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基于近红外光谱技术的乙醇固态发酵过程
参数定量检测

张　航,刘国海,江　辉∗,梅从立,黄永红
江苏大学电气信息工程学院,江苏 镇江２１２０１３

摘要　为了提高乙醇固态发酵过程在线监测的精度,开展了基于傅里叶近红外光谱(FTＧNIRS)分析技术的乙醇固

态发酵过程参数快速定量检测研究.采用联合区间偏最小二乘法(siPLS)对标准正态变量变换(SNV)预处理后的

光谱进行特征波长区间优选;引入遗传算法(GA)、竞争自适应重加权采样(CARS)法和迭代保留信息变量(IRIV)

法从优选后波长区间中进一步筛选特征波长变量;最后,建立不同变量筛选方法所得特征波长的乙醇固态发酵过

程参数(乙醇和还原糖含量)的偏最小二乘(PLS)预测模型.实验结果显示,与GA和CARS方法相比,IRIV方法

所得的波长变量数最少;其中,与乙醇和还原糖相关的特征变量个数分别为４３和４０;在验证集中,PLS预测模型乙

醇含量的验证集均方根误差(RMSEP)和预测相关系数Rp 分别为０．２５１１和０．９９３４,还原糖含量的RMSEP和Rp

分别为０．１７３０和０．９９２６,其预测精度亦高于其他方法所得结果.实验结果表明,利用近红外光谱分析技术实现乙

醇固态发酵过程关键参数的在线检测是可行的;并且IRIV方法是一种有效近红外光谱特征波长优选方法,可提高

预测模型精度.
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QuantitativeDetectionofEthanolSolidＧStateFermentationProcess
ParametersBasedonNearInfraredSpectroscopy

ZhangHang LiuGuohai JiangHui MeiCongli HuangYonghong
SchoolofElectricalandInformationEngineering JiangsuUniversity Zhenjiang Jiangsu２１２０１３ China

Abstract　InordertoimprovetheaccuracyofonＧlinemonitoringofethanolsolidＧstatefermentationprocess We
carriedoutthefastquantitativedetectionofethanolsolidstatefermentationprocessparametersbasedonFourier
transformnearinfraredspectroscopy FTＧNIRS 敭Thesynergicintervalpartialleastsquares siPLS methodwas
takentoselecttheoptimalwavelengthintervalsfrom thestandardnormalvariatetransformation SNV 
preprocessingspectra敭Characteristicwavelengthvariableswereextractedfromtheoptimalwavelengthintervalsby
geneticalgorithm GA  competitiveadaptivereweightedsampling CARS anditerativelyretaininginformative
variables IRIV 敭Thepartialleastsquares PLS forecastmodelofsolidstatefermentationprocessparameters
 thelevelofethanolandglucose wasestablished敭Thecharacteristicwavelengthvariablesoftheseparameterswere
selectedbydifferentmethods敭TheresultsshowthatcomparedwithGAandCARSmethods IRIV methodcan
selectthefewestwavelengthvariablesandthenumberofcharacteristicvariablesassociatedwithethanolandglucose
is４３and４０ respectively敭InIRIVＧsiPLSmodel rootmeansquareerrorofprediction RMSEP is０敭２５１１and
correlationcoefficientofpredictionRpis０敭９９３４forethanol RMSEPis０敭１７３０andRpis０敭９９２６forglucosein
predictionset andthepredictionaccuracyoftheresultsisalsohigherthanthoseofothermethods敭Basedonthe
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result onＧlinedetectionofkeyprocessparametersintheprocessofsolidＧstatefermentationisfeasiblewiththenear
infraredspectraltechnology敭IRIVisaneffectivemethodtoselectcharacteristicwavelengthfromthenearinfraredspectra
andimproveprecisionofthepredictionmodel敭
Keywords　spectroscopy nearinfraredspectroscopy solidＧstatefermentation iterativelyretaininginformative
variablesmethod synergicintervalpartialleastsquaresmethod ethanol
OCIScodes　３００敭６３００ ０１０敭１０３０ ０７０敭４７９０ ０４０敭６０７０

