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  Abstract 
___________________________________________________________________________ 

 

The popularity of enzymes in the industrial applications is growing due to their 

environment-friendly catalysis. Specifically, laccases are becoming more important because of 

their broad substrate specificity. Laccases are multicopper oxidases that can oxidise various 

types of phenolic and non-phenolic compounds. Currently, industrial operations are dominated 

by fungal laccases by virtue of their high redox potential, but fungal laccases become non-

functional under many industrial processes which require extreme reaction conditions like high 

temperature and pressure, extreme pHs, presence of metal ions, organic solvents, salts, etc. In 

view of these limitations, new studies are exploring bacterial laccases owing to their 

extremotolerant properties for industrial deployment.  

In this study, we isolated a novel thermostable bacterial laccase (LacT) from a hot-

sulphur spring water isolate Brevibacillus agri. LacT was characterized in terms of optimum 

pH and temperature, pH and thermo-stability. The enzymatic activity and stability of LacT 

were examined in the presence of various organic solvents, metal ions and inhibitors. Also, the 

halotolerance ability of LacT was evaluated in the presence of salts like NaCl and KCl. 

Different types of natural and synthetic substrates of laccase were used to investigate the 

substrate specificity of LacT.  

 The industrial relevance of LacT was scrutinized by employing it in the bleaching and 

dye decolourization processes. In the textile industries, fabric bleaching and dyeing are 

considered as the major polluting steps. Commercial bleaching uses pernicious chemicals like 

chlorine, sodium hypochlorite, etc., which are highly detrimental to environment and human 

health. In our study, we have performed LacT-mediated bio-bleaching that eliminates the 

requirement of hazardous bleaching agents. On the other hand, dyes are recalcitrant complexes 

that are highly resistant to decomposition. They are well-proven mutagens or carcinogens. The 
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potential of LacT to decolourize hazardous textile dyes viz. Malachite Green, Reactive Black 

5, Bromophenol Blue and Direct Red dye was comprehensively studied. 

 The high input cost for the production and purification of enzymes forestalls their usage 

in the industrial applications. In order to produce low-cost purified LacT on the larger scale, 

we optimised both the media for LacT production and its purification strategy. Moreover, the 

extracellular nature of LacT made its purification fast and less costly. Purified LacT was 

characterized through biophysical studies such as fluorescence spectroscopy and circular 

dichroism spectroscopy. Thermo-gravimetric analysis of LacT and a fungal laccase from 

Trametes versicolor was conducted to understand their thermal denaturation profiles at high 

temperatures.  

 The final part of the thesis covers the application of LacT in sustainable dyeing. In the 

commercial dyeing, harmful aromatic amines like phenylenediamines are employed as dye 

precursors. The American Contact Dermatitis Society classified these precursors as severe 

allergens. Additionally, harmful organic solvents and highly reactive chemical bleaching 

agents namely H2O2, KMnO4 are used as oxidants. They may cause eczema, allergy, 

hypersensitivity and dermatitis. In this study, we have developed an alternative laccase-based 

sustainable dyeing. LacT-mediated dyes/colourants were developed by using natural plant 

phenols namely, gallic acid, ferulic acid, syringaldehyde and catechol as dye precursors. 

Moreover, there was no use of precarious organic solvents and strong bleaching agents 

especially H2O2 in LacT-driven dyeing.  
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सार 

__________________________________________________________________________________________ 

 

औद्योगिक अनुप्रयोिोों में एों जाइमोों की लोकगप्रयता उनके पयाावरण के अनुकूल कटैगलसीस के कारण बढ़ 

रही है। गवशेष रूप से, उनकी व्यापक सब्सटर ेट गवगशष्टता के कारण लैककेस अगिक महत्वपूणा होते जा 

रहे हैं। लैककेस मल्टीकॉपर ऑक्सीडेज हैं जो गवगिन्न प्रकार के फेनोगलक और िैर-फेनोगलक यौगिकोों 

का ऑक्सीकरण कर सकते हैं। वतामान में, औद्योगिक सोंचालन में उनकी उच्च रेडॉक्स क्षमता के आिार 

पर फों िल लैकेस का प्रिुत्व है, लेगकन कई औद्योगिक प्रगियाओों के तहत फों िल लैकेस िैर-कायाात्मक 

हो जाते हैं, गजसके गलए उच्च तापमान और दबाव, चरम पीएच, िातु आयनोों की उपस्थिगत, काबागनक 

सॉल्वैंट्स जैसी अत्यगिक प्रगतगिया की स्थिगत की आवश्यकता होती है। इन सीमाओों को ध्यान में रखते 

हुए, नए अध्ययन औद्योगिक तैनाती के गलए उनके चरम-सगहषु्ण िुणोों के कारण बैक्टीररया की कमी की 

खोज कर रहे हैं। 

इस अध्ययन में, हमने एक िमा-सल्फर स्थरोंि वाटर आइसोलेट बे्रगवबैगसलस एग्री से एक उपन्यास 

थमोसे्टबल बैक्टीररयल लैकेस (LacT) को अलि गकया। इष्टतम पीएच और तापमान, पीएच और थमो-

स्थिरता के सोंदिा में एलएसीटी की गवशेषता थी। गवगिन्न काबागनक सॉल्वैंट्स, िातु आयनोों और अवरोिकोों 

की उपस्थिगत में लैक्ट की एों जाइमैगटक िगतगवगि और स्थिरता की जाोंच की िई। साथ ही, सोगडयम 

क्लोराइड और पोटेगशयम क्लोराइड जैसे लवणोों की उपस्थिगत में LacT की हेलोटोलेरेंस क्षमता का 

