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摘要　应用激光镊子拉曼光谱技术收集５００Ｌ发酵罐中木薯淀粉浓醪乙醇发酵过程底物、产物及酵母单细胞的拉

曼光谱，以期从单细胞水平为乙醇发酵提供新的认识。结果显示：１）拉曼光谱可以实时监测浓醪乙醇发酵过程底

物与产物的变化；２）酵母细胞胞内物质的变化存在类似于产物变化的前发酵期、主发酵期和后发酵期３个阶段，但

出现的时间要比产物变化晚约４ｈ；３）为适应浓醪发酵环境，酵母细胞的生理状态和胞内物质在不断地进行调整，

随着环境乙醇浓度的升高，酵母细胞在胞内累积蛋白质和脂类物质，蛋白质二级结构逐渐变为以无规则卷曲为主；

４）发酵后期，酵母细胞在胞内累积大量的嘌呤类物质，但细胞间含量存在异质性。上述结果表明，单细胞拉曼光谱

技术提供了一种研究微生物发酵的新方法，可从新的角度获知乙醇发酵过程酵母细胞内外的变化信息。
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１　引　　言

随着化石能源的日渐枯竭，生物乙醇作为可能

的替代能源成为了研究热点。目前我国的乙醇发酵

生产主要以玉米等粮食作物为原材料，成本高，对国

家的粮食安全构成影响，而南方地区盛产的木薯，淀

粉含量高，且耐旱易种，价格低廉，采用木薯淀粉为

底物发酵生产燃料乙醇，是非粮生物质能源的重点

发展方向，具有广阔的前景［１］。酵母是木薯淀粉浓

醪发酵生产中最常用的微生物，采用常规的分析方

法［２，３］或者红外光谱［４，５］监测，只能获得发酵过程中

酵母的细胞外和细胞群体的生理和生化信息，很难

得到单个活酵母细胞的内部重要物质变化信息。

激光镊子拉曼光谱技术是拉曼光谱技术与光学

镊子技术结合的光谱分析技术，具有快速、无损伤和

操作简易等特点，可以在接近自然生理状态下获知

细胞内外的信息，已经发展成为可以实时研究活细

胞动力学过程的光谱技术［６～８］；同时，这种技术在从

单细胞水平获知细胞的生化组成和变化，或判别细

胞的类型和细胞生理变化的研究上也取得了长足进

展［９～１１］。在实时监测酵母发酵和胞内物质合成方

面，也开展了相关的研究［１２～１４］。

本文应用激光镊子拉曼光谱技术，探索收集５００Ｌ

发酵罐木薯淀粉浓醪发酵乙醇过程中酵母细胞生物大

分子及发酵底物和代谢产物的拉曼光谱，分别追踪它

们的特征峰的变化过程，并与气相色谱法（ＧＣ）和３，５

二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比色法检测结果比较，进而了解

胞内外生化信息的变化。分析了同一时刻的细胞平均

光谱，不同时刻细胞间的差异光谱与物质的特征峰信

号强度，不同阶段细胞间的特征峰强度的直方统计图

及光谱主成分。采用这些方法分析酵母细胞在发酵过

程各重要生长阶段的拉曼光谱数据，旨在提取细胞在

发酵过程的演变信息，探索研究微生物发酵的新方法，

以新的角度为乙醇发酵提供可参考的信息。

２　材料与方法

２．１　菌株与材料

酿酒酵母菌株ＧＸＡＳ１１由广西科学院国家非粮

生物质能源工程研究中心分离、保藏，是一株高温乙

醇发酵菌株。木薯淀粉：淀粉含量７０％左右，产地广

西。耐高温淀粉酶：ＬｉｑｕｏｚｙｍｅＳｕｐｒａ，标准酶活力为

９０ＫＮＵ／ｇ；糖化酶：ＤｅｘｔｒｏｚｙｍｅＤＸ，标准酶活力为

５００ＡＧＵ／ｍＬ；两种酶均购自诺维信公司，ＫＮＵ 和

ＡＧＵ均为诺维信公司的专有酶活力单位。

光镊拉曼光谱实验系统如文献［６］所述，主要由倒

置 显 微 镜 （ＴＥ２０００Ｕ，Ｎｉｋｏｎ，日 本），光 谱 仪

（ＳｐｅｃｔｒａＰｒｏ２３００ｉ，Ａｃｔｏｎ，美 国）和 ＣＣＤ（Ｓｐｅｃ１０，

ＰｒｉｎｃｅｔｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，美国）组成，激光波长为７８０ｎｍ，

功率为１５ｍＷ。

其他仪器设备包括：气相色谱仪 （６８９０Ｎ，

Ａｇｉｌｅｎｔ，美 国），高 速 离 心 机 （Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ３２Ｒ，

