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基于近红外光谱的海藻糖浆组分快速定量检测
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摘要!研究采用近红外光谱%
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&快速检测单酶法生产海藻糖浆%海藻糖!麦芽糖及葡

萄糖&组成的方法#取
%'

个海藻糖浆作为样本"扫描得到近

红外光谱图"分为
.(

个样本校正集"

"#

个样本预测集"计算

分析结果表明'一阶微分%
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&组合处理为最优预处理方法$运用
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建模软件中主成分回归%
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&算法和偏最小二乘法%
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算法分别对海藻糖浆建模"发现采用偏最小二乘法%
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&的海藻糖浆组分模型稳定性和预测能力

更好$运用
HIV

!
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V0]

平滑组合预处理海藻糖浆组分模

型"不仅降低光谱的背景噪声"同时还提高模型的稳定性#

海藻糖浆各组分模型的交叉验证均方差%

P[V/X

&!交叉验

证决定系数%
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&!预测均方差%
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&!预测决定系数
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&依次为'海藻糖模型分别为
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麦芽糖模型分别为
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$葡萄糖模型分

别为
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BiPV

检测快速!无损便捷"

可用于检测单酶法生产海藻糖浆的组分#

关键词!海藻糖浆$定量$近红外光谱$偏最小二乘法
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近红外光谱!
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#分析技术是

&$

世纪
,$

年代发展起来的一项现代分析技术%它综合运用了

计算机技术+光谱技术和化学计量等多个学科的最新研究成

果%以其独特的高效+快速+低成本+环保等突出优点%在农业+

食品+石油化工和制药工程等学科中得到了广泛应用)

"

*

&

%在食

品生物领域%

BiPV

已被运用于原料+成品质量检测)
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%但在在

线生产监控方面还应用较少%尚有巨大的开发潜力)
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海藻糖!

D5<L24AN<

#是由两分子葡萄糖以
"
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糖苷键

相连而成的非还原性二糖%由于具有对生物体优良的抗逆保

护作用等优良性能而被誉为-生命之糖.和-

&"

世纪的新型

糖类.%其大规模制造方法受到广泛关注)
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&海藻糖的生

产方法有天然生物提取法+微生物发酵法+化学合成法+基因

工程法和酶转化法)

'

*

!"S!'

&目前工业化生产的方法主要有

单酶法和双酶法%在单酶法生产海藻糖生产过程中%海藻糖

合成酶将麦芽糖转化成海藻糖%同时产生出部分副产物葡萄

糖)

%
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&海藻糖生产企业一般用高效液相色谱!

FHIX

#来监

测海藻糖的组分%以控制反应时间和产物质量%但用
FHIX

监测比较费时费事%其中常用乙腈等试剂做流动相%不够绿

色环保)

#

*

%而且难以实时测出工艺过程中的成分变化%生产

工艺很难得到精确控制&因此%本研究在利用传统
FHIX

检

测海藻糖浆组分的基础上%同时采集各对应样品的近红外图

$%



谱%利用现代化学计量学及配套的计算机软件对关联数据和

图谱进行计算分析+建模和校正%然后将其用于近红外快速

检测海藻糖组分%以期为发展形成单酶法海藻糖生产的在线

快速检测技术提供依据&
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材料与方法
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!

仪器与试剂

";";"

!

材料与试剂

海藻糖+麦芽糖+葡萄糖标品"

,,G

以上%分析纯%国药集

团化学试剂有限公司$

海藻糖合成酶"本实验室自制&

";";&
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主要仪器设备

傅里叶变换近红外光谱仪"

-?D253N

*

型%美国
RL<51A

B3>A4<D

公司$

高效液相色谱仪"

IX0&$-T

型%日本岛津公司&
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试验方法
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!

单酶法生产海藻糖及样本收集
!

参考黄日波)

'
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的海藻糖制备工艺%修改如下"海藻糖合成酶粗酶液按体积

比
"

(

&$

%加入到
".$
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的麦芽糖水溶液中%
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F#;$

"
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%

催化温度
&%`

%催化时间
"&L

%催化期间每隔
&L

取样分别

用
FHIX

法及
BiPV

法测定混合糖浆中葡萄糖+麦芽糖+海

藻糖的浓度&共收集
%'

个海藻糖浆样本&

";&;&

!

高效液相色谱法测海藻糖浆组分
!

按
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(
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3海藻糖4测定海藻糖浆中海藻糖+麦芽糖及葡萄糖含

量%色谱条件"
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输送泵$
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流动相为乙腈(水
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(
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!体积比#$流速为
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(
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$温

度为
!'`

&
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近红外光谱采集
!

利用流体透射检测系统采集光谱%

扫描波数为
.$$$

"

"$$$$>1

S"

%经液体透射与平均谱工作

流优化"分辨率
(>1

S"

%扫描次数
!&

次%增益为
&

%扫描
!

次%

环境温度
&'`

%内置背景为参考&

";&;.

!

光谱数据处理
!

