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论单通道检测在发酵尾气分析中的应用
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摘要：发酵尾气分析技术在业内的应用已逐渐展开，但人们对单通道检测的认识依旧模糊。从尾气
分析的意义、生物过程的“实时性”以及发酵过程的“临界点”反映发酵状态的改变等方面，阐述了发
酵尾气分析应采用实时、连续、在线检测；通过以尾气分析获得的“临界点”在发酵工程中的应用（指
导转速调整、流加补料、乳糖诱导及处理异常发酵），进一步阐明只有单通道检测才能真正做到检测
的实时、连续、在线，捕捉到有价值的“临界点”信息。
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　　发酵尾气分析指在发酵过程中在线检测尾气中
的ＣＯ２ 和Ｏ２ 的体积分数，计算呼吸代谢参数ＣＯ２
释放率（Ｃａｒｂｏｎ　ｄｉｏｘｉｄｅ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｒａｔｅ，ＣＥＲ）、摄氧
率（Ｏｘｙｇｅｎ　ｕｐｔａｋｅ　ｒａｔｅ，ＯＵＲ）和呼吸商（Ｒｅｓｐｉｒａ－
ｔｏｒｙ　ｑｕｏｔｉｅｎｔ，ＲＱ），得到细胞代谢信息，是发酵工程
的一种过程分析技术（Ｐｒｏｃｅｓｓ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＰＡＴ）。无论是在微生物生长阶段，还是在产物合

成阶段，ＣＥＲ的变化都与菌体生长状态、碳源的消
耗和供氧情况密切相关。ＯＵＲ虽然取决于菌体浓
度，但是也与发酵液的营养成分、溶氧水平、菌体的
比生长速率以及碳源的种类和浓度等因素有关。

ＲＱ的变化反映了微生物胞内代谢的变化，揭示了
发酵过程中微观代谢途径通量的变化，是微生物菌
体生长、能量代谢维持、产物和副产物合成代谢共同
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作用的结果［１－７］。利用这些参数及相关性分析，可以
更好地对发酵过程进行监测、分析，从而深入了解发
酵规律，优化发酵工艺，控制发酵过程，提高发酵产
率和产量，降低成本，加快新品研发和产业化。
与溶解氧和ｐＨ 检测相比，尾气分析得到的参

数ＣＥＲ，ＯＵＲ和ＲＱ 在一定程度上反映了发酵过
程的部分特质，揭示了微生物的生理特性，具有生物
学意义。尾气分析时仅采集发酵罐排出的尾气，不
影响发酵罐结构，不接触发酵液，无染菌风险［８－１０］，
更容易被业界接受，故成为现代发酵工程的重要分析
手段，已被应用于发酵、制药、生化、农业、环保和食品
等领域。虽然该技术已在业内得到应用，但是由于历
史原因以及设备成本等因素的影响，对检测设备是否
需要采用独立的单通道，认识依旧模糊。因此，笔者
从理论与实际应用两方面对该问题加以分析探讨。

１　发酵尾气分析应实时连续在线

在发酵过程中，微生物生长一般需要经历迟缓
期、对数生长期、稳定期和衰亡期［１１］。常规的液态
好氧分批发酵周期一般为数小时至数天。在看似较
长的发酵过程中，发酵状态的转变往往发生在很短
的时间内，某些代谢变化可能用时更短。
张嗣良等在《多尺度微生物过程优化》［１２］及相

关论文［１３］中详细阐述了生物过程的“实时性”：

１）从生物过程发生的时间以及生物技术发展特点
来看，对于以活细胞为主体的细胞大规模培养的生
物反应过程，可粗分为在以基因水平的分子尺度、代
谢调节的细胞尺度和工艺控制的反应器尺度上发生

的；２）可将微生物和细胞在酶活性水平上（包括酶
的激活、抑制，亚基的结合和解离以及共价修饰和降
解）控制的时间常数描述在毫秒至秒的范围内，在基
因表达调控水平上（诱导、转录的阻遏和去阻遏）描
述至分钟。考察微生物和细胞代谢调节，在以秒为
单位的时间尺度上是合适的。因此，作为动态观测
记录细胞代谢状况的发酵尾气分析设备，应对排出
的尾气进行实时连续在线检测，只有这样，才能准确
捕捉到发酵过程中代谢的改变。

