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ABSTRACT 

The ever-increasing demand of crude oil is leading to its rapid consumption, causing a scarcity 

in the conventional fuels available. Hence, newer and alternative energy resources are needed. 

Even with the emerging renewable energy resources, yet today, the maximum demand of 

energy is met with coal and crude oil. Thus, before we are completely able to shift to green and 

clean energy, efficient utilisation of the existing non-renewable energy resource is necessary. 

Most of the fuel products such as petrol, diesel, gasoline, etc are derived from light crude oils. 

It is because, the high density and viscosity of heavy crude oils makes them unsuitable to be 

used for commercial production using the available conventional methods. The number of 

heavy crude oil reservoirs in the world are about seven times more in number than the rapidly 

utilised light crude oil reservoirs. This makes the heavy crude oil reserves a large untapped 

source of energy. The reason for such heaviness of these oils is the presence of asphaltenes in 

them. Biotransformation of asphaltene can lead to a breakdown of its structure resulting in a 

decrease in viscosity and density of heavy oil. By targeting asphaltene breakdown, the trapped 

energy from heavy oil reservoirs could be harnessed to meet with the world’s energy demand. 

A nine membered microbial consortium has been reported to biotransform about 75% 

asphaltene in 21 days. The members have been reported to secrete enzymes which can act on 

asphaltene (Zargar 2021). The study carried out in this thesis works on the focused 

biotransformation of asphaltene using those enzymes. This provides a biological, ecofriendly 

and cost-effective method of asphaltene biotransformation.  

 

In the present study, the genome of all members of the consortium were assessed to find the 

presence of genes acting on aromatic hydrocarbons and alkane chains. The various enzymes 

secreted extracellularly by the consortium during biotransformation were analysed. Based on 

the genome and secretome data, certain enzymes known to act on sulphur and nitrogen were 



  

vii 
 

investigated to check for their role in asphaltene biotransformation. The genes were cloned, 

and the protein was overexpressed in a heterologous host. The action of the enzymes on 

asphaltene was assessed. An enzyme thiol peroxidase from four different strains of the 

consortium was tested for its asphaltene biotransformation efficiency. The biotransformation 

achieved by the several thiol peroxidases overexpressed from a heterologous host, ranged 

between 45 to 63.83%, the highest being from the thiol peroxidase of Micrococcus sp. 

IITD107. The enzyme was purified, and its enzyme activity and kinetics were studied. The 

action of the enzyme was studied on asphaltene and characterization of transformed asphaltene 

was done. The asphaltene fraction was analysed by GC-MS and it was found that during 

enzymatic biotransformation, several peaks corresponding to PAHs were found to reduce in 

size with respect to control. The FTIR and NMR spectra indicated changes in the functional 

group and chemical bonds of treated asphaltene. Change in elemental composition was checked 

and a reduction in sulphur and nitrogen content was observed whereas the carbon and hydrogen 

remained largely unaffected. The change in aromaticity levels of asphaltene and model 

polyaromatic hydrocarbon (PAH) compounds due to the action of the enzyme was studied to 

find a reduction in their levels. Change in surface morphology was assessed by Scanning 

Electron Microscopy (SEM). The role of the enzyme on asphaltene biotransformation was 

confirmed by overexpressing the gene in its native host. The recombinant Micrococcus showed 

increased rate of biotransformation  as compared to wild type. The gene was also successfully 

deleted by homologous recombination in the native host. The deletion of gene led to a major 

drop in the asphaltene biotransformation capability of the host strain as compared to wild type. 

