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Raman spektroskopija i determinacija zemljiSnih kvasaca

IZvOD

U ovom radu su Raman spektroskopijom ispitivana dva izolata kvasaca iz roda Candida. |zolacija
kvasaca je izvrSena iz zemljista uzetog iz gradskog parka u Tivtu (Crna Gora) i sa oglednog dobra
Radmilovac (Poljoprivredni fakultet, Beograd, Srbija), metodom nakupljanja. Dobijene Ciste kulture
kvasaca identifikovane su primenom API AUX 20C sistema (bioMerieux-Vitek). Konstatovano je
prisustvo vrsta Candida guilliermondii i Candida utilis. Analizirani su Raman spektri koji poticu od
lipida, amida, proteina, ugljenih hidrata, aromati¢nih aminokiselina i nukleotidnih baza, u Sirokoj
oblasti talasnih brojeva, od 500 do 3200 cm™. Utvrdeno je da su kod kvasca Candida
guilliermondii pikovi koji odgovaraju frakciji lipida bitno izraZeniji nego kod Candida utilis, $to moze
predstavljati specifican odgovor date vrste kvasca na stres.

Kljucéne reci: Raman spektri, kvasci, lipidi, proteini, amidi, aromati¢ne aminokiseline.

1. UvOD

ZemljiSte predstavlja slozen i dinami€an biolos-
ki sistem, u kome brojne mikrobne populacije dopri-
nose biodiverzitetu. Mikroorganizmi su od klju¢nog
znacaja za odrzavanje funkcije zemljiSta u prirod-
nim i agroekosistemima, zbog njihove uloge u pro-
cesima razlaganja organske materije, uklanjanja
toksi¢nih jedinjenja, kruzenja ugljenika, azota, fos-
fora i sumpora [1]. Pored toga, mikroorganizmi
imaju znacajnu ulogu u suzbijanju biljnih bolesti i u
stimulaciji rasta biljaka [2].

Poslednjih godina sve veéu paznju privlace
zemljiSni kvasci, koji imaju znagajnu ulogu u eko-
lodkim i antropogenim procesima. Kvasci pred-
stavljaju vazne eukariotne mikroorganizme u mno-
gim ekosistemima i zna€ajno doprinose opStem
biodiverzitetu [3]. Poznato je da zemljiSni kvasci
uCestvuju u formiranju mehanicke strukture zemljis-
ta, da predstavljaju izvor hrane za ostale zemljiSne
mikroorganizme, kao i da ucestvuju u kruzenju
materije u zemljitu [4]. U zemljiStu su najzastu-
pljeniji kvasci iz rodova: Candida, Cryptococcus,
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Debaryomyces, Hansenula, Lipomyces, Pichia,
Aureobasidium, Rhodotorula, Saccharomyces,
Schizoblastosporion,  Sporobolomyces, Torula-

spora, Torulopsis, Trichosporon, Kluyveromyces i
Zygosaccharomyces [5]. Kvasci koji Zive slobodno
u zemljidtu utiCu na rast biljaka, odnosno mogu se
smatrati stimulatorima biljnog rasta (PGPs) kroz
mobilisanje hranljivih materija [6], kao i kroz kontro-
lu ili inhibiciju patogenih agenasa [7], proizvodnju
brojnih regulatora rasta biljaka [8], produkciju side-
rofora [9] itd. Kvasci, kao i ostali mikroorganizmi,
imaju znac€ajnu ulogu u procesima kruzenja fosfora,
azota i sumpora [10]. ZemljiSni kvasci iz rodova
Candida, Geotrichum, Rhodotorula i Williopsis spo-
sobni su da nerastvorljiv oblik fosfata prevode u
rastvorljiv oblik u uslovima in vitro [11].

Pracenje aktivnosti zemljiSnih mikroorganizama
se uglavnom bazira na primeni konvencionalnih
mikrobioloSkih metoda, koje Cesto zahtevaju zna-
¢ajnu potroSnju materijala i veliki utroSak vremena.
Raman spektroskopija je od nedavno veoma za-
stupljena metoda u savremenom pristupu bio-
hemijskoj karakterizaciji, koja obezbeduje brzu i
preciznu Klasifikaciju velikog broja prokariotskih i
eukariotskih mikroorganizama [12]. Raman spektri
mikroorganizama su znacajni i za procenu pro-
mene sastava mikroorganizama pod uticajem spo-
ljasnjih faktora, jer oslikavaju vibracije biohemijskih
komponenata unutar celije, kao $to su: proteini,
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DNK, RNK, lipidi, ugljeni hidrati, voda i druge kom-
ponente prisutne u manjim koncentracijama [13].

