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〈红外应用〉 

发酵液中甘油和丁醇含量的近红外快速检测方法 

赵  昇，王晓荣，张进明
 

（南京工业大学 电气工程与控制科学学院，江苏 南京 211800） 

摘要：为了提高生物发酵过程的控制与优化水平，试对发酵底物甘油和目标产物丁醇的含量进行快速

无损检测进行研究。首先对 80 份甘油与丁醇的单体系样本进行近红外扫描并进行光谱分析。为提高

模型的预测能力，分别采用了偏最小二乘法、间隔偏最小二乘法、向前间隔偏最小二乘法、向后间隔

偏最小二乘法和窗口移动最小二乘法5种定量校正方法建立甘油和丁醇含量的近红外检测模型并对模

型进行分析与比较。结果表明，向后间隔偏最小二乘法建立的模型效果较好，甘油和丁醇的单组份溶

液的检测模型相关系数分别达到 0.99932（甘油）和 0.98843（丁醇）。为测量真实的甘油发酵液中甘

油和丁醇含量，搭建并建立了甘油和丁醇浓度监测平台，验证得相关系数分别达到 0.99074（甘油）

和 0.99261（丁醇）。结果表明建立的近红外快速检测模型在检测的准确性和快速性上均有优异的性

能，为发酵行业快速检测提供了新的检测手段。 
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Rapid Detection of Glycerol and Butanol in Fermentation Broth Using 

Near-Infrared Spectroscopy 
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Abstract：In this paper, to improve the control and optimization of the bio-fermentation process, rapid and 

non-destructive detection of glycerol and butanol was studied. To this end, 80 samples of glycerol and 

butanol were scanned and analyzed by means of near-infrared spectroscopy. Furthermore, in order to 

improve the predictive ability of the model, five quantitative calibration methods, namely, the partial least 

squares method, interval partial least squares method, forward interval partial least squares method, 

backward interval partial least squares method, and minimum forward interval method were used to establish 

the near-infrared detection model for glycerol and butanol content. The models were then analyzed and 

compared. The results showed that the model established by means of the backward interval partial least 

squares method was effective, and the correlation coefficients of the single component solution of glycerol 

and butanol were 0.99932 (glycerol) and 0.98843 (butanol), respectively. To measure the content of glycerol 

and butanol in the glycerol fermentation broth, a monitoring platform for glycerol and butanol concentrations 

was established. The correlation coefficients were found to be 0.99074 (glycerol) and 0.99261 (butanol), 

respectively. The results show that the NIR rapid detection model demonstrates excellent performance with 

regards to accuracy and rapidity and provides a new detection method for the rapid detection of glycerol and 

butanol in the fermentation industry. 

Key words：near-infrared spectroscopy，backward interval partial least squares，glycerol fermentation，

