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ABSTRACT 

 

Combustion of organosulfur compounds in fossil fuels is one of the major sources of air pollution. 

With increasing concerns of environmental hazards, government has lowered the permissible 

sulfur levels in fuels. Chemical methods such as hydrodesulfurization have been used for removal 

of sulfur from fuel but this method is incapable of removing polyaromatic sulfurs. Therefore, there 

is a need for an alternative method that can overcome the limitations of hydrodesulfurization. 

Biodesulfurization is an attractive method for removing sulfur from polyaromatic sulfur 

heterocyclics. Many bacteria have been isolated that can desulfurize different organosulfurs. One 

such bacterium is Gordonia sp. IITR100. It is a broad substrate range bacterium that can 

desulfurize both aliphatic and aromatic organosulfurs. Similar to other desulfurizing bacteria, in 

Gordonia sp. IITR100, the desulfurization genes are arranged in an operon under the control of a 

promoter. The bacterium follows 4S pathway of biodesulfurization where DBT is metabolized to 

2- hydroxybiphenyl and sulphite. The operon is known to be repressed in the presence of inorganic 

sulfur and is transcribed in the presence of organosulfurs. However, the regulators and the 

mechanism of regulation of this operon has not been reported to date. The present study aims at 

the isolation and identification of proteins that regulate the dsz operon from Gordonia sp. IITR100. 

Two in vitro methods; pull down assay and preparative gel shift assay followed by MALDI-ToF 

analysis were used to isolate and identify the proteins that bind to the dsz promoter. An in vivo 

method was developed to identify the proteins that bind to a known DNA sequence. Based on the 

results obtained by all three methods, six putative transcription regulators belonging to the family 

TetR, LuxR, two XRE, FIS and DNA binding response regulator were studied for their role in 

biodesulfurization. The TetR family protein was found to activate the dsz operon in recombinant 



 
 

E. coli, Gordonia sp. IITR100 and Rhodococcus erythropolis IGTS8 at sub optimal inducer 

concentration. The TetR family protein was purified and characterized. To decipher the 

mechanism of regulation by this protein, the region of activation in the dsz promoter was 

determined. The binding of the protein to the promoter and the role of bending on activity was 

studied. The probable mechanism for the regulation of dsz operon has also been hypothesized in 

the study. The results on the regulation of dsz operon can help in establishing methods for 

improvising the rate of biodesulfurization. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

सार 

 

जीवाश्म ईंधन में ऑरे्गनोसल्फर यौगर्गको ंका दहन वायु प्रदूषण के प्रमुख स्रोतो ंमें से एक है। पयाावरणीय 

खतरो ंकी बढ़ती ग ंताओ ंके साथ, सरकार ने ईंधन में अनुमेय सल्फर के स्तर को कम कर गदया है। सल्फर 

को ईंधन से गनकालने के गलए हाइड्र ोगड्सल्फराइजेशन जैसे रासायगनक तरीको ंका इसे्तमाल गकया र्गया है, 

लेगकन यह गवगध पॉलीएरोमेगिक सल्फर को हिाने में असमथा है। इसगलए, एक वैकल्पिक गवगध की 

आवश्यकता है जो हाइड्र ोगड्सल्फराइजेशन की सीमाओ ं को पार कर सके। बायोगड्सल्फराइजेशन, 

गवषम क्रीय पॉलीएरोमेगिक सल्फर से सल्फर को हिाने के गलए एक आकषाक गवगध है। कई बैक्टीररया पाए 

र्गए हैं जो गवगिन्न ऑरे्गनोसल्फसा को गनल्पिय कर सकते हैं। ऐसा ही एक जीवाणु है र्गॉड्ोगनया प्रजागत आई. 

आई. टी. आर. १००। यह एक व्यापक सब्सिर ेि रेंज वाला जीवाणु है जो दोनो ं गिग्ध और सुरं्गगधत 

ऑरे्गनोसल्फसा को अवरूद्ध कर सकता है। र्गॉड्ोगनया प्रजागत आई. आई. टी. आर. १०० में अन्य 

गड्सल्फराइगजंर्ग बैक्टीररया के समान, गड्सल्फराइजेशन जीन को एक प्रमोिर के गनयंत्रण में एक ओपेरॉन में 

व्यवल्पथथत गकया जाता है। जीवाणु ४एस  के बायोगड्सल्फराइजेशन के मार्गा का अनुसरण करता है, जहां 

ड्ीबीिी २- हाइड्र ॉक्सीबाईफेगनल और सल्फाइि से  याप य होता है। ओपेरॉन को अकाबागनक सल्फर की 

उपल्पथथगत में दगमत गकया जाता है और ऑर्गोसल्फसा की उपल्पथथगत में प्रत्यारोगपत गकया जाता है। हालााँगक, 

इस ओपेरॉन के गनयमन और गनयमन के तंत्र की आज तक ररपोिा नही ंकी र्गई है। वतामान अध्ययन में प्रोिीन 

के अलर्गाव और पह ान का लक्ष्य है जो र्गॉड्ागनया प्रजागत आई. आई. टी. आर १०० से ड्ीएसज़ेड् ओपेरॉन 

को गनयंगत्रत करता है। इन गविर ो गवगधयो ंमें दो; माल्डी-िॉफ़ गवशे्लषण के बाद परख और प्रारंगिक जेल गशफ्ट 

परख को अलर्ग करने और ड्ीएसज़ेड् प्रमोिर को बांधने वाले प्रोिीन की पह ान करने के गलए उपयोर्ग गकया 



 
 

र्गया था। एक ज्ञात ड्ीएनए अनुक्रम से बंधने वाले प्रोिीन की पह ान करने के गलए इन गववो गवगध गवकगसत 

की र्गई थी। सिी तीन गवगधयो ंद्वारा प्राप्त पररणामो ंके आधार पर, पररवार िेिआर, लक्सआर, दो एक्सआरई, 

एफ फीस और ड्ीएनए बाइंगडं्र्ग ररस्ांस रेरु्गलेिर से संबंगधत छह पुििीवे िर ांसगक्रप्शन रेरु्गलेिर 

बायोगड्सल्फराइजेशन में उनकी िूगमका के गलए अध्ययन गकए र्गए थे। िर ेिआर पररवार के प्रोिीन को पुनः 

संयोजक ई कोलाई, र्गोड्ोगनया प्रजागत  में ड्ीएसज़ेड् ओपेरॉन को सगक्रय करने के गलए पाया र्गया। आइ. 

आइ. टी. आर १०० और रहोदोकॉकस एररथ्रोपोगलस आइ जी टी एस ८ उप इष्टतम ग न्दुसर एकाग्रता में। 

िेिआर पररवार के प्रोिीन को शुद्ध और गवशेषता बनाया र्गया था। इस प्रोिीन द्वारा गवगनयमन के तंत्र को 

समझने के गलए, ड्ीएसज़ेड् प्रमोिर में सगक्रयण का के्षत्र गनधााररत गकया र्गया था। प्रमोिर को प्रोिीन के बंधन 

और र्गगतगवगध पर झुकने की िूगमका का अध्ययन गकया र्गया था। ड्ीएसज़ेड् ओपेरॉन के गनयमन के गलए 

संिागवत तंत्र को िी अध्ययन में पररकल्पित गकया र्गया है। ड्ीएसज़ेड् ओपेरॉन के गनयमन पर पररणाम 

बायोड्ासल्फराइजेशन की दर को सुधारने के तरीको ंको थथागपत करने में मदद कर सकते हैं। 
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