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Abstract 

 
The rapid emergence and global dissemination of β-lactamase producing bacterial strains have 

significantly undermined the clinical utility of β-lactam antibiotics, which constitute one of the 

most widely used classes of antimicrobial agents. These enzymes hydrolyze the β-lactam ring, 

rendering antibiotics ineffective and leading to increased morbidity, mortality, and healthcare 

costs. The growing resistance crisis underscores the urgent need for alternative therapeutic 

strategies, including the identification of novel β-lactamase inhibitors that can restore antibiotic 

efficacy. In this context, plant-derived bioactive metabolites offer a valuable and underexplored 

reservoir of chemical diversity with potential antimicrobial and enzyme inhibitory properties. 

Combining traditional ethnobotanical knowledge with modern scientific tools allows for the 

systematic exploration of phytochemicals as prospective β-lactamase inhibitors. Furthermore, 

integrating in vitro screening with in silico approaches such as molecular docking, 

pharmacokinetic modeling, and molecular dynamics simulations enhances the rational 

identification and characterization of plant-based compounds with drug-like potential. This 

multidisciplinary approach is crucial for advancing the development of novel, plant-derived β-

lactamase inhibitors as complementary or synergistic agents to existing antibiotic therapies. 

The rising resistance to β-lactam antibiotics due to β-lactamase production by 

pathogenic bacteria necessitates the search for novel inhibitors. This study investigates the β-

lactamase inhibitory potential of seven traditionally used medicinal plants, Berberis aristata, 

Solanum nigrum, Curcuma amoda Roxb., Momordica charantia, Azadirachta indica, Punica 

granatum, and Camellia sinensis. Different plant parts were collected (seeds, fruit, leaves and 

bark), dried, and extracted sequentially using solvents of increasing polarity (hexane < 

chloroform < ethyl acetate < acetone < methanol < water). A total of 60 extracts were screened 

for inhibitory activity against purified β-lactamase using nitrocefin-based spectrophotometric 



 viii 

assays. Among the screened extracts, the methanolic and acetone extracts of Azadirachta indica 

inner and outer bark and Punica granatum peel exhibited significant β-lactamase inhibition. 

The outer bark extracts of A. indica showed the highest inhibition of 98% and 94% with IC₅₀ 

values of 2.1 μg/ml and 4.6 μg/ml for methanol and acetone extracts, respectively. In contrast, 

P. granatum peel extracts demonstrated moderate inhibition of 72% and 67% with higher IC₅₀ 

values of 1140 μg/ml and 1200 μg/ml. Enzyme kinetic studies revealed an uncompetitive 

inhibition mode for the outer bark extracts of A. indica, while inner bark and P. granatum peel 

extracts exhibited non-competitive inhibition. These findings underscore the potential of 

phytochemicals from Azadirachta indica and Punica granatum as promising β-lactamase 

inhibitors, offering a natural alternative for combating antibiotic resistance. 

The emergence of β-lactamase producing pathogens poses a critical challenge to β-

lactam antibiotics. The present study evaluates the synergistic potential of selected medicinal 

plant extracts in combination with ampicillin to enhance antibacterial efficacy against β-

lactamase producing bacteria. Six previously identified plant extracts exhibiting β-lactamase 

inhibitory activity were evaluated for synergistic interactions with ampicillin against Bacillus 

tropicus and Bacillus subtilis. A checkerboard assay was employed in 96-well microtiter plates, 

and bacterial growth inhibition was monitored in presence of different combinations of selected 

plant extracts and ampicillin via OD600 measurements over 24 hours, followed by resazurin 

based viability assessment. The fractional inhibitory concentration (FIC) was calculated to 

quantify synergy. Synergistic mapping and dose-response profiles were generated using the 

Highest Single Agent (HSA) model via the Combenefit tool. Methanolic and acetone extracts 

of Azadirachta indica inner and outer bark, as well as Punica granatum peel, demonstrated 

significant synergy with ampicillin. Among these, acetone and methanolic extracts of A. indica 

outer bark exhibited the strongest synergistic effects showing FIC < 0.5, and additive effects 

were observed with its acetone extract. This study underscores the promise of plant-derived 
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extracts, especially from Azadirachta indica, as adjuvants to conventional antibiotics, offering 

a novel strategy to combat β-lactamase mediated resistance. 