butanol  
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0  引言 

生物发酵行业是我国的支柱行业之一，但由于生

产技术比较落后，发酵产物中附加产物较多，而且新

一代的发酵制品如生物酶、干扰素等前沿产物主要被

欧美国家控制，我国发酵工业的技术水平与国外仍有

较大差距。由于发酵过程比较复杂，传统的生物传感

器在自动控制系统中不能满足生产需求，生产过程最

直接的控制参数生物（生化）参数（包括底物、重要

中间代谢物和目标产物等）快速检测或在线检测技术

的缺乏，是整个行业面临的瓶颈技术。可见，快速监

测发酵液底物与产物的变化对于实现工业发酵从“粗

放化、间歇式”向“精密化、连续化”的生产方式的

转型具有重要的现实意义[1]。而丁醇作为一种有机化

工原料，其热值与辛烷值和乙醇十分相似，且具有能

量含量高、挥发性低、减少温室气体排放等优点被认

为是比乙醇更为理想的燃料，丁醇还可以用于塑料制

品的制造及食用香味的提取等。但工业生产丁醇主要

以石油为原料，而随着能源的枯竭，发酵法的发展前

景越来越受重视，大有取代化学法的趋势。因此，十

分有必要研究并提供一种快速检测发酵液中甘油与

丁醇含量的方法[2]。 

近红外光谱技术在检测含氢、碳、氮等有机物的

成分上其优势非常明显，因其速度快、无损性、易操

作等检测的优点，被广泛应用[3]。国内外很多专家学

者应用近红外技术在发酵检测领域进行学术研究。

Cavinato 等采用短波近红外光谱技术对发酵过程中乙

醇的含量进行了测定[4]。Macalony 等人在工业上高密

度大肠杆菌发酵过程中采用了近红外光谱测定了甘

油、铵盐和乙酸的浓度[5]。Arnold 等人采用近红外光

谱技术测定 CHO 细胞分批发酵过程中氨酰胺、氨基

酸、葡萄糖与乳酸的含量[6]。但甘油和丁醇这些中工业

发酵过程起关键作用而光谱相似的状态变量却是鲜有

报道。而且基于 MEMS 的近红外光谱仪体积小、分辨

率高、价格低，解决了目前由于光谱仪体积大，价格

高等原因造成其在发酵工业中不能普及的问题[7]。因

此，本文开展了基于 MEMS 近红外分析技术在甘油

转丁醇的发酵过程对参数进行快速检测的应用与研

究，为甘油发酵过程中检测甘油与丁醇含量提供了一

种快速、低价格的检测手段。 

1  检测模型的比较 

1.1  试剂与仪器 

DLP NIRscan Nano EVM 近红外光谱仪，电子天

平（精度为 0.0001 g）、恒温箱、去离子蒸馏水、量

筒、培养皿、滴管、甘油、丁醇等。 

1.2  仪器参数设定与光谱采集 

配置不同浓度的甘油与丁醇溶液，采用去离子蒸

馏水精确配置容量为 4 mL，浓度为 1～80 g/L 的甘油

与丁醇的样本溶液 80 份，浓度间隔为 1%。采用美国

TI 公司生产的 NIRscan Nano 近红外光谱仪，扫描 32

次，分辨率为 7 cm－1，波数间隔为 2 cm－1。以空气为

参比，室内温度保持在 25℃左右，湿度基本保持不变，

每个样本平行采集 3 次，取其平均光谱作为该样本的

原始光谱。 

1.3  样本集的划分 

若选择的校正样本比较具有代表性，则在建模的

时候可以减少很多的工作量，而且可以提高模型的精

确度[8-9]。浓度梯度法可以有效地涵盖组分含量，避免

了样本集划分的不均匀，而且保证了后续处理和建模

方法的适用范围。根据浓度梯度法本文将正常的 74

个甘油与丁醇样本按照浓度梯度法 2:1 的比例进行排

序。表 1 为划分校正集与预测集的有机质含量统计表，

校正集中甘油含量的范围为：1～80 g/L，预测集中甘

油含量为：4～79 g/L；丁醇校正集含量范围为：1～

80 g/L，预测集含量为：3～79 g/L。 

1.4  光谱预处理 

在实验过程中仪器的噪音总会避免不了，因此在

模型建立之前要先对光谱进行预处理[10]。本文采用

S-G、多元散射校正、导数校正和标准正态校正对甘

油和丁醇样本的光谱进行预处理，结果如表 2 所示。 

从表 2 中我们可以看出，不同的预处理方法，对

建立的模型精度有不同的影响。模型评价指标有很

多，本文选用了相关系数（Rc）和交互验证均方根误

差（Root Mean Square Error For Validation，RMSECV）

作为评价模型的可信度。一般来说，相关系数越大，

交互验证均方根误差越小，说明近红外模型的测定值

与实际值越吻合，模型的准确度越高，也即所建立的

模型效果越好。明显可以看出采用标准正态变量

（Standard Normal Variables，SNV）的方法在 Rc 和

（Root Mean Square Error For Prediction，RMSECP）两

个指标上性能优异，是最优的预处理方法。 

1.5  模型的建立与最优模型的建立 

本实验分别在甘油和丁醇的原始光谱图采用 SNV

预处理之后，建立了偏最小二乘法（Partial Least 

Squares，PLS）、间隔偏最小二乘（Interval Partial Least 

Squares，IPLS）、向前间隔偏最小二乘法（Forward 

Interval Partial Least Squares，FIPLS）、向后间隔偏最小

二乘法（backward Interval Partial Least Squares，BIPLS）、

移动窗口偏最小二乘法（Moving Window Partial Least  
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表 1  校正集与预测集生物量的测量结果    Table 1  Modeling and forecasting sets biomass measurement results 

Process parameter Sample size Sample size Concentration range(g/L) Average value(g/L) Standarddeviation 

Glycerol 
Calibration set 50 1-80 40.7143 18.9819 

Prediction set 24 4-78 41.5806 18.7139 

Butanol 
Calibration set 50 1-80 40.6032 18.89449 

Prediction set 24 3-78 41.3871 18.6818 

表 2  不同预处理结果甘油和丁醇的预测模型结果 

Table 2  Prediction results of different pretreatment results for Glycerol and Butanol 

 

Method 

Glycerol Butanol 

Calibration set Validation set Calibration set Validation set 

Rc RMSECV Rv RMSECP Rc RMSECV Rv RMSECP 

Original 0.88355 2.79 0.86703 2.37 0.89974 3.07 0.88767 3.11 

S-G 0.90137 2.28 0.80077 2.08 0.90251 2.87 0.89912 2.79 

MSC 0.90546 2.27 0.80024 2.07 0.90792 2.27 0.90471 2.56 

1st 0.91738 1.65 0.83166 1.87 0.91377 1.91 0.91896 2.14 

2st 0.92859 1.54 0.85919 1.69 0.93055 1.80 0.92034 1.91 

SNV 0.96979 1.24 0.89245 1.31 0.95443 1.29 0.95331 1.48 

 