１　引　　言
乙醇作为可替代化石燃料的可再生清洁能源,在全球能源匮乏,污染日趋严重,化石燃料价格持续上涨

的背景下,得到了世界各国的高度重视.我国已成为世界上继巴西、美国之后第三大乙醇生产和应用国.国

内乙醇行业多沿用传统的高温蒸煮和液态发酵工艺,这种方法制备效率低、能耗高,而且液态发酵废水处理

是一大难题,污染比较严重[１Ｇ３].乙醇生料固态发酵具有节约能源,保护环境等优点,已经越来越多的应用到

乙醇生产中[４Ｇ９].固态发酵是指在没有或几乎没有游离水的湿固体材料上培养微生物的工艺[１０].固态发酵

具有废水及发酵残渣少、能量消耗低、简化操作工序和节约能耗等优点.在我国粮食生产中,玉米产量仅次

于水稻居第二位,用玉米发酵产乙醇具有广阔的前景.
近红外光谱技术是一种快速无损的分析技术.近红外光谱的信息来源是由C—H,O—H,N—H等含氢基

团对近红外光和频和倍频的吸收,含氢基团受分子内外环境影响较小,近红外光谱对于样本的光谱特性比中红

外光谱更稳定[１１].而玉米粉固态发酵培养基质中包含了大量含氢基团,不同基团产生的光谱吸收峰和强度有

所不同.因此,将近红外光谱技术应用于乙醇固态发酵的过程状态监测中是可行的.乙醇和还原糖是生产乙

醇时发酵液中的重要成分,准确测定这些成分对监测发酵过程和了解发酵质量有着重要意义[１２].近红外光谱

技术结合化学计量学方法能快速提取物质内部信息,并成功应用于乙醇和还原糖含量的快速定量检测[１３Ｇ１６].
在基于近红外光谱的定量检测模型构建过程中,特征波长变量筛选已经成为影响光谱分析模型最终检

测精度的关键[１７].迭代保留信息变量(IRIV)是２０１４年提出的一种新方法[１８],具有提取波长变量少和精度

高等优点.因此,本文尝试应用IRIV法对乙醇固态发酵物样本的近红外光谱进行特征变量选择.由于实

验中的每条光谱包含１５５７个数据点,直接采用IRIV方法会耗时较长,所以在运用IRIV法前先用联合区间

偏最小二乘(siPLS)法从原光谱中选出最优特征波长区间,最终建立乙醇和还原糖含量的偏最小二乘(PLS)
预测模型;并将其结果与遗传算法(GA)[１９]、竞争自适应重加权采样(CARS)法[２０]筛选得到的波长变量建立

的乙醇和还原糖含量PLS模型结果进行比较.

２　算　　法
２．１　联合区间偏最小二乘法

siPLS法是区间偏最小二乘(iPLS)法的一种延伸算法[２１Ｇ２３],先把数据集分成N 个区间,再用PLS回归

模型从中选取２,３或４个子区间,用校正集均方根误差(RMSECV)来评估这些子区间的优劣,选取

RMSECV值最小的一组子区间作为最优光谱区间.

２．２　迭代保留信息变量算法

IRIV算法把变量分为强信息变量、弱信息变量、无信息变量和干扰信息变量,强信息变量对模型有益而

且明显重要,弱信息变量对模型有有益效果但不明显,无信息变量对模型有坏的效果但不明显,干扰信息变

量对模型有坏的效果而且明显.IRIV方法能够移除无信息变量和干扰信息变量,保留强信息变量和弱信息

变量.对于包含N 个样本P 个变量的数据矩阵X,由以下六步筛选特征变量:

１)基于P 个变量生成随机组合的二进制矩阵;

２)基于RMSECV评估包含变量i和不包含变量i的重要性,i＝１,２,,P;

３)通过一个种群模型计算每个变量包含与不包含时的差异,通过这些差异区分不同变量;

４)移除无信息变量和干扰信息变量,生成新的子集;

５)返回步骤１),直到没有无信息变量和干扰信息变量存在;

６)对剩余变量进行反向删除策略.