２　合理利用发酵过程中的临界点

２．１　发酵过程中的临界点
李强等［１４］在《微生物发酵中二氧化碳释放速率

变化规律》中，通过青霉素、古龙酸、二元酸和葡萄糖
酸４个体系的发酵实验及动力学分析，对ＣＥＲ的变

化规律进行了探究，研究结果表明：无论是霉菌、酵
母菌、细菌、单液相体系、双液相体系，还是纯种发
酵、混合菌发酵，ＣＥＲ的变化都与体系状态变化有
着密切联系；ＣＥＲ曲线上的转折点对应的就是发酵
状态的转变点。由该文献的ＣＥＲ曲线可以发现：在
这些转折点处曲线发生了方向性改变，即由升转为
降，或者由降转为升，曲线出现明显的峰或谷，发酵
体系的状态都发生了显著改变。
在发酵过程中还存在另一类极具价值的变化

点，即发酵体系的状态变化由缓慢到快速，或由快速
转为缓慢的时间点，比如在微生物生长由迟缓期进
入对数生长期，由对数生长期进入稳定期以及由稳
定期进入衰亡期的那些时间点上，都有可能出现该
情况。在这类时间点上，虽然发酵体系的ＣＥＲ曲线
没有发生方向性改变（由升到降或由降到升），但是
发生了变化速率的显著改变，或者说发生了从一个
发酵阶段转变到另一个发酵阶段。这类变化点在发
酵过程中普遍存在，不仅有着明确的生物学意义，而
且具有非常重要的应用价值。可将发酵过程中这类
变化速率显著改变的点，以及发生方向性改变的转
折点统称为临界变化点，简称“临界点”，其特征是发
酵体系发生了从一个状态到另一个状态的改变，亦
或从一个阶段到另一个阶段的改变。
应用发酵尾气分析技术进行实时连续在线监

测，可方便、直观地获得发酵过程中的临界点。这些
临界点提供的丰富信息可以帮助人们辨识发酵过程

状态，为调整搅拌转速／通气量、流加补料、基因诱
导，以及异常发酵处理等一系列工艺操作提供明确
指导，同时也为工艺放大提供对比数据。充分重视和
利用这些临界点信息对优化发酵工艺具有重要意义。

２．２　利用发酵过程临界点指导操作

２．２．１　利用临界点调整供氧
溶解氧是好氧发酵微生物生长及产物合成所必

需的。在发酵过程中，特别是在高密度工程菌培养
中，溶解氧往往成为限制性因素。如何适时调整搅
拌转速和通气量以达到最适溶解氧，是发酵工艺的
关键点之一［１５－１７］。一般根据溶解氧ＤＯ、ｐＨ及镜检
结果等进行调整，比较粗放，而利用尾气分析曲线的
临界点，则可以准确把握调整时机。
在山东省科学院生物研究所承担的“植酸酶工

程菌高密度发酵智能控制关键技术”（山东省重点研
发计划项目２０１６ＺＤＪＳ０７Ａ２０）项目中，在１０Ｌ实验
室发酵罐上，采用ＦＧＡ发酵尾气分析仪，对重组毕
赤酵母表达植酸酶过程进行实时在线检测。发酵温
度３０℃，初始发酵液体积７Ｌ，通气量５Ｌ／ｍｉｎ，搅
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拌转速２００ｒ／ｍｉｎ。发酵６ｈ５ｍｉｎ时，ＣＥＲ开始缓
慢上升；发酵２５ｈ２６ｍｉｎ时，ＣＥＲ出现快速上升，
曲线上形成明显的临界点，预示发酵进入对数生长
期，此时立刻调整搅拌转速至４００ｒ／ｍｉｎ；之后随着
ＣＥＲ的上升，阶段性小步调整搅拌转速达５３０ｒ／ｍｉｎ，
并保持至发酵４８ｈ３０ｍｉｎ，之后调整搅拌转速至
５００ｒ／ｍｉｎ，直至发酵结束。该发酵过程的ＣＥＲ变
化曲线如图１所示。在该过程中，发酵１５ｈ时进行
甲醇诱导，诱导５ｈ后开启蛋白表达，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检
测植酸酶表达见文献［１８］，最终酶活达３　０００Ｕ／ｍＬ。