运用平滑+中心化+自归一化+一阶微

分等预处理方法处理样品的光谱数据%以消除光谱测量中引

入的噪声影响)
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&经主成分分析!
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#及偏最小二乘法!
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#算

法分析%剔除异常或极为相近的样品%从而提高校正模型的

预测能力和稳定性&
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模型预测能力的评估
!

Rg2?24

9

ND,

软件对建立模

型的预测性能采用相关性!

-

#+交叉验证均方根误差!

P[0

V/X@

#和预测均方根误差!

P[V/H

#的评价方式%计算方法

按式!
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'''校正样品的预测值%

7

(

"$$1I
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'''对应的参考值%

7

(

"$$1I

$
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'''所有校正样品的均值%

7

(

"$$1I

$

N

'''预测样品总数$

4

'''校正样品的总数&
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数据统计与算法分析
!

选取
Rg2?24

9

ND,

软件中不

同算法对原始海藻糖浆
BiPV

图谱校正与建模&

&

!

结果与讨论
&;"

!

海藻糖浆的组分

表
"

列出了
FHIX

测定的海藻糖浆中海藻糖+麦芽糖及

葡萄糖的浓度变化&由表
"

可知%随催化时间延长%麦芽糖

浓度逐渐降低%海藻糖和葡萄糖浓度逐渐增长%由海藻糖合

成酶催化麦芽糖转化为海藻糖的转化率高达
%.;!!G

&

表
"

!

单酶法生产过程中海藻糖浆各组分浓度的变化
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组分
$L &L .L %L (L "$L "&L

海藻糖
$;$$ &;'& .;$! ';'& ';#( ';#, ';($

麦芽糖
,;$" %;&# .;%$ &;#' &;." &;!( &;!#

葡萄糖
$;%" $;#% $;,( ";&! ";." ";.& ";.&
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光谱特征波峰的分析

图
"

为波数在
.$$$

"

"$$$$>1

S"的样本
BiPV

谱图&

图中波峰和波谷各
'

个%波峰位于
(%.$

%

#"'&

"

#""(

%

%',$

%

'',&

%

'!.#>1

S"处%波谷位于
#((!

%

#$$$

%

',%.

%

'.#.

%

'",'>1

S"处&其中
(%.$>1

S"附近的吸收峰为

X

'

F

键伸缩振动的二级倍频%

#"'&

"

#""(>1

S"附近的吸

收峰为
X

'

F

键 伸 缩 振 动 和 变 形 振 动 的 一 级 倍 频%

%',$>1

S" 附近的吸收峰为
C

'

F

键伸缩振动的一级倍

频%

'',&>1

S"附近的吸收峰为
X

'

F

键伸缩振动的一级倍

频%

'!.#>1

S"附近的吸收峰为
..

X C

键伸缩振动的一级倍

频)
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&单酶法发酵过程中会产生多种糖%收集的样本经

FHIX

检测发现其中以海藻糖+麦芽糖及少量葡萄糖为

主)

,

*

&海藻糖浆样本中各糖类的分子结构由
X

'

F

键+

C

'

F

键+

..

X C

键组成%样本
BiPV

谱图的吸收峰位置符合

样本中各物质的分子结构&

图
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单酶法生产海藻糖产物的近红外透射原始光谱
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光谱预处理比较

表
&

中比较了无预处理+一阶微分处理+二阶微分处理+

V0]

平滑互相组合后的建模效果%发现经一阶微分!

Y35ND=<0

53O2D3O<

#+

V0]

平滑!

V2O3D:̂

9

0]A42
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M34D<5

#组合光谱预处理后

的
PV[/X

+

P[V/H

值最接近于
$

%

-

:

+

-

O

之最接近于
"

%效

果最优&葡萄糖模型
-

:

为
$;,,(

%

PV[/X

为
$;"&'

%

-

O

为

$;,,"

%

P[V/H

为
$;&&%

$麦芽糖模型
-

:

为
$;,(,

%

PV[/X

为

$;&&%

%

-

O

为
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%

P[V/H

为
$;"%"

$海藻糖模型
-

:

为

$;,(%

%

PV[/X

为
$;"(%

%

-

O

为
$;,,%

%

P[V/H

为
$;"'(

&图
&

为原光谱经一阶微分和
V0]

平滑预处理后的海藻糖浆
BiPV

谱图%光谱基线在
'"$$

"

'.$$>1

S"和
#$$$

"

#&$$>1

S"

时波动明显%可作为特征波段&由于全光谱信息冗杂%固采

用全光谱建立的校正模型易出现过拟合风险)

!

*

&在建模时

选取此两处特征波段%可提高模型预测能力%降低光谱采集

过程中背景噪声的影响)
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&数据显示
!

个模型的
PV[/X

+

P[V/H

平均降低了
!;%&

倍%

-

:

+

-

O

平均提高了
";$.

倍%模

型的稳定性显著提高&

!!

影响模型预测能力的另一个主要因素是主成分因子数&

交叉验证均方根误差!

P[V/X@

#随主成分因子数变化而变

化%

P[V/X@

最小值所对应的主成分因子数一般为模型的

最佳主成分因子数)

""

*

&图
!

