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Abstract 

Laccases belong to the family of multi-copper oxidoreductases and have gained 

prominence due to their broad substrate specificity, making them valuable in bioremediation, 

organic synthesis, biosensing, and other industrial and biotechnological applications. However, 

despite their promising potential, several limitations exist that hinder their widespread use. 

Among all laccases, bacterial and fungal laccases are the most widely studied, and they offer 

contrasting properties. For instance, fungal laccases typically exhibit higher enzymatic activity 

but lower tolerance to adverse conditions such as extreme pH, temperature, and salinity. In 

contrast, even though bacterial laccases present poorer catalytic efficiency, they are more robust 

and show superior stability under harsh operational conditions. Considering these differences, 

this study explores bacterial and fungal laccases through different approaches to exploit their 

respective advantages.  

Initially, we employed two distinct immobilization methods – polyacrylamide gel-

encapsulated laccase and cross-linked laccase aggregates – assessing their effects on catalytic 

efficiency, stability, and reusability of fungal laccase from T. versicolor in the 

biotransformation of two phenolic contaminants – 4,4’-dihydroxybiphenyl and dienestrol. This 

approach successfully improved the stability of the fungal laccase, thereby enhancing their 

potential for industrial applications. We then shifted our focus to a bacterial laccase, CotA 

laccase from Bacillus licheniformis, given their inherent robustness and stability. Hence, 

Chapter 3 and 4 of this study focused on cloning and overexpressing CotA laccase, followed 

by site-directed mutagenesis (SDM) to improve its enzymatic performance. SDM targeting 

residues in the substrate-binding pocket successfully improved the catalytic efficiency of B. 

licheniformis CotA laccase, leading to enhanced dye decolorization efficiency.  

Furthermore, we explored the potential of recombinant Bacillus licheniformis CotA 

laccase in the fabrication of an electrochemical biosensor for the detection of catechol, an 
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environmental pollutant. The biosensor was constructed by modifying a screen-printed 

electrode with CotA encapsulated in a conducting polymer (PEDOT:PSS)/chitosan film. CotA 

can oxidize catechol, and this step enabled the detection of catechol through amperometric 

measurements. The biosensor demonstrated competitive analytical features to fungal laccases 

with a low limit of detection, high sensitivity, and excellent storage stability. Moreover, it 

successfully detected catechol in spiked tap and river water samples making it an effective and 

efficient solution for monitoring catechol in real environmental samples.  

Unlike fungal laccases, which are typically secreted extracellularly under well-

characterized conditions, the regulation and induction of bacterial laccases remain poorly 

understood. To address this gap, we explored the in vivo expression of CotA laccase in Bacillus 

licheniformis under different growth conditions. While no induction was observed in the 

presence of exogenous copper, phenolics, or oxidative stress, CotA expression and enzymatic 

activity significantly increased during sporulation. Additionally, we observed an increase in 

melanin production in sporulating cultures, which indicates towards a possible role for CotA 

in sporulation-linked melanin synthesis.  
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सारांश 

 लैकेस मल्टी-कॉपर ऑक्सीडोरडेके्टस पिरवार से संबंिधत हैं और अपनी व्यापक सब्सटे्रट िविशष्टता 

के कारण प्रमुखता प्राप्त कर चुके हैं, जो उन्हें बायोरमेेिडएशन, काबर्िनक संश्लेषण, बायोसेंिसंग और अन्य 

औद्योिगक और जैव प्रौद्योिगकी अनुप्रयोगों में मूल्यवान बनाता ह।ै हालांिक, उनकी आशाजनक क्षमता के 

बावजूद, कई सीमाएँ मौजूद हैं जो उनके व्यापक उपयोग में बाधा डालती हैं। सभी लैकेस में, जीवाण ुऔर कवक 

लैकेस सबस ेव्यापक रूप स ेअध्ययन िकए गए हैं, और वे िवपरीत गुण प्रदान करत ेहैं। उदाहरण के िलए, कवक 

लैकेस आमतौर पर उच्च एंजाइमेिटक गितिविध प्रदिशर् त करत ेहैं, लेिकन अत्यिधक पीएच, तापमान और लवणता 

जैसी प्रितकूल पिरिस्थितयों के प्रित कम सहनशीलता रखत ेहैं। इसके िवपरीत, भल ेही जीवाण ुलैकेस कमज़ोर 

उत्प्रेरक दक्षता प्रस्तुत करत ेहैं, व ेअिधक मजबूत होत ेहैं और कठोर पिरचालन िस्थितयों के तहत बेहतर िस्थरता 

िदखात ेहैं। इन अंतरों को ध्यान में रखत ेहुए, यह अध्ययन िविभन्न तरीकों के माध्यम से जीवाण ुऔर कवक 

