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ABSTRACT 

Laccase (EC: 1.10.3.2) is quintessential multi copper oxidoreductase enzyme that can catalyse 

oxidation of various phenolic and non-phenolic substrates. These enzymes are considered 

versatile and excellent biocatalyst, with myriads of industrial applications in the domains of 

textile, pharmaceuticals, food, paper and pulp industries etc. At the catalytic core of the 

enzyme, copper centres conjugated with conserved network of amino acid residues at two 

different sites namely T1 site and T2/T3 trinuclear cluster (TNC) serves as a platform for 

electron transfer, promoting catalytic oxidation–reduction reactions. Such intricate network is 

instrumental in harnessing the electrochemical capabilities of the enzyme. One of the trademark 

attributes of laccase is substrate oxidation with concomitant reduction of molecular O2 into 

water. This characteristic property renders it suitable for biofuel cells, where direct oxygen 

reduction is a critical process. High redox potential of a catalyst is often required for a 

spontaneous oxygen reduction in biofuel cells, which apparently dispensed by fungal laccase 

more often.  However, over the years, the research emphasis has shifted imperatively from 

eukaryotic to prokaryotic sources for laccase. Despite the low redox potential of the latter, the 

exceptional stability and enhanced physicochemical properties of bacterial laccases makes 

them superior alternative to the fungal ones for commercial use. Unlike the traditional 

inorganic/organic catalysts, laccases are more lucrative as a biocatalyst because they confer 

various advantages, including high efficiency, high turnover rates and operational stability 

under mild physiological conditions. Yet, the low redox potential and the instability of the 

bacterial and fungal laccases respectively, remains the major bottlenecks in this domain. 

Additionally, the critical limiting factors of reusability, retrieval and storage/operational 

stability impede the commercialisation of enzymes in general. Therefore, in our study, we 

attempted to overcome the constraints of critical limiting factors involved in enzyme 

commercialization by improvising immobilisation strategy. Furthermore, we identified and 

characterised novel bacterial laccase and investigated their electrocatalytic properties towards 

oxygen reduction. By practicing the protein engineering approaches, either rational design or 

directed evolution in conjunction with computational tools, we endeavoured into enzyme 

modification towards enhance redox potential. Furthermore, by comprehending the core 

catalytic structure of laccase, we also investigated the potential of copper-based functional 

mimic of laccase towards electrocatalytic activity. 

 



iv 
 

साराााांश 

लैकस (EC: 1.10.3.2) एक अत्याांत महत्वपूर्ण मल्टी-कॉपर ऑक्सीडोररडके्टस एाां जाइम है, जो विविन्न 

विनोवलक और गैर-विनोवलक सब्सट्र ेट््स के ऑक्सीकरर् को उते्प्रररत कर सकता है। इन एाां जाइमोाां को 

बहुउदे्दश्यीय और उतृ्कष्ट बायोकैटे्वलस्ट माना जाता है, वजनका िस्त्र, िामाणसू्यवट्कल्स, खाद्य, कागज 

और पल्प उद्योगोाां जैसे अनेक उद्योगोाां में उपयोग वकया जाता है। एाां जाइम के उते्प्ररक कें द्र में, दो अलग-

अलग साइट््स पर मौजूद कॉपर कें द्र (T1 साइट् और T2/T3 वट्र नू्यक्लियर िस्टर (TNC)) का साांरवित 

अमीनो एवसड नेट्िकण  इलेक्टर ॉन ट्र ााांसिर के वलए एक माांच के रूप में कायण करता है, वजससे उते्प्ररक 

ऑक्सीकरर्-अपचयन प्रवतवियाएाां  साांपन्न होती हैं। 

एाां जाइम की इस जवट्ल साांरचना का उपयोग इसकी विद्युत रासायवनक िमता को बढाने में होता है। 

लैके्सस की एक प्रमुख विशेषता यह है वक यह सब्सट्र ेट् का ऑक्सीकरर् करता है और साथ ही आर्विक 

ऑक्सीजन (O2) को पानी में बदल देता है। यह गुर् इसे बायोफू्यल सेल्स के वलए उपयुक्त बनाता है, जहााां 

प्रत्यि ऑक्सीजन अपचयन एक महत्वपूर्ण प्रविया है। बायोफू्यल सेल्स में ऑक्सीजन अपचयन के वलए 

अक्सर उच्च रेडॉक्स िमता की आिश्यकता होती है, वजसे प्रायः  िाां गल लैके्सस पूरा करता है। 

हालााांवक, िषों में शोध का ध्यान यूकैररयोवट्क स्रोतोाां से हट्कर प्रोकाररयोवट्क स्रोतोाां की ओर स्थानााांतररत 

हो गया है। िले ही बैक्टीररयल लैके्सस की रेडॉक्स िमता कम हो, लेवकन उनकी उतृ्कष्ट क्लस्थरता और 

िौवतक-रासायवनक गुर् उन्हें व्यािसावयक उपयोग के वलए िाां गल लैके्सस से बेहतर विकल्प बनाते हैं। 

पाराांपररक अकाबणवनक/काबणवनक उते्प्ररकोाां के विपरीत, लैके्सस अवधक लािप्रद बायोकैटे्वलस्ट हैं क्ोाांवक 

िे उच्च दिता, उच्च ट्नणओिर दर और सौम्य िौवतक क्लस्थवतयोाां में क्लस्थरता प्रदान करते हैं। 

विर िी, बैक्टीररयल और िाां गल लैके्सस में कम रेडॉक्स िमता और अक्लस्थरता िमशः  इस िेत्र में प्रमुख 

बाधाएाां  बनी रहती हैं। इसके अलािा, पुनः  उपयोग, पुनप्राणक्लि और िाांडारर्/साांचालन क्लस्थरता जैसे महत्वपूर्ण 

सीवमत कारक एाां जाइमोाां के व्यािसायीकरर् में बाधा डालते हैं। 

इसवलए, हमारे अध्ययन में, हमने एाां जाइम व्यािसायीकरर् में शावमल महत्वपूर्ण सीवमत कारकोाां को दूर 

करने के वलए इममोवबलाइजेशन रर्नीवत को सुधारने का प्रयास वकया। इसके अवतररक्त, हमने नए 

बैक्टीररयल लैके्सस की पहचान और विशेषता की और उनके ऑक्सीजन अपचयन की विद्युत उते्प्ररक 

गुर्ोाां की जााांच की। प्रोट्ीन इाांजीवनयरराांग दृवष्टकोर्, जैसे वक रेशनल वडजाइन या वनदेवशत विकास 

(डायरेके्टड इिोलू्यशन) को कम्प्यूटे्शनल टू्ल्स के साथ उपयोग करके, हमने एाां जाइम के रेडॉक्स िमता 

को बढाने के वलए इसके साांशोधन का प्रयास वकया। इसके अलािा, लैके्सस की कोर उते्प्ररक साांरचना को 

समझते हुए, हमने लैके्सस के कॉपर-आधाररत फाां क्शनल वमवमक की विद्युत उते्प्ररक गवतविवध की िी 

जााांच की। 
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