为原始光谱经一阶微分+平滑

组合预处理方法建模后的主成分因子数与
P[V/X@

值的相

关关系图%葡萄糖模型的
PV[/X@

最小为
$;&",!

%最佳主成

分因子数为
.

$麦芽糖模型的
PV[/X@

最小为
$;&(..

%最佳

主成分因子数为
%

$麦芽糖模型的
PV[/X@

最小为
$;&(%'

%

最佳主成分因子数为
'
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表
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不同预处理方法下单酶法生产海藻糖浆产物的
HIV

建模
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EE
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9
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9
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E

5<D5<2D1<?D

预处理

方法

海藻糖

主成分

因子数
PV[/X

-

:

P[V/H

-

O

麦芽糖

主成分

因子数
PV[/X

-

:

P[V/H

-

O

葡萄糖

主成分

因子数
PV[/X

-

:

P[V/H

-

O

无处理
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&TdV] . $;."# $;,#, $;#'# $;,&( . $;.&( $;,#, $;($, $;,&" . $;!%! $;,(! $;%!! $;,.%

图
&
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单酶法生产海藻糖产物经一阶微分和平滑预处理后的

近红外光谱透射曲线
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图
!

!

单酶法生产海藻糖浆中各组分的主成分因子决定图
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海藻糖产物的算法模型选择

为了降低模型的复杂程度%提高模型预测能力%本研究

对比了不同数学建模方法%以
P[V/H

为主要模型评价指

标%判定
P[V/H

最接近
$

的模型为最佳数学模型&

&;!;"

!

HXP

模型
!

HXP

模型以主成分分析!

E

53?>3

E

24>A10

E

A?<?D2?24

9

N3N

%

HX-

#为算法原理%先利用降维思路%将多变

量简化为少数主要变量%使得变量不丢失确定主成分且数量

尽可能少%并在建立多元线性回归方程中降低自变量间多重

共线性的影响)

"&S"!

*

&经
HXP

+

"T

+

V0]

平滑预处理后%海藻

糖+麦芽糖+葡萄糖模型
P[V/H

分别为
$;".(

%

$;"!.

%

$;".,

&

但
!

个模型的主因子数均为
"$

%所选主因子数过高%易导致

模型发生-过拟合.现象%可能在与其他算法集成计算时不利

于有效模型的建立)

".

*

&因此考虑修改模型的样本数量%剔

除实际值与预测值差异较大的样本%降低主因子数的个数&

图
.

为海藻糖+麦芽糖+葡萄糖
HXP

模型的预测值与真

实值分布图&

!

个模型的
-

:

依次为
$;,,%%
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$;,,"(

%

$;,,$(

%

-

O

依次为
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%

$;,..$

%

$;,#%#

&
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HIV

模型
!

以
HIV

+

"T

+

V0]

平滑进行预处理%得到校

正模型&图
'

给出了海藻糖+麦芽糖+葡萄糖
HIV

模型的预

测值与真实值散点图%

!

个模型的
-

:

依次为
$;,,'&

%

$;,,#!

%

$;,,#&

%

-

O

依次为
$;,(('

%

$;,%('

%

$;,,(%

&对比

HXP

模型发现%

HIV

模型的
P[V/H

更小%更接近
$

%预测能

力更优&可能是样本中海藻糖+麦芽糖+葡萄糖的分子都含

有多羟基结构%部分波数范围内!如
%',$>1

S"附近#的吸收

峰较为集中%海藻糖+麦芽糖+葡萄糖的吸收峰不易区分开%

&%

第
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图
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HXP

模型的校正集和预测集海藻糖!麦芽糖!

葡萄糖的预测值与真值的关系
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采用多个自变量组合求出最小误差值的
HIV

模型可能较

HXP

模型中逐个变量进行多元线性回归的分析方法更有效%

预测结果精确度更高&

!

!

结论
将高效液相色谱实测的海藻糖浆中的海藻糖+麦芽糖及

葡萄糖含量与实时对应采集的近红外透射光谱相关联%并结

合一阶微分+二阶微分+平滑等组合预处理与主成分分析+偏

最小二乘法相结合%研究了单酶法生产海藻糖浆组分的快速

定量测定方法&结果表明%经一阶微分+

V0]

平滑和偏最小

二乘法组合%海藻糖浆各组分模型的交叉验证均方差!

P[0

V/X

#+交叉验证决定系数!

-

!

#+预测均方差!

P[V/H

#+预测

决定系数!

-

U

#依次为"海藻糖模型分别为
$;"((
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%
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$麦芽糖模型分别为
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%
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%

$;,%,

$

葡萄糖模型分别为
$;".#

%

$;,,#

%

$;$,.

%

$;,,,

&说明这些模

型能够准确预测单酶法生产海藻糖糖浆中各组分的含量%为

建立单酶法生产海藻糖浆组分在线快速无损检测方法提供

了理论依据&

图
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HIV

模型的校正集和预测集海藻糖!麦芽糖!

葡萄糖的预测值与实际值的关系
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