The purified enzyme was immobilised for creation of a packed bed column which could be 

applied for asphaltene biotransformation. Model oil when passed through this column was 

found to have a 34 % reduction in weight of asphaltene in just 6 hours of treatment whereas 

asphaltene from crude oil reduced by 23.5% in weight in 48 hours.  Due to action of the enzyme 
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on asphaltene, the smooth surface of asphaltene was converted into a porous structure. This led 

to the development of a novel and rapid enzymatic process for development of porous carbon 

from asphaltene. The process can lead to successful valorization of asphaltene into useful 

porous carbons.  
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सार 

 

कचे्च तेल की लगातार बढ़ती माांग के कारण इसकी खपत तेजी से बढ़ रही है, जजससे उपलब्ध पारांपररक 

ईांधन की कमी हो रही है। इसजलए, नए और वैकल्पिक ऊजाा सांसाधनोां की आवश्यकता है। उभरते हुए 

नवीकरणीय ऊजाा सांसाधनोां के बावजूद, आज भी ऊजाा सांसाधन की अजधकतम माांग कोयले और कचे्च 

तेल से पूरी होती है। इसजलए, इससे पहले जक हम पूरी तरह से हररत और स्वच्छ ऊजाा में बदल सकें , 

मौजूदा गैर-नवीकरणीय ऊजाा सांसाधन का कुशल उपयोग आवश्यक है। पेट्र ोल, डीजल, गैसोलीन आजद 

जैसे अजधकाांश ईांधन उत्पाद हले्क कचे्च तेलोां से प्राप्त होते हैं। ऐसा इसजलए है, क्ोांजक भारी कचे्च तेलोां 

का उच्च घनत्व और जिपजिपापन उन्हें उपलब्ध पारांपररक तरीकोां का उपयोग करके वाजणल्पिक उत्पादन 

के जलए अनुपयुक्त बनाता है। दुजनया में भारी कचे्च तेल के भांडारोां की सांख्या तेजी से उपयोग जकए जाने 

वाले हले्क कचे्च तेल के भांडारोां की तुलना में लगभग सात गुना अजधक है। यह भारी कचे्च तेल के भांडारोां 

को ऊजाा का एक बडा अप्रयुक्त स्रोत बनाता है। इन तेलोां के इतने भारी होने का कारण उनमें डामर की 

उपल्पथिजत है। डामर के जैव-रूपाांतरण से इसकी सांरिना टू्ट् सकती है, जजसके पररणामस्वरूप भारी तेल 

की जिपजिपाहट् और घनत्व में कमी आ सकती है। डामर के टू्ट्ने को लजित करके, भारी तेल भांडारोां से 

फां सी हुई ऊजाा का उपयोग दुजनया की ऊजाा माांग को पूरा करने के जलए जकया जा सकता है। नौ सदस्ोां 

वाले माइक्रोजबयल सांघ ने 21 जदनोां में लगभग 75% डामर को जैव-रूपाांतररत करने की सूिना दी है। 

सदस्ोां को एां जाइम स्राजवत करने की सूिना जमली है जो डामर पर काया कर सकते हैं (जरगर 2021)। 

इस िीजसस में जकया गया अध्ययन उन एां जाइमोां का उपयोग करके डामर के कें जित जैव-रूपाांतरण पर 

काम करता है। यह डामर जैव-रूपाांतरण की एक जैजवक, पयाावरण-अनुकूल और लागत-प्रभावी जवजध 

प्रदान करता है। 
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वतामान अध्ययन में, सुगांजधत हाइडर ोकाबान और एले्कन श्रांखलाओां पर काया करने वाले जीन की उपल्पथिजत 

का पता लगाने के जलए सांघ के सभी सदस्ोां के जीनोम का मूल्ाांकन जकया गया। जैव-रूपाांतरण के दौरान 

सांघ द्वारा बाह्य रूप से स्राजवत जवजभन्न एां जाइमोां का जवशे्लषण जकया गया। जीनोम और सीके्रट्ोम डेट्ा के 

आधार पर, सल्फर और नाइट्र ोजन पर काया करने वाले कुछ एां जाइमोां की जाांि की गई ताजक एस्फाल्टीन 

बायोट्र ाांसफॉमेशन में उनकी भूजमका की जाांि की जा सके। जीन को क्लोन जकया गया, और प्रोट्ीन को 

जवषम मेजबान में अजधक व्यक्त जकया गया। एस्फाल्टीन पर एां जाइमोां की जक्रया का आकलन जकया गया। 

