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Bi om o le cu l a r  ima g i n g  i s  a n  i mp or t a n t  t o o l  f o r  e l u c i da t i ng  b i o l o g i ca l  ph e n ome n a .  

In  t h e  f i e l d  o f  l i f e  s c i e nc e ,  b as i c  r e se a r c h  o n  b i om ol ec u l e s ,  s u ch  a s  ge n es  an d  p r o t e in s ,  

ha s  b ee n  a c t i v e l y  c o n du c t e d  a t  t h e  m o le cu l a r  l ev e l  t h r o u gh  ge n o me  a nd  ge n e  e xp re s s i on  

an a l y se s .  Ho wev e r,  a na ly s i s  o f  on ly  i n d i v id ua l  m o le cu l a r  fu n c t i on s  i s  n o t  s u ff i c i e n t  t o  

e l uc id a t e  co mp le x  l i f e  p he n om en a .  On e  o f  t he  mo s t  im p or t a n t  p r o ce s se s  i s  t h e  

v i su a l i z a t i on  o f  t he  sp a t i o t e mp o ra l  i n t r ac e l l u l a r  d y n ami cs  o f  b i om ol e cu l e s  du r in g  

va r i o us  b i o l o g i ca l  p he n om en a ,  s uc h  a s  c e l l  g r o wth  an d  d i ff e r en t i a t i o n .  P a r t i c u l a r l y  i n  

mic ro b i a l  r e s ea rc h ,  t he re  i s  a n  i n c r ea s i n g  de ma n d  f o r  me t ho d s  t o  d e t ec t  a n d  v i su a l i z e  

b i om o l ec u l e s  t o  c om mer c i a l i z e  en z ym es  an d  a n t ib io t i c s .  F o r  t h e  p r ac t i ca l  ap p l i ca t i on  

o f  mi c r o b i a l  p r o d uc t s ,  u nd e r s t a nd i ng  t h e  m e t ab o l i c  m ec h an i sm s  o f  mi c r o org a n i sms  

wi t h  r e s pe c t  t o  t h e i r  g r o wt h  e n v i ro nm e nt  wi l l  c o n t r i b u t e  t o  i mpr o v i n g  t he  p r o d uc t i on  

e f f i c i e nc y  o f  t he se  mi c r o b i a l  p r o du c t s .  I n  a d d i t i o n ,  m i c r oo rg an i s ms  e f f e c t i v e l y  

ma i n t a i n  t h e i r  b i o l o g i ca l  ac t i v i t i e s  b y  t r an sm i t t i n g  p ro t e in s  an d  s i g na l s  t o  o t he r  ce l l s  

o r  s ym bi o t i c  h os t s  t h ro u gh  c e l l - t o - c e l l  c o n t ac t  a n d  t h e  r e l e as e  o f  e x t r a ce l l u l a r  v es i c l e s  

(E V s) .  T h e r e f o r e ,  b i om ol ec u l a r  im ag i ng  i s  an  e ff ec t i ve  me th od  f o r  u nd e r s t a n d i ng  t h e  

co mm un ic a t i o n  be t wee n  mi c r o o rg a n i sm s  an d  t h e i r  e x t e r na l  e n v i ro nm e nt .  

Rama n  s p ec t r os c op y  i s  a  v i b r a t i o n a l  s p ec t r os c op y  t ec h n i q u e  w i t h  m ol e cu l a r  

s e n s i t i v i t y  t ha t  c an  b e  a pp l i e d  t o  t h e  i n  v i vo  m o le c u l a r  a n a l ys i s  o f  b i o lo g i c a l  s am pl es .  

I t  p r o v i d es  c ha ra c t e r i s t i c  i n f o r ma t i on  o n  t h e  m ol e cu l a r  s t r u c t u r e  o f  b io mo le c u l e s  an d  

do e s  n o t  r eq u i r e  s a mpl e  p re - t r e a tm e n t .  F u r t h e rm o re ,  i t  e n ab l e s  r a p i d  a n d  m in im a l l y  

i n va s i v e  ob s e r va t i o n s  a n d  ca n  be  u s e d  t o  de t e c t  p ro t e in s  an d  l i p i ds  t h a t  c o ns t i t u t e  

l i v i ng  ce l l s .  M o re o ve r,  Ram a n  mic r os p ec t r os c op y,  s p ec i f i c a l l y  t he  co mb in a t i o n  o f  

Rama n  sp e c t r o sc o p y  an d  o p t i ca l  m i c r o sc o p y,  a l l o ws  f o r  t he  c o ns t r uc t i o n  o f  m ol ec u l a r  

d i s t r i bu t i o n  i ma ge s  wi t h  a  h i gh  s p a t i a l  r e s o l u t i on  ( ~3 0 0  nm)  a t  t he  s i n g l e - c e l l  l e ve l .  

