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ABSTRACT 

 

This study addresses the effect of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) on cellulose-degrading 

actinomycetes isolated from soil.  The actinomycetes are widely researched and reported as the 

diverse micro-machinery with incredible capabilities to synthesized and secrete the enzymes like 

cellulase, chitinase, lipases and many other bioactive compounds which are involved in soil 

reclamation and the fertility of soil. The metabolic traits associated with actinomycetes present 

significant opportunities for industrial uses in the paper, pharmaceutical, food, textile and leather 

industries. Their degradation of cellulose and lignin rich agri-biomass other polysaccharides 

present in soil is well documented. As saprophytes, they may decompose complex polysaccharides 

like lignin and cellulose to produce soil organic matter. Cellulases produced from the 

actinomycetes have additional advantages over other sources such as bacteria due to their thermal 

and pH stability, as well as availability in diverse environmental conditions. However, exploring 

more suitable strains for cellulase production due to their slow growth, spore formation, and other 

challenges, is still an area of interest for scientists.  

The enhanced use of nanoparticles has increased concern about risk for the environment and soil 

because it affects microbial processes and may damage soil fertility. Microbial ecotoxicity of the 

NPs has gained huge attention from the researchers across the globe; however, unavailability of 

consolidated data and detailed analysis, it would be difficult to reach the conclusion about the ZnO 

NPs mediated toxicity in soil. Presently, ZnO NPs found multiple applications in various industries 

and agriculture, however their interaction with soil microbial communities is still not well 

understood. The present thesis investigates the interaction between ZnO nanoparticles and 

actinomycetes to find out the possible mechanism of toxicity on cellular and functional level 

(cellulose degradation potential).  
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In the study, actinomycetes with cellulose degradation potential were isolated from the soil of 

different locations because of the availability and adaptation of the wide range of novel species 

distribution in diverse soil conditions. These isolates were screened for their cellulose-hydrolysing 

potential, and out of 45 isolates, 3 isolates formed clear zones on CMC agar, indicating the 

degradation of cellulose. The 16S genomic studies showed that the cellulolytic actinomycetes 

belonged to the Streptomyces genus. Further, these isolates were screened on the basis of pH (5-

11), temperature (30-90 0C) and salinity (2-10% NaCl) stability, results showed that species 

Streptomyces calvus was more stable in these conditions.   

As the next step, ZnO NPs were synthesized using Cow dung extract and characterized with the 

UV-VIS spectra, FTIR, XRD, SEM, TEM microscopy and EDX spectroscopy. The Antimicrobial 

potential of these ZnO NPs synthesized from Cow dung extract were tested against Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus as well as isolates Streptomyces sp. Compared with control (water), 

the impact of biologically synthesized ZnO NPs on seed-germination, root and shoot lengths were 

also explored. Results suggested that ZnO NPs could significantly induce the germination of mung 

bean and does not disturb microbial flora and fauna due to minimal invitro toxicity on test 

microorganisms. The lower cellular leakage and reactive oxygen species (ROS) in comparison 

with commercial ZnO NPs (1mg/ml), made Cow dung extract mediated NPs more suitable for 

finding the possibilities in agricultural and industrial applications.  

In the next step, the catalytic potential of ZnO NPs on cellulose degradation was also investigated 

with the help of solid-state fermentation (SSF) of rice straw and crude cellulase was also recovered 

as another important outcome of the study. The ZnO NPs (1 mg/gm) were supplemented in a solid-

state fermentation medium with the isolated actinobacterial species Streptomycetes calvus for 

cellulase production at 30 0C for 15 days. It was noticed that the addition of the NPs catalyzes the 
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biodegradation of rice straw complex structure and facilitated cellulase production. It was also 

found that cellulase activity increased by 22.5% (29.9 IU/gds with ZnO NPs vs. 24.4 IU/gds in 

control) due to application of NPs. Further, SEM and FTIR clearly showed the degradation of 

lignocellulose in the form of morphological changes in rice straw structure due to microbial action 

during fermentation process. Additionally, 36.6 % higher saccharification rate (sugar yield) with 

respect to non-treated control indicated that nanoparticles-mediated cellulases might be helpful in 

releasing sugar more efficiently.  