लैकेसेज़ की खोज करता ह ैतािक उनके संबंिधत लाभों का फायदा उठाया जा सके। 

प्रारभं में, हमन ेदो अलग-अलग िस्थरीकरण िविधयों – पॉलीएिक्रलामाइड जेल-एनकैप्सुलेटेड लैकेस 

और क्रॉस-िलंक्ड लैकेस एग्रीगेट्स – का उपयोग िकया और दो फेनोिलक संदूषकों – 4,4’-

डाइहाइड्रॉक्सीबाइफेिनल और डायनेस्ट्रोल के जैवरूपांतरण में टी. वसीर्कलर से प्राप्त कवक लैकेस की उत्प्रेरक 

दक्षता, िस्थरता और पुन: प्रयोज्यता पर उनके प्रभावों का आकलन िकया। इस दृिष्टकोण न ेकवक लैकेस की 

िस्थरता में सफलतापूवर्क सुधार िकया, िजसस ेऔद्योिगक अनुप्रयोगों के िलए उनकी क्षमता में वृिद्ध हुई। िफर 

हमन ेअपना ध्यान एक जीवाण ुलैकेस, बैिसलस लाइकेिनफॉिमर् स स ेप्राप्त CotA लैकेस पर कें िद्रत िकया, 

क्योंिक उनमें अंतिनर् िहत मजबूती और िस्थरता ह।ै इसिलए, इस अध्ययन के अध्याय 3 और 4 में CotA लैकेस 

की क्लोिनंग और अितअिभव्यिक्त पर ध्यान कें िद्रत िकया गया, िजसके बाद इसके एंजाइमी प्रदशर्न को बेहतर 
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बनान ेके िलए साइट-िनदेर्िशत उत्पिरवतर्न (SDM) का उपयोग िकया गया। सब्सटे्रट-बाइंिडंग पॉकेट में अवशेषों 

को लिक्षत करन ेवाल ेSDM न ेबैिसलस लाइकेिनफॉिमर् स CotA लैकेस की उत्प्रेरक दक्षता में सफलतापूवर्क 

सुधार िकया, िजसस ेरगं-िवरजंन दक्षता में वृिद्ध हुई। 

इसके अलावा, हमन ेपयार्वरण प्रदूषक, कैटेचोल, का पता लगान े के िलए एक िवद्युत-रासायिनक 

बायोसेंसर के िनमार्ण में पुनः संयोजक बैिसलस लाइकेिनफॉिमर् स CotA लैकेज़ की क्षमता का पता लगाया। 

बायोसेंसर का िनमार्ण एक स्क्रीन-िपं्रटेड इलेक्ट्रोड को संशोिधत करके िकया गया था िजसमें CotA को एक 

चालक बहुलक (PEDOT:PSS)/िचटोसन िफल्म में संपुिटत िकया गया था। CotA कैटेचोल का ऑक्सीकरण 

कर सकता ह,ै और इस चरण न ेएम्परोमेिट्रक मापों के माध्यम से कैटेचोल का पता लगाना संभव बनाया। 

बायोसेंसर न ेकम पहचान सीमा, उच्च संवेदनशीलता और उतृ्कष्ट भंडारण िस्थरता के साथ कवक लैकेज़ के 

िलए प्रितस्पधीर् िवश्लेषणात्मक िवशेषताओ ंका प्रदशर्न िकया। इसके अलावा, इसन ेस्पाइक िकए गए नल और 

नदी के पानी के नमूनों में कैटेचोल का सफलतापूवर्क पता लगाया, िजसस ेयह वास्तिवक पयार्वरणीय नमूनों में 

कैटेचोल की िनगरानी के िलए एक प्रभावी और कुशल समाधान बन गया। 

कवक लैकेस के िवपरीत, जो आमतौर पर सुस्पष्ट पिरिस्थितयों में बाह्यकोिशकीय रूप से स्रािवत होत े

हैं, जीवाण ुलैकेस का िनयमन और प्रेरण अभी भी पूरी तरह से समझा नहीं गया ह।ै इस कमी को पूरा करन ेके 

िलए, हमन ेिविभन्न वृिद्ध पिरिस्थितयों में बैिसलस लाइकेिनफॉिमर् स में CotA लैकेस की इन िववो अिभव्यिक्त 

का अध्ययन िकया। हालाँिक बाह्य ताँब,े फेनोिलक्स या ऑक्सीडेिटव तनाव की उपिस्थित में कोई प्रेरण नहीं 

देखा गया, लेिकन बीजाणुजनन के दौरान CotA अिभव्यिक्त और एंजाइमी गितिविध में उल्लेखनीय वृिद्ध हुई। 

इसके अितिरक्त, हमन ेबीजाणुजनन संवधर्न में मेलेिनन उत्पादन में वृिद्ध देखी, जो बीजाणुजनन स ेजुड़े मेलेिनन 

संश्लेषण में CotA की संभािवत भूिमका की ओर संकेत करता ह।ै 
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