０２３００２Ｇ２
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３　实　　验
３．１　样本制备

玉米粉过６０目筛,先加入质量为玉米粉干重４５％的６０℃热水润料,再加入玉米粉干重０．５％的酿酒

曲、玉米粉干重０．１％的耐高温干活性干酵母、５０U/g糖化酶,在３２℃恒温摇床中进行固态发酵,摇床转速

设置为２００r/min.在玉米粉固态发酵酒精过程中,每２４h采集３个发酵产物样本(采样点分别为第０,２４,４８,

７２,９６,１２０,１４４,１６８,１９２,２１６,２４０h),整个发酵过程可收集发酵产物样本３３个.利用相同的材料和条件发酵４
个批次,共采集１３２个发酵过程产物样本.

３．２　理化实验分析

取２g发酵样本,用２０mL蒸馏水稀释,在１２０００r/min下离心１０min,取上清液作为待测液.
利用重铬酸钾氧化比色法[２４]测定待测液乙醇浓度.取９支２０mL的试管,分别加入适量２０mg/mL的

乙醇标准液０,０．１,０．２,０．３,０．４,０．５,０．６,０．７,０．８mL,再分别加入２mL重铬酸钾试剂,并用蒸馏水定容至

４mL,配成不同乙醇含量的反应液,将各管摇匀,置于沸水浴１０min后取出,用流水迅速冷却至室温,用蒸

馏水定容至２０mL,加塞后颠倒均匀,在分光光度计上进行比色.调波长６００nm,空白调零,以乙醇质量数

据绘制图１(a)所示的乙醇标准曲线.每个待测液样本取０．２mL,用同样的方法测吸光度.
利用３,５Ｇ二硝基水杨酸(DNS)比色法[２５Ｇ２６]测定待测液还原糖浓度.取１１支２０mL的试管,分别加入

６mg/mL的葡萄糖标准液０,０．１,０．２,０．３,０．４,０．５,０．６,０．７,０．８,０．９,１．０mL,再分别加入１．５mL的DNS试

剂,并用蒸馏水定容至３．５mL,配成不同葡萄糖含量的反应液,将各管摇匀,置于沸水浴５min后取出,用流

水迅速冷却至室温,用蒸馏水定容至２０mL,加塞后颠倒均匀,在分光光度计上进行比色.调波长５４０nm,
空白调零,以还原糖的质量数据绘制图１(b)所示的还原糖标准曲线.每个待测液样本取０．２mL,用同样的

方法测吸光度.

图１ (a)乙醇标准曲线;(b)还原糖标准曲线

Fig敭１  a Ethanolstandardcurve  b glucosestandardcurve

从图１(a)可看出,乙醇含量在２~１６mg的范围内与吸光度A 之间呈线性相关,线性回归方程为y＝
０．０２２８x＋０．００５６(R２＝０．９９７３),其中x 是乙醇含量,y是吸光度.从图１(b)可看出,还原糖含量在０．６~６mg
的范围内与吸光度A 之间呈线性相关,线性回归方程为y＝０．３９０２x＋０．０８２８(R２＝０．９９３３),其中x 是葡萄糖

含量,y是吸光度.两个回归方程R２ 均大于０．９９,均可用于定量分析.根据每个待测液样本的吸光度结合乙

醇和葡萄糖标准曲线,可得到每个样本待测液的乙醇和还原糖含量.表１显示０．２mL待测液乙醇含量为

０．５２３２~８．４４７２mg,还原糖含量为０．７９６４~５．０７２５mg,校正集和验证集样本数分别为１１０个和２２个.
表１　样本乙醇和还原糖含量在校正集和验证集中的统计描述

Table１　Statisticaldescriptionofethanolandglucoselevelsinthecalibrationandvalidationsets