 The pure culture-based studies were also performed to evaluate the toxicity of cow dung based 

and commercial ZnO NPs on the isolated Streptomyces calvus. The result showed various 

concentration (0.05-50 mg/ml) concentration of NPs causes toxic effect (zone of inhibition) on 

gram positive S. calvus. On comparing both the NPs the level of ROS is gradually increased in 

commercially purchase ZnO NPs. The outcomes revealed that the toxicity of biologically 

synthesized ZnO NPs was lower (MIC-2 mg/ml) than the commercial ZnO (MIC-1 mg/ml) and 

mainly attributed due to destruction of membranes and entrance of Zn+2 through membranes. 

Further, BacLightTM live-dead analysis highlighted the toxicity of ZnO NPs on S. calvus, due to 

both contact mode (damaged membrane) and concentration of the NPs. 

The microcosm study was also performed to observe the ecotoxicological potentials of ZnO NPs 

on bacterial and actinobacterial diversity. The effect of 1000 mg/kg of biologically synthesized 

and commercial ZnO NPs was investigated using culture plate study (CFU) as well as the 

amplicon-based sequencing of 16S rRNA genes present in the soil extracted DNA from 

microcosms. It was observed that microbial diversity was found to be reduced by 34% in the soils 

treated with ZnO NPs (ZnO B: 1.5×10⁷; ZnO C: 1.01×10⁷).  Further, 16S based genomic 

sequencing of the soil revealed that the relative abundances ecologically significant and 
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agriculturally important phyla specifically Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria and 

Firmicutes were positively or negatively affected in the presence of ZnO NPs ranges from 1 to 4% 

with respect to non-spiked soil. To the best of my knowledge, this is the first study to evaluate the 

impact of biologically synthesized ZnO NPs on cellulase production and soil microbial diversity 

using a combination of solid-state fermentation and next-generation sequencing. The overall 

outcome of the study suggests that biologically synthesized ZnO NPs could be a safer alternative 

to commercial ZnO NPs for agricultural applications, minimizing toxicity to soil microorganisms 

while enhancing cellulase production.  
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सार 

 

वर्तमान अध्ययन में ममट्टी के मवमिन्न नमून ों से पृथक किये गए सेलू्यल ज मिगे्रमिोंग एक्टिन माइमसटीज पर 

मजोंक ऑक्साइि नैन कण ों के प्रिाव पर प्रकाश िाला गया है। एक्टिन माइमसटीज क  बहुर् बहुमुखी सूक्ष्म 

मशीनरी के रूप में जाना जार्ा है मजसमें एमाइलेज, लाइपेस, और सेलु्यलेज़ और एों टीबाय मटक्स जैसे एों जाइम ों 

का उत्पादन करने की क्षमर्ा ह र्ी है ज  ममट्टी के सुधार और मटकाऊ ममट्टी के स्वास्थ्य में सहायक ह रे् हैं। 

वे लोंबे समय से ममट्टी में मौजूद जमटल बाय मास, सेलू्यल ज, मलग्न सेलू्यल ज, जाइलीन, पेक्टिन और अन्य 

जमटल पॉलीसेकेराइि के मवघमटर् करने के मलए जाने जारे् हैं। ज्यादार्र सैप्र फाइट्स के रूप में माना जार्ा 

है, यह उन्हें ममट्टी के काबतमनक पदाथों और खाद के उत्पादन के मलए मलमग्नन और सेलूल ज़ सामग्री जैसे जमटल 

