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红外光谱技术在生物过程监测中的应用

邱 江 叶 勤 张嗣良
（华东理工大学生物反应器国家重点实验室 上海 ’%%’(#）

摘 要 在线监测化学组分的浓度对许多生物过程都是十分必要的。然而，探头需耐高温灭

菌的要求和生物体系自身的复杂性给许多分析技术的在线监测带来了困难。近几年，随仪器

和数据处理技术的迅速发展，应用红外光谱技术对生物过程的原位或在线监测日益广泛。本

文对红外过程分析技术进行了较全面的综述，介绍了红外分析的原理、进展及在生物过程监

测中的应用。
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生物技术作为新兴的高技术产业，日益显示出巨大潜在的经济效益。生物技术产品的生产多通过

发酵或细胞培养过程来获得，发酵或细胞培养过程及产品分离纯化等过程中关键化学成分的检测，对了

解生物的生长规律和优化生产过程极为重要。

! 生物过程监测的现状

生物过程培养液的特点是组成复杂，且通常气、固、液三态并存，其组份和含量具有时变性。由于培

养过程的无菌和密封性要求，插入培养液的探头需耐高温灭菌，这给许多技术的原位监测带来了困难。

目前，培养过程中的物理参数，如流量、压力、温度、流速、搅拌速率等可以在线监测和控制，而化学参数

的原位在线检测仅+,和溶解氧比较普遍［!］。尽管多种分析技术应用于生物培养过程的研究，而化学

成分参数的在线检测仍存在缺陷。质谱技术主要对培养液中易挥发成分或尾气成分进行检测，间接得

到培养液中化学组成变化的信息，但仪器设备昂贵［’，(］。高压液相色谱（,-./）和气相色谱将分离与连

续检测相结合，实现了对复杂体系中组份、价态和性质相近的元素或化合物分析，比较广泛用于培养液

中的许多成分测定，但需要复杂的预处理且测样时间长［0］。生物传感器的电极探头不能耐高温灭菌，采

用与流动注射分析技术结合，将培养液引流出反应器检测一种或数种成份，存在一定时间滞后，过滤膜

易被菌体堵塞等缺点［*1"］。此外，也有红外（包括近红外［!%］和中红外［!!］）、压电［!’］、荧光［!(］、核磁共

振［!0］等用于研究生物过程，各种技术都具有自身的特点，在不同程度上反映了生物过程的变化信息。

在实际过程分析中，仍多使用操作繁琐、费时费力的离线化学分析或色谱分析方法。

" 液相红外分析技术

红外区介于可见光区和微波区之间，又分成近红外、中红外和远红外三个区域。中红外（0%%!
0%%%231!）反映了物质分子振动和转动的光谱信息，绝大多数有机化合物和无机离子的基频吸收带出

现在该区域。由于基频振动是红外光谱中吸收最强的振动，所以最适用于红外光谱的定性和定量分析。

与其它分析技术如荧光、紫外和可见光、色谱或电分析化学方法相比，红外光谱含有独特的化学结构和

组成信息，能区别结构极为接近的物质。这也是红外光谱长期以来主要用于物质分子结构解析的原因。

中红外光谱在定量分析和过程监测中应用受到限制的原因是：（!）传统的红外光谱，如固体压片或
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液膜法采集制样麻烦，光程难于控制一致。（!）大多数物质都会有独特的红外吸收，多组分共存时谱峰

重叠现象普遍。（"）原位过程监测中红外光的传递和高性能红外探头的研制一直是难于解决的问题。

借助光路系统或光导纤维传递红外光和高性能红外探头的设计成功只是近几年红外技术取得的巨大突

破，解决了反应过程原位监测的困难。

!"# 衰减全反射原理

由于水分子或有机溶剂都有强烈的红外吸收，为克服溶剂的吸收影响，液体样品的红外测定常用液

膜或短光程的液体透射池，但存在光程难以控制和清洗困难等缺点。早在#$%#年，&’()*+,-()*+,-.
/0+1［#2］为解决透射光谱法不能用于某些红外强吸收物质测定，提出了衰减全反射法。（311,-4)1,5101)6
+,/6,7180-，39:），39:样品池或探头用锗、硅或硒化锌等折射率高的红外透过晶体构成，红外光由光密