Squares，MWPLS）5 种校正集样本模型[11-13]。建模结

果采用 RMSECV 作为模型的最终评价指标，表 3 为

PLS 模型预测结果。 

表 3  PLS 模型的预测结果 

Table 3  Predictive results of the PLS model 

Method Glycerol（RMSECV） Butanol（RMSECV） 

PLS 1.50 1.56 

IPLS 1.31 1.52 

FIPLS 1.25 1.47 

BIPLS 1.21 1.23 

MWPLS 1.25 1.51 

从甘油与丁醇的预测结果来看，5 种 PLS 回归模

型中，iPLS、FiPLS、BiPLS、MWPLS 都是对偏最小

二乘法的改进，模型的稳定性与准确度有一定的提

高。通过数据比较，可以得出 BiPLS 模型可以减少无

效波段对模型的影响，同时减少了计算机的计算量，

建立的模型效果最好。但真实的发酵过程，发酵液的

组成成分与标准溶液有很大的区别，且丁醇的含量是

逐渐上升的，模型的效果还需经过真实发酵液检测进

行验证。 

2  模型的验证 

2.1  发酵液的制备与测定 

仪器：生物传感仪、DLP NIRscan 近红外光谱仪

（美国德州仪器）、电子天平（精度 0.0001 g）、5 L

发酵罐、TQ Analyst 计量学分析系统。 

试剂：甘油、酵母粉、二硫苏糖醇、L-半胱氨酸

盐酸盐、九水硫化钠、氯化钠、六水氯化镁、氯化铵

等。菌体培养基参数如表 4 所示。 

在实验过程中，要保持发酵罐中的 pH 值为 7.0～

7.2；溶氧控制维持：0～10%；温度控制：初始温度

为 34℃。 

表 4  培养基参数列表        Table 4  Media parameter list 

Formula Description Contents/(g/L) Total/g 

Trimethylol methylaminoethyl  
PH buffer 

4.85 24.25 

KH2PO4 0.75 3.75 
K2HPO4 0.75 3.75 

Yeast powder  3 15 

L-cysteine hydrochloride  
Reducing agent 

0.0242 0.121 
Na2S.9H2O 0.048 0.24 

Dithiothreotol（DTT） 0.0771 0.3855 

NaCl  
 
 

Salt 

1 5 
MgCl2.6H2O 0.5 2.5 

KH2PO4 0.2 1 
NH4Cl 0.3 1.5 

KCl 0.3 1.5 
CaCl2.2H2O 0.015 0.075 
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含量测定：实时取出的发酵液中甘油和丁醇的含