Ｈｅｔｔｉｃｈ，德国），５００Ｌ全自动控制发酵罐（ＢＩＯＦ

６０００，上海高机生物工程有限公司）。

２．２　乙醇发酵与检测

木薯淀粉与蒸馏水以一定料水比混合使木薯粉的

质量分数为３５％，加入０．１３ＫＮＵ／ｇ底物液化酶，迅速

加热到９０℃～９５℃，液化６０ｍｉｎ，冷却，ｐＨ值调至

４．５，降温到３７℃，加入糖化酶量为１．２１ＡＧＵ／ｇ底物，

同时接入１０％种子液于５００Ｌ发酵罐中进行发酵。在

０，４，６ｈ取样，从８ｈ开始每隔４ｈ取样（其中２０ｈ改为

１８ｈ取样），发酵４８ｈ后停止取样。每次取样５０ｍＬ，

分别用于ＧＣ法检测
［１４］、ＤＮＳ比色法检测

［１５］和拉曼光

谱分析。

２．３　光谱数据收集

取２００μＬ的发酵液，置于石英片样品槽内，加

盖玻片密封，３０ｓ收集发酵液的拉曼光谱，在相同条

件下收集无菌水的拉曼光谱作为背景光谱。为减少

培养液的干扰，对酵母细胞用５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲

液稀释，取２００μＬ含待测酵母细胞缓冲液，１００倍

油浸物镜寻找酵母细胞，激光镊子随机俘获并囚禁

单个酵母细胞，操控提升至石英片上方１０μｍ，

１５ｍＷ激光激发，信号积分时间为３０ｓ，收集目标

细胞的拉曼光谱，得到含有背景信息的酵母细胞拉

曼光谱，以相同条件在细胞附近收集发酵液背景的

拉曼光谱。每个样品各收集１００个以上酵母细胞的

拉曼光谱，５个背景光谱。

２．４　数据处理

自编 ＶｉｓｕａｌＢａｓｉｃ应用程序读取 ＷｉｎＳｐｅｃ３２

（光谱仪自带）光谱文件数据进行相关预处理，将样

品细胞光谱减去背景溶液的平均光谱、采用１７点

ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ法平滑
［１６］和多项式拟合基线校

正［１７］；预 处 理 后 的 各 样 品 细 胞 光 谱 导 入

Ｕｎｓｃｒａｍｂｌｅｒ应用软件进行主成分分析（ＰＣＡ）；拉

曼光谱信号强度可由信号谱带积分计算得到，采用

Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件进行信号强度直方统计。

３　结果与分析

３．１　发酵过程中乙醇、糖类和胞内物质的变化

木薯淀粉浓醪发酵过程中，发酵液所含的主要
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物质为糖类和乙醇。图１（ａ）是不同时期发酵液的

