.%,* /,/.01%1 +2 3.45+1* 5+,5*,67/6%+, 2+7

0*/16 2*78*,6/6%+,

由于糖质量浓度高时需要稀释较高的倍数，稀

释的误差造成测量误差，最大为 8 ’ 66*；随着质量
浓度的降低，误差也逐渐变小，有利于精确测量 ’在
线检测系统基本能满足测量的需要 ’
! ’ " 生化工程数据分析和处理软件
利用 9:;<=& >=;:1 7 ’ " 语言开发生化工程

实验数据处理软件 ’根据细胞动力学实验的培养方
式，软件分为两大主要模块：分批培养数据处理模

块与连续培养数据处理模块 ’用户输入实验数据
后，由程序对数据进行适当的处理，然后根据需要

作图 ’一般有质量浓度—时间曲线、速率—时间曲
线、比速率—时间曲线和模型方程的线性化曲线 ’
图 7? 显示的是该软件数据输入界面，图 7@、图 7A
分别显示的是细胞生长期和产物形成期时比速率

—时间曲线 ’从曲线判断细胞生长动力学模型、基
质消耗动力学模型或代谢产物生成模型，或者由线

形性方程求参数 ’
软件采用 =AABCC动态数据库和 D&E自动化的

编程技术 ’软件界面友好，操作较方便 ’

（?）

（@）

（A）

图 9 生化工程数据分析和处理软件
$%&’ 9 :/6/ /,/.01%1 /,; 8/,/&*8*,6 1+26</7* 2+7

=%+>7+5*11*1

" 讨 论
生物传感器应用到生产实践中，需要解决的技

术难题主要集中在样品的前期处理、生物传感器的

研究和数据处理软件的开发 8个部分 ’样品的前期
处理目前采用微流控芯片技术是研究的主要方向；

生物传感器的研究趋势在微型化、集成化；数据处

理软件的编写不仅需要软件人员的参与，更需要专

业人员的分析方法 ’
（下转第 F(页）
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本研究对连续取样、稀释系统进行了新的探

索，基本满足生物传感器在线检测的要求 (目前主
要的问题是系统的设计和二次仪表的开发还需进

一步实现 (随着罐外 =U传感器、超声波测定菌浓度
传感器的研制，配套以上生物反应过程在线检测系

统，相信生物技术的在线检测指日可待 (
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