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近红外光谱分析技术在发酵工程中的应用

李浩源，马晓博，李 连*，臧恒昌*
(山东大学药学院，济南 250012)

摘要：生物发酵智能化程度低与生物发酵体系愈发复杂之间的矛盾成为制约我国发酵工程新质生产力

的瓶颈。随着过程分析技术的发展，基于关键质量属性实时监测和关键操作参数在线控制的交互式操

作模式成为实现生物发酵过程智能化的核心。为此，本文综述了近红外光谱分析技术这一常用的

过程分析手段的基本原理及其在生物发酵过程中的应用进展，期望对其未来新质生产力的发展方

向有所引导。
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Abstract: The contradiction between low intelligent degree of biological fermentation and increasing
bioprocess complexity is the limitation that restricts the development of new quality productivity forces in
China. With the application and development of process analysis technology, the interactive communications
mode based on real time monitoring of critical quality attributes and the on-line control of critical process
parameters has become the core of realizing the intelligent biological fermentation process. In this paper, the
basic principle of near infrared spectroscopy which is a common process analysis method and its application in
the biological fermentation were reviewed, hoping to guide its future development.
Key Words：NIRS; fermentation; PAT

创新驱动始终是生物发酵新质生产力发展的动

力所在。随着科学技术的进步，尤其是针对生产

过程中关键质量属性的传感器的研究与应用，生

物发酵产业正在经历由传统的参数操作生产模式

向以质量属性为核心的柔性化、智能化生产模式

的转变。生物发酵产业因其本身生产过程的复杂

化、涉及知识领域的多样化等特点，对生产过程

数据尤其是关键质量属性的在线数据需求更为强

烈。通过在线分析数据可以更高效地从基础科学

的层面理解生物发酵过程中的变化，从而推动生

物发酵工程的继续进步。因此，通过过程分析技

术(process analytical technology，PAT)即时获取生

产过程中关键质量属性和关键工艺参数来设计、

分析和控制生物发酵过程[1]，有效地确保终产品的

质量成为实现生物发酵过程智能化的核心。

在现代过程分析中，PAT的发展经历了离线分

析、现场分析、在线分析、原位分析和不接触样

品分析等阶段[2]。在PAT的各个阶段，分子光谱技

术如近红外光谱(near-infrared spectroscopy，
NIRS)、中红外光谱(infrared spectroscopy，IR)和
拉曼光谱(Raman spectroscopy)等应用最为广

泛[3,4]。其中，NIRS利用物质含氢基团的分子振动

和转动引起的光谱吸收特性来分析样品的成分和

特性，在发酵行业的实时监测和控制方面具有潜

在优势。本文将对NIRS在发酵过程中的菌种选

育、过程分析、在线控制等方面进行综述，并展

望其发展趋势和应用前景。

1 NIRS基本原理与分析方法

近红外光是波长在780~2526 nm范围内的电磁

波[5]。近红外光谱是由于化合物共价化学键非谐能

级振动产生的，主要反映的是物质C-H、N-H、O-
H等含氢基团振动的倍频和合频吸收，因此其峰强

度远低于红外产生的吸收强度。基于以上特点，

NIRS非常适于含氢有机物质的无损、快速和原位

分析。其应用领域也在各个方向得到了快速发

展，由最早应用的农业领域扩展到食品加工、药

品制造、医学诊断、石油化工、生物工程和发酵

工艺等领域。

然而，由于NIRS反映的是物质含氢基团的吸

收，其原始光谱的可解释性不强，需要利用化学

计量学方法将隐藏在重叠吸收峰下的有效信息挖

掘出来，并利用相关建模方法建立回归模型，从

而实现目标属性的预测。目前模型的建立方法包

括偏最小二乘回归(partial least squared regression，
PLSR)方法 [ 6 ]、人工神经网络(artificial neural
networks，ANN)方法[7]、卷积神经网络(convolutional
neural network，CNN)方法[8]等，且随着人工智能

的发展，非线性的方法得到越来越多的使用。无

论采取何种建模方法，均需要将获得的近红外光

谱分为校正和预测两个部分[9]。校正指建立近红外

光谱与被测性质数据之间的定性或定量关系。预测

是指根据已建立的模型和待测样品的近红外光谱数

据计算其被测性质。构建完整的NIRS分析方法具体

包括样品信息的收集、有效信息的提取、分析模

型的建立、分析模型的评价、分析模型的应用以

及分析模型的更新与维护[10]。

2 NIRS在生物发酵领域的应用

传统发酵工艺过程的开发通常基于经验和试错

的方法，其关键操作参数(溶氧、转速、pH等)的确

定主要通过取得的离线样品分析(产物浓度、微生
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物生长状况、原料消耗等)来确定，后续的生产过