平均拉曼光谱，主要的拉曼信号８４４，９１５，１０６４，

１１２７，１３６６ｃｍ
!１等峰来自糖类物质，８８０，１０４６，

１０８６，１４５４ｃｍ
!１峰来自乙醇；—ＣＣＯ面外伸缩引起

的 １１２７ ｃｍ
!１ 的 信 号 峰 及 Ｃ—Ｃ—Ｏ 引 起 的

８８０ｃｍ
!１信号峰为糖类和乙醇的典型特征峰。从

图１（ｂ）中可以看到发酵底物糖类物质和乙醇产物

信号峰的此消彼长。分别将其特征信号强度的变化

曲线与ＧＣ法检测乙醇、ＤＮＳ比色法检测糖类物质

得到的检测结果对比［见图１（ｂ）］，它们的变化曲线

基本吻合，说明可用拉曼光谱特征信号强度来定量

表征浓醪发酵底物和发酵产物的含量。由于采用边

糖化边发酵的发酵方法，发酵液中前６ｈ糖类物质

浓度在增加，此阶段消耗的糖类物质主要用于菌体

细胞的生长，并没有开始大量转化为乙醇，其浓度变

化并不明显；随着发酵的进行，酵母细胞进入快速生

长期，从约６ｈ开始，糖类物质开始迅速消耗，乙醇

浓度快速增长，乙醇发酵开始进入快速发酵的阶段。

随着糖类物质的消耗和乙醇浓度的升高，在第２８ｈ

左右糖类物质含量明显达到较低值时，乙醇发酵进

入了后发酵阶段。

图１ （ａ）发酵液的平均拉曼光谱；（ｂ）乙醇、葡萄糖的特征峰变化曲线与ＧＣ、ＤＮＳ检测的变化曲线对比

Ｆｉｇ．１ （ａ）ＡｖｅｒａｇｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ；（ｂ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｔｈａｎｏｌａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｏｆ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＧＣｏｒＤＮＳ，ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆＲａｍａｎｂａｎｄｓａｔ８８０ｃｍ
－１（ｆｒｏｍｅｔｈａｎｏｌ）ａｎｄ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　１１２７ｃｍ
－１（ｆｒｏｍｇｌｕｃｏｓｅ）

　　从图１（ｂ）的产物和底物变化可以看到木薯淀

粉浓醪发酵过程存在３个阶段，０～４ｈ是前发酵

期，６～２４ｈ是主发酵期，２８ｈ后开始进入后发酵

期。这是宏观上根据产物与底物变化划分的，在细

胞内部物质的微观变化需要通过单细胞拉曼光谱来

分析。

图２（ａ）是发酵过程不同时刻的酵母细胞平均

拉曼光谱，显示酵母细胞的拉曼光谱随着发酵进程

在逐渐变化。２８ｈ前，酵母细胞的拉曼光谱比较简

单，１００４，１２６６，１４４０，１６５４ｃｍ
!１是主要的峰，但从

３２ｈ开始，不仅原有的主要信号峰增强了，还出现

了大量新的峰。表１列出了主要特征峰可能对应的

物质归属［９，１０，１８，１９］。为了得到更细致的变化信息，

分析了各时段与前一时段的差异光谱［见图２（ｂ）］：

１）曲线ａ显示的是刚接入种子液时与进入快速生长

时（８ｈ）的差异光谱，表明种子细胞含有较多的胞内

物质，而快速生长的细胞胞内物质含量低（此时通常

胞内有一个很大的液泡）；２）在８～１８ｈ逐渐增加的

是蛋白质（对应１４４５，１６６２ｃｍ
!１峰，曲线ｂ）；３）

１８～２８ｈ之间，富含苯丙氨酸（１００４ｃｍ
!１）和二级

结构为无规则卷曲的蛋白质（１６７０ｃｍ
!１）含量在增

加，但脂类物质并没有明显增加；开始出现一些新的

信号峰响应，其中以１３４０，１４８０ｃｍ－１最为明显，两

者均来自腺嘌呤，而７８２，１０８２，１０９４ｃｍ
!１等ＲＮＡ、

ＤＮＡ峰并没有以相应的强度增加，说明此时开始在

胞内大量累积的是腺嘌呤物质；４）２８ｈ后，进入乙

醇产生缓慢的后发酵期，腺嘌呤物质峰的增加最显

著，但 是 脂 类 物 质 （１０６３，１２６６，１２９７，１４４０，

１６５４ｃｍ
!１等）也有明显增加，蛋白质物质的峰也有

所增强；随后的发酵过程酵母细胞胞内物质变化不

显著；５）蛋白质结构发生了改变：随着发酵的进行，

１６５４ｃｍ
!１ 峰 强 度 在 向 １６６２，１６７０ｃｍ

!１ 转 变。

１６５４ｃｍ
!１归属蛋白质酰胺Ｉ中α 螺旋，１６６２～

１６７０ｃｍ
!１归属蛋白质酰胺Ｉ中无规则卷曲，说明胞

内蛋白质二级结构由以有序的α螺旋为主逐步转向

以无规则卷曲为主。在２５０ｍＬ三角瓶乙醇发酵和

１０Ｌ小型发酵罐中也观察到相同的现象，但这种现

象都出现在用高浓度发酵底物进行乙醇发酵时，在

低浓度葡萄糖乙醇发酵中这种现象并不明显。
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图２ （ａ）发酵过程不同阶段的细胞平均拉曼光谱；（ｂ）部分差异光谱。为方便对比，除曲线ｄ外，

