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Abstract 

 

The Western Ghats region of Karnataka, India, is an unhabituated area where native 

micro-organisms have been known to degrade lignin. Among such micro-organisms, white-rot 

fungi are well reported for their ability to degrade lignin by the production of extracellular 

laccases and peroxidases. Brown rot fungi partially modify the lignin. Also, bacteria are well 

reported to degrade lignin. In the current study, the ability of the “native bacteria” has been 

explored to degrade lignin via the production of extracellular enzymes and to explore the 

genomics of the best-known lignin degrader. 

Lignin, a complex heteropolymer, is one of the renewable organic sources present on 

the earth that plays a vital role for the growth and survival of the plants. On the other hand, 

when it comes to the application of the lignocellulosic biomass, the whole fraction of lignin is 

considered as waste. In most of the cases, lignin which is obtained as a by-product via various 

industrial processes is burnt as a source of energy or released into water bodies creating an 

unfavorable condition to aquatic life. Though several researchers had made efforts to valorize 

the lignin to value-added chemicals but its adoption at the industrial level is awaited. In nature, 

microbial depolymerization and degradation of lignin is a common process through which they 

convert lignin to various intermediates, finally to acetyl CoA as a feeding molecule of the Tri 

Carboxylic Acid cycle. The most common lignin-degrading microbes are white-rot 

basidiomycetes, brown-rot basidiomycetes, and bacteria. During the processes of lignin 

depolymerization, degradation and assimilation, several intermediates are produced which are 

of economic importance such as vanillin, catechol, and propionic acid, etc. Though the fungal 

biodegradation of lignin is extensively studied, but only a small population of lignin-degrading 

bacteria are explored. There is always a scope to determine new pathways of lignin degradation 

and intermediate compounds of high value. Hence, the ambition of the authors through this 
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study is to focus on the bacterial lignin depolymerization and degradation pathways and further 

possible route of high-value chemicals.  

In chapter 3, 24 soil samples were collected from the Western Ghats, Karnataka region, 

and brought to the Environmental biotechnology laboratory for further processing. 112 

suspected lignolytic bacteria were isolated from those 24 samples based on their ability to grow 

on Kraft Lignin (KL). These bacteria were also checked for their growth on different carbon 

sources where they showed good growth on paddy straw powder followed by popular wood 

powder and KL (with/without glucose and peptone). Bacteria were able to decolorize or adsorb 

lignolytic indicator dyes to various extents showing their ability to break different bonds of 

lignin. Lignin degradation studies also revealed that 24 bacteria were potential lignin degraders, 

capable of degrading KL > 50 %. Morphological, biochemical characterization along with 16S 

rRNA sequencing of these isolates revealed the presence of Bacillus sp. majorly, with four 

actinomycetes viz, Streptomyces mangrovi CRDT-EB-18.4, Streptomyces sp. CRDT-EB-19.7, 

Streptomyces griseorubens CRDT-EB-21.6, and Streptomyces sp. CRDT-EB-21.12. The 

bacteria were also found to be non-pathogenic. 

In chapter 4, all the 24 selected bacteria were found to be significant lignin degraders, 

as they recorded growth in media amended with 200 to 800 ppm KL and follow a particular 

pattern of lignin degradation as analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC) 

and gel permeation chromatography (GPC). The decrease in the absorbance and shift in the 

major peak towards later retention time and appearance of additional minor peaks indicated the 

degradation of high molecular weight lignin and the formation of lower molecular weight 

lignin. Analysis of bacterial degraded products of lignin through gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS/MS) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS) in 

culture supernatant revealed that they majorly follow ortho cleavage pathway in addition to 

meta cleavage pathway, which was deduced using the compounds identified such as vanillic 
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acid, protocatechuic acid, gentisic acid, coniferyl alcohol, and cinnamic acid, etc. Further, the 

above results were supported by aromatic monomer utilization experiments which also 

indicated that these lignin-degrading bacteria have the ability to assimilate these monomers as 

a carbon source by up taking and degrading them by using the intercellular enzymes. The 

dominant bacterial enzyme responsible for lignin degradation was identified as a peroxidase in 

most efficient lignin-degrading bacteria Streptomyces griseorubens CRDT-EB-21.6, which 

was further purified and characterized. 