程采用固化的关键操作参数完成发酵。整个过程

存在产品关键质量属性不可视的瓶颈。NIRS可以

直接在线即时分析，实时监测发酵过程中的多个

关键参数，如底物消耗率、代谢产物浓度、微生

物生长情况等，从而利用智能控制算法及时地调

整发酵条件，实现对发酵过程的精确控制和

优化。

2.1 菌种选育与筛选研究

菌种选育与筛选是生物发酵的重要环节之一，

寻找具有高产量、高效率、高稳定性的菌株对于

提高产品质量和产量具有重要意义。传统的菌种

选育与筛选方法通常需要耗费大量时间和资源，

且效率较低。NIRS可以通过分析菌种代谢产物，

提供其含量和组成信息；通过对不同菌种的代谢

产物进行光谱分析，可以快速筛选出产量高、代

谢途径优化的菌株。Cozzolino等[11]利用NIRS结合

化学计量学对产葡萄酒酵母菌尤其是代谢途径中

具有缺失突变的酵母菌株进行了分离鉴定，基于

菌株谱图之间差异，对其进行代谢组学分类，区

分结果与传统代谢组学中MS或ESI-MS研究结果一

致。Sun等[12]利用NIRS成功地实现了基于大气压常

温等离子诱变的高产结冷胶菌株的在线筛选。

此外，NIRS结合化学计量学分析方法可以实

现对不同菌株的快速鉴定和分类。林云等[13]提出

一种霉菌酵母测试片结合NIRS技术快速鉴别霉变

烟叶中最优势霉菌种类的方法。应用NIRS技术对

培养后的含菌测试片进行光谱采集，获得具有不

同种类最优势霉菌特征信息的近红外光谱数据，

运用随机森林算法构建不同最优势霉菌种类的鉴

别模型。测试集预测正确率达99.30%，能够用于

识别常见的烟草最优势霉菌种类。Truong等[14]利用

NIRS建立了一种评价大肠杆菌对于不同浓度四环

素产生抗性的方法，该方法相较于常规菌种评价

方法具有省时、省力的优点。Alharbi等 [15 ]利用

NIRS建立了一种用于准确区分肺炎克雷伯菌和大

肠杆菌的方法，并对其耐药性进行评价，对于准

确鉴定细菌种类与相关的抗菌素耐药性具有重要

意义。Zavala-Ortiz等[16]通过利用NIRS方法成功对

3L的生物反应器中的长春花悬浮培养细胞中的薄

壁组织、厚壁组织和厚壁组织细胞的分布进行原

位表征，为细胞分化的原位表征奠定了基础。

2.2 发酵过程的多参数在线质量监测

NIRS可以用于实时监测发酵过程中单个或多

个关键质量属性，如生物质浓度、产物浓度、底

物消耗等。通过这些数据，可以实现对发酵过程

中关键操作参数的调控，从而保证产物的纯度、

含量和结构等关键质量属性，确保终产品符合规

定的质量标准。

在单个关键质量属性的在线监测方面，针对固

态发酵过程，Zhao等[17]建立了一个准确定量测定

固态乙醇发酵过程中还原糖水平的预测模型，并

通过对发酵液中还原糖在早期、中后期含量的动

态分析，结合发酵数据集呈现的不均匀性，为发

酵过程的补糖提供了依据。Zhao等[7]对比了线性和

非线性的建模方法在红茶菌发酵过程中总糖含量

的在线监测结果，表明利用PLS和BPANN融合建

模的方法可以有效地实现发酵过程中总糖含量变

化的实时监测。针对液态发酵过程，Yang等[18]利

用微型光谱仪建立了一种快速预测乳酸菌发酵过

程中胞外多糖含量的方法。Kambayash等[19]构建了

一种超声辅助的近红外光谱分析单元，可以实现

中国仓鼠卵巢CHO细胞发酵过程中葡萄糖含量的

快速预测，为实现细胞培养过程的在线分析提供

了一种简单、方便的工具。Kozma等[20]进一步利用

NIRS研究了CHO细胞在1 L、20 L、100 L、1 000 L以
及5000 L发酵体系下培养基葡萄糖含量的变化规

律，以期为发酵过程尤其是流加式操作过程确定

葡萄糖的浓度提供快速监测手段。

NIRS更大的优势是可以实现不同类型的多关

键质量属性的同时在线监测，包括底物浓度、产

物浓度以及营养成分等不同类型物质的在线分

析。吴平[21]利用台式近红外光谱仪采集过程样品

的光谱构建出近红外光谱信息与豆粕高温固态发

酵过程中多肽、粗蛋白和胰蛋白酶抑制剂含量变

化的Si-PLS模型，为实现发酵过程的实时在线分析

与精准控制提供了理论支持。张英昊[22]针对出芽

短梗霉发酵产聚苹果酸过程，同样利用台式近红

外光谱仪采集过程样品的光谱建立了能够快速、

无损地对发酵液中的主产物、粗多糖副产物进行

定量测量的NIR分析方法，为实现多参数实时监测

奠定了基础。
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作为实现在线监测的有力测量工具，光纤探头

经常用于发酵过程的在线分析。Sedjoah等[23]利用

低成本的近红外光谱仪结合透射光纤建立了桑葚

醋发酵过程中总酸和总多酚含量的快速监测方

法，可以实现桑葚醋发酵过程的关键质量属性监