其他曲线的强度值均乘以系数２放大

Ｆｉｇ．２ （ａ）ＡｖｅｒａｇｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｙｅａｓｔｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ；（ｂ）ｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｐｅｃｔｒａ．Ｅｘｃｅｐｔｆｏｒｃｕｒｖｅｄ，ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｖａｌｕｅｓｏｆａｌｌｔｈｅｏｔｈｅｒｃｕｒｖｅｓａｒｅｄｏｕｂｌｅｄｆｏｒｄｉｓｐｌａｙ

表１ 酵母细胞主要拉曼信号峰可能对应的生物大分子

Ｔａｂｌｅ１ ＴｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｏｆＲａｍａｎｂａｎｄｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｙｅａｓｔｃｅｌｌｏｆｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

Ｒａｍａｎｓｈｉｆｔ／ｃｍ－１ Ｔｅｎｔａｔｉｖｅａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ

７２３ Ａｄｅｎｉｎｅ

７８２ ＲＮＡ（Ｕ，Ｃ，Ｔｒｉｎｇｂｒｅａｔｈｉｎｇ）

１００４ Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１０６３ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

１０８２ Ｃ－Ｃｓｔｒｅｔｃｈｏｆｌｉｐｉｄｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＤＮＡ∶ＢＫ

１０９４ Ｏ－Ｐ－Ｏ－ｏｆＤＮＡ

１２６６ ＡｍｉｄｅＩＩＩ，Ｃ－Ｈｂｅｎｄｏｆｌｉｐｉｄｓ

１２９７～１３０４ ＣＨ２ｔｗｉｓｔｏｆｌｉｐｉｄｓ

１３４０ Ａｄｅｎｉｎｅ

１４４０～１４５０ ＣＨｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｌｉｐｉｄｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ

１４８０ Ｇｕａｎｉｎｅａｎｄａｄｅｎｉｎｅ

１５６０～１５７５ Ｇｕａｎｉｎｅａｎｄａｄｅｎｉｎｅ

１６０２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅａｎｄｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ

１６５４ ＡｍｉｄｅＩ，αｈｅｌｉｘ，ｃｉｓＣＣｓｔｒｅｔｃｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

１６６２～１６７０ ＡｍｉｄｅＩ，ｒａｎｄｏｍｃｏｉｌｉｎｇ

１７４５ ＣＯｓｔｒｅｔｃｈｏｆｌｉｐｉｄｓ

　　通过计算光谱中各特征拉曼光谱的信号强度，

得到酵母细胞物质变化的更详细信息（图中没有给

出）。结果显示：１）表征ＲＮＡ的７８２ｃｍ
!１信号峰的

强度，在４ｈ时有所降低，之后随着淀粉糖化的完成

和酵母细胞适应新的培养环境而有所增加，随后又

有所降低，这一涨落现象持续到２８ｈ；２８ｈ后开始

不断增强，在３６ｈ时达到最大值。表征 ＤＮＡ 的

１０９４ｃｍ
!１与７８２ｃｍ

!１的情况类似，有所不同的是

１０９４ｃｍ
!１在１２ｈ时就开始稳定并开始呈现增长趋

势。２）表征蛋白质和脂类的１３０１，１４４０，１６５４ｃｍ
!１在

开始阶段稍下降后增加，在１２ｈ时达到最低，在１６～

２８ｈ有一个相对稳定的阶段，但在２８ｈ后开始增加，

直到３６ｈ到达另一个稳定期。可见，酵母细胞的拉

曼光谱在细胞刚进入发酵罐时，总体表现为胞内蛋白

质和脂类物质含量的减小，之后才大量表达蛋白质和

脂类物质，反映了酵母细胞为了适应营养环境的变

化，自身能量物质的消耗与重构的过程。

３．２　不同发酵阶段细胞间的差异

上述分析均是基于大量细胞的平均信息，掩盖

了细胞间的差异。为了监测发酵过程中酵母在细胞

水平上发生的变化，比较分析了不同发酵时期的０，

６，１２，２４，３２，４４ｈ的主要拉曼光谱峰信号强度的分
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布。图３是表征酵母细胞的 ＲＮＡ（７８２ｃｍ
!１），

