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Abstract

Ionic liquids (ILs) are salts which remain liquid below 100 °C and composed of a cation and

anion moiety. They exhibit advantageous properties like low vapour pressure, high solvating

ability and thermal stability. Ionic liquids are widely used for pre-treatment of lignocellulosic

biomass prior to enzymatic saccharification. However, their toxicity towards saccharification

enzymes and fermentative microorganisms, high costs and complexity in recycling pose

major bottleneck in their large scale applications. The present thesis entails various studies

conducted to investigate the stability of extremophilic enzyme systems in the presence of

ionic liquids. Extremophiles and their enzymes which are generally adapted to function under

extreme conditions of pH, temperature, pressure and salts provide an interesting system for

the study of ionic liquid-enzyme interactions.

Sporotrichum thermophile, a thermophilic fungus was characterised for its morphological and

biochemical characteristics. The strain secreted good amount of xylanase. De-oiled Jatropha

curcas seed cake, a plentiful by-product of biodiesel industry was used as substrate for

xylanase production from S. thermophile by solid state fermentation. Under the optimized

conditions, 1025 U xylanase/g DSC (Deoiled Seed Cake) was produced. The xylanase

exhibited half life of 4 h at 45 °C and 71.44 min at 50 °C respectively. It was stable in a

broad pH range of 7.0–11.0. Km and Vmax were 12.54 mg/ml and 454.5 U/ml/min

respectively.

Ionic liquid stability of thermophilic S. thermophile xylanase was explored. It was active and

stable in [EMIM][OAc] upto 50% concentration (v/v). The pre-treatment of wheat straw (18-

25%, w/w xylan) with [EMIM][OAc]  followed by IL stable S. thermophile xylanase

treatment (containing 12 U/ml xylanase activity and 2 U/ml CMCase activity) led to 281 mg

reducing sugars (consisting of mainly xylose and xylo-oligosaccharides) per g wheat straw
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much higher as compared to non-pre-treated. IL stable enzymes enabled simultaneous pre-

treatment, saccharification and the intermediate step of washing of residual IL can be

eliminated to make the process cost effective. SEM, XRD and FT-IR confirmed the loss of

crystallinity by [EMIM][OAc] pre-treatment followed by hydrolytic bond cleavage and

deacylation by xylanase in the subsequent step.

Furthermore the cells of S. thermophile were screened for their viability in the presence of

various hydrophilic imidazolium based ILs. [EMIM][OAc], [BMIM][MeSO4] and

[BMIM][OTf] were found to be compatible and did not affect the growth and xylanase

production whereas [HMIM][BF4] and [BMIM][BF4] were not compatible and inhibited the

growth drastically. The impact of two types of ILs systems compatible, [EMIM][OAc] and

non-compatible, [BMIM][BF4] on S. thermophile membrane permeability, surface

morphology, membrane characteristics and fatty acid composition were studied by SEM,

TEM, AFM and FAME analysis. [EMIM][OAc] was tolerated by S. thermophile upto 4%

(v/v) concentrations and the cellular response in this particular IL was comparable with that

of control. The antioxidative enzyme levels and the changes in the intracellular proteome

response to [EMIM][OAc] and [BMIM][BF4] indicated global changes in the major

metabolic pathways as well. In order to explore the feasibility of using S. thermophile cells in

place of its crude xylanase, a study was conducted for in situ pre-treatment and

saccharification of [EMIM][OAc] treated wheat straw and high amount of reducing sugars

were released as compared to controls.

The last part of the thesis covers the activity levels of another important enzyme system, β-

lactamase which is manifested in β-lactam mediated antimicrobial resistance. The lactamase

produced from soil strain EMB20 of Bacillus cereus was purified using three phase

partitioning and gel filtration chromatography to a 30 fold purification and 15% recovery

yield. Contrary to the general trend, the lactamase was not a metalloenzyme but its activity
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was enhanced in presence of Mg2+ and Mn2+. The EMB20 lactamase exhibited improved

stability against inhibitors and denaturing agents such as urea and GdmCl (Guanidinium

chloride) as compared to its commercial analogue. Consequently various types of ILs and

DES was found to efficiently inhibit the lactamase. The effect of individual components of

maline on lactamase inhibition showed that malonic acid was mainly responsible for

inhibiting lactamase. Structure-function and docking studies justified the work. Further the

antibacterial and cytotoxic studies also confirmed the potential of maline as a potent growth

inhibitor of β-lactamase producing

Deep Eutectic Solvents (DESs) were screened for their lactamase inhibiting ability. Maline, a

