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ABSTRACT 

In the last few decades there has been a surge in the hazardous chemicals contamination in the 

water bodies in various parts of India. Consequently bioremediation of these hazardous 

chemicals by microorganisms has emerged as a lucrative option. However, remediation of a 

cocktail of metals and pesticide have been poorly understood. Advancement in the various 

physicochemical and robust molecular techniques such as 1D-SDS-PAGE followed by LC-

MS/MS analysis as well as metabolite identification by 1H-NMR can shed light on the various 

cellular strategies adopted by a microorganism. However, these advanced techniques have 

rarely been employed towards study of remediation of complex metal mixtures or metal 

pesticide mixture. 

With this background, the present thesis work consists of four chapters, aiming to understand 

the complete process of metal/multimetal and pesticide mixture remediation by an isolated 

fungus.The first chapter comprises of the literature review on the occurrence of heavy 

metal/pesticide in the various water bodies in India. This section also comprises of various 

bioremediating microorganisms used by researchers till date and the latest proteomic and 

metabolomic tools available to study the mechanism of bioremediation. 

The third chapter begins with a comprehensive tests for the analysis of the selected six heavy 

metals (Cd, total Cr, Cu, Ni, Pb and Zn) and the physicochemical parameters of the samples 

collected from the designated sites of the river Yamuna flowing across the peri urban and urban 

points of Delhi for a period of one year covering various seasons of the year. The ten designated 

sites had a consistent occurrence of Cd during the monitoring season of September, 2012. 

Next, five fungal strains viz., Aspergillus terreus AML02, Paecilomyces fumosoroseus 4099, 

Beauveria bassiana 4580, Aspergillus terreus PD-17, Aspergillus fumigatus PD-18, were 

screened for simultaneous multimetal removal. Highest metal tolerance index for each 

individual metal viz., Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn (500 mg/L) was recorded for A. fumigatus for 

the metals (Cd, 0.72; Cu, 0.72; Pb, 1.02; Zn,0.94). Thereafter, the strains were exposed to 

multiple metal mixture (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn) of various concentrations (6, 12, 18, 30 

mg/L).Compared to other strains, A. fumigatus had higher cube root growth (k) constants 

indicating its better adaptability to multimetal stress. After 72 h, multimetal accumulation 

potential of A. fumigatus (27.59 ± 0.09 mg/L) were higher than the other fungal strains at initial 

multimetal concentration of 30 mg/L. The metal removal varied from 72-89 % for other tested 

strains as compared to 91% for A. fumigatus. However, considering the post treatment 

concentrations of individual metals in multimetal mixture (at all the tested concentrations), A. 
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fumigatus demonstrated exceptional performance and could bring down the concentrations of 

Cd, Cu, Ni, Pb and Zn below the threshold level for irrigation prescribed by Food and 

Agriculture Organization (FAO).Further, this strain was studied for its ability to uptake metals 

in the simultaneous presence of 30 mg/L lindane pesticide. The performance of the strain with 

the introduction of pesticide decreased to 67% metal removal and as a result the metals Cd, Ni 

and Cu were not brought down below the permissible limits. An interesting observation was 

that Pb and Zn uptake by A.fumigatus were enhanced in the presence of lindane. 

The mechanism for removal of 30 mg/L each of individual metals, 30 mg/L of multimetal and 

30 mg/L of multimetal along with 30 mg/L of lindane were investigated in a three fold manner 

by various physiological, proteomic and metabolomic techniques. The different physiological 

techniques comprised of SEM, TEM-EDX, FTIR, XRD and XPS. The SEM studies revealed 

that the 30 mg/L individual metals exerted toxicity on the fungal strain when compared to the 

biotic control. The mycelia in the metal treated cases were highly twisted and shrunk. The 

TEM-EDX mapping along with the metal desorption study by cell disruption technique showed 

~ 46 % Pb deposition on the cell wall and membrane and 51 % Cu, 51 % Ni and 54 % Zn in 

the cytoplasm in case of 30 mg/L individual metals. The FTIR studies confirmed the roles of 

carboxyl, hydroxyl and amide groups which are components of the fungal cell wall for metal 

binding. The XRD study implicated the precipitation of the metals Cd and Ni as phosphates in 

the fungal cell when exposed to the metals individually and at higher concentration than in the 

case of the metals present in multimetal or at lower concentrations. 