ＤＮＡ（１０９４ｃｍ
!１），脂类物质（１３０１ｃｍ

!１），蛋白质

和脂类物质（１４４０ｃｍ
!１），嘌呤类物质（１４８０ｃｍ

!１）

和蛋白质（１６５４ｃｍ
!１）的拉曼信号峰的直方统计图，

用于统计选定信号峰在各强度区间段里的个数，它

显示出拉曼峰的信号强度在细胞间的分布，图中曲

线是利用原始数据的平均值和标准差生成的正态分

布曲线拟合。从图中可以看到：１）细胞的蛋白质和

脂类物质（１３０１，１４４０，１６５４ｃｍ
!１）在发酵的前、中

期，细胞间的分布都比较集中，细胞间差异不大；在

发酵后期（３２、４４ｈ），这两类物质的含量显著增加

了，而且细胞间的差异也增大了；１２ｈ是个特别的

时间点，这两类物质在细胞中的总量明显是整个发

酵过程中最少的。２）核酸类物质，在发酵前、中期，

７８２ｃｍ
!１与１０９４ｃｍ－１的信号峰强度呈离散分布，

但进入发酵后期后，含量增加且在细胞间的分布接

近正态分布。３）嘌呤物质（１４８０ｃｍ
!１）在乙醇发酵

的前期、中期胞内含量很少，各细胞间的含量差别不

大，但是在发酵的后期迅速增加，细胞间的含量差异

也很大，且呈两极分化，含量较少的细胞占多数，含

量很高的细胞占少数，说明酵母细胞对嘌呤类物质

的累积有多态性，细胞间不均一。出现上述结果可

能是由于酵母细胞在接入发酵罐后生长速度不一

致，细胞处于不同的状态；而在发酵后期，由于底物

基本消耗完毕而乙醇浓度很高，酵母细胞进入了相

对稳定的状态，很多物质在胞内积累，这时细胞的同

步化较高，细胞间的差异较小，因而源自蛋白质、脂

类和核酸的各信号峰强度数据分布都比较集中。但

嘌呤类物质的积累是个例外，细胞间含量极不均一。

图３ 不同发酵阶段酵母细胞间７８２，１０９４，１３０１，１４４０，１４８０，１６５４ｃｍ
!１信号峰强度的直方统计图

Ｆｉｇ．３ ＨｉｓｔｏｇｒａｍｓｏｆＲａｍａｎｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓｏｆｂａｎｄｓａｔ７８２，１０９４，１３０１，１４４０，１４８０ａｎｄ１６５４ｃｍ
!１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｇｅｓｏｆｅｔｈａｎｏｌｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

３．３　不同发酵阶段细胞光谱的主成分分析

ＰＣＡ是一种较为成熟的多元统计监测方法，应

用这一方法可以将拉曼光谱显式变量按照方差最大

原则转化为数量较少的隐式变量，使光谱数据降维，
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然后再从新的隐式变量中提取光谱中主要的信息及