量采用生物传感仪进行测量，测量的数据用来建立甘

油发酵液模型。然后再从发酵罐中取出 10 组未知浓

度样品检测模型的准确性如表 5 所示（F1 已知样本，

F2 未知样本）。 

表 5  发酵液中甘油与丁醇含量 

Table 5  The content of glycerol and butanol in fermentation broth 

g/L 

Fermentation time/h 
F1 F2 

Glycerol Butanol Glycerol Butanol 

4 98.27 0.64   

5   97.89 0.74 

8 97.01 1.19   

12 95.89 1.32   

15   94.05 1.87 

16 93.62 2.07   

20 90.38 3.19   

24 86.79 4.11   

25   85.01 4.86 

28 81.88 6.07   

32 74.33 9.17   

35   65.99 13.34 

36 66.91 14.26   

40 57.11 18.11   

44 49.47 22.33   

45   45.23 24.47 

48 37.29 29.35   

52 33.44 30.70   

55   27.89 32.92 

56 29.85 31.67   

60 26.25 32.30   

64 22.89 32.97   

65   20.55 33.72 

68 17.11 34.58   

72 14.09 35.27   

75   12.11 35.33 

76 12.89 35.49   

80 10.71 35.86   

84 8.65 36.26   

85   7.71 36.35 

88 6.69 36.50   

92 5.03 36.70   

95   3.44 36.86 

96 3.77 36.95   

100 2.85 37.05   

2.2  近红外光谱采集 

采用近红外漫反射法对上述发酵液进行采集，以

空气为参比。仪器参数设置为：分辨率为 10 nm，扫

描次数 30 次。采集的光谱图如图 1 所示。 

 
图 1  甘油发酵液的近红外光谱图 

Fig.1  Near-infrared spectra of glycerol fermentation broth 

2.3  样本集的划分 

按照浓度梯度法对样本集按照校正集︰预测集

＝2︰1 的比例进行划分。样本划分如表 6 所示。 

2.4  模型的建立 

本节直接将样本光谱经过 SNV 预处理之后，再

结合 BiPLS 建立模型，其结果如图 2 和图 3 所示。 

由图 2 和图 3 可以看出，甘油发酵液的甘油校正

模型相关系数为 0.99074，交互验证均方根误差为

1.11，而甘油发酵液的丁醇模型相关系数为 0.99261，

交互验证均方根误差为 1.09，相关系数均接近 1，

RMSEC 数值均较小，表明模型的预测能力较好，精

确度较高。 

2.5  传统的生物测量法与近红外检测法的比较 

使用生物传感仪对未知样本进行浓度测定，然后

采用近红外光谱仪对未知样本进行光谱采集，使用建

立的甘油发酵模型预测甘油与丁醇的浓度如表 7，结

果比较如图 4 所示。 

生物发酵中，基本上采用生物传感仪测量发酵液

的组分含量，目前市场上高精度的生物传感仪的测量

误差基本也保持在 1%～2%以内。从表 7 可以看出，

当以生物传感仪测量值为标准值时，采用近红外光谱

技术测量值甘油的平均测量误差为 3.29%，丁醇的平

均测量误差为 4.58%。发酵过程需要控制测定范围，  

表 6  样本集的划分      Table 6  Division of sample sets 

Process parameter Sample size Sample size Concentration range/(g/L) Average value/(g/L) Standard deviation 

Glycerol 
Calibration set 17 2.85-98.27 44.9128 35.49578 

Prediction set 8 5.03-97.01 46.6925 36.65657 

Butanol 
Calibration set 17 0.64-37.05 22.5640 14.59323 

Prediction set 8 1.32-36.25 21.8371 14.98168 
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测量误差为 5%，显然精度是满足要求的。从图 4 可

以看出模型对未知样本的预测与传统方法测定的真

实值时极为接近的，模型的预测能力较好。近红外光

谱方法相比传统的生物方法有着明显的优势，尤其在

测量速度上，通常可以在几秒内就可以完成，可应用

于过程分析，而且不需对发酵液进行预处理，降低了

人为因素误差。因此，近红外光谱分析技术测定甘油

发酵过程中甘油与丁醇的含量是一种切实可行的快

速检测方法。 

 

 

(a) 吸光度随波长变化情况 

(a) Absorbance varies with wavelength 

 

(b) 校正模型预测图 

(b) Calibration Model Prediction Diagram 

图 2  甘油发酵液中甘油校正模型预测图 

Fig.2  Glycerin Correction Model Prediction Chart in Glycerin Fermentation Broth 

 
(a) 吸光度随波长变化情况 

(a) Absorbance varies with wavelength 

(b) 校正模型预测图 

(b) Calibration Model Prediction Diagram 

图 3  甘油发酵液中丁醇校正模型预测图 

Fig.3  Butanol Correction Model Prediction Chart in Glycerin Fermentation Broth 

表 7  传统生物检测与近红外检测结果     

Table 7  Traditional Biological Detection and Near-infrared Detection Results 

Fermentation time/h 

Glycerol/(g/L) Butanol/(g/L) 

Biometric 

method 

Near-infrared 

detection 

Biometric 

method 

Near-infrared 

detection 

5 97.89 97.21 0.74 0.87 

15 94.05 94.77 1.87 2.02 

25 85.01 83.04 4.86 5.16 

35 65.99 67.01 13.34 14.08 

45 45.23 43.88 24.77 24.15 

55 27.89 27.11 32.92 33.53 

65 20.55 20.32 33.72 34.17 

75 12.11 13.09 35.33 35.69 

85 7.71 8.15 36.35 36.66 

95 3.44 4.27 36.86 37.22 
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图 4  传统生物测量方法与近红外检测结果示意图 

Fig.4  Comparison of traditional detection methods and 

near-infrared detection methods 

3  总结 

本文研究了近红外光谱技术在发酵制备丁醇过

程中底物甘油和丁醇含量的快速检测方法。首先根据

甘油与丁醇的近红外微观特性，确定了甘油和丁醇的

吸收峰分别为（1149～1265 nm 和 1666～1801 nm），

然后采用 PLS、iPLS、FiPLS、BiPLS、MWPLS 对甘

油与丁醇的单体系溶液，建立了校正模型。通过对比

分析，BiPLS 可以减少无效波段对模型的影响，同时

减少了计算机的运算量，建立的模型效果最好，为真

实甘油发酵的模型建立提供了数据基础。针对甘油发

酵液的特性，采用了 BiPLS 建立了甘油发酵液的校正

模型，并采用传统生物检测方法和甘油发酵模型对未

知样本进行预测。实验表明，在甘油转丁醇的发酵过

程，NIRS 可以作为一种快速、低价格的检测手段，

为发酵行业实现自动化控制提供了理论基础与数据

支持。 
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