This research focuses on the in-silico characterization of bioactive compounds from 

Azadirachta indica outer bark extracts to identify potential β-lactamase inhibitors. Methanolic 

extract of Azadirachta indica outer bark was subjected to GC-MS analyses, leading to the 

identification of 62 metabolites. These compounds were further docked against Class A PDB 

ID: 6SP6, Class C PDB ID: 4WYY, and Class D PDB ID: 5L2F, β-lactamase enzymes using 

AutoDock Vina. Twelve metabolites exhibited strong binding affinities across all β-lactamase 

classes, showed binding energy < –7.5 kcal/mol. Nimbiol, nimbinone, nimbionone, and sugiol 

showed the highest inhibitory potential against all three different β-lactamase enzymes. The 

pharmacokinetic profiling of shortlisted four compounds was done using SwissADME,  

The top metabolites were further analyzed through Density Functional Theory (DFT) 

using Gaussian 09 (B3LYP/6-31+G(d,p)) to investigate their electronic properties. HOMO–

LUMO energy gaps ranged between 4.5–6.2 eV, indicating chemical stability and favorable 

reactivity. Electrostatic potential (ESP) mapping revealed the donor and acceptor regions 

essential for protein–ligand interaction. Molecular Dynamics (MD) simulations were 

performed using GROMACS 2019 to validate docking results and analyse the dynamic 

stability of ligand–enzyme complexes over 100 ns. The complexes demonstrated consistent 

RMSD, low RMSF, and stable radius of gyration (Rg) values, indicating robust binding and 

minimal conformational fluctuations. Sustained hydrogen bonding throughout the simulations 

further confirmed strong and stable interactions. 

These findings highlight the potential of Azadirachta indica derived phytochemicals as novel 

inhibitors targeting diverse classes of β-lactamase enzymes, offering promising leads for the 

development of next-generation antibacterial agents. 
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सार

 

बीटा-लैक्टामेज उत्पादक जीवाणु उपभेद ों के तेजी से उभरने और वैश्विक प्रसार ने बीटा-लैक्टम 

एों टीबाय श्वटक दवाओों की नैदाश्वनक उपय श्विता क  काफी हद तक कम कर श्वदया है, ज  र िाणुर धी एजेंट ों 

के सबसे व्यापक रूप से इसे्तमाल श्वकए जाने वाले विों में से एक है। ये एों जाइम बीटा-लैक्टम ररोंि क  

हाइड्र  लाइज करते हैं, श्वजससे एों टीबाय श्वटक अप्रभावी ह  जाते हैं और रुग्णता, मृतु्य दर और स्वास्थ्य सेवा 

लाित में वृद्धि ह ती है। बढ़ते प्रश्वतर ध सोंकट वैकद्धिक श्विश्वकत्सीय रणनीश्वतय ों की तत्काल आवश्यकता 

क  रेखाोंश्वकत करता है, श्वजसमें एों टीबाय श्वटक प्रभावकाररता क  बहाल करने वाले नए बीटा-लैक्टामेज 

अवर धक ों की पहिान शाश्वमल है। इस सोंदभभ में, पौधे से प्राप्त बाय एद्धक्टव मेटाब लाइट्स सोंभाश्ववत 

र िाणुर धी और एों जाइम अवर धक िुण ों के साथ रासायश्वनक श्ववश्ववधता का एक मूल्यवान और कम ख जा 

िया भोंड्ार प्रदान करते हैं। पारोंपररक नृवोंशश्ववज्ञान सोंबोंधी ज्ञान क  आधुश्वनक वैज्ञाश्वनक उपकरण ों के साथ 

श्वमलाने से सोंभाश्ववत बीटा-लैक्टामेज अवर धक ों के रूप में फाइट केश्वमकल्स की व्यवद्धित ख ज की 