The proteomic study gave support for the expression of the proteomes related to the enzymes 

responsible for the various metal uptake phenomena such as organic acid production for metal 

chelation extracellularly, transporter proteins, molecular chaperones like Hsp70 responsible for 

unfolding of folded proteins in case of metal stress. Enzymes responsible for production of 

antioxidants viz. superoxide dismutase and various intracellular metal chelating molecules of 

phytochelatin such as glutathione synthase were shown to be involved in the metal 

detoxification process. 

The metabolomic study revealed the production of primary metabolites which aid in reducing 

the effect of contaminant stress in a fungus. The metabolite betaine which is an osmoregulant 

was produced in case of all the exposures. Overall, this study demonstrated that the same 

microorganism A.fumigatus has different strategies for removal of different metals and 

pesticide individually as well as in combination.This understanding leads to the scope for 

improvement and enhancement in a microbial remediating system for efficient contaminant 

removal.  
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Thus this research work is novel as there are limited studies on the mechanisms of multimetal 

as well as pesticide remediation by a fungus. Hence principally this work is a fundamental 

study to elucidate the comprehensive mechanism of metal/pesticide remediation with the aim 

to extrapolate the findings of this research work to various field applications such as design of 

immobilised enzyme systems for remediation of contaminants or production of useful 

metabolites under various contaminant exposures. 

 



सार 
 

पिछले कुछ दशकसों में भारत के पिपभन्न पिस्सों में जल पिकायसों में खतरिाक रसायिसों के प्रदूषण में िृद्धि हुई िै। ितीजति सूक्ष्मजीिसों 

द्वारा इि खतरिाक रसायिसों के बायसरेमेडीकरण एक आकषषक पिकल्प के रूि में उभरा िै। िालाोंपक, धातुओों और कीटिाशकसों 

के एक कॉकटेल के उिचार कस काफी समझा गया िै। 1 डी-एसडीएस-िेज जैसे पिपभन्न भौपतक-रासायपिक और मजबूत 

आणपिक तकिीकसों में प्रगपत, एलसी-एमएस / एमएस पिशे्लषण के साथ-साथ 1 एच-एिएमआर द्वारा मेटाबसलाइट ििचाि के 

साथ-साथ सूक्ष्मजीि द्वारा उठाए गए पिपभन्न सेलुलर रणिीपतयसों िर प्रकाश डाला जा सकता िै। िालाोंपक, इि उन्नत तकिीकसों कस 

शायद िी कभी जपटल धातु के पमश्रण या धातु कीटिाशक पमश्रण के उिचार के अध्ययि के पलए पियसपजत पकया गया िै 

इस िृष्ठभूपम के साथ, ितषमाि थीपसस के काम में चार अध्याय शापमल िैं, पजसका उदे्दश्य एक िृथक किक द्वारा धातु / बहुआयामी 

और कीटिाशक के पमश्रण की िूरी प्रपिया कस समझिा िै। ििले अध्याय में भारी धातु / कीटिाशक की घटिा िर सापित्य की 

समीक्षा शापमल िै। भारत में पिपभन्न जल पिकायसों इस खोंड में अभी तक शसधकताषओों द्वारा उियसग पकए जािे िाले पिपभन्न जैि-

पिदाि सूक्ष्मजीिसों और जैि-पिदाि के तोंत्र का अध्ययि करिे के पलए उिलब्ध ििीितम प्रसपटओपमक और मेटाबसलामी उिकरण 

शापमल िैं। 

तीसरा अध्याय चयपित छि भारी धातुओों (सीडी, कुल सीआर, कू, िी, िीबी और जेएि) के पिशे्लषण के पलए एक व्यािक िरीक्षण 

के साथ शुरू िसता िै और यमुिा िदी के िापमत स्थलसों से एकत्र पकए गए िमूिसों के भौपतक-सोंबोंधी िैरामीटर िषष के पिपभन्न मौसमसों 