Imajuci u vidu znacaj zemljiSnih kvasaca, cilj
ovog rada je bio sagledavanje mogucnosti primene
Raman spektroskopije u njihovoj biohemijskoj ka-
rakterizaciji. Odabrani sojevi kvasaca su izolovani i
identifikovani  konvencionalnim  mikrobioloSkim
metodama, a paralelno je izvrSena i analiza celija
kvasaca metodom Raman spektroskopije.

2. MATERIJAL | METODE

Uzorci zemljiSta su uzeti iz gradskog parka u
Tivtu (Crna Gora) i sa oglednog dobra Radmilovac
(Poljoprivredni fakultet, Beograd, Srbija).

Izolacija kvasaca je izvrS§ena metodom nakup-
ljlanja na YPD (engl. yeast extract—peptone-
dextrose) podlozi za uzgoj kvasaca (sa 1 % kvas-
¢evog ekstrakta, 2 % peptona i 2 % dekstroze), na
temperaturi od 28°C tokom 48h. Nakon inkubacije,
za dalja istrazivanja izabrane su morfoloski razliCite
kolonije, a viSestrukim presejavanjem dobijene su
Ciste kulture kvasaca. ldentifikacija Cistih kultura
kvasaca je izvrSena primenom APl AUX 20C siste-
ma (bioMerieux-Vitek), a karakterizacija — pomocu
Raman spektroskopije.

Pripremljeni uzorci €iste kulture kvasaca su sni-
mani Raman mikroskopom XploRA (Horiba Jobin
Yvon), na sobnoj temperaturi, u oblasti talasnih
brojeva od 500 do 3200 cm™, primenom lasera
talasne duZine od 532 nm, sa reSetkom od 1200
zareza po 1 mm. Merenje je vrSeno sa korakom od
3cm™. Dijametar snopa na uzorku je iznosio ~1um,
dok je ukupno vreme snimanja po ¢eliji bilo 20 s.

3. REZULTATI | DISKUSIJA

Primenom API AUX 20C sistema (bioMerieux-
Vitek) izolovani kvasci su identifikovani kao
Candida guilliermondii (C. guilliermondii) i Candida
utilis (C. utilis).

Analizom Raman spektara prikazanih na slici 1,
primeéeno je da su kod kvasca C. guilliermondii,
pikovi koji odgovaraju frakciji lipida bitno izraZeniji,
nego kod kvasca C. utilis. To se najpre moze
zaklju€iti na osnovu oblasti talasnih brojeva iznad
1700 cm™. Naime, u spektrima kvasca C. utilis se
uopéte ne zapaza pik u oblasti oko 1747 cm™, koji
je karakteristi¢an za frakciju lipida, a poti¢e od C=0
istezuéih vibracija [14-17], dok je taj pik primetan
kod C. guilliermondii. Takode, u oblasti od 2800 do
3100 cm™, koja u opStem slu€aju odgovara C-H
istezu€im vibracijama lipida i proteina [17-19], u
spektru kvasca C. guilliermondii se zapaZa sloZeni
pik sastavljen od viSse Raman linija, koji pokazuje
oblik karakteristiCan za dominantan odziv frakcije
lipida [17, 19], dok kod kvasca C. utilis nema
nikakvih naznaka diferencijacije ovog pika na
pojedine Raman mode. Pik na ~ 2725 cm™, za koji
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se iz literaturnih podataka moze =zakljuciti da
takode karakteriSe lipide [17], prisutan je kod oba
kvasca, ali je izrazeniji kod C. guilliermondii. Pored
toga, pri prelasku sa spektra C. utilis na spektar C.
guilliermondii, zapaza se i znatan porast u inten-
zitetu pika na ~ 1078-1080 cm™, koji se takode pri-
marno moze pripisati frakciji lipida (C-C istezuéim
vibracijama) [17, 20], uz manji doprinos C-N
istezucih vibracija proteina [21].

