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ABSTRACT 

Diabetes mellitus (DM) is a multifactorial metabolic disorder characterised by 

abnormally elevated blood glucose levels (hyperglycemia). Diabetes Mellitus is caused by 

insufficient