कस किर करिे के पलए एक िषष की अिपध के पलए पदल्ली के िेरी शिरी और शिरी अोंक। पसतोंबर 2012 के मॉपिटररोंग सीज़ि 

के दौराि दस िापमत साइट्स सीडी की लगातार घटिाएों  थी ों। 

अगला, िाोंच किक के लक्षण, जैसे एस्परपगलस टेररयस एएमएम 2, 2, िेपसलसमायसस फू्यमसससरेस 4099, बीिेररया बाद्धस्यािा 

4580, एस्परपगलस टेररयस िीडी -17, एस्परपगलस फू्यपमगेटस िीडी -18, एक साथ मल्टीमेटल िटािे के पलए जाोंच की गई। धातु 

के पलए ए। फू्यपमगेटस (सीडी, 0.72; कू, 0.72; िीबी, 1.02; प्रते्यक व्यद्धि के पलए अपधकतम धातु सपिषु्णता सूचकाोंक अथाषत 

सीडी, सीआर, कू, िी, िीबी और जेएि (500 पमलीग्राम / एल) दजष पकया गया था। Zn, 0.94)। उसके बाद, पिपभन्न साोंद्रणसों (6, 12, 

18, 30 पमलीग्राम / एल) के कई धातु पमश्रण (सीडी, सीआर, कू्य, िी, िीबी और जेएि) के सोंिकष  में थे। अन्य प्रकार के उिभेदसों में 

ए फू्यपमगेटस के उच्च घि जड़ पिकास (कश्मीर) द्धस्थराोंक बहुमेटल तिाि के पलए बेितर अिुकूलि क्षमता कस दशाषता िै। 72 घोंटे 

के बाद, ए फू्यपमगेटस (27.5 9 ± 0.0 9 पमलीग्राम / एल) की बहुआयामी सोंचय क्षमता 30 पमलीग्राम / एल की प्रारों पभक मल्टीमेटल 

एकाग्रता में अन्य फफूों द उिभेदसों की तुलिा में अपधक थी। मेटाइड िटािे के पलए 72-89% से अन्य िरीक्षण पकए गए उिभेदसों में 

पभन्नता हुई, जबपक ए फू्यपमगेटस के पलए 91% की तुलिा में। 

िालाोंपक, बहुमेटल पमश्रण (सभी िरीक्षण साोंद्रता में) में व्यद्धिगत धातुओों के बाद उिचार साोंद्रता िर पिचार करते हुए, एफ़्यूपमगेटस 

िे असाधारण प्रदशषि का प्रदशषि पकया और पिधाषररत पसोंचाई के पलए सीमा स्तर से िीचे सीडी, कू, िी, िोंजाब और जेएि की 

साोंद्रता कस कम कर सकता िै खाद्य और कृपष सोंगठि द्वारा (एफएओ)। इसके अलािा, इस तिाि का अध्ययि 30 पमलीग्राम / 

एल पलोंडिे कीटिाशक की एक साथ उिद्धस्थपत में धातुओों कस तेज करिे की क्षमता के पलए पकया गया। कीटिाशक की शुरूआत 

के साथ तिाि का प्रदशषि 67% धातु िटािे की कमी हुई और िररणामस्वरूि धातु सीडी, िी और कू्य कस अिुमत सीमा से कम 

ििी ों लाया गया। एक पदलचस्प अिलसकि यि था पक ए़ुुपमगाटस द्वारा िीबी और जेि अिपलोंक कस पलोंडिे की उिद्धस्थपत में ब़ा ा 

पदया गया था। 

30 पमलीग्राम / एल प्रते्यक व्यद्धि की धातुओों कस िटािे, 30 पमलीग्राम / एल बहुमेटल और 30 पमलीग्राम / एल बहुमेटल कस 

िटािे के पलए 30 पमलीग्राम / एल पलने्टि के साथ तोंत्र कस पिपभन्न शारीररक, प्रसपटओपमक और मेटाबसलामपिक तकिीक । 

एसईएम, मोंपदर-एडीएक्स, एफटीआईआर, एक्सआरडी और एक्सिीएस के पिपभन्न शारीररक तकिीकसों एसईएम के अध्ययि से 