Procedureparameter Sampleset Samplenumber Range/mg Mean/mg Standarddeviation

Ethanollevel
Calibrationset
Validationset

１１０
２２

０．５２３２Ｇ８．４４７２
０．５６７０Ｇ８．２７２１

６．０３４６
６．３３１９

２．３１７０
２．１６８２

Glucoselevel
Calibrationset
Validationset

１１０
２２

０．７９６４Ｇ５．０７２５
０．８０６６Ｇ５．０７７６

３．２２２７
３．４７７９

１．３５６８
１．３０２１

０２３００２Ｇ３
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　　图２为４个批次的乙醇含量在整个发酵周期的增长曲线,前４天乙醇含量快速增长,所产生的乙醇量占

到了整个发酵周期乙醇量的８３％,第５~９天缓慢增长,这阶段产生的乙醇量占整个发酵周期乙醇量的

１６％,第１０天以后乙醇含量趋于稳定,发酵基本完成.

图２ 乙醇含量增长曲线

Fig敭２ Growthcurvesofethanollevelsinacompletefermentationcycle

３．３　近红外光谱采集

使用美国ThermoScientific公司的AntarisTMⅡ型傅里叶变换近红外光谱仪,采用InGaAs检测器,以
内置参比为背景,利用智能透射附件模块采集发酵待测液样本的近红外光谱,扫描光谱波数范围为４０００~
１００００cm－１,扫描次数为３２次,光谱分辨率为８．０cm－１,这样得到的每条光谱包含１５５７个数据点.实验室

温度保持在２８℃左右,空气湿度保持稳定.每个样本在不同的角度采集３次,将其平均光谱作为样本原始

光谱,得到图３(a)所示的原始光谱.采集的原始光谱除自身信息外,还包含随机噪声、基线漂移、样品背景、
杂散光等无关信息,采用SNV光谱预处理方法来消除外界干扰,图３(b)为SNV预处理光谱.

图３ (a)发酵样本的原始光谱;(b)SNV预处理光谱

Fig敭３  a Rawspectrumoffermentationsample  b SNVpreprocessedspectrum

４　实验结果
４．１　siPLS变量筛选

每条初始光谱包含１５５７个波长变量,直接用IRIV方法筛选初始光谱变量耗时较长,所以先采用siPLS
方法选择最佳光谱区间,以降低数据维度提高模型预测精度.先把光谱波长划分为１０~２５个区间,再分别

从这些区间中选择２,３和４个子区间,计算每一组子区间的RMSECV值,选择RMSECV最小的一组子区

间作为模型筛选出的最优波长区间.关于乙醇的光谱最优子区间是从光谱划分的１１个子区间中选择的第

８,９,１０,１１四个区间,即１０００１．０３~７８２９．５８cm－１波长范围的光谱区间,共５６４个特征波长变量,此时

RMSECV最小为０．３３４３;关于还原糖的光谱最优子区间是从光谱划分的１９个子区间中选择的第６,７,１１,

１９四个区间,即１０００１．０３~９６９２．４７,７４７４．７４~７１６２．３３,６２０９．６６~５５８０．９８cm－１波长范围的光谱区间,共３２７
个特征波长变量,此时RMSECV最小为０．２０５５.

４．２　IRIV变量筛选

用IRIV方法从siPLS筛选的变量中进一步提取最优特征波长变量,选取了关于乙醇和还原糖的特征

０２３００２Ｇ４



５４,０２３００２(２０１７) 激光与光电子学进展 www．opticsjournal．net

波长变量.由于IRIV方法每次选取的特征变量有一定随机性,所以运行１０次,选取RMSEP最小的一次作

为最终结果.IRIV的参数设置为５折交叉验证,最大主因子数为１０.IRIV方法从与乙醇相关包含５６４个

变量的最优光谱联合区间中选取了４３个最优特征波长变量,从与还原糖相关的包含３２７个变量的最优光谱

联合区间中选取了４０个最优特征波长变量.

４．３　PLS建模

利用IRIV方法筛选的与参数乙醇和还原糖相关的特征波长变量建立PLS预测模型.作为对比,分别

利用GA和CARS这两种方法从siPLS筛选的最佳光谱区间中进一步提取最优特征波长变量,再利用筛选

出的与参数乙醇和还原糖相关的特征波长变量分别建立PLS预测模型.图４为IRIVＧsiPLS预测模型的验

证集样本乙醇和还原糖含量的预测值与测量值散点图.由图４(a)可知,在验证集中,关于参数乙醇的IRIVＧ
siPLS预测模型的RMSEP和Rp 分别为０．２５１１和０．９９３４;由图４(b)可知,关于参数还原糖的IRIVＧsiPLS
预测模型的RMSEP和Rp 分别为０．１７３０和０．９９２６.