Od ostalih pikova koji su uobi€ajeno prisutni u
spektru lipida, ali nisu specificni samo za njih,
primeéeni su (sl. 1): 1) pik u obasti 1250-1270 cm™
(lipidna traka i tzv. amid Il traka, pri ¢emu ova
druga potice prvenstveno od N-H savijajucih
vibracija i C-N istezu¢ih vibracija u amidnoj
funkcionalnoj grupi [17-21]), 2) pik na 1306-1309
cm™ (dominantno CH, savijaju¢a vibraciona moda
lipida i u manjoj meri C—H deformaciona moda
proteina [18, 21, 23]), kao i 3) pikovi na 1438-1446
cm™ i 1654-1659 cm™, od kojih prvi poti¢e od lipida
i proteina, a drugi od lipida i tzv. amid | trake [14-
17, 22-25]. Pri tome je amid | traka uzrokovana
dominantno C=0 istezu¢im vibracijama u amidnoj
funkcionalnoj grupi [18]. Svaki od ova Cetiri
navedena pika je izrazeniji kod kvasca C.
guilliermondii.
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Slika 1 — Raman spektri kvasaca Candida utilis i
Candida guilliermondii, na kojima dominiraju
pikovi lipida
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Na osnovu svega navedenog, moze se zaklju-
Citi da je sadrzaj lipida veli kod kvasca C.
guilliermondii. Na povec¢ani medusobni odnos sadr-
Zaja lipida i sadrzaja proteina kod kvasca C.
guilliermondii, u poredenju sa tim odnosom kod
kvasca C. utilis, ukazuje i oblik pika na ~ 1654 —
-1659 cm™. Ovaj pik je u opstem slucaju asi-
metriCan, jer njemu, pored trake lipida i amid | trake
ptoteina a-spiralne strukture, Ciji se maksimum
javlja na pomenutim vrednostima talasnog broja
[14, 17, 25, 26], daje doprinos i amid | traka
proteina B sekundarne strukture na oko 1660-1670
cm™, u vidu prevoja [17-20, 23, 24]. Asimetri¢nost
tog pika se u spektrima nasSih uzoraka fakticki
uocava samo kod kvasca C. utilis (sl. 1), dok je kod
kvasca C. guilliermondii ovaj pik uzi i dobija skoro
simetricnu formu (efekat u vidu prevoja sa desne
strane pomenutog pika se gubi), zbog pojacanog
udela frakcije lipida u odnosu na frakciju proteina.
Dodatno, u prilog promene sadrzaja frakcije lipida u
odnosu na sadrzaj proteina i ugljenih hidrata,
govori i promena relativnog intenziteta pika na ~
1306-1309 cm™ u odnosu na pik na ~ 1333-1336
cm™ [14, 16-21]. Naime, kod kvasca C. guilliermo-
ndii je prvi pik (dominantan doprinos lipida) znatno
veci od drugog, dok su kod kvasca C. utilis ova dva
pika priblizno jednakog intenziteta (slika 1).

Promene u izgledu Raman spektara dve iza-
brane vrste kvasca se ne odnose samo na pro-
mene u sadrzaju lipida, vec i na promene u Raman
odgovoru aromati¢nih aminokiselina i nukleotidnih
baza, Sto je prikazano na slici 2. Pik koji se u nadim
spektrima zapaza u oblasti oko 1581-1584 cm™ se
u literaturi pripisuje vibracijama unutar aromati¢nih
aminokiselina i nukleotidnih baza (prvenstveno
adenina i guanina) [16, 19]. Pored toga, pikovi na ~
747 cm™ i 1002 cm™ se pripisuju primarno aro-
mati¢nim aminokiselinama triptofanu i fenilalaninu
respektivno, kao i vibracijama pojedinih veza koje u
proteinima grade neke komponente sa bo&nim
ostacima ovih aminokiselina [14, 16, 20]. Na slici 2
su prikazani spektri na kojima su ovi pikovi
intenzivniji, nego Sto su oni to bili u spektru na slici
1 gde su dominirale trake lipida, Sto je posledica
druge izabrane oblasti u okviru celije kvasca,
tokom snimanja spektara.