िता चला िै पक जैपिक पियोंत्रण की तुलिा में 30 पमलीग्राम / एल व्यद्धिगत धातुओों िे किक के तिाि िर पिषािता लगाई थी। 

मेटपलया के मामले में मेटपलया मामलसों में बहुत िी मसड़ और पसकुड़ थे। सेल-पडटेक्शि तकिीक के द्वारा धातु-पडस्कसि अध्ययि 

के साथ मोंपदर-एडीएक्स मैपिोंग िे सेल दीिार और पझल्ली िर 46% िीबी बयाि और 51 पमलीग्राम घित्व, 51% िी और 54% 

जेएि कस 30 पमलीग्राम / एल व्यद्धि के मामले में साइटसप्लाज्म में पदखाया। धातुओों। एफटीआईआर के अध्ययि िे काबाषद्धक्सल, 

िाइडर ॉद्धक्सल और एमाइड समूिसों की भूपमका की िुपि की िै जस धातु बोंधि के पलए फों गल सेल दीिार के घटक िैं। एक्सआरडी 

के अध्ययि में धातुओों के सीडी और िी के फों गल कसपशकाओों में फॉसे्फट कस फें का गया जब धातुओों से अलग-अलग और 

बहुसोंख्यक या कम साोंद्रता में उिद्धस्थत धातुओों के मामले में उच्च एकाग्रता िर सामिे आये। 

प्रसपटओपमक अध्ययि िे मेटल टैके्सशि के पलए काबषपिक अम्ल उत्पादि जैसे एक्स्ट्र ायलु्यलर, टर ाोंसिसटषर प्रसटीि, आद्धिक सोंरक्षक 

जैसे एचएसिी 70 जैसे धातुओों की तेज गपत के पलए एों जाइमसों से सोंबोंपधत प्रसटीओमसों की अपभव्यद्धि के पलए समथषि पदया िै, जस 

धातु तिाि के मामले में जसड़ प्रसटीि के खुलासे के पलए पजमे्मदार िैं । एों टीऑद्धक्सडेंट के उत्पादि के पलए पजमे्मदार एों जाइम अथाषत् 

सुिरऑक्साइड पडसूटासेज और गू्लटापथऑि पसने्थस जैसे फाइटसकेलैपटि के पिपभन्न इोंटर ासेलु्यलर मेटल चेलेट अणुओों कस धातु 

की सूजि प्रपिया में शापमल िसिा पदखाया गया था। 



मेटाबसलाइपकक अध्ययि िे प्राथपमक चयािचयसों के उत्पादि का खुलासा पकया जस किक में सोंदूषक तिाि के प्रभाि कस कम 

करिे में सिायता करता िै। मेटाबसलाइट betaine जस सभी एक्सिसजर के मामले में ओसमसरगुलेंट का उत्पादि िसता िै। कुल 

पमलाकर, इस अध्ययि पदखा पदया िै पक एक िी सूक्ष्मजीि A.fumigatus पिपभन्न धातुओों और कीटिाशक कस िटािे के पलए 

पिपभन्न रणिीपतयसों कस व्यद्धिगत रूि से और साथ िी combination.This समझ कुशल सोंदूषक removal. Thus के पलए एक 

माइिसपबयल remediating प्रणाली में प्रगपत एिों सोंिृद्धि के पलए गुोंजाइश की ओर जाता िै के रूि में िै यि शसध कायष उिन्यास 

िै क्यसोंपक मल्टीमैटल के तोंत्र के साथ िी किक द्वारा कीटिाशक के उिचार िर सीपमत अध्ययि िसते िैं। इसपलए मुख्यतः यि 

काम इस शसध कायष के पिष्कषों कस पिपभन्न के्षत्रीय अिुप्रयसगसों जैसे पक दूपषत िदाथों के उिचार के पलए अबापधत एों जाइम प्रणाली 

के पडजाइि या उियसगी चयािचयसों के उत्पादि के पलए एक्सटर िॉल करिे के उदे्दश्य से धातु / कीटिाशक उिचार के व्यािक तोंत्र 

कस स्पि करिे के पलए एक मूलभूत अध्ययि िै।  
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