B. cereus EMB20.



सार 
                                                                                             
 आयनिक तरल पदार्थ (ILs) िमक होते हैं जो 100 डिग्री सेल्ससयस के िीच े तरल होते हैं और 

धिआयि और ऋणायि से बिे होते हैं। वे कम वाष्प दबाव, उच्च घुलिशीलता और र्मथल ल्थर्रता 

जैस ेलाभप्रद गुण प्रदर्शथत करते हैं। आयनिक तरल पदार्ों को व्यापक रूप से एंजाइर्मक र्सके्रशि के 

पूवथ र्लगोिोसेलुलोल्जक जैवभार के पूवथ उपचार के र्लए उपयोग ककया जाता है। हालांकक, र्सके्रशि 

एंजाइम और ककल्ववत सूक्ष्मजीवों के प्रनत उिकी ववषाक्तता, उच्च लागत और रीसाइल्क्लंग में 

जटिलता उिके बड ेपैमािे पर अिुप्रयोगों में बडी बाधा उत्पन्ि करती है। वतथमाि शोध में ईओणणक 

तरल पदार्थ की उपल्थर्नत में चरमपसंदी एंजाइम प्रणार्लयों की ल्थर्रता की जांच के र्लए ककए गए 

ववर्भन्ि अध्ययिों पर जोर टदया गया है। चरमपसंदी सूक्ष्मजीव और उिके एंजाइम, जो आम तौर पर 

पीएच, तापमाि, दबाव और लवण की चरम ल्थर्नतयों के तहत कायथ करि ेके र्लए अिुकूर्लत होते हैं, 

ईओणणक तरल-एंजाइम पारथपररक कक्रया के अध्ययि के र्लए एक टदलचथप प्रणाली प्रदाि करते हैं। 

थपोरोटिचम र्मोफाइल, एक र्मोकफर्लक कवक है। इसे इसकी रूपात्मक और जैव रासायनिक 

ववशषेताओं के द्वारा चचल्नित ककया गया है। यह कवक जाइलिेस अच्छे मात्रा में स्राववत करते हैं। 

De-oiled जेिोफा curcas बीज केक, बायोिीजल उद्योग का एक बहुतायत स ेउप-उत्पाद सब्सिेि है, 

जोकी जाइलिेस स्राववत करिे के र्लए इथतेमाल ककया गया र्ा। अिुकूर्लत पररल्थर्नतयों में, 1025 U 

जाइलिेस / ग्राम िीएससी का उत्पादि ककया गया र्ा। जाइलिेस िे क्रमशः 50 डिग्री सेल्ससयस पर 

45 डिग्री सेल्ससयस और 71.44 र्मिि के हाफ लाइफ का प्रदशथि ककया। यह 7.0-11.0 की व्यापक 

पीएच शे्रणी में ल्थर्र र्ा। Km और Vmax, क्रमशः 12.54 र्मलीग्राम / एमएल और 454.5 U/ एमएल / 

र्मिि रे्। 

र्मोकफर्लक एस. र्मोफाइल जाइलिेस की आयनिक तरल ल्थर्रता का पता लगाया गया। यह 

[EMIM][OAc] में 50% तक सकक्रय और ल्थर्र र्ा। [EMIM][OAc] के सार् गेहंू के भसूे का पूवथ 

उपचार (18-25%, w/w जाइलि) के सार् ILs ल्थर्र एस. र्मोफाइल ल्जयालेिेस उपचार (12 U / 



एमएल जाइलिेस गनतववचध और 2 यू / एमएल CMCase गनतववचध युक्त) के सार् गैर-पूवथ-उपचार के 

मुकाबले 281 र्मलीग्राम कम करिे वाली शकथ रा (मुख्य रूप से सेलुलोल्जक और ल्जयालो-

ऑर्लगोसेकेराइि युक्त) प्रनत ग्राम गेहंू का भूसा प्राप्त ककया जोकी बहुत अचधक र्ा। ILs ल्थर्र 

एंजाइम एक सार् पूवथ उपचार, शकथ रीकरण और अवर्शष्ि आईएल के धोिे के मध्यवती कदम को 

सक्षम ककया जा सकता है ताकक प्रकक्रया लागत प्रभावी हो सके। SEM, XRD और FT-IR ि े

[EMIM][OAc] पूवथ उपचार द्वारा कक्रथिलिाइिी के कम करिे की पुल्ष्ि की और इसके बाद के चरण 