图４ IRIVＧsiPLS模型验证集预测结果.(a)乙醇含量;(b)还原含量

Fig敭４ PredictionresultsofIRIVＧsiPLSmodelinvalidationset敭 a Ethanollevels  b glucoselevels

４．４　结果比较与分析

表２列出了关于参数乙醇和还原糖的不同PLS预测模型结果.GA、CARS和IRIV方法从最佳光谱区

间中筛选的与参数乙醇相关的变量个数分别为１０１,６３,４３;利用GA、CARS和IRIV方法筛选出的与乙醇相

关的波长变量建立的PLS预测模型中,验证集的RMSEP分别为０．２６９３,０．２５５１,０．２５１１,Rp 分别为０．９９２２,

０．９９３１,０．９９３４;从表２中可以看出IRIV方法筛选的与参数乙醇相关的变量个数是最少的,而且其PLS模型

关于参数乙醇含量的预测结果也是三种模型中最好的.
表２　关于参数乙醇和还原糖的不同PLS预测模型结果

Table２　ResultsofdifferentPLSpredictionmodelsforethanolandglucose

Compound Model
Variable
number

Principle
component

Calibrationset Validationset
RC RMSECV RP RMSEP

Ethanol
GAＧsiPLS
CARSＧsiPLS
IRIVＧsiPLS

１０１
６３
４３

８
８
８

０．９９５４
０．９９６１
０．９９７１

０．２２１９
０．２０３４
０．１７６２

０．９９２２
０．９９３１
０．９９３４

０．２６９３
０．２５５１
０．２５１１

Glucose
GAＧsiPLS
CARSＧsiPLS
IRIVＧsiPLS

８２
５３
４０

７
８
８

０．９８６４
０．９８９７
０．９９６８

０．２２２４
０．１９４０
０．１０８４

０．９７８５
０．９８６８
０．９９２６

０．２７４４
０．２１８６
０．１７３０

　　GA、CARS和IRIV方法从最佳光谱区间中筛选的与参数还原糖相关的变量个数分别为８２,５３,４０个;
利用GA、CARS和IRIV 方法筛选出的与还原糖相关的波长变量建立的PLS预测模型中,验证集的

RMSEP分别为０．２７４４,０．２１８６,０．１７３０,Rp 分别为０．９７８５,０．９８６８,０．９９２６;从表２中可以看出IRIV方法筛选

的与参数还原糖相关的变量个数是最少的,而且其PLS模型关于参数还原糖含量的预测结果也是三种模型

中最好的.IRIV方法在这里只用于光谱数据筛选并取得很好的效果,但是IRIV是一种通用方法,结合回

归和分类模型可用在其他数据集,比如基因组学、生物信息学、代谢组学和定量构效关系(QSAR)[２７].
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５　结　　论
利用近红外光谱分析技术实现了乙醇固态发酵过程关键参数的在线快速检测.对GA,CARS,IRIV这

三种变量筛选方法做了比较分析.结果显示,IRIV方法能有效筛选出与参数乙醇和还原糖相关的特征波长

变量,IRIV方法筛选的与乙醇和还原糖相关的特征变量个数分别为４３和４０,结果优于GA和CARS方法;

IRIVＧsiPLS模型关于参数乙醇的RMSEP和Rp 分别为０．２５１１和０．９９３４,关于参数还原糖的RMSEP和Rp

分别为０．１７３０和０．９９２６,结果优于GAＧsiPLS和CARSＧsiPLS模型.因此,利用近红外光谱分析技术能有效

地对乙醇固态发酵过程关键参数乙醇和还原糖含量进行预测;并且IRIV方法能有效地筛选近红外光谱特

征波长,可提高模型预测精度.
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