On  th e  o t h e r  h a nd ,  Rama n  s pe c t r a  f ro m  b i o lo g i c a l  s am ple s  a r e  t y p i ca l l y  c om po s i t e  

sp e c t r a  o f  mu l t i p l e  b i om ol ec u l e s  a s  we l l  a s  f l u o re sc e nc e  f r o m b i o l o g i ca l  s a mp le s  o r  

co mp o u nd s .  F ur t h e r mor e ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  d e t ec t  b i om ol ec u l e s ,  s uc h  a s  s ec o n da r y  

me t a bo l i t e s ,  wh o se  b i o d i s t r i bu t i o n  i s  u nk n o wn  an d  i n  t r a c e  a mo u n t s .  Ap pr o pr i a t e  

an a l y t i c a l  m e t h od s  f o r  de t e c t i n g  b io mo le cu l e s  i n  b i o l o g i c a l  s am pl es  h a ve  no t  y e t  be e n  

e s t a b l i s h ed .  T hu s ,  i n  t h i s  t h e s i s ,  I  e s t ab l i s he d  a  Ram an  s p ec t r os co p i c  a na ly s i s  p l a t f o rm 

fo r  t h e  d e t e c t i o n  an d  v i s ua l i za t i on  o f  va r io us  b i omo le c u l e s  i n  b i o l o g i c a l  s am p le s  an d  

ap p l i e d  i t  t o  v i s u a l i z e  t he  i n t r a c e l l u l a r  s p a t i o t em p or a l  d i s t r i bu t i o n  t o  d i s cu s s  t h e  

mec h a n i s m  o f  mi c r o b i a l  s e co n d a r y  me ta b o l i t e  fo rm a t i o n .  

I n  Ch ap te r  1 ,  Ram a n  m ic ro s pe c t ro s co p y  i s  c om pa r ed  w i t h  o t h e r  b i om ol ec u l a r  

ima g i n g  t ec h n i q ue s ,  an d  i t s  s t a tu s  an d  a s s oc i a t e d  ch a l l e n g es  w i t h  r e s p ec t  t o  b i o l o g i ca l  

s am p le  me a su re me n t s  a r e  o u t l i ne d .  T he  p u rp o se  a n d  s i gn i f i c a nc e  o f  Ra m an  

mic ro s pe c t ro s co p y  i s  de sc r i b ed  w i t h i n  t he  c o n t e x t  o f  b i o l o g i ca l  s a mp le s .   
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In  Cha p te r  2 ,  I  e s t a b l i s he d  a  Ram a n  s pe c t r os c op ic  a na ly s i s  p l a t fo rm  u s i n g  f u ng i  

a s  a  m o de l  s ys t em  f o r  b i o l o g i ca l  s am pl es .  A p r oc e du re  f o r  t he  m ea s ur em en t  o f  

b i o l o g i ca l  s am p le s  t o  de t e c t  s i n g l e  b i om ol ec u l e s  i s  p r ov i de d .  F ur th e r mo r e ,  a  

mul t i va r i a t e  cu r ve  r e so lu t i o n - a l t e rn a t i n g  l ea s t  s q ua re s  ( M CR - A L S)  me th o d  wa s  a p p l i ed  

t o  t h e  Ram a n  s pe c t r a  o f  f u n g i  t o  de t e c t  s e c on d a r y  m e t ab o l i t e s .  I n  t he  M CR- AL S  m e t h od ,  

sp e c t r a l  d ec om p os i t i on  i s  t h o r o ug h l y  a p p l i e d  wi t ho u t  p r i o r  kn o wle d ge  t h r o ug h  th e  

op t im iz a t i on  o f  c a l cu l a t i o ns  un d e r  p h ys io c he mi ca l l y  r e a s on a b l e  c o ns t r a i n t s .  T he  

sp e c t r a  o f  i n d i v i d u a l  b i om ol ec u l e s  t h a t  c a n  b e  m ol e cu l a r l y  i d e n t i f i e d  a r e  o b t a i ne d .  T he  

