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不同初始狆犎值的乙醇发酵过程拉曼光谱分析
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摘要　ｐＨ值是影响酵母乙醇发酵的重要因素。应用拉曼光谱初步分析不同初始ｐＨ值对乙醇发酵过程的影响。

结果显示：１）在３．０、４．５、６．５三个不同初始ｐＨ值的培养基中，ｐＨ４．５下乙醇产量最高，ｐＨ３．０下最低。２）在发

酵的前１５ｈ，不同初始ｐＨ值下的酵母细胞生物大分子的拉曼信号变化波动大；后期，ｐＨ３．０下胞内脂类和蛋白质

的拉曼信号最强，ｐＨ６．５最弱；显示在低ｐＨ值环境下部分底物可能被转化为胞内储藏物质。３）主成分分析显

示，ｐＨ值对酵母细胞生理状态的影响从发酵的初始阶段就开始；１４４０ｃｍ
－１和１６００ｃｍ－１峰一直是影响主成分

ＰＣ１、ＰＣ２、ＰＣ３分值的主要特征峰；说明ｐＨ环境可能影响了酵母细胞的脂类物质合成和细胞的呼吸代谢，进而影

响了底物的代谢方向和产物的合成。结果表明，拉曼光谱和单细胞分析可以用于剖析微生物发酵过程的生理机

制，为乙醇发酵提供全新的参考信息。
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１　引　　言

ｐＨ值是影响微生物生理机能的重要的环境因

素［１］。细胞的结构、细胞膜中的脂类会随着培养液

的ｐＨ值的变化而发生变化，已经观察到在不同的

ｐＨ条件下细胞的大小和形状会发生显著的变化；

膜功能、基质进入细胞方式，特别是所有依赖于胞外

酶的反应对环境的ｐＨ值也是敏感的。对酵母细胞

而言，在乙醇发酵过程中，不同的菌株也有其最适生

长的ｐＨ值，同一菌株在其不同生长阶段及不同的

生理生化过程中也有其各自的最适ｐＨ值。最适的

ｐＨ值除了有利于菌体的生长外，还可以抑制甚至

可以杀死杂菌，从而减少杂菌的污染。ｐＨ 值太高

或太低都会影响酵母细胞的生理功能，从而导致酵

母的代谢功能受损，影响其正常生长及对糖的有效

利用，最终会影响乙醇的产量。

拉曼光谱与光镊子技术相结合的光谱分析技

术，具有快速无损分析的独特优势［２，３］，可以在接近

自然生理状态下获知细胞内外的信息，实时监测单

个活细胞的动态过程，获知细胞的生化组成和变化，

判别细胞的类型和细胞生理变化［４～６］。在实时监测

酵母发酵和胞内物质合成方面，也开展了多方面的

研究［７，８］，在浓醪乙醇发酵中追踪到胞内蛋白质结

构的变化［９］。鉴于生长环境ｐＨ值对酵母细胞生理

机制有重大影响，本文试图用拉曼光谱技术对不同

起始ｐＨ值下的乙醇发酵过程进行分析，通过追踪

酵母细胞生物大分子及发酵底物和代谢产物的特征

峰拉曼光谱信息，提取细胞在发酵过程的演变信息，

探索研究微生物发酵的新方法，从分子振动光谱和

单细胞分析的角度剖析不同起始ｐＨ值影响酵母乙

醇发酵的生理机制，为乙醇发酵提供全新的可参考

的信息。

２　材料与方法

２．１　实验菌株及培养基

菌种：酿酒酵母菌株ＧＸＡＳ６为广西科学院国家

非粮生物质能源工程技术研究中心分离、保藏。种子

培养基（ＹＥＰＤ）：葡萄糖２．０％（质量分数），酵母提取

物１．０％，蛋白胨２．０％，ｐＨ４．５。发酵培养基：葡萄

糖１５０ｇ，蛋白胨５ｇ，ＣａＣｌ２０．０６ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．０６ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ；１２１℃灭