图１　植酸酶工程菌高密度发酵尾气ＣＥＲ曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｔａｉｌ　ｇａｓ　ＣＥＲ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｐｈｙｔａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｓｔｒａｉｎ　ｉｎ　ｈｉｇｈ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

由图１可知：在临界点改变搅拌转速后，细胞快
速进入对数生长期。实验中根据临界点及曲线变化
趋势，恰当掌握搅拌转速调整时机，满足供氧需求，

使植酸酶表达量及酶活均达较高水平。

２．２．２　利用临界点进行补料
流加补料－分批发酵［１９－２３］是现代发酵工程普遍

采用的方式，可以较好地解决底物阻遏，按设备能力
供氧，减缓代谢有害物的不利影响；尤其对于基因工
程菌高密度发酵，流加补料是实现高密度发酵必不
可少的手段。流加补料技术的关键是对补料时机的
把握，利用发酵尾气分析曲线中的临界点能够比较
精准地掌控补料时机。
某大型药企在重组大肠杆菌培养白细胞介素－

Ⅱ生产过程中，在１ｔ生产罐上应用ＦＧＡ发酵尾气
分析仪，监测尾气变化，其发酵过程ＣＥＲ曲线如图

２所示。由图２可以看出 ＣＯ２ 的整体变化规律：

１）发酵开始后，ＣＥＲ先有极短的平缓区，很快在

１ｈ３２ｍｉｎ时曲线出现快速上升的临界点，预示重
组大肠杆菌生长进入对数生长期，此时开始流加补
料，并根据ＤＯ反馈值调整搅拌转速，保持ＤＯ在较
高水平。２）在ＣＥＲ迅速上升的对数生长期，逐渐提
高流加补料速率，在达到峰值，出现临界点时，流加速
率达到最大。３）在发酵后期，补料速率维持在某一
稳定水平，直至发酵结束。整个发酵过程约１０ｈ，产
物表达量占菌体总蛋白的４０％。发酵过程中对数
生长期起点和终点（临界点）的出现都发生在１ｍｉｎ
内，如非采用实时连续在线检测是难以观察到的。

图２　重组大肠杆菌培养白细胞介素－ⅡＣＥＲ曲线

Ｆｉｇ．２　ＣＥＲ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－Ⅱｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｓｔｒａｉｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

２．２．３　利用临界点进行诱导
在重组大肠杆菌发酵过程中，通常采用ＩＰＴＧ

诱导剂进行诱导。ＩＰＴＧ诱导剂具有一定毒性，对

宿主和代谢产物有抑制作用，且费用高昂，在工业化
大规模生产中较难推广。乳糖是一种廉价资源，可以
作为碳源被大肠杆菌代谢利用，有报道在重组蛋白培
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养中用其作诱导剂，但尚不普遍，究其原因，除诱导机
理复杂外，乳糖诱导时机不易把握也是重要因素。
张毅等［２４］在ＬＢ培养基中，分别在对数生长期

的早期、中期以及后期对融合蛋白表达菌 ＢＬ２１
（ＤＥ３）（ｐＦｕ）进行乳糖诱导，发现：乳糖的加入会造
成菌体生长迟滞，在早期、中期进行诱导均不理想，
只有在后期进行诱导效果最佳，此时既可以得到较
高的表达产物，又可以获得较高的菌体密度。有研
究报道［２２－３０］表明：在培养基葡萄糖刚刚耗尽，细胞浓
度增加缓慢或略有下降时开始诱导，效果最佳。
应用发酵尾气分析技术，可以直观地辨识菌体