पॉलीसेकेराइि क  मवघमटर् करने के मलए एक उपयुक्त उम्मीदवार बनार्ा है। एक्टिन माइसेट्स से उत्पामदर् 

सेलू्यलस में उनके थमतल और पीएच क्टथथरर्ा और मवमवध पयातवरणीय पररक्टथथमर्य ों में उपलब्धर्ा के कारण 

बैिीररया जैसे स्र र् ों पर अमर्ररक्त फायदे हैं। हालाोंमक, उनकी धीमी वृक्टि, बीजाणु गठन और अन्य चुनौमर्य ों 

के कारण सेलू्यलेज़ उत्पादन के मलए अमधक उपयुक्त उपिेद ों की ख ज करना, अिी िी वैज्ञामनक ों के मलए 

रुमच का के्षत्र है।  

नैन कण ों के बढ़रे् उपय ग ने पयातवरण और ममट्टी के मलए ज क्टखम के बारे में मचोंर्ा बढ़ा दी है क् ोंमक यह 

सूक्ष्मजीव उत्पादकर्ा क  प्रिामवर् करर्ा है और ममट्टी के स्वास्थ्य क  नुकसान पहुोंचार्ा है। यहाों, यह पहली 

बार है जब हमने ममट्टी के एक्टिन माइमसटीज पर ZnO नैन कण ों के प्रिाव की जाोंच की है। सूक्ष्मजीव ों पर 

नैन कण ों (एनपी) के मवषाक्त प्रिाव ों ने ध्यान आकमषतर् मकया है; हालाोंमक, इस पर कुछ ररप टें हैं मक क्ा 

एनपी सूक्ष्मजीव ों के मवकास क  प्रिामवर् कर सकरे् हैं। वर्तमान में, मजोंक ऑक्साइि नैन कण ों ने अपने मवमिन्न 

कृमष और जैमवक अनुप्रय ग ों के कारण बहुर् ध्यान आकमषतर् मकया, हालाोंमक ममट्टी के सूक्ष्मजीव के साथ 

जेिएनओ एनपी की बार्चीर् अिी िी अच्छी र्रह से समझ में नही ों आई है।    
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 वर्तमान अध्ययन के मलए, सेलु्यलेज़-उत्पादक एक्टिन माइसेट्स क  मवमिन्न थथान ों की ममट्टी से अलग मकया 

गया था। इन आइस लेट्स क  उनकी सेलूल ज़-हाइिर  लाइमज़ोंग क्षमर्ा के मलए जाोंचा गया था, और 45 

आइस लेट्स में से 3 आइस लेट्स ने सीएमसी अगर पर स्पष्ट ज़ न का गठन मकया, ज  सेलूल ज़ के क्षरण 

का सोंकेर् देर्ा है। 16S जीन ममक अध्ययन ों से पर्ा चला है मक सेलू्यल लाइमटक एक्टिन माइसेट्स 

स्ट्र ेप्ट माइसेस  जीनस से सोंबोंमधर् थे। इसके अलावा, इन आइस लेट्स क  पीएच (5-11) और र्ापमान (30-

90℃) और लवणर्ा (2-10% NaCl) क्टथथरर्ा पर जाोंच की गई और पररणाम ों से पर्ा चला मक प्रजामर् 

स्ट्र ेप्ट माइसेस कैल्वस इन क्टथथमर्य ों पर अमधक क्टथथर थी।   

मनम्नमलक्टखर् चरण के रूप में, ZnO नैन कण ों क  गाय के ग बर के अकत  का उपय ग करके सोंशे्लमषर् मकया 

गया था और यूवी-वीआईएस से्पिर म, फूररयर टर ाोंसफॉमत इन्फ्रारेि से्पिर  स्क पी (एफटीआईआर), एक्स-रे 

मववर्तन (एक्सआरिी), सै्कमनोंग इलेिर ॉन माइक्र स्क पी (एसईएम), और ऊजात-फैलाने वाले एक्स-रे 