菌２０ｍｉｎ，冷却后根据实验需要用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ或

者ＮａＯＨ 调整发酵培养基的初始ｐＨ 值为３．０，

４．５，６．５。

２．２　细胞培养与发酵实验

种子液：实验菌株在ＹＥＰＤ平板２８℃培养活

化，挑取单菌落，接入含有５０ｍＬＹＥＰＤ（ｐＨ４．５）

的１５０ｍＬ三角瓶中，２８℃，１５０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。

以１０％的接种量，分别转接到初始ｐＨ 值为３．０、

４．５和ｐＨ６．５、含１５０ｍＬ发酵培养基的２５０ｍＬ的

三角瓶中，３２℃，１００ｒ／ｍｉｎ培养。从接种时起，前

９ｈ每隔１ｈ取样，９ｈ后在１２、１５、１８、２３、３０ｈ取样。

每次取样２ｍＬ，１ｍＬ用ＢｅｃｋｍａｎＤＵ８００紫外 可见

光分光光度计测定所取样品在６００ｎｍ处的光密度

（犗犇６００）值，１ｍＬ用于收集拉曼光谱。做３次重复。

２．３　实验系统与光谱收集

实验系统：实验系统如文献［２，１０］描述，波长

７８０ｎｍ，强度１５ｍＷ 的激光经滤光后导入倒置生

物显微镜（ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ，日本），经油浸物镜

（ＮＡ１．３０，１００×）聚焦，在焦点附近形成了一个单

光束光势阱来俘获细胞。该束激光也同时用于激发

被囚禁细胞的拉曼散射。拉曼散射从原光路返回并

聚焦进入光谱仪（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ，美国）的

输入狭缝，并由液氮冷却（－１２０℃）的电荷耦合器

件ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ１０，ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）所记

录。系统的分辨率６ｃｍ－１，用２μｍ聚苯乙烯小球校

正实验系统。

光谱收集：取１５０μＬ发酵液，置于厚４ｍｍ、直

径６ｍｍ的圆形样品槽内，外加盖玻片密封。１００

倍油浸物镜寻找酵母细胞，光镊随机俘获单个细胞，

将酵母细胞提升至石英片上方１０μｍ，收集目标细

胞的拉曼光谱，于细胞附近以相同条件收集背景拉

曼光谱。依据生物统计学对样本容量的要求和传统

的经验［９，１１］，每个样品收集４０个细胞光谱，信号累

积时间为３０ｓ，５个背景光谱。

２．４　数据处理方法

光谱数据转换为ＡＳＣＩＩ格式后导入Ｏｒｉｇｉｎ８．１

进行背景扣除，采用ＶＢ语言编写的程序对数据进

行多元散射校正（ＭＳＣ）和９点ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ卷积

平滑法平滑，接着用拉曼光谱基线矫正工具进行基

线矫正，同样用自编ＶＢ程序计算特征峰的峰面积。

选择 ６００～１７００ｃｍ
－１指纹区进行主成分分析

（ＰＣＡ），用 Ｏｒｉｇｉｎ８．１绘制载荷图和二维得分散

点图。

对于随机误差（即噪声）的消除，采用三阶的９

点ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ卷积平滑法，具体算法过程如下

狓犽，ｓｍｏｏｔｈ＝珚狓犽 ＝
１

犎∑
＋狑

犻＝－狑

狓犽＋犻犺犻， （１）
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式中犺犻为平滑系数，犎 为归一化因子，犎 ＝∑
＋狑