In chapter 5, it was found that the isolate Streptomyces griseorubens CRDT-EB-21.6 

was showing the highest enzyme activity in the presence of H2O2, thereby showing the possible 

involvement of a peroxidase in lignin degradation. The enzyme was further purified to nine 

fold using the size exclusion chromatography and the activity was increased to 3.09 U from 

0.34 U. The purified enzyme was stable over a wide range of temperatures. However, the 

enzyme was stable only for a pH of 3.0. The enzyme activity was found to be inhibited by Cu2+, 

and Hg+, but increased by K+, Mg2+, Li+, and Ca2+. Also, the enzyme was found to be stable 

over a greater range of salt concentration with maximum activity around 60-80 mM NaCl 

concentration. This clearly shows the stability of the peroxidase enzyme from the isolate 

CRDT-EB-21.6 over a large spectrum of environmental conditions and thereby proves its 

capability to match the needs of industrial applications.  

In chapter 6, in order to establish the lignin degradation ability of Streptomyces 

griseorubens CRDT-EB-21.6, whole-genome sequencing was performed and analyzed. A total 

of ~2.11 Gb HQ data of the sample used for de-novo assembly resulting in 343 scaffolds having 

an assembly size of ~7.2 Mb with an N50 of 36,329 bp. A total of 6471 CDS were predicted 

from 343 scaffolds. In total, 6441 CDS in NR, 3903 in UniProt, 1471 in KOG, and 3224 CDS 

in Pfam database were annotated. It was found that the majority of the hits were against the 

species Streptomyces griseorubens followed by Streptomyces sp. 4F in the sample. A total of 
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2410 GO terms were assigned to the CDS wherein, 1634, 999, and 948 GO terms, were 

assigned to Biological Process, Cellular Component, and Molecular Function, respectively. 

The pathway analysis was carried out using KAAS server (KEGG Automatic Annotation 

Server). The CDS were enriched in different functional pathway categories which were 

predominantly categorized into Metabolism, Genetic Information Processing, Environmental 

Information Processing, and Cellular Processes. Presence of CDS encoding the xenobiotic 

biodegradation terpenoids and polyketides metabolic pathways, along with the presence of 

genes coding for β-ketoadipate, Phenol catabolism, and Gentisate pathway, clearly indicated 

that the bacteria, Streptomyces griseorubens CRDT-EB-21.6 is a potential lignin degrader, and 

a dynamic research material for future studies as well.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



आब्स्ट्रॅक्ट 

पश्चिमी घाट क्षेत्र, कर्ााटक, भारत का एक अप्रभावित क्षेत्र है, जो लिश्नर्र् को तोड़र्े के लिए 

देशी सूक्ष्म जीिों के लिए जार्ा जाता है। ऐसे सूक्ष्म जीिों में, सफेद-सड़र् किक बाह्य कोलशकीय 

िैकेलसस और पेरोक्सीडसे के उत्पादर् द्िारा लिश्नर्र् को तोड़र्े की उर्की क्षमता के लिए ररपोटा 
ककया गया है। ब्राउर् रोट किक आंलशक रूप स ेलिश्नर्र् को संशोधित करता है। इसके अिािा, 
बैक्टीररया अच्छी तरह से लिश्नर्र् को तोड़र्े के लिए ररपोटा ककया गया है। इस अध्ययर् में, "देशी 
जीिाणुओ"ं की क्षमता का पता िगार्े के लिए बाह्य कोलशकीय एंजाइमों के उत्पादर् के माध्यम से 
लिश्नर्र् को कम करर्े और सबसे प्रलसद्ध लिश्नर्र् डीजेंडर के जीर्ोलमक्स की तिाश की गई है। 

लिश्नर्र्, एक जटटि हेटरोपॉिीमर, पथृ्िी पर मौजूद अक्षय काबानर्क स्रोतों में से एक है जो 
पौिों की िवृद्ध और अश्ततत्ि के लिए महत्िपूणा भूलमका नर्भाता है। दसूरी ओर, जब 