से्पिर  स्क पी (ईिीएक्स) का उपय ग करके मवशेषर्ा थी। उनकी र गाणुर धी क्षमर्ा पर अध्ययन एथचेररमचया 

क लाई, सै्ट्मफल क कस ऑररयस और फू्यजेररयम ऑक्सीस्प रम के क्टखलाफ आय मजर् मकए गए थे। मनयोंत्रण 

की रु्लना में, अमधकर्म बीज अोंकुरण, जड़ की लोंबाई और शूट लोंबाई पर जैमवक रूप से सोंशे्लमषर् जेिएनओ 

एनपी का प्रिाव देखा गया। इससे पर्ा चलर्ा है मक ZnO बीज के अोंकुरण में काफी वृक्टि कर सकर्ा है और 

इन मवटर   क्टथथमर्य ों में ममट्टी, माइक्र मबयल वनस्पमर्य ों और जीव ों क  परेशान नही ों कर सकर्ा है। वामणक्टज्यक 

नैन कण ों (1 ममलीग्राम / एमएल) की रु्लना में कम सेलुलर ररसाव और प्रमर्मक्रयाशील ऑक्सीजन प्रजामर्य ों 

(आरओएस) उत्पादन ने गाय के ग बर मनकालने की मध्यथथर्ा नैन कण ों क  कृमष और औद्य मगक अनुप्रय ग ों 

के मलए उपयुक्त बना मदया।  

इसके अमर्ररक्त, इस अध्ययन का उदे्दश्य ठ स-अवथथा मकण्वन (SSF) सेलू्यलेज़ उत्पादन के दौरान चावल 

के िूसे के क्षरण में ZnO नैन कण ों के प्रिाव क  मनधातररर् करना है। मजोंक ऑक्साइि (ZnO) नैन कण ों 1 
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ममलीग्राम/ग्राम  क  15 मदन ों के मलए  30℃ पर सेलू्यलेज़ उत्पादन के मलए  पृथक एक्टिन बैिीररयल प्रजामर्य ों 

स्ट्र ेप्ट माइसेट्स कैल्वस के साथ एक ठ स-अवथथा मकण्वन माध्यम में पुरा मकया गया था। यह देखा गया मक 

नैन कण ों के अलावा चावल के िूसे की जमटल सोंरचना के बाय मिगे्रिेशन क  उते्प्रररर् करर्ा है और सेलु्यलेज़ 

उत्पादन की सुमवधा प्रदान करर्ा है। र् , सेलु्यलेज़ गमर्मवमध में 22.5% की वृक्टि हुई (मनयोंत्रण में ZnO NPs 

बनाम 24.4 IU/gds के साथ 29.9 IU/gds। इसके अलावा, एसईएम और एफटीआईआर स्पष्ट रूप से मकण्वन 

के दौरान चावल के िूसे की सोंरचना में मलग्न सेलू्यल ज और रूपात्मक पररवर्तन ों के क्षरण क  दशातरे् हैं। इसके 

अमर्ररक्त, गैर-उपचाररर् मनयोंत्रण के सोंबोंध में 36.6% उच्च सैकरीमफकेशन दर (चीनी उपज) ने सोंकेर् मदया 

मक नैन कण ों-मध्यथथर्ा वाले सेलु्यलेज़ चीनी क  अमधक कुशलर्ा से जारी कर सकरे् हैं।  

स्ट्र ेप्ट माइमसटीज  पर जैमवक और वामणक्टज्यक जेिएनओ एनपी के मवषाक्त प्रिाव का अध्ययन करने के मलए 

सोंसृ्कमर्-आधाररर् अध्ययन िी मकया गया था, मजसके बाद  पररणाम से पर्ा चला मक एनपी की मवमिन्न साोंद्रर्ा 

(0.05-50 ममलीग्राम / एमएल) एकाग्रर्ा ग्राम पॉमजमटव एस कैल्वस पर मवषाक्त प्रिाव (मनषेध का के्षत्र) का 