犻＝－狑

犺犻，

每一测量值乘以平滑系数犺犻 的目的是尽可能减小

平滑对有用信息的影响，可用最小二乘原理，通过多

项式拟合求得。经卷积平滑法平滑之后的光谱毛刺

显著减少，提高了光谱的信噪比。之后将数据导入

软件Ｏｒｉｇｉｎ８．１求各个时间段的平均光谱。

３　结果与分析

３．１　不同起始狆犎 值对酵母生长和乙醇发酵的

影响

图１是不同起始ｐＨ 值下酵母生长、底物消耗

和产物生成的动态曲线。生长曲线［图１（ａ）］显示，

环境ｐＨ值明显影响酵母细胞的生长，前３ｈ，不同

初始ｐＨ值的细胞生长差异不大；但随后就表现出

明显的不同，酵母细胞在ｐＨ６．５生长最好，对数生

长期长；初始ｐＨ４．５和３．０的培养基中，酵母细胞

的生长均慢于ｐＨ６．５，且很快进入稳定期；ｐＨ３．０

培养基中生物量最低。底物消耗曲线［图１（ｂ）］显

示，前１５ｈ，和细胞快速生长对应，ｐＨ６．５培养基中

消耗的葡萄糖最多，但是纵观整个发酵过程，各ｐＨ

值下的葡萄糖消耗基本上相同。乙醇生成曲线显示

［图１（ｃ）］，０～９ｈ内，乙醇生成基本相同，但从１５ｈ

开始，虽然初始ｐＨ４．５的培养基中菌体生物量低

于ｐＨ６．５的培养基，但是乙醇产量为三者之最，而

ｐＨ３．０培养基中细胞生长和乙醇产量都是最低的。

结果说明，适合酵母生长的ｐＨ 值未必适合乙醇发

酵，而ｐＨ３．０的较酸性环境既不适合细胞生长，也

不适合乙醇发酵。值得注意的是，三者的生物量不

同，葡萄糖消耗基本相同，但乙醇的最终产量却明显

不同。下面将通过单细胞光谱数据做进一步分析。

３．２　光谱数据处理效果分析

结合实验仪器及实验性质采用行之有效的数据

处理方法显得尤为重要。ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ卷积平滑

法与相邻平均值法都可以提高光谱的信噪比，但后

者会将峰值抹平，而前者能保持光谱的原始特征，因

此本文用前者来平滑数据；多元散射校正或扩展多

元散射校正是一种多变量散射校正技术［１２，１３］，最初

应用在近红外光谱的基线平移和漂移的校正方面，

有效提高了光谱的信噪比；Ｄｅｌｄｅｒ等
［１４，１５］将扩展多

元散射校正（ＥＭＳＣ）用在细菌的拉曼光谱中同样取

得良好的效果。受此启发，本文应用 ＭＳＣ技术对

酵母细胞的拉曼光谱进行预处理，结果显示，ＭＳＣ

可以很好地校正酵母拉曼光谱的基线平移和偏移，

图１ 不同初始ｐＨ值下乙醇发酵动态。（ａ）酵母细胞生

长曲线；（ｂ）葡萄糖特征峰（１１２６ｃｍ－１）；（ｃ）乙醇特

　　　　　　　征峰（８８０ｃｍ－１）

Ｆｉｇ．１ Ｋｉｎｅｔｉｃｏｆｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌ

ｐＨｌｅｖｅｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ犛．犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲ａｔ３２ ℃，

ｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ．（ａ）Ｇｏｗｔｈ

ｃｕｒｖｅｓｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓ；（ｂ）Ｒａｍａｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｂａｎｄ

１１２６ｃｍｆｒｏｍｇｌｕｃｏｓｅ；（ｃ）Ｒａｍａｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆ

　　　　　ｂａｎｄ８８０ｃｍ
－１ｆｒｏｍｅｔｈａｎｏｌ

提高光谱的信噪比，为光谱的进一步分析提供更加

准确的信息。图２为ｐＨ６．５培养基中第３０ｈ时细

胞的原始拉曼光谱、ＭＳＣ校正后的光谱和进一步基

线校正后的光谱对比。

３．３　不同初始狆犎 值的乙醇发酵过程拉曼光谱

分析

图３为酵母在初始ｐＨ４．５的培养基中在第０、

４、８、１５、２３、３０ｈ时菌体细胞的平均拉曼光谱图，从

图３中可清楚地看到８８０、１０８２、１３０１、１３３４、１４４０、

１６００、１６５２ｃｍ－１等主要特征峰的强度随着发酵进程

在逐渐增强。８８０ｃｍ－１是乙醇Ｃ—Ｃ—Ｏ基团产生的

拉曼特征峰，１０８２ｃｍ－１是脂类、核酸和乙醇等物质混

合的拉曼峰，１３０１ｃｍ－１是脂类的特征峰，１３３４ｃｍ－１

为ＤＮＡ，１４４０ｃｍ－１来自蛋白质以及脂类，１６００ｃｍ－１

表征蛋白质的酪氨酸和苯丙氨酸；１６５２ｃｍ－１归属蛋

白质。具体谱峰归属见表１
［８，９，１６，１７］。为全面反映胞

内各物质的变化趋势，各特征峰信号强度以发酵时

间建立函数（图４），直观地显示了不同初始ｐＨ 值

的培养基中，胞内核酸、脂类和蛋白质的变化动态：

１）ｐＨ３．０和６．５下的ＲＮＡ波动较小，ＤＮＡ则在

０２１５００１３
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图２ 拉曼光谱数据预处理效果对比。（ａ）原始光谱；（ｂ）ＭＳＣ校正后的光谱；（ｃ）基线校正后的光谱