लिनर्ोसेल्युिोलसक बायोमास के आिेदर् की बात आती है, लिश्नर्र् के पूरे अशं को बेकार मार्ा जाता 
है। अधिकांश मामिों में, लिश्नर्र् श्जसे विलभन्र् औद्योधगक प्रकियाओं के माध्यम से उप-उत्पाद के 

रूप में प्राप्त ककया जाता है, ऊजाा के स्रोत के रूप में जिाया जाता है या जिीय जीिर् के लिए प्रनतकूि 

श्तिनत पैदा करर्े िािे जि नर्कायों में जारी ककया जाता है। हािांकक कई शोिकतााओं र्े लिश्नर्र् को 
मूल्य िधिात रसायर्ों के लिए िैि बर्ार्े के प्रयास ककए िे, िेककर् औद्योधगक ततर पर इसके 

अपर्ार्े का इंतजार ककया जा रहा है। प्रकृनत में, लिश्नर्र् के माइिोबबयि डपेोिाइमररजेशर् और 

डडगे्रडशेर् एक सामान्य प्रकिया है श्जसके माध्यम से िे लिश्नर्र् को विलभन्र् इंटरमीडडएट में 
पररिनतात करते हैं, अतं में एलसटाइि सीओए को ट्राई काबोश्क्जलिक एलसड िि के एक खििा अणु के 

रूप में। सबसे आम लिश्नर्र्-डडगे्रडडगं रोगाणु सफेद-सड़ांि िािे बेलसडडओमाइसेट्स, ब्राउर्-रोट 

बेलसडडओमाइसीस और बैक्टीररया होते हैं। लिश्नर्र् डपेोिाइराइजेशर्, डडगे्रडशेर् और अश्तमताकरण 

की प्रकियाओं के दौरार्, कई मध्यिती उत्पन्र् होते हैं जो आधिाक महत्ि के होते हैं जैस ेकक िैनर्लिर्, 

कैटेिोि और प्रोवपयोनर्क एलसड, आटद। हािांकक लिश्नर्र् के फंगि बायोडडगे्रडशेर् का बड़ ेपैमार्े पर 

अध्ययर् ककया गया है, िेककर् लिश्नर्र्-डडगे्रडडगं बैक्टीररया की केिि एक छोटी आबादी का पता 
िगाया गया है। लिश्नर्र् क्षरण और उच्ि मूल्य के मध्यिती यौधगकों के र्ए मागों को नर्िााररत करर्े 
के लिए हमेशा एक गुंजाइश है। इसलिए, इस अध्ययर् के माध्यम से िेिकों की महत्िाकांक्षा 
बैक्टीररया लिश्नर्र् डपेोिाइराइजेशर् और डडगे्रडशेर् मागा और उच्ि मूल्य िािे रसायर्ों के आगे 

सभंावित मागा पर ध्यार् कें टित करर्ा है। 
अध्याय 3 में, पश्चिमी घाट, कर्ााटक क्षेत्र से 24 लमट्टी के र्मूर्े एकत्र ककए गए, और आगे की 

प्रकिया के लिए पयाािरण जैि प्रौद्योधगकी प्रयोगशािा में िाया गया। िाफ्ट लिश्नर्र् (केएि) पर 



बढ़र्े की उर्की क्षमता के आिार पर उर् 24 र्मूर्ों में स े112 सतपेक्टेड लिनर्ोलिटटक बैक्टीररया को 
अिग ककया गया िा। इर् जीिाणुओं को विलभन्र् काबार् स्रोतों पर उर्की िवृद्ध के लिए भी जांिा गया 
जहा ंउन्होंर्े िार् के पुआि पाउडर पर अच्छी िवृद्ध टदिाई और इसके बाद िोकवप्रय िकड़ी के पाउडर 

और केएि (निूकोज और पेप्टोर् के साि) के साि। बैक्टीररया लिश्नर्र् के विलभन्र् बंिर्ों को तोड़र्े 
की क्षमता टदिाते हुए विलभन्र् वििुप्त होर्े िािे रंगों की र्कि करर्े िािे लिनर्लिटटक इंडडकेटर 