介质（39:晶体）透入光疏介质（样品）。调整入射光的角度，当入射角大于临界角时，在两介质界面会

发生全反射现象。然而入射光仍会透入样品一定深度，在样品有吸收的频率内红外光会被样品吸收而

强度衰减，而样品无吸收的频率范围内红外光被全部反射回39:晶体。入射光能被部分衰减的程度与

样品的吸收特性，穿透深度以及多次内反射中入射光与样品接触的次数有关［#%］。

39:的光谱强度取决于穿透深度!"，反射次数和样品与39:晶体的紧密贴合情况以及样品本身

吸收的大小。根据麦克斯韦理论，全反射光束穿透样品的厚度遵循下列公式：
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式中!#是红外光在39:晶体（光密介质）中的波长，它与入射光波长"的关系是!#<!／%#；%#是

39:晶体材料的折射率；"为入射角，%!是样品的折射率；!"是光透入样品的垂直深度，称穿透深度。

从上式可知，与光谱吸收强度直接有关的光线透射到样品内的透射深度!"，与以下"个因素有关：（#）

光束在反射晶体内的波长!#；（!）晶体材料和待测样品的折射率%#和%!；（"）入射角"。

当样品与39:晶体紧密贴合时，衰减全反射光谱对一定频率的波长具有恒定的穿透深度即光程。

换句话说，光谱的吸收强度仅与!#、"、%#和%!几个因素有关，而与样品用量无关。利用衰减全反射原

理制做的红外液体池或红外探头，可适用于包括水溶液或其它强红外吸收溶剂、固体粉末或红外强吸收

的样品，红外光进入样品的光程恒定，样品只要与全反射晶体材料紧密贴合即可，采集样品的红外光谱

十分简便。

随穿入样品的深度增加，入射光的能量呈指数衰减。穿透深度!"与!#同数量级，这说明衰减全反

射光谱仅能提供距界面微米数量级或更薄膜层的光谱信息。用于液相反应过程的研究时，体系中存在

的气泡、固体颗粒或悬浮物并不干扰测定，红外光谱反映的是液相化学组成的吸收光谱。

!"! $%&技术的发展

#$=!年，>86?;［#@］提出新的圆柱内反射（AB68-5+87)68-1,+-)6+,/6,7180-，AC:）39:取样系统，随即商品

化的39:附件用于过程监测。#$=%年，研制出水平39:附件［#=］（D0+8E0-1)639:，D39:），随后相继

开发不同形状和材料的39:附件。用39:技术在线监测反应过程的动态变化，开始是通过取样系统

（如蠕动泵）将反应器中反应液循回引入流动39:样品池，或将39:附件直接安装在反应器的底部或

壁上［#$］，原位跟踪反应过程的变化。#$$"年，两次反射可插入式39:探头问世，探头可耐高温灭菌，直

接插入反应器中，探头与红外仪通过光路系统联接，39:晶体材料可以是F-G、F-G,等。此类探头可实

现原位监测，但仍不能用于苛刻环境如强酸或强碱介质。#$$H年多次反射复合金刚石、锆可插入探头

研制成功［!I］，能耐高温、高压、强酸或强碱环境，适用面更广，极大地拓宽了监测反应体系的范围。红外

光可用光纤或光路系统传输，实现原位监测，但各有特点。光纤是用能透过HIII#$II7JK#的中红外光

的硫属化合物玻璃制造而成的，传输距离较近，通常不超过"J；光纤材料柔软性差，弯曲不能大于H2L，

否则光纤会被折断，但光纤使用比较轻便。光路系统是由多节特殊材料外壳内置反射镜或聚焦镜的光
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的导管构成，坚固可靠，不易损坏。借助调节多次反射光路系统多节光的导管连接处，探头可从任意高