कारण बनर्ी है। द न ों एनपी की रु्लना करने पर वामणक्टज्यक रूप से खरीदे जाने वाले जेिएनओ एनपी में 

आरओएस के स्तर में धीरे-धीरे वृक्टि ह र्ी है। जैमवक रूप से सोंशे्लमषर् ZnO NPs की मवषाक्तर्ा वामणक्टज्यक 

ZnO (MIC-2 mg/ml) की रु्लना में कम (MIC-1 mg/ml) थी - और मुख्य रूप से Zn 2+ की ररहाई के मलए 

मजमे्मदार ठहराया गया, कॉन्फ कल लेजर सै्कमनोंग माइक्र स्क प (CLSM) द्वारा मवशे्लषण से पर्ा चला मक 

मायसेमलयम का आकार नही ों बदला हालाोंमक कुछ व्यक्टक्तगर् बैिीररया की मृतु्य ह  गई। यह सोंिवर्ः मझल्ली 

के माध्यम से क मशकाओों में प्रवेश करने वाले एनपी से Zn2+ जारी ह ने के कारण था, इस श ध से सोंकेर् 

ममलर्ा है मक मजोंक ऑक्साइि नैन कण ों से S. calvus की मवषाक्तर्ा, नैन कण ों के सोंपकत  म ि और एकाग्रर्ा 

द न ों से सोंबोंमधर् है। 
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बैिीररयल और एक्टिन बैिीररयल मवमवधर्ा पर मजोंक ऑक्साइि नैन कण ों के मवषाक्त प्रिाव ों का मूल्याोंकन 

करने के मलए सूक्ष्म जगर् अध्ययन मकया गया था। 1000 ममलीग्राम/मकग्रा जैमवक सोंशे्लमषर् और वामणक्टज्यक 

ZnO नैन कण ों के प्रिाव की जाोंच सोंसृ्कमर्-आधाररर् अध्ययन के साथ-साथ 16S rRNA जीन के इलुममना 

MiSeq अनुक्रमण का उपय ग करके की गई थी। इस अध्ययन में,ZnO NPs (ZnO B: 1.5×10⁷; ZnO B: 

1.510⁷; जेिएनओ सी: 1.01×10⁷)।  उसके बाद ममट्टी के 16S आधाररर् जीन ममक अनुक्रमण ने प्रमुख और 

कृमष रूप से महत्वपूणत फाइला के उन सापेक्ष बहुर्ायर् पर प्रकाश िाला, अथातर््, प्र मटय बैिीररया, 

एक्टिन बैिीररया, गैर-नुकीली ममट्टी के सोंबोंध मजोंक ऑक्साइि 1 से 4% की सीमा मजोंक ऑक्साइि ZnO 

नैन कण ों की उपक्टथथमर् में बदल गए थे। 

मेरे ज्ञान में, यह ठ स र्थ्य और अगली पीढ़ी के अनुक्रमण के सोंय जन का उपय ग करके सेलू्यलेज़ उत्पादन 

और ममट्टी माइक्र मबयल मवमवधर्ा पर जैमवक रूप से सोंशे्लमषर् मजोंक ऑक्साइि नैन कण ों के प्रिाव का 

मूल्याोंकन करने वाला पहला अध्ययन है। मनष्कषत बर्ारे् हैं मक जैमवक रूप से सोंशे्लमषर् मजोंक ऑक्साइि 

नैन कण कृमष अनुप्रय ग ों के मलए वामणक्टज्यक जेिएनओ एनपी का एक सुरमक्षर् मवकल्प ह  सकर्ा है, ज  

सेलू्यलेज़ उत्पादन क  बढ़ारे् हुए ममट्टी के सूक्ष्मजीव ों के मलए मवषाक्तर्ा क  कम कर सकर्ा है।  
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