Ram a n  s p ec t r um o f  p en i c i l l i n  G  o v e r l ap s  w i t h  t h a t  o f  p r o t e i ns ,  wh ic h  ma k e s  i t s  

de t e c t i o n  i n s i de  m ic r oo rg an i s m s  d i ff i c u l t .  M CR - AL S a na ly s i s  o f  t h e  b a c t e r i a l  sp e c t r um  

re ve a l e d  su c ce s s f u l  d e t ec t i on  o f  p en i c i l l i n  G.  M ap s  o f  t h e  m ol e cu l a r  d i s t r i b u t i o n  w i t h i n  

t h e  ce l l s  wer e  r e c on s t r uc t e d  f r om  a n  i n t e n s i t y  p ro f i l e  m a t r i x .  L oc a l i z e d  “p a r t i c l e - l i ke ”  

f e a t u r es  wer e  a pp a re n t  i n  t he  d i s t r i bu t i o n  ma p  o f  p en i c i l l i n  G .  I t  ha s  b e en  s u g ge s t ed  

t h a t  p en i c i l l i n  G  i s  b i os y n t h es i z e d  wi th i n  pe ro x i s om es .  T he r e  a r e  n o  r e p or t s  o f  t h e  

d i r e c t  v i su a l i z a t i o n  o f  pe n i c i l l i n  G  i n  m y ce l i a l  c e l l s .  

I n  Cha p te r  3 ,  t h e  s p a t i o t em p or a l  s u bc e l lu l a r  l oc a l i z a t i on  o f  s ec o nd ary  

m e t a bo l i t e s  du r i n g  mo r ph o l o g i ca l  d i f f e r e n t i a t i on ,  wh ic h  i s  a  c h a r ac t e r i s t i c  o f  

ac t i no my c e t e s ,  i s  v i su a l i z e d .  T h e  f i l am en to u s  b ac t e r i a l  g en us  S t rep to my ce s ,  wh ic h  

p r o du c es  a p pr ox im a t e l y  70 – 8 0%  of  c l i n i c a l l y  u se fu l  an t i b i o t i c s ,  h as  b ee n  r e p or t e d  t o  

un d e rg o  co m p le x  m or p ho l og i c a l  d i f f e r e n t i a t i on  i n  i t s  l i f e  cy c l e ,  wh i ch  i s  c l o se ly  

r e l a t e d  t o  t h e  p ro d u c t i on  o f  s ec o nd ar y  m e ta bo l i t e s .  Ge n e r a l l y,  du r i n g  t he  l i f e  c yc l e  o f  

S t re p t o my c es  u n de r  so l i d  cu l t u r e  c on d i t i o ns ,  s ee d ed  s p or es  g e rm in a t e  t h ro u g h  th e  

g r o wt h  o f  co mp ar tm en ta l i ze d  my c e l i a  ( MI )  i n t o  t h e  a ga r  m ed iu m .  Af t e r  t h i s  i n i t i a l  

g r o wt h  p e r io d ,  m ul t i nu c l e a t ed  m yc e l i a  ( e a r l y  MI I )  a nd  a e r i a l  my ce l i a  ( l a t e  MI I )  w er e  

fo rme d .  S i mi l a r l y,  a l l  s t a ge s  o f  d i f f e r en t i a t i o n  an d  g ro wt h  o c c ur  u n de r  l i q u i d  c u l tu r e  

co n d i t i on s ,  e xc e p t  i n  t he  l a t e  M I I  s t a g e .  I n  m o s t  S t re p to my ce s  sp e c i e s ,  a e r i a l  m yc e l ium  

fo rma t i o n  a n d  sp o ru l a t i o n  d o  no t  oc c ur  un d e r  l i q u i d  cu l t u r e  co n d i t i o ns  a nd  g ro wi n g  

my ce l i a  fo rm  p e l l e t s / c l um p s .  Ho wev e r,  t he  i n d uc t i on  o f  m or p ho l og i c a l  d i f f e r e n t i a t i on  