डाइज को हटार्े या विज्ञापर् करर्े में सक्षम िे। लिश्नर्र् की डडगे्रडशेर् के अध्ययर् से यह भी पता 
ििा है कक 24 बैक्टीररया संभावित लिश्नर्र् डडगे्रडसा िे, जो केएि> 50% को क्षीण करर्े में सक्षम िे। 
इर् आइसोिेट्स के 16S rRNA अर्ुिमण के साि रूपात्मक, जैि रासायनर्क िक्षण िणार् बेलसिस 

तपीशीस की उपश्तिनत का पता ििा। प्रमुि रूप से, िार एश्क्टर्ोमाइसेट्स अिाात तटे्रप्टोमाइसेस 

मैंग्रोिी CRDT-EB-18.4, तटे्रप्टोमी तपीशीस CRDT-EB-19.7, तटे्रप्टोमीस धग्रसेओरुबेन्स CRDT-

EB-21.6, और तटे्रप्टोमी तपीशीस CRDT- EB-21.12। बैक्टीररया गैर-रोगजर्क भी पाए गए। 
अध्याय 4 में, सभी 24 ियनर्त बैक्टीररया महत्िपूणा लिश्नर्र् डडगे्रडसा पाए गए, क्योंकक उन्होंर्े 200 

स े800 पीपीएम केएि के साि मीडडया में िवृद्ध दजा की और हाइ पफॉामेन्स लिश्क्िड िोमेटोग्रफी 
(एिपीएिसी) और जेि पमयेशर् िोमेटोग्रफी (GPC) द्िारा विचिेषण के रूप में लिश्नर्र् डडगे्रडशेर् 

के एक विशषे पैटर्ा का पािर् ककया। बाद की अििारण समय और अनतररक्त मामिूी िोटटयों की 
उपश्तिनत के लिए प्रमुि लशिर में अिशोषण और बदिाि में कमी र्े उच्ि आणविक भार लिश्नर्र् के 

क्षरण और कम आणविक भार लिश्नर्र् के गठर् का संकेत टदया। गैस िोमैटोग्राफी-मास तपेक्ट्रोमेट्री 
(जीसी-एमएस / एमएस) और तरि िोमैटोग्राफी-मास तपेक्ट्रोमेट्री (एिसी-एमएस / एमएस) के 

माध्यम से बॅक्टीररयि कल्िर सुपरर्ैटेंट के विचिेषण स ेपता ििा कक मेटा क्िीिेज पाििे के अिािा 
ऑिो क्िीिेज पाििे का प्रमुि रूप से पािर् ककया जाता है , जो कक िैनर्लिक एलसड, प्रोटोकैटेधिक 

एलसड, जेंटटलसक एलसड, कॉर्फेरीि अल्कोहि और लसन्र्मीक एलसड, आटद जैसे यौधगकों का उपयोग  

के माध्यम से ज्ञात ककया गया िा। इसके अिािा, उपरोक्त पररणामों को सुगंधित मोर्ोमर उपयोग 

द्िारा समधिात ककया गया िा, जो यह भी संकेत देता िा कक लिश्नर्र्-डडगे्रडडगं बैक्टीररया इर् 

मोर्ोमसा को एक काबार् स्रोत के रूप में आत्मसात करर्े और अतंरकोलशकीय एंजाइमों का उपयोग 

करके उन्हें डडगे्रड करर्े की क्षमता रिते हैं। लिधगर् डडगे्रडशेर् के लिए श्जम्मेदार प्रमुि बैक्टीररयि 

एंजाइम की पहिार् सबसे कुशि लिश्नर्र्-डडगे्रडडगं बैक्टीररया तटे्रप्टोमीस धग्रसेओरुबेन्स CRDT-

EB-21.6 में पेरोक्सीडसे के रूप में की गई िी, श्जस ेऔर अधिक शुद्ध और विशषेता बर्ाया गया िा। 
अध्याय 5 में, यह पाया गया कक पिृक तटे्रप्टोमीस धग्रसोरूबेंस CRDT-EB-21.6 H2O2 की 

उपश्तिनत में उच्ितम एंजाइम गनतविधि टदिा रहा िा, श्जसस ेलिश्नर्र् डडगे्रडशेर् में पेरोक्सीडजे की 