में जाइलिेस द्वारा हाइड्रोलाइटिक बंधि दरार और िआेसेियलानत की गई । 

इसके अलावा एस. र्मोकफल की कोर्शकाओं को ववर्भन्ि हाइड्रोकफर्लक इर्मिाजोर्लयम आधाररत 

ILs की उपल्थर्नत में उिकी व्यवहायथता के र्लए जांच की गई । [EMIM][OAc], [BMIM][MeSO4] 

और [BMIM][OTf] ि ेकोर्शकाओं की वदृ्चध और जाइलिेस उत्पादि को प्रभाववत िही ं ककया र्ा 

जबकक [HMIM][BF4] और [BMIM][BF4] वदृ्चध संगत िहीं रे्I दो प्रकार के ILs र्सथिम, संगत 

[EMIM][OAc] और गैर-संगत [BMIM][BF4], के द्वारा एस. र्मोकफल की णिसली पारगम्यता, 

सतह के आकाररकी, णिसली ववशषेताओं और फैिी एर्सि संरचिा पर SEM, TEM AFM और FAME 

ववश्लेषण की गई । एस. र्मोकफल [EMIM][OAc] की 4% (v/v) सांद्रता तक सहि ककया र्ा और इस 

ववशषे IL में सेलुलर प्रनतकक्रया नियंत्रण के सार् तुलिीय र्ी। एंिीऑक्सीिटेिव एंजाइम का थतर और 

[EMIM][OAc] और [BMIM][BF4]  के र्लए इंिासेसयुलर प्रोिीम प्रनतकक्रया में पररवतथि ि ेप्रमुख 

चयापचय मागों में भी पररवतथि का संकेत टदया है। अपिे कू्रि जाइलिेस के थर्ाि पर एस. र्मोफाइल 

कोर्शकाओं का उपयोग करिे की व्यवहायथता का पता लगािे के र्लए, [EMIM][OAc] पूवथ-उपचार और 

शकथ रीकरण के र्लए एक अध्ययि ककया गया, ल्जसमें गेहंू का भूसा का उपयोग ककया गया और शकथ रा 

की उच्च मात्रा को ववमोचचत ककया गया। 

शोध प्रबंध के अनंतम भाग में एक और महत्वपूणथ एंजाइम प्रणाली की गनतववचध के थतर को शार्मल 

ककया गया है, जो β- लैक्िमैज़ है, जो β-लैक्िम मध्यथर्ता वाले रोगाणुरोधी प्रनतरोध में प्रकि होता है। 



र्मट्िी से उत्पाटदत लैक्िमैज़ तीि चरण ववभाजि और जेल निथपंदि क्रोमैिोग्राफी को 30 गुिा शुद्चध 

और 15% ररकवरी यीसि से शुद्ध ककया गया र्ा। सामान्य प्रववृि के ववपरीत, लैक्िमैज़ मेिलोिोर्सम 

िही ंर्ा लेककि इसकी गनतववचध को Mg
2+

 और Mn
2+

 की उपल्थर्नत में बढाया गया र्ा। EMB20 

लैक्िमैज़ िे अपिे वाणणल्ययक अिुरूप की तुलिा में यूररया और GdmCl (Guanidinium chloride) 

जैस े संदमक और ववकृनतकरण एजेंि के णखलाफ बेहतर ल्थर्रता का प्रदशथि ककया। ितीजति, 

ववर्भन्ि प्रकार के ILs और Deep Eutectic Solvents (DESs) को उिके लैक्िमैज़ संदमक क्षमता के 

र्लए जांच की गई। Maline, एक DES है, जो कुशलतापूवथक लैक्िमैज़ को बाचधत करिे के र्लए र्मला 

र्ा। लैक्िमैज़ अवरोध पर Maline के अलग-अलग घिकों का असर टदखाता है कक मलोनिक एर्सि 

मुख्य रूप से बाचधत लैक्िमैज़ के र्लए ल्जम्मेदार र्ा। संरचिा-कायथ और िॉककंग अध्ययि िे काम को 

उचचत ठहराया। आगे जीवाणुरोधी और साइिोिेल्क्सक अध्ययि िे भी Maline की संभाववत बी. 

सेरेउस उत्पादक β- लैक्िमैज़ के एक प्रभावी ववकास-अवरोधक के रूप में पुल्ष्ि की। 
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