度和方向插入反应器监测反应过程，已成功应用于工业生产连续控制和反应过程的优化。

! 红外光谱定量分析方法的原理

红外光谱定量分析的根本依据是朗伯!比尔定律。然而实际体系中各组分吸收峰严重重叠等因素

使产生的吸光度非线性叠加以及各组分的化学反应存在未知成分，使简单的线性回归和建立联立方程

的方法不适用定量分析。化学计量学中对混合物多成分同时定量分析的迅速发展，重叠峰分解、含有未

知成分体系定量分析、多元非线性修正、多次叠加平均，以及运用多元校正方法如多元（非）线性回归、主

成分分析、因子分析、偏最小二乘法、人工神经元网络等对不同样品和测量误差的计算及修正等的发展，

在分析速度和准确度方面均得到极大的提高，为利用红外光谱信息定性和定量描述生物过程的变化规

律提供了条件和可能性。

" 红外光谱技术在生物过程中的研究进展

近红外光谱（"#$）仪适用的光源、检测器等比中红外区的相应器件更早商品化，其在农业、食品和

生物分析领域得到了广泛的应用。在生物过程中的应用研究也有报道［%&!%’］。然而，与近红外光谱相

比，中红外光谱含有的化学信息更加丰富，其光谱吸收强度相对较强。()*+!"#$,［%-］曾用内反射液体

池与./#$联用研究了青霉素01的红外光谱图，直接寻找出其特征峰&2-2345&的吸光度与浓度符合

朗伯比尔定律，抗生素水溶液和发酵液中的检测限小于67&8。19:;<!"#$,［%2］用=/$液体池研究了甲

醇、乙醇和丙酮混合体系，用1!矩阵法建立了同时测定该>种成分的方法，测定结果相对误差小于%8。

(;?@:!"#$,［%A］用圆柱形内反射液体池与反应器连接，研究了%&’($)发酵过程。红外光谱的变化反映

了%&’()$对丙酮酸的利用和引起磷酸盐缓冲溶液组成的变化。用已知浓度的丙酮酸溶液分别建立了

特征峰&>’-和&&2-345&的吸光度和浓度的关系，进而确定了丙酮酸在发酵过程中的含量变化，发现发

酵B;，丙酮酸浓度从开始的676%>4)<／C下降了676&-4)<／C。

.D?EFE)@;:E!"#$&［%B］用液体内反射池与发酵罐通过蠕动泵相联，在线监测了干酪乳清发酵过程。用

&>种含有酒精和乳糖的标准溶液通过偏最小二乘法建立校正方法。在线每间隔67’;采集%G;发酵过

程的红外光谱，预测了发酵过程中酒精的生成和乳糖消耗的变化规律，显示出红外技术是十分有效在线

监测发酵过程的方法，可以方便地从实验室的发酵罐到工业生产实际过程中应用。

.D?EFE)@;:E!"#$&［>6］还用上述方法在线监测了乳清发酵过程。对合成混合液乳糖和乳酸的测定误

差分别为&7&8和67B8，测定时间大约>4?*，对发酵液样品的测定结果与离线酶试剂盒方法一致，相关

系数为67BB2。

H?3I9:!"#$&［>&］用傅里叶变换红外光谱近红外（"#$）和中红外（J#$）技术监测了酒精和乳酸发酵

过程，离线取样，采集用=/$液体反射池和透射池，将已知发酵液组分的浓度和吸光度矩阵用偏最小二

乘法建立定量分析校正方法。用"#$对酒精和乳酸发酵过程的研究发现，在发酵过程中没有明显的吸

收峰或区间的变化，近红外光谱变化不大，不易用于定量分析。透射池和=/$液体反射池红外吸收特

征谱图完全相同，仅是=/$反射池红外吸收强度减弱一半，这是由于光程长短的缘故。通过红外分析

方法快速测定了乳酸发酵过程中乳糖、半乳糖和乳酸，酒精发酵过程中糖（葡萄糖和果糖）、甘油和醇。

红外测定结果与液相色谱之间的相关系数优于67BB。最大标准误差对乳糖、半乳糖和乳酸分别为