特征。这样既保留了光谱数据的信息特征，又消除

了变量间的关联，同时还减少了部分系统噪声干

扰［５］。从每个时刻的样品中随机抽取２０个酵母细

胞，选用６００～１８００ｃｍ
!１物质指纹峰比较集中的区

域，进行主成分分析，结果显示第一主成分 ＰＣ１

（６５％）和第二主成分ＰＣ２（１５％）之和为８０％，可认

为获取了光谱数据的最主要信息，所以选定主成分

数至ＰＣ２。经ＰＣＡ计算得到得分矩阵和载荷矩阵，

得分矩阵描述细胞之间的特征信息，波数变量之间

的信息则由载荷矩阵描述。从酵母细胞的拉曼光谱

ＰＣＡ的得分矩阵数值图［图４（ａ）］中可以看到，细胞

的数据点明显分布在三个区域：发酵前期（０～８ｈ）

的细胞数据点集中落入图中的第三象限，发酵中期

（１６～２８ｈ）则落入第二象限，其他两个象限则被发

酵后期（３６～４８ｈ）的细胞数据点占据；１２ｈ和３２ｈ

的数据点则分别处于两个发酵期之间。值得注意的

是，发酵后期（正值）与前两个发酵期（负值）的主要

差异为ＰＣ１数值，而发酵前期（负值）与发酵中期

（正值）细胞的区分则主要体现在ＰＣ２数值上。分

析酵母细胞的ＰＣＡ载荷矩阵［图４（ｂ），（ｃ）］可以得

知造成这种分布的原因：在ＰＣ２中，拉曼信号１０６５，

１３００，１４４０，１６６６ｃｍ
!１等谱带的载荷值为正值，而

７１２，８１３，１６０２ｃｍ
!１等谱带则为负值，说明由前发酵

期到主发酵期，前者的信号强度增强了，而后者的信

号强度减弱了；对应的从ＰＣ１可以看到，在由主发

酵期进入后发酵期后，７５８，１３４０，１４８０，１５６７ｃｍ
!１等

嘌呤物质峰的信号增强，而１０９４，１４４７，１６５４ｃｍ
!１

等谱带的信号则在减弱。上述结果与图２、图３的

结果吻合。ＰＣＡ各细胞数据点的分布反映了细胞

在发酵过程中胞内物质的变化情况。

图４ 不同发酵阶段细胞光谱主成分分析。（ａ）得分矩阵数值图；（ｂ）第一主成分载荷分析图；（ｃ）第二主成分载荷分析图

Ｆｉｇ．４ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ．（ａ）ＳｃｏｒｅｓｏｆＰＣＡ；（ｂ）ｌｏａｄｉｎｇｏｆＰＣ１；

（ｃ）ｌｏａｄｉｎｇｏｆＰＣ２

４　讨　　论

酵母细胞是乙醇发酵的主体，每个细胞就是一

个微型的反应器，乙醇产率直接受酵母细胞状态的

影响。本文结合拉曼光谱，监测发酵液中底物和产

物的变化，同时还从单细胞水平上对乙醇发酵过程

中酵母胞内物质的变化进行跟踪，以核酸、脂类和蛋

白质等物质对应的拉曼光谱特征峰为代表，分析了

５００Ｌ发酵罐中木薯淀粉浓醪发酵乙醇的生产过

程。结果表明，追踪发酵液光谱中乙醇和葡萄糖的

特征峰８８０ｃｍ
!１和１１２７ｃｍ

!１谱带的变化，与 ＧＣ

和ＤＮＳ比色法检测结果比较，显示拉曼光谱可以快

速确定发酵液的乙醇和糖类含量。细胞生长、产物

与底物变化显示乙醇发酵过程存在三个明显的阶

段：发酵前期、发酵中期和发酵后期。图４的结果显

示，在乙醇发酵中，酵母细胞的生理状态和胞内物质

变化也存在三个对应的阶段，依次为０～８ｈ，１２～

２８ｈ，３２～４８ｈ；１２ｈ是进入第二阶段的过渡，３２ｈ

是进入第三阶段的过渡。对比图１（ｂ）的底物、产物

变化过程，胞内物质变化要晚大约４ｈ。这可能反

映了细胞对发酵环境的适应过程。

为适应浓醪发酵前期的高渗环境和后期高毒环

境，酵母细胞的生理状态和胞内物质在不停地适应

调整。蛋白质和脂类物质在发酵的前、中期，细胞间

的分布都比较集中，细胞间差异不大在发酵后期，这

两类物质的含量显著增加了，但是细胞间的差异也

增大了。核酸类物质，在发酵前、中期信号峰强度呈

离散分布，但进入发酵后期，含量增加且在细胞间的

０３１７００１６



李自达等：　浓醪乙醇发酵的单细胞拉曼光谱表征

分布接近正态分布。酵母细胞在发酵后期大量累积

嘌呤类物质且呈多态性，细胞间不均一。蛋白质二

级结构α螺旋特征峰１６５４ｃｍ
!１峰强度在向无规则

卷曲峰１６６２，１６７０ｃｍ
!１转变，显示发酵初期胞内蛋

白的二级结构中以有序的α螺旋为主，随着乙醇浓

度的升高，酵母细胞蛋白质以无规则卷曲为主。

显微拉曼光谱技术作为光学手段，具有实时、便

捷、无损伤等优点，可以对微生物细胞进行判别分

析，也可以在单细胞水平上对复杂的微生物生长过

程进行动态研究［２０］。本文应用单细胞拉曼光谱技

术实时监测酵母发酵过程中培养基和单个细胞中发

生的变化，有效地跟踪葡萄糖、乙醇等物质的变化，

以及胞内核酸、脂类及蛋白质等生物大分子的变化。

这展示了光镊拉曼光谱技术实时监测发酵过程中物

质变化的能力和从单个细胞水平上研究发酵过程的

潜能。

５　结　　论

应用单细胞拉曼光谱既可以实时有效地跟踪木

薯浓醪乙醇发酵过程底物、产物的变化，也可以分析

发酵过程酵母细胞胞内主要物质变化及细胞间的差

异，在单细胞水平上充分获取发酵过程的动态信息，

进而可能实现对木薯淀粉浓醪发酵过程的实时全面

监测，为优化发酵参数提供重要的参考信息。

致谢　感谢广西科学院非粮生物质能源国家工程研

究中心申乃坤的实验协助。
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