अनुमश्वत श्वमलती है। इसके अलावा, आणश्ववक ड्ॉश्वकों ि, फामाभक काइनेश्वटक मॉड्श्वलोंि और आणश्ववक 

िश्वतशीलता श्वसमुलेशन जैसे इन श्वसश्वलक  तरीक ों के साथ इन श्ववटर   स्क्रीश्वनोंि क  एकीकृत करने से दवा 

जैसी क्षमता वाले पौधे-आधाररत यौश्विक ों की तकभ सोंित पहिान और लक्षण वणभन में वृद्धि ह ती है। यह 

बहु-श्ववषयक दृश्विक ण मौजूदा एों टीबाय श्वटक उपिार ों के पूरक या सहश्वियात्मक एजेंट के रूप में 

उपन्यास, पौधे-वु्यत्पन्न β-लैक्टामेज अवर धक ों के श्ववकास क  आिे बढ़ाने के श्वलए महत्वपूणभ है। र िजनक 

बैक्टीररया द्वारा β-लैक्टामेज उत्पादन के कारण β-लैक्टम एों टीबाय श्वटक दवाओों के श्वलए बढ़ते प्रश्वतर ध ने 

नए अवर धक ों की ख ज क  आवश्यक बना श्वदया है। यह अध्ययन सात पारोंपररक रूप से उपय ि श्वकए 

जाने वाले औषधीय पौध ों, बबेररस एररस्टाटा, स लनम श्वनग्रम, करकुमा अम ड्ा र क्सब, म म श्वड्भका 

िारें श्वटया, एजाश्वड्रेक्टा इोंश्वड्का, पुश्वनका गे्रनेटम और कैमेश्वलया साइनेंश्वसस की β-लैक्टामेज श्वनर धक क्षमता 
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की जाोंि करता है। पौध ों के श्ववश्वभन्न भाि ों (छाल, बीज, फल, पते्त और छाल) क  एकत्र श्वकया िया, सुखाया 

िया, और बढ़ते धु्रवता (हेके्सन < क्ल र फॉमभ < एश्वथल एसीटेट < एसीट न < मेथनॉल < पानी) के श्ववलायक ों 

का उपय ि करके िश्वमक रूप से श्वनकाला िया। नाइटर  सेश्व़िन-आधाररत से्पक्टर  फ ट मेश्वटर क परख का 

उपय ि करके शुि β-लैक्टामेस के श्ववरुि श्वनर धात्मक िश्वतश्ववश्वध के श्वलए कुल 60 अकभ  की जाोंि की िई। 

जाोंिे िए अकभ  में, एजाश्वड्राच्टा इोंश्वड्का की आोंतररक और बाहरी छाल और पुश्वनका गै्रनेटम के श्वछलके के 

मेथनॉश्वलक और एसीट न अकभ  ने महत्वपूणभ β-लैक्टामेस अवर ध प्रदश्वशभत श्वकया। ए. इोंश्वड्का की बाहरी 

छाल के अकभ  ने िमशः  2.1 μg/ml और मेथनॉल और एसीट न अकभ  के श्वलए 4.6 μg/ml के IC₅₀ मान ों के 

साथ 98% और 94% का उच्चतम अवर ध श्वदखाया। इसके श्ववपरीत, पी. गे्रनेटम श्वछलके के अकभ  ने 1140 

μg/ml और 1200 μg/ml के उच्च IC₅₀ मान ों के साथ 72% और 67% का मध्यम अवर ध प्रदश्वशभत श्वकया। 

एों जाइम िश्वतज अध्ययन ों ने ए. इोंश्वड्का की बाहरी छाल के अकभ  के श्वलए एक िैर-प्रश्वतस्पधी अवर ध म ड् 

का खुलासा श्वकया, जबश्वक आोंतररक छाल और पी. गे्रनेटम श्वछलके के अकभ  ने िैर-प्रश्वतस्पधी अवर ध 