67G-，67’2和B7’+／C；对于糖、甘油和醇分别为%7’，676B和67BA+／C。0:E)*?I9:K［>%］用./#$／=/$研

究了酿酒发酵过程，采用多元线性回归、主成分回归和偏最小二乘（HCL）法分析了葡萄糖和果糖的含量

变化，用发酵液样品作为校正集。>种多元校正方法相比较，HCL结果最好，葡萄糖的最小预测误差为

&7&+／C。迄今为止，C:;?+;M*?N:EO?@P的研究小组对红外技术在生物过程中的应用做了全面的研究工

作。早在&BA’年，=<F:E@?和H;?<<?QO［>>］用离线=/$／./#$监测了*#’’+#,(-.’!/’!,!0)/)#!补料发酵过

程，详细讨论了红外技术在线过程控制的可能性。他们用多元校正方法1!矩阵、H!矩阵和最小二乘法
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测定了培养液中葡萄糖、酒精和甘油含量，发现水、菌体和一些主要微量介质的存在不影响测定结果，能

准确监测到基质和产物在!"#至$!%／&范围间的含量变化。’()*(!"#$%［+,］用在线-./探头跟踪了

蔗糖水解、动物细胞培养、青霉素和大肠杆菌发酵过程，显示出-./／0.1/用于在线控制过程的优势。

从蔗糖水解过程的红外谱图的变化，可以清楚地看到蔗糖吸收峰的吸光度下降，葡萄糖和果糖吸收峰的

吸光度增加，亦能判断完全水解所需要的时间。在动物细胞培养过程中监测了葡萄糖、2343的消耗，

铵根离子和乳酸的积累。在青霉素发酵过程中监测了基质葡萄糖、前体苯乙酸和产物青霉素的变化。

对大肠杆菌发酵过程，在线监测了甘油浓度，并实现了控制补加甘油，明显地延长了菌体的生产期，菌体

量增加了$$5。最近067899:!"#$%［+;］用中红外光谱技术研究了酒精发酵过程，样品采集使用-./液

体池，用偏最小二乘法测定了酒精发酵过程中的主要成分，基质葡萄糖和果糖、产物甘油和酒精的浓度。

他们考察了温度变化对测定结果的影响，同时用人工神经元网络法建立的非线性校正模型，取得了比用

<&=更好的计算结果。作者也率先在国内开展了红外光谱技术应用于生物过程监测的研究。对红霉素

发酵过程［+$］，用含有发酵液主要成份的葡萄糖溶液为校正集，建立偏最小二乘法定量葡萄糖的分析方

法，对分批和连续培养过程中葡萄糖的测定和传统化学分析的结果比较，相关系数优于!">?。对维生

素@生产中山梨醇发酵生成山梨糖的过程，发现通过跟踪山梨糖的A!#ABCDA的吸收峰和山梨糖

A!;EBCDA的特征吸收峰可定性描述反应的进程。分别用线性回归法［+?］、偏最小二乘法［+#］建立了山梨

醇和山梨糖的定量分析方法。

! 展望

红外光谱过程分析技术的特点有：!探头能耐高温灭菌，原位或在线获取反应体系的红外吸收光

谱。跟踪生物过程或快速反应，得到常规技术难以获取的反应变化信息，其魅力更在于用真实地观察反

应的进程，揭示从未见到的现象；"同时实现多组分检测，获取参数时间短；#适用面广，可用于各种化

学反应、微生物、动植物细胞的培养过程及下游过程；$光谱分析是无破坏性样品测定，不影响正常的培

养过程，并可通过计算机实现数据采集、定量和及时的过程控制。采用红外原位或在线分析技术跟踪反

应过程，可进行反应机理和动力学的研究、反应条件的优化，无疑对实际生产过程具有重要的指导意义。

致 谢 本工作得到美国&:FG%FH)GI:JKGL7余昆博士的热情帮助。
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