t o  ac t i va t e  a n t i b i o t i c  p r o du c t io n  i s  l a rge l y  u n e xp lo re d  be c au s e  t h e  t em po ra l  p r od u c t ion  

an d  l oc a l i z a t i o n  o f  s ec o nd ar y  m e t ab o l i t e s  d u r i ng  m or p h o l o g i c a l  d i f f e r en t i a t i o n  a r e  n o t  

c l ea r.  T h e re fo re ,  a n  e v a l ua t i o n  o f  t h e  s pa t i o t em p or a l  d i s t r i bu t i o n  o f  s ec o n da r y  

me t a bo l i t e s  d u r in g  mor p h o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i on  o f  ac t i no my ce t e s  wo u l d  im p r ov e  

an t i b i o t i c  p ro d uc t i o n .  I n  t h i s  c ha p t e r,  S t re p t o myc e s  a v er mi t i l i s ,  wh ic h  p r o du c es  t h e  

se c on d ar y  m e t a bo l i t e  a ve rme c t i n ,  wa s  ev a lu a t ed  o v e r  t im e  in  l i qu i d  ( 2 4  an d  1 6 8  h )  a nd  

so l i d  (4 8 – 12 0  h )  cu l t u r e s .  I n  l i qu i d  c u l t u r e ,  a v e rm e c t i n  wa s  d e t e c t ed  o n ly  i n  o ne  o f  t h e  

s am p le s  c o l l e c t ed  a f t e r  1 68  h  o f  i nc u ba t io n  a n d  wa s  h ig h ly  co n ce n t r a t e d  i n  c e r t a i n  

l o ca t i o ns  a t  t h e  c e n t e r  o f  t he  m yc e l i a l  p e l l e t .  T h i s  i nd i ca t e s  t h a t  M I  my c e l i a  
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d i ff e r e n t i a t e d  i n t o  e a r l y  M I I  m y ce l i a ,  r e su l t i n g  i n  t h e  p ro d uc t i on  o f  av e rme c t in .  I t  i s  

a l so  im po r t a n t  t o  n o t e  t h a t  av e r me c t in  was  n o t  u n i fo rml y  d i s t r i b u t ed  i n  i n d i v i d ua l  

my ce l i a  b u t  wa s  c o n ce n t r a t e d  a t  ce r t a i n  my ce l i a l  l o ca t i on s .  I n  t he  s o l i d - s t a t e  c u l t u r e ,  

s am p le s  we re  c o l l e c t ed  a t  d i f f e r en t  t im e  i n t e r v a l s  (2 4 – 12 0  h ) ,  p r o gr es s i v e l y  c om pr i s i ng  

d i ff e r e n t  s t a ge s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n .  I n sp e c t i o n  o f  t h e  R am an  i ma ge s  r e v ea l e d  t ha t  t h e  

ch em ic a l  c om p os i t i o ns  o f  t h e  s ub s t r a t e  my ce l i a  ( S M)  a n d  s p i r a l  sp o re  c h a i ns  ( S S Cs)  

wer e  c h a r ac t e r i s t i c a l l y  d i f f e r e n t ;  s pe c i f i c a l l y,  c a r o t e n o i ds  wer e  mo re  a bu n da n t  i n  S S Cs  

th an  i n  S M ,  an d  av e rme c t in  was  p r e se n t  on ly  i n  S S Cs  a nd  n o t  i n  SM .  M y ce l i a  t ha t  

d i f f e r e n t i a t e d  i n  t he  l a t e  MI I  s t a g e  h ad  S M,  s p or e - be a r i ng  m y ce l i a  ( S BM) ,  a nd  S S Cs .  

F or  de t a i l e d  c he mi ca l  a na ly s i s ,  SM ,  S BM ,  a n d  S S Cs  we re  i s o l a t e d  o n  d ay  5  o f  s o l i d  

cu l t u r e ,  a n d  e ac h  do mai n  was  an a l y ze d  v i a  Ram a n  im a g i ng .  Rama n  i ma g i n g  s h o wed  

th a t  a v e rm e c t i n  was  l oc a l i z e d  t o  t h e  S BM  an d  S S Cs ,  bu t  n o t  t o  t h e  S M .  Th e  p r od u c t i on  

o f  a n t i b io t i c s  d u r i ng  s po ru l a t i o n  ha s  be e n  r e po r t e d  i n  s e v e r a l  S t re p to my ce s  sp e c i e s ,  