मूल्ाोंकन गकया िया। लैकेस के गवगिन्न प्रकार के प्राकृगतक और गसोंथेगटक सबस्टर ेट्स का उपयोि लैक्ट 

की सब्सटर ेट गवगशष्टता की जाोंच के गलए गकया िया था। 

एलएसीटी की औद्योगिक प्रासोंगिकता को ब्लीगचोंि और डाई डीकोलराइजेशन प्रगियाओों में गनयोगजत 

करके इसकी जाोंच की िई। कपडा उद्योिोों में कपडे की ब्लीगचोंि और रोंिाई को प्रमुख प्रदूषणकारी कदम 

माना जाता है। व्यावसागयक गवरोंजन में क्लोरीन, सोगडयम हाइपोक्लोराइट आगद हागनकारक रसायनोों का 

उपयोि होता है, जो पयाावरण और मानव स्वास्थ्य के गलए अत्यगिक हागनकारक हैं। हमारे अध्ययन में, 
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हमने एलएसीटी-मध्यिता वाले जैव-गवरोंजन का प्रदशान गकया है जो खतरनाक गवरोंजन एजेंटोों की 

आवश्यकता को समाप्त करता है। दूसरी ओर, रोंजक पुनिागित पररसर होते हैं जो अपघटन के गलए 

अत्यगिक प्रगतरोिी होते हैं। वे अच्छी तरह से गसद्ध उत्पररवताजन या कागसानोजेन्स हैं। एलएसीटी की 

खतरनाक कपडा रोंिोों को रोंिहीन करने की क्षमता। मैलाकाइट ग्रीन, ररएस्थक्टव बै्लक 5, ब्रोमोफेनोल बू्ल 

और डायरेक्ट रेड डाई का व्यापक अध्ययन गकया िया। 

एों जाइमोों के उत्पादन और शुस्थद्धकरण के गलए उच्च गनवेश लाित औद्योगिक अनुप्रयोिोों में उनके उपयोि 

को रोकता है। बडे पैमाने पर कम लाित वाले शुद्ध LacT का उत्पादन करने के गलए, हमने LacT उत्पादन 

और इसकी शुस्थद्ध रणनीगत दोनोों के गलए मीगडया को अनुकूगलत गकया। इसके अलावा, LacT की बाह्य 

प्रकृगत ने इसके शुस्थद्धकरण को तेज और कम खचीला बना गदया। पू्यरीफाइड लैकटी को फ्लोरेसेंस 

से्पक्टर ोस्कोपी और सकुा लर डाइिोइज्म से्पक्टर ोस्कोपी जैसे बायोगफगजकल अध्ययनोों के माध्यम से गचगित 

गकया िया था। उच्च तापमान पर उनके थमाल गवकृतीकरण प्रोफाइल को समझने के गलए एलएसीटी का 

थमो-गे्रगवमेगटरक गवशे्लषण और टर ामेट्स वसीकोलर से एक फों िल लैकेस आयोगजत गकया िया था। 

थीगसस के अोंगतम िाि में गटकाऊ रोंिाई में एलएसीटी के आवेदन को शागमल गकया िया है। वागणस्थिक 

रोंिाई में, फेगनलीनडायमाइन्स जैसे हागनकारक सुिोंगित अमाइन डाई अग्रदूतोों के रूप में कायारत हैं। 

अमेररकन कॉनै्टक्ट डमेटाइगटस सोसाइटी ने इन अग्रदूतोों को िोंिीर एलजी के रूप में विीकृत गकया है। 

इसके अगतररक्त, हागनकारक काबागनक सॉल्वैंट्स और अत्यगिक प्रगतगियाशील रासायगनक गवरोंजन 

एजेंट जैसे H2O2, KMnO4 का उपयोि ऑक्सीडेंट के रूप में गकया जाता है। वे एस्थिमा, एलजी, 

अगतसोंवेदनशीलता और गजल्द की सूजन का कारण बन सकते हैं। इस अध्ययन में, हमने एक वैकस्थिक 

लैकेस-आिाररत गटकाऊ रोंिाई गवकगसत की है। एलएसीटी-मध्यि रोंिोों/रोंिकोों को प्राकृगतक पौिोों के 

गफनोल नामत: िैगलक एगसड, फेरुगलक एगसड, सीररोंजस्थिहाइड और कैटेकोल को डाई अग्रदूतोों के रूप 

में उपयोि करके गवकगसत गकया िया था। इसके अलावा, लैक्टी-सोंचागलत रोंिाई में अगनगित काबागनक 

सॉल्वैंट्स और मजबूत गवरोंजन एजेंटोों गवशेष रूप से H2O2 का कोई उपयोि नही ों था। 
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List of Abbreviations 

  

ABTS 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) 

BSA Bovine Serum Albumin 

BeStSel Beta Structure Selection 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

CD Circular Dichroism 

DEAE Diethylaminoethyl 

DTT Dithiothreitol 

EDX Energy Dispersive X–Ray 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid  

HBT 1-hydroxybenzotriazole 

ICP-AES Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy 

kDa Kilo Dalton 

KCl Potassium chloride 

LB Luria-Bertani medium 

LMS Laccase Mediator System 

MTCC Microbial Type Culture Collection 

NaCl Sodium chloride 

PAMPS poly(2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid) 

PPD para-phenylenediamine 

RPM Revolutions Per Minute 

SDS Sodium Dodecyl Sulphate 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

SEM Scanning Electron Microscopy 

SE Standard error 

SGZ Syringaldehyde 

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxy 

TEMED (N, N, N’, N’–tetramethyl ethylenediamine) 

TGA  Thermogravimetric analysis 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane 

UV Ultra-Violet  

 