प्रदश्वशभत श्वकया। ये श्वनष्कषभ एजाश्वड्रेक्टा इोंश्वड्का और पुश्वनका गे्रनेटम के फाइट केश्वमकल्स की क्षमता क  

आशाजनक β-लैक्टामेज अवर धक ों के रूप में रेखाोंश्वकत करते हैं, ज  एों टीबाय श्वटक प्रश्वतर ध का मुकाबला 

करने के श्वलए एक प्राकृश्वतक श्ववकि प्रदान करते हैं। β-लैक्टामेज उत्पादक र िजनक ों का उद्भव β-

लैक्टम एों टीबाय श्वटक दवाओों के श्वलए एक िोंभीर िुनौती है। छह पहले से पहिाने िए पौध ों के अकभ  ज  β-

लैक्टामेज श्वनर धात्मक िश्वतश्ववश्वध प्रदश्वशभत करते हैं, का बैश्वसलस टर  श्वपकस और बैश्वसलस सबश्वटश्वलस के 

द्धखलाफ एम्पीश्वसलीन के साथ सहश्वियात्मक अोंतः श्वियाओों के श्वलए मूल्याोंकन श्वकया िया। 96-वेल 

माइि श्वटटर पे्लट ों में एक िेकरब ड्भ परख का उपय ि श्वकया िया था, और 24 घोंटे से अश्वधक समय तक 

OD600 माप के माध्यम से ियश्वनत पौध ों के अकभ  और एम्पीश्वसलीन के श्ववश्वभन्न सोंय जन ों की उपद्धिश्वत में 

जीवाणु वृद्धि अवर ध की श्वनिरानी की िई थी, इसके बाद रेसाजुररन आधाररत व्यवहायभता मूल्याोंकन श्वकया 

िया था। सहश्विया क  मापने के श्वलए आोंश्वशक श्वनर धात्मक साोंद्रता (FIC) की िणना की िई थी। 

कॉद्धिश्वनश्व़िट टूल के माध्यम से उच्चतम एकल एजेंट (HSA) मॉड्ल का उपय ि करके सहश्वियात्मक 
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मानश्वित्रण और खुराक-प्रश्वतश्विया प्र ़िाइल तैयार की िई थी। एजाश्वड्रेक्टा इोंश्वड्का की आोंतररक और 

बाहरी छाल के मेथनॉश्वलक और एसीट न अकभ , साथ ही पुश्वनका गै्रनेटम श्वछलके ने एम्पीश्वसलीन के साथ 

महत्वपूणभ सहश्विया का प्रदशभन श्वकया। इनमें से, ए. इोंश्वड्का बाहरी छाल के एसीट न और मेथनॉश्वलक अकभ  

ने सबसे मजबूत सहश्वियात्मक प्रभाव प्रदश्वशभत श्वकया, श्वजसमें FIC < 0.5 श्वदखाया िया, और इसके 

एसीट न अकभ  के साथ य िात्मक प्रभाव देखे िए। यह अध्ययन पादप-वु्यत्पन्न अकभ , श्ववशेष रूप से 

अजाश्वदराच्टा इोंश्वड्का से, पारोंपररक एों टीबाय श्वटक दवाओों के सहायक के रूप में, β-लैक्टामेज मध्यि 

प्रश्वतर ध का मुकाबला करने के श्वलए एक नई रणनीश्वत पेश करने की सोंभावना क  रेखाोंश्वकत करता है। यह 

अध्ययन सोंभाश्ववत β-लैक्टामेज अवर धक ों की पहिान करने के श्वलए अजाश्वदराच्टा इोंश्वड्का बाहरी छाल 

के अकभ  से जैव सश्विय यौश्विक ों के इन-श्वसश्वलक  लक्षण वणभन पर कें श्वद्रत है। अजाश्वदराच्टा इोंश्वड्का बाहरी 

छाल के मेथनॉश्वलक अकभ  का जीसी-एमएस श्ववशे्लषण श्वकया िया, श्वजससे 62 मेटाब लाइट्स की पहिान 

हुई 
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