an d  a n t i b i o t i c s  ca n  p ro t e c t  s p or es  f r om  e n v i ro nm e nt a l  f ac to r s  p r i o r  t o  r e a c t i v a t i o n  f r om 

do rm an c y.  S ph e r i c a l  s t ru c t u re s  wi t h  a  c he mi ca l  c om p os i t i o n  d i f f e r e n t  f r om  t ha t  o f  

sp o re s  wer e  o b se rv e d  o n  t h e  a ga r  me d i um d ur i ng  s p or u l a t i on ,  a n d  Ram a n  i ma g i n g  

r e ve a l e d  p r o t e i n s  a n d  l i p i ds  a s  b i o l o g i ca l  c om p on e n t s  wi t h  a ve rm ec t i n  d i s t r i bu t i o n  i n  

so me  E Vs .  T he  po s s ib i l i t y  t h a t  t h es e  E Vs  wer e  e x t r ud e d  f r o m t h e  MI I  my c e l i a  o f  S .  

av e r mi t i l i s  c a n no t  b e  r u l e d  o u t .  

I n  Ch a p t e r  4 ,  I  s umm ar i z e  t h e  s t u dy  a n d  d es c r ib e  fu t u r e  p r o sp e c t s .  B i om ol ec u l a r  

ima g i n g  us in g  Ram a n  mi c r o s pe c t ro s co p y  was  u se d  t o  v i s u a l i z e  t he  l oc a l i z a t i o n  o f  

s e c on d ar y  m e t a bo l i t e s  i n  m ic ro o rga n i s ms  w i t h  t h e  su b se q ue n t  d i sc us s i o n  o f  t h e i r  

me t a bo l i c  d y na mi cs .  A Rama n  sp ec t r o sc o p i c  a n a l ys i s  p l a t fo rm  was  e s t a b l i s h ed  fo r  t h e  

mea s ur em en t  o f  b i o l og i c a l  s am p le s .  I n  p a r t i c u l a r,  t h e  M CR - AL S  me th o d  e na b le s  t he  

de t e c t i o n  a n d  v i s u a l i za t i on  o f  t r a ce  am ou n t s  o f  s e c on d ar y  me t ab o l i t e s  whe n  c om p a re d  

t o  b i om ol ec u l e s  s u ch  a s  p r o t e i n s  a n d  l i p id s .  T he  an t i b i o t i c s ,  p en i c i l l i n  G  a n d  

av e r me c t in ,  d e t ec t e d  i n  t h i s  s t ud y  we re  l o c a l i z ed  w i t h in  m yc e l i a ,  wh ic h  i s  a  ne w  

f i nd in g  i n  t e rm s  o f  t he  p r o du c t io n  d y n am ic s  o f  s e co n da r y  m e t ab o l i t e s .  T he  ap p l i c a t i on  

o f  Ram an  im ag in g  t o  t h e  c h emi c a l  p r o f i l i n g  o f  m ic ro o rg an i s ms  d ur i n g  m yc e l i a l  

d i f f e r e n t i a t i on  wa s  a l so  d em o ns t r a t ed .  T h e  r e s u l t s  r ev e a l ed  t ha t  t he  c he mic a l  

co mp o s i t i on  o f  m y ce l i a  c ha n ge d  s i gn i f i c a n t ly  d u r i n g  m or p ho l og i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  I  

be l i ev e  t ha t  Ram a n  i ma g i ng  ha s  t he  p o t en t i a l  t o  h e l p  r e s ea rc h e r s  i n ve s t i g a t e  s ec o n d ary  

me t a bo l i t e  p r o du c t io n  a n d  r eg u l a t i o n  i n  mic ro o rga n i sm s .  

T he  Ram a n  sp e c t r o s co p i c  a na ly s i s  p l a t f o rm  e s t a b l i s he d  i n  t h i s  t h es i s  c a n  be  

ap p l i e d  t o  t he  me as ur em en t  o f  va r i o us  b i o l o g i ca l  s am pl e s  i n  b i o l o gy,  mi c r ob i o l og y,  

an d  f o o d  s c i en c e ,  t h e r eb y  co n t r i b u t i n g  t o  t h e  a dv a nc em e n t  o f  b i o l o g i ca l  r e s ea rc h .  
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