Takode, pik na 1125-1128 cm'l, koji se najces-
¢e pripisuje C-N istezu¢éim modama proteina i
C-0O-C glikozidnoj vezi [16, 20, 21], je na slici 2
izrazen kod oba kvasca, naroCito u poredenju sa
lipidnim pikom na ~ 1078-1080 cm™ koji se na slici
2 fakti€ki i ne zapaza, a i pik na ~ 1333-1336 cm™
(C—H deformacione mode u proteinima i mode
uglienih hidrata kao $to je glikogen) je kod kvasca
C. guilliermondii bitno izraZeniji nego 5to je bio u
spektru lipida.
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Slika 2 — Raman spektri kvasaca Candida utilis i
Candida guilliermondii, na kojima dominiraju pikovi
aromati¢nih aminokiselina i nukleotidnih baza,
proteina i ugljenih hidrata

Prilikom poredenja spektara kvasaca C. utilis i
C. guilliermondii, na osnovu slike 2 se moze
konstatovati da je relativni intenzitet pika u oblasti
1581-1584 cm™, posmatrano u odnosu na njegove
susedne pikove, izrazeniji kod kvasca C. utilis, Sto
najverovatnije ukazuje na neSto veéi sadrzaj
nukleotidnih baza adenina i guanina, jer nema
porasta linije triptofana na 747 cm™ i fenilalanina na
1002 cm™. lako pikovima na ~747 cm™, 1306-1309
cm™, 1125-1128 cm™ i 1581-1584 cm™ u op$tem
slu¢aju mogu dati doprinos i linije hemoproteina
[18, 27], vecta izrazenost poslednjeg navedenog
pika kod C. utilis verovatno nije posledica vecéeg
udela hemoproteina, jer intenzitet prva tri navedena
pika nije povecan.

4, ZAKLJUCAK

Imajuci u vidu raznovrsnost zemljiSnih kvasaca
i razliCitu funkciju u ekosistemu (snabdevanje
biljaka azotom i fosforom, transformacija organske
materije, razvijanje antagonistickog odnosa prema
nekim fitopatogenim gljivama, itd.), moze se
pretpostaviti da kvasci predstavljaju potencijal i za
primenu u odrzivoj poljoprivredi. Stoga je za
potpunije razumevanje uloge i znacaja kvasaca u
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zemljistu, pored konvencionalnih metoda neop-
hodno Kkoristiti i nove metode biohemijske karakte-
rizacije kvasaca, poput Raman spektroskopije. U
ovom radu su razmatrani Raman spektri dve vrste
kvasaca: C. guilliermondii i C. utilis. Analizirane su
trake koje potiCu od lipida, amida, proteina, ugljenih
hidrata, aromati¢nih aminokiselina i nukleotidnih
baza, u Sirokoj oblasti talasnih brojeva, od 500 do
3200 cm™. Konstatovano je da su kod C.
guilliermondii pikovi koji odgovaraju frakciji lipida
bitno izrazeniji nego kod kvasca C. utilis, $to moze
predstavljati specifitan odgovor date vrste kvasca
na stres. Dalja istrazivanja na ovom polju ¢e se
upravo odnositi na ispitivanje odgovora pojedinih
vrsta mikroorganizama na razliCite zagadivate
sredine (teSke metale i organske zagadivace).
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RAMAN SPECTROSCOPY AND DETERMINATION OF SOIL YEASTS

In this paper, two isolates of yeasts, members of the genus Candida, have been examined using
Raman spectroscopy. The yeasts were isolated from soils sampled at the town park in Tivat
(Montenegro) and experimental farm Radmilovac (Serbia), by the accumulation method. The pure
cultures of yeasts were identified by the API 20C AUX system. The presence of Candida
guilliermondii and Candida utilis was noted. The Raman spectra, originating from lipids, amides,
proteins, carbohydrates, aromatic amino acids and the nucleotide bases, were analyzed in the
wide range of the wave numbers from 500 to 3200 cm™. It was noticed that peaks which
correspond to the lipid fraction were more pronounced in the case of Candida guilliermondii
compared to Candida utilis. This may represent a specific response of the yeast species to stress

conditions.
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