सांघ के िार अलग-अलग उपभेदोां से एक एां जाइम जिओल पेरोक्सीडेज को इसके एस्फाल्टीन 

बायोट्र ाांसफॉमेशन दिता के जलए परीिण जकया गया िा। जवषम मेजबान से अजधक व्यक्त जकए गए कई 

जिओल पेरोक्सीडेज द्वारा प्राप्त बायोट्र ाांसफॉमेशन 45 से 63.83% के बीि िा, जजसमें सबसे अजधक 

माइक्रोकॉकस एसपी के जिओल पेरोक्सीडेज से िा। IITD107। एां जाइम को शुद्ध जकया गया, और इसकी 

एां जाइम गजतजवजध और गजतकी का अध्ययन जकया गया। एां जाइम की जक्रया का एस्फाल्टीन पर अध्ययन 

जकया गया और रूपाांतररत एस्फाल्टीन का लिण वणान जकया गया। जीसी-एमएस द्वारा एस्फाल्टीन अांश 

का जवशे्लषण जकया गया और पाया गया जक एां जाइमेजट्क जैवपररवतान के दौरान, पीएएि से सांबांजधत कई 

िोजट्योां का आकार जनयांत्रण के सांबांध में कम हो गया िा। एफट्ीआईआर और एनएमआर से्पक्ट्र ा ने 

उपिाररत एस्फाल्टीन के कायाात्मक समूह और रासायजनक बांधोां में पररवतान का सांकेत जदया। तत्व 

सांरिना में पररवतान की जााँि की गई और सल्फर और नाइट्र ोजन की मात्रा में कमी देखी गई जबजक 

काबान और हाइडर ोजन काफी हद तक अप्रभाजवत रहे। एां जाइम की जक्रया के कारण एस्फाल्टीन और 

मॉडल पॉलीएरोमैजट्क हाइडर ोकाबान (पीएएि) यौजगकोां के एरोमैजट्जकट्ी स्तरोां में पररवतान का अध्ययन 

जकया गया ताजक उनके स्तरोां में कमी का पता लगाया जा सके। सै्कजनांग इलेक्ट्र ॉन माइक्रोस्कोपी 

(एसईएम) द्वारा सतह की आकर जत जवज्ञान में पररवतान का मूल्ाांकन जकया गया। एस्फाल्टीन जैवपररवतान 

पर एां जाइम की भूजमका की पुजि इसके मूल मेजबान में जीन को अजधक अजभव्यक्त करके की गई। पुनः  

सांयोजक माइक्रोकॉकस ने जांगली प्रकार की तुलना में जैवपररवतान की दर में वरल्पद्ध जदखाई। मूल मेजबान 
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में समजातीय पुनसंयोजन द्वारा जीन को सफलतापूवाक हट्ा जदया गया। जीन के जवलोपन के कारण 

मेजबान स्ट्र ेन की एस्फाल्टीन जैवरूपाांतरण िमता में जांगली प्रकार की तुलना में बडी जगरावट् आई। पैक्ड 

बेड कॉलम के जनमााण के जलए शुद्ध जकए गए एां जाइम को ल्पथिर जकया गया, जजसे एस्फाल्टीन जैवरूपाांतरण 

के जलए लागू जकया जा सकता है। जब मॉडल तेल को इस कॉलम से गुजारा गया तो पाया गया जक उपिार 

के केवल 6 घांटे् में एस्फाल्टीन के वजन में 34% की कमी आई, जबजक कचे्च तेल से प्राप्त एस्फाल्टीन के 

वजन में 48 घांटे् में 23.5% की कमी आई। एस्फाल्टीन पर एां जाइम की जक्रया के कारण, एस्फाल्टीन की 

जिकनी सतह एक जछिपूणा सांरिना में पररवजतात हो गई। इससे एस्फाल्टीन से जछिपूणा काबान के जवकास 

के जलए एक नई और तीव्र एां जाइमेजट्क प्रजक्रया का जवकास हुआ। इस प्रजक्रया से एस्फाल्टीन को उपयोगी 

जछिपूणा काबान में सफलतापूवाक पररवजतात जकया जा सकता है। 
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