生长的各个阶段。一般在对数生长期的后期，即培
养基中葡萄糖刚刚耗尽，细胞浓度增加缓慢或略有
下降时，尾气分析的ＣＥＲ曲线会出现一个由上升转
为下降的临界点，利用该临界点可以方便地确定诱
导时机，及时进行乳糖诱导。

２．２．４　利用临界点处理异常发酵
虽然微生物发酵是一个非线性时变系统，包含了

生物、化学及物理的各种变化，过程较为复杂，但是当
各种条件固定后，微生物细胞代谢又遵循一定的规
律。从发酵尾气分析得到的大量数据来看，在某种发
酵体系中，当工艺条件确定后，其分析曲线整体形态
是确定的，一旦发生改变，通常预示着某种代谢的改
变。因此，捕捉那些异常临界点，对异常发酵的及早
发现和处理很有意义，特别是对工业大生产和高附加
值的生物制药更是如此。就此而言，尾气分析的敏感
性和实用性均超过了ｐＨ、ＤＯ等其他现有检测手段。
在广东某高校进行的重组大肠杆菌发酵药物蛋

白实验中，发酵开始后，经过短暂的迟缓期，ＣＯ２ 曲线
开始缓慢上升，约２ｈ后发酵快速进入对数生长期；

２０ｍｉｎ后，ＣＯ２ 曲线突然出现了下折，ＣＯ２ 体积分数
迅速下降，在不到３０ｍｉｎ的时间内下降到接种前水平，
镜检观察，发现此时发酵液中的工程菌已经消失，判断
感染了噬菌体，随即停止发酵，并迅速进行灭菌处理。
该实验过程的ＣＯ２体积分数变化曲线如图３所示。

图３　重组大肠杆菌培养蛋白药物ＣＯ２ 曲线

Ｆｉｇ．３　ＣＯ２ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ

ｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄｒｕｇ　ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

３　实时连续在线检测

３．１　实时连续在线检测的意义
利用发酵尾气分析技术，特别是利用分析曲线

上的临界点，监测发酵过程中细胞的代谢变化，可以
为发酵操作及进一步工艺优化提供依据。发酵尾气
分析技术的关键在于对发酵过程中尾气的ＣＯ２ 及Ｏ２
进行实时连续在线监测，只有这样才能捕捉到发酵状
态改变的临界点，监测到细胞代谢状态的改变。由于
发酵过程中临界点的出现和状态的改变往往发生在

极短的时间内，所以实时连续在线检测尤为重要。

３．２　采用单通道确保实时连续在线检测
随着现代科技的发展，发酵尾气分析所采用的

各检测部件本身的响应时间非常短，一般在毫秒级，
但从发酵罐排气口到检测腔，尾气的传输需要时间，
相比之下检测时间可忽略不计，故完成一次检测的
时间主要取决于尾气的传输时间。
虽然采用一套检测部件加转换开关对多套发酵

设备分时切换轮巡检测的方式，可以实现一套尾气分
析系统测定多点尾气，降低发酵设备的平均成本，但
是在切换过程中，气路转换无法瞬间完成，必须反复
用后一通道的尾气顶出前一通道的尾气，会造成尾气
混合带来检测误差，此外还存在传输时间长、信号延
时等问题，也增加了染菌风险。因此，在进行发酵尾
气分析检测时，应该采用独立的单通道检测，即一套
检测设备连接一个发酵罐，唯有采用此方式才可以实
现实时连续在线检测，捕捉到那些极其重要的临界点。

４　结　论

应用发酵尾气分析技术可以深入了解细胞的代

谢状况。分析曲线上的“临界点”往往反映了发酵过
程状态的改变，对研究发酵工艺至关重要。要捕捉
这些临界点就需要进行实时连续在线检测，唯有采
用独立的单通道检测方能做到。目前，发酵尾气分
析技术日臻成熟，尾气分析装置也成为发酵罐的标
准配置。随着设备的普及和尾气分析在多方面应用
的深入开展，业界对其应用效果的期望愈来愈高，单
通道检测在发酵尾气分析中的意义会日益清晰明

了，该检测方式有望被业界广泛接受。
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