संभावित भागीदारी टदिाई दे रही िी। आकार अपिजार् िोमैटोग्राफी का उपयोग करके एंजाइम को र्ौ 
गुर्ा तक शुद्ध ककया गया िा और गनतविधि को 0.34 यू से 3.09 यू तक बढ़ाया गया िा। शुद्ध एंजाइम 

तापमार् की एक वितततृ श्ृिंिा पर श्तिर िा। हािांकक, एंजाइम केिि 3.0 के पीएि के लिए श्तिर 

िा। एंजाइम गनतविधि Cu2 +, और Hg + द्िारा बाधित पाई गई, िेककर् K +, Mg2 +, Li + और Ca2 + 

द्िारा बढ़ी गई। इसके अिािा, एंजाइम को 60-80 लममी NaCl एकाग्रता के साि अधिकतम गनतविधि 

के साि र्मक एकाग्रता की एक बड़ी रेंज पर श्तिर पाया गया िा। यह तपष्ट रूप से पयाािरण की 
श्तिनत के एक बड़ ेतपेक्ट्रम पर अिग CRDT-EB-21.6 से पेरोक्सीडजे एंजाइम की श्तिरता को 
दशााता है और श्जससे औद्योधगक अर्ुप्रयोगों की जरूरतों को पूरा करर्े की क्षमता साबबत होती है। 

अध्याय 6 में, तटे्रप्टोमाइसेस धग्रसोरूबेंस CRDT-EB-21.6 की लिश्नर्र् डडगे्रडशेर् क्षमता को 
तिावपत करर्े के लिए, पूरे जीर्ोम अर्ुिमण का प्रदशार् और विचिेषण ककया गया िा। डी-र्ोिो 
असेंबिी के लिए उपयोग ककए गए र्मूर्े के कुि ~ 2.11 जीबी मुख्यािय डटेा के पररणामतिरूप 

36332 बीपी के एर् 50 के साि 343 तकैफोल्ड का एक वििार्सभा आकार ~ 7.2 एमबी है। 343 

मिार्ों स ेकुि 6471 सीडीएस की भविष्यिाणी की गई िी। कुि लमिाकर NR में 6441 CDS, 

UniProt में 3903, KOG में 1471 और Pfam डटेाबेस में 3224 CDS एर्ोटेट ककए गए। र्मूर् ेमें यह 

पाया गया कक टहट्स की अधिकांश प्रजानतयााँ तटे्रप्टॉमीज धग्रजोरूबेंस िी,ं इसके बाद तटे्रप्टोमी 
तपीशीस 4F। कुि 2410 GO की शतें CDS को सौंपी गई िी,ं श्जसमें 1634, 999 और 948 GO की शतें 
िमशः बायोिॉश्जकि प्रोसेस, सेिुिर कंपोर्ेंट और मॉलिक्यूिर फंक्शर् को सौंपी गई िीं। पाििे 
विचिेषण KAAS सिार (KEGG तििालित एर्ोटेशर् सिार) का उपयोग करके ककया गया िा। 
सीडीएस को विलभन्र् कायाात्मक मागा शे्खणयों में समदृ्ध ककया गया िा, श्जन्हें मुख्य रूप से ियापिय, 

आर्ुिंलशक सूिर्ा प्रसंतकरण, पयाािरण सूिर्ा प्रसंतकरण और सेिुिर प्रकियाओं में िगीकृत ककया 
गया िा। सीडीएस की उपश्तिनत जीर्ोबायोटटक बायोडडगे्रडशेर् टेरेपीर्ोइड्स और पॉिीकेटाइड्स 

मेटाबॉलिक पि एन्कोडडगं की उपश्तिनत के साि-साि बीटा-केटआटदपते, कफर्ोि अपिय और जेंटेट 

मागा के लिए जीर् कोडडगं की उपश्तिनत से तपष्ट रूप से संकेत लमिता है कक बैक्टीररया, 
तटे्रप्टोमाइसेज धग्रसेओरुबेन्स CRDT-EB-21.6 एक पोटेश्न्षयि लिश्नर्र् एक पोटेश्न्षयि 

लिश्नर्र्डगेराडर है, और भविष्य के अध्ययर् के लिए एक गनतशीि अर्ुसंिार् सामग्री भी। 
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