Ｆｉｇ．２ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｌｄａｔａ．（ａ）Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒａ；（ｂ）ｓｐｅｃｔｒａａｆｔｅｒＭＳＣｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ；

（ｃ）ｂａｓｅｌｉｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ

三种ｐＨ下均有不同程度的波动，但最终的含量和

发酵的初始时刻接近。２）脂类和蛋白质的变化有

两个转折点，在４ｈ和１５ｈ附近，对比图１（ａ）可以

发现，４ｈ是种子液接入发酵液后的第一个快速生

长的小高峰，１５ｈ是对数生长结束，开始进入稳定

期。３）脂类物质含量，ｐＨ４．０下在４ｈ时有少量增

加，随后有微小的波动并逐渐少量升高，而其他ｐＨ

值下在４ｈ前有少量降低，随后则持续增强。和０ｈ

表１ 酵母细胞主要拉曼信号峰可能对应的生物大分子

Ｔａｂｌｅ１ ＴｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｂａｎｄｓｄｅｒｉｖｅｄ

ｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｏｆｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｒａｍａｎｓｈｉｆｔ／ｃｍ－１ Ｔｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

７１０～７１２，７２３ Ａｄｅｎｉｎｅ

７８０～７８３ ＲＮＡ（Ｕ，Ｃ，Ｔｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇ）

８５０～８６２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ，ｌｉｐｉｄｓ

８７７～８８０ Ｅｔｈａｎｏｌ

９３０～９６０ Ｎ－Ｃα－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

９９６～１００４ Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０５５～１０６９ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｔｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

１０８２
Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｔｈｏｆｌｉｐｉｄｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

ＤＮＡ∶ＢＫ

１１３０～１１４５
Ｃ－Ｎｓｔｒｅｔｃｈｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｔｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

１１５５～１１６０
Ａｒｏｍａｔｉｃａｍｉｎｏａｃｉｄｓ，

Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈ

１２６６
ＡｍｉｄｅⅢ

＝Ｃ－Ｈｂｅｎｄｏｆｌｉｐｉｄｓ

１２９７～１３０４ ＣＨ２ｔｗｉｓｔｏｆｌｉｐｉｄｓ

１３３０～１３６６ Ａｄｅｎｉｎｅ

１４３７～１４５０
ＣＨｂｅｎｄｉｎｇａｎｄＣＨ３ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆｌｉｐｉｄｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

１４８０ Ｇｕａｎｉｎｅａｎｄａｄｅｎｉｎｅ

１５６０～１５７５ Ｇｕａｎｉｎｅａｎｄａｄｅｎｉｎｅ

１６００ Ｔｙｒｏｓｉｎｅａｎｄｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１６４８～１６６２
ＡｍｉｄｅＩ，αｈｅｌｉｘ

ｃｉｓＣ＝Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

图３ 酵母细胞在初始ｐＨ值为４．５的培养基中在第

０、４、８、１５、２３、３０ｈ时菌体细胞的平均拉曼光谱图

Ｆｉｇ．３ ＡｖｅｒａｇｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔ０，４，

８，１５，２３，３０ｈｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｐＨｏｆ４．５

相比，ｐＨ３．０、４．５、６．５下在发酵结束时１３０１ｃｍ
－１

峰的强度分别增加了３４６％、８９％、１３６％。４）蛋白

质含量变化趋势和脂类物质类似，ｐＨ６．５下在４ｈ

时有少量增加，随后有微小的波动并逐渐少量升高，

而其他ｐＨ值下在４ｈ前却逐步降低，随后则持续

增强。和０ｈ相比，ｐＨ３．０、４．５、６．５下发酵结束时

１６５２ｃｍ－１峰的强度分别增加了 １２４％、１４３％、

６４％。５）在三种ｐＨ 环境下，ＤＮＡ含量在１５ｈ都

降低，而脂类和蛋白质在１５ｈ时出现个小高峰。

３．４　不同初始狆犎值的乙醇发酵过程拉曼光谱主

成分分析

ＰＣＡ是一种简化数据集的技术，既可以达到降

维的目的，又保留了对方差贡献最大的特征，是常用

的光谱特征信息提取方法［１８］。载荷是ＰＣ分值和原

始变量的相关系数，可以衡量每个变量在主成份可

变性中所占的分量，而拉曼光谱可以定量反映生物

大分子的含量［１６，１９］。因此，通过ＰＣＡ并分析主要

ＰＣ的载荷与相关特征峰的相关性，可以从中获知不

同发酵阶段酵母胞内主要生物大分子的合成特点。
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图４ 发酵过程中酵母细胞拉曼信号峰在（ａ）７８０ｃｍ－１，（ｂ）１３３４ｃｍ－１，（ｃ）１３０１ｃｍ－１和（ｄ）１６５２ｃｍ－１实时动态变化曲线