测。Jin等[24]利用透反射光纤模式对黑曲霉发酵生

产柠檬酸过程中的总糖、柠檬酸和细胞干重三个

关键参数进行了实时的监测。Kasemsumran等[25]利

用透射光纤的方式对酿酒酵母在菠萝果酒发酵中

的乙醇、总可溶性固形物、总酸度和总挥发性酸

含量进行了测定。杨雁[26]利用漫反射光纤的模式

结合近红外光谱仪实现了普鲁兰糖发酵过程中蔗

糖消耗、普鲁兰糖含量与重均相对分子质量的在

线预测，对于实现精准重均相对分子质量发酵工

艺的开发奠定了基础。Banerjee等[27]通过构建CNN
模型实现了大肠杆菌发酵过程中20种氨基酸、葡

萄糖、乳糖以及醋酸的在线监测。Zavala-Ortiz
等[28]利用可高压灭菌的透反射探头采集CHO细胞

发酵过程中的近红外光谱，进而通过建立支持向

量局部加权回归的模型实现了单克隆抗体糖基化

类型的实时监测。以光纤为感知手段可以原位在

线获取发酵过程的多个关键质量属性，但是由于

需要灭菌等操作，对于光纤探头的制造提出了严

格的要求。

另外一种实现在线分析的方式为非接触式分

析，可以有效地避免灭菌等要求较为苛刻的条

件。Yang等[29]利用非接触式的近红外光谱仪透过

玻璃发酵罐直接获得在线近红外光谱，实现了发

酵过程左旋乳酸、葡萄糖酸钠、槐糖脂等多个参

数的在线监测，对于实现复杂发酵体系的调控具

有重要意义。Zimmerleiter等[30]利用微型近红外光

谱仪构建了一种不需要探头的无接触在线监测体

系，实现了青霉菌分批补料发酵过程中生物量、

盘尼西林以及苯氧乙酸含量的在线监测。通过利

用NIRS可以获取大量的生物发酵过程中的直接质

量参数，这些大量的数据成为建立生物发酵智能

化调控系统的数据基石。

2.3 基于过程分析技术的发酵过程优化及控制

发酵过程的多参数在线监测是实现发酵过程在

线优化与控制的前提。通过利用NIRS提供的丰富

信息，精准地调控关键操作参数(pH值、温度、气

体供给等)，构建监测微生物实时生长状态和代谢

活性的数据库，可以实现微生物的生长速率和产

物生成效率的最优化，完成智能化调控。首先，

通过利用NIR模型预测关键质量属性浓度，可以及

时调整发酵工艺。魏洪波等[31]通过NIRS构建了L-
缬氨酸发酵过程中的L-缬氨酸、葡萄糖、乳酸等主

要代谢原料及代谢产物浓度预测模型，快速得到

并分析出L-缬氨酸发酵过程中通过EMP途径、

HMP途径和TCA等重要节点或产物的代谢流量，

解析发酵过程的基本原理和影响因素，从而及时

调整发酵条件，实现发酵过程关键质量属性的预

测和调控。

其次，可以通过获得的在线数据集进行多元分

析，及时监测与控制发酵过程。Cimander等[32]构建

了集近红外光谱仪、电子鼻、质谱仪和标准生物

传感器于一体的针对大数据流的多变量统计过程

控制(multivariate statistical process control，MSPC)
系统。所得模型在大肠杆菌补料分批生产色氨酸

的过程中得到了验证，也为众多的在线分析和控

制工作提供了一个通用的模型框架，可以有效地

降低批次与批次之间的差异，提升产品的质量。

周新奇等 [ 3 3 ]成功开发了近红外光谱在线监测系

统，可以实时监测窖酒醅配粮前的水分、淀粉及

酸度的参数并将检测结果转化为4~20 mA的电控信

号输入中控系统，实现酒醅智能化精准配粮。

Gorla等[34]利用小型化的近红外设备采集开菲尔发

酵过程中的近红外光谱，通过移动块标准偏差

(moving block standard deviation，MB-STD)、移动

窗口主成分分析 (moving window pr inc ipa l
component analysis，MWPCA)等方法来研究发酵

过程趋势和轨迹，并确定发酵的状态和终点。

NIRS获得的动态参数结合自动控制系统构建的基

于质量数据的生物发酵智能化调控系统将有效地

提升我们对生物工艺的理解，并最终实现“黑

灯”生产模式。

3 总结

近年来，NIRS在生物发酵过程中的应用研究

取得了一定的进展，为推动新质生产力的发展提

供了新的途径和方法。随着我国相关鼓励政策的

出台，尤其是对连续化制造先进技术的产业化应
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用的推动，能够有效地将生物发酵过程中原料的

质量数据、生产过程底物、产物等关键质量数据

和关键过程操作参数融合起来，建立基于过程的

质量数据系统，从而实现生物发酵过程产品的精

准、高效和可控生产，最终为实现工业生物发酵

的新质生产力注入智能化和可持续发展的动能。
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