Ｆｉｇ．４ ＫｉｎｅｔｉｃｓｏｆｔｈｅＲａｍａｎｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｐｅａｋｓａｔ（ａ）７８０ｃｍ
－１，（ｂ）１３３４ｃｍ－１，（ｃ）１３０１ｃｍ－１ａｎｄ

（ｄ）１６５２ｃｍ－１ｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｓ

根据图１显示的发酵进程，选择２、８、３０ｈ三个不同

初始ｐＨ值的酵母拉曼光谱，选取特征峰比较集中

的６００～１７００ｃｍ
－１区域进行主成分分析。从ＰＣＡ

得分图（图５）可以看到，在发酵初期的第２ｈ，三种

ｐＨ值下的细胞光谱在ＰＣ１和ＰＣ３（图没有给出）上

随机分布在各象限，但在ＰＣ２分值上，ｐＨ３．０和

ｐＨ６．５的细胞光谱明显地分布于两个区域，而ｐＨ

４．５下的细胞光谱则分布在两者之间；载荷分析表

明［图５（ｂ）］，影响ＰＣ２分值的拉曼峰主要有７２３、

１１５５、１３３４、１４４０、１６００ｃｍ－１等，这些峰源自碱基、脂

类和蛋白质，说明酵母细胞的生理状态在发酵的初

期就因为环境的ｐＨ值不同而有所改变。

图５ （ａ）发酵２ｈ时不同初始ｐＨ值下细胞光谱主成分分析及（ｂ）第一、第二和第三主成分构成的载荷图

Ｆｉｇ．５ （ａ）ＰＣＡｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔａｎｄ（ｂ）ｌｏａｄｉｎｇｓｐｌｏｔｏｆＰＣ１，ＰＣ２ａｎｄＰＣ３ｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔ

２ｈｃｕｌｔｕｒｅｄａｔｖａｒｉｏｕｓｐＨｌｅｖｅｌｓ

　　如图６所示，在发酵中期８ｈ时，较高ｐＨ 值

（ｐＨ６．５）下的酵母细胞生理状态和ｐＨ３．０、ｐＨ

４．５的细胞在ＰＣ１分值明显可以区分，结合图６（ｂ）

可知，影响ＰＣ１的主要峰位主要是源自ＲＮＡ的碱

基、脂类和蛋白质的８５０，１０８２，１２６６，１３０１，１４４０，

１６００，１６５２ｃｍ－１等峰；ｐＨ４．５和ｐＨ３．０的细胞光

谱与图３所示酵母细胞的主要特征峰存在正相关关

系，但ｐＨ６．５的细胞光谱则存在负相关关系，说明

ｐＨ４．５和ｐＨ３．０的酵母胞内的上述物质高于ｐＨ

６．５培养基中的酵母；而在ＰＣ３分值中，ｐＨ３．０和

０２１５００１５
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ｐＨ４．５的细胞光谱分布于不同的区间（图没有给

出），ｐＨ６．５的细胞光谱处于两者之间，ｐＨ３．０的

细胞光谱与７８２，９９６，１３６６，１６００，１６６０ｃｍ－１等峰存

在正相关关系［图６（ｂ）］，而与８８０、１４４０ｃｍ－１峰负

相关；但ｐＨ４．５培养基中酵母细胞光谱刚好相反，

说明初始ｐＨ３．０培养基中的酵母胞体内ＲＮＡ的

碱基、胞内乙醇、蛋白质和脂类高于初始ｐＨ４．５培

养基中的酵母，而胞内乙醇含量则相反。

图６ （ａ）发酵８ｈ不同初始ｐＨ值下细胞光谱主成分分析及（ｂ）第一、第二和第三主成分构成的载荷图

Ｆｉｇ．６ （ａ）ＰＣＡｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔａｎｄ（ｂ）ｌｏａｄｉｎｇｓｐｌｏｔｏｆＰＣ１，ＰＣ２ａｎｄＰＣ３ｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔ

８ｈｃｕｌｔｕｒｅｄａｔｖａｒｉｏｕｓｐＨｌｅｖｅｌｓ

　　同理，如图７所示，在发酵后期的第３０ｈ，和发

酵中期的８ｈ类似，ｐＨ６．５环境下的酵母细胞光谱

和ｐＨ３．０、ｐＨ４．５的在ＰＣ１分值明显可以区分，与

１０８２，１３０１，１４４０，１６００，１６５２ｃｍ－１等脂类、蛋白质峰

存在负相关关系；而在ＰＣ２分值，大部分ｐＨ４．５下

的酵母细胞光谱的分值比ｐＨ３．０、ｐＨ６．５的低，与

８６０，１１４０，１３０１，１３４０，１４４０ｃｍ－１等峰相关。图７表

明，发酵后期，ｐＨ３．０培养基中酵母细胞胞内脂类

物质和蛋白质含量峰的强度均高于ｐＨ４．５和ｐＨ

６．５的，而ｐＨ６．５是最弱的。

图７ （ａ）发酵３０ｈ不同初始ｐＨ值下细胞光谱主成分分析及（ｂ）第一、第二和第三主成分构成的载荷图

Ｆｉｇ．７ （ａ）ＰＣＡｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔａｎｄ（ｂ）ｌｏａｄｉｎｇｓｐｌｏｔｏｆＰＣ１，ＰＣ２ａｎｄＰＣ３ｏｆＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔ

３０ｈｃｕｌｔｕｒｅｄａｔｖａｒｉｏｕｓｐＨｌｅｖｅｌｓ

　　上述结果表明，ｐＨ３．０的生长环境既不适合酵

母细胞生长，也不适合乙醇发酵，在同样的营养条件

下，部分碳源转化为胞内储藏物质了；ｐＨ６．５的生

长环境适合酵母细胞的生长，细胞生长旺盛，部分碳

源被用于细胞生长，胞内储藏物质少，乙醇产量也稍

低；ｐＨ４．５是乙醇发酵的合适环境，既保证了适当

的细胞生长量，也让尽可能多的糖类物质转化为目

标产物。上述结果也解释了图１中为何在不同ｐＨ

环境下的酵母生物量不同，葡萄糖消耗基本相同，但

乙醇的最终产量却明显不同的问题。

值得注意的是，在上述不同的发酵阶段，在影响

ＰＣ１、ＰＣ２和ＰＣ３的分值中，１４４０ｃｍ－１和１６００ｃｍ－１

０２１５００１６
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左右的峰在几乎所有的阶段都出现。１４４０ｃｍ－１主要

表征脂类物质，而１６００ｃｍ－１源自酪氨酸和苯丙氨酸，

对比同样来自这两种氨基酸的８５０、１００４ｃｍ－１等峰

的变化，Ｈｕａｎｇ等
［１７］认为其与酵母细胞内线粒体的

呼吸水平有关。这些数据说明，不同初始ｐＨ 值乙

醇发酵中，ｐＨ 环境可能影响了酵母细胞的脂类物

质合成和细胞的呼吸代谢，进而影响了底物的代谢

方向和产物的合成。

４　结　　论

实时控制乙醇发酵的ｐＨ值在乙醇发酵中举足

轻重，关系到乙醇的产量和质量问题。本文应用光

镊拉曼光谱技术对乙醇发酵进行动态观察，从胞内

主要生物大分子的分子光谱强度和变化趋势来看，

ｐＨ值太低或太高都不利于乙醇的生成，３种不同的

初始ｐＨ值培养基中，底物消耗基本相同，但ｐＨ６．

５的培养基中，酵母细胞的生长量最高，而乙醇产量

并不是最高，ｐＨ３．０的细胞生长量最低，乙醇产量

也最低。各主要特征峰的动态变化和细胞光谱主成

分分析显示，ｐＨ 值对酵母细胞生理状态的影响从

发酵的初始阶段就开始了，并影响底物的代谢方向

和产物生成效率；发酵后期，ｐＨ３．０胞内物质含量

最高，其次是ｐＨ４．５，最低的是ｐＨ６．５；而ｐＨ 值

对酵母细胞的影响，可能是影响了酵母细胞的脂类

物质合成和细胞的呼吸代谢，进而影响了底物的代

谢方向和产物的合成。从分子振动光谱和单细胞分

析的角度初步分析了不同起始ｐＨ值下酵母乙醇发

酵过程，为了解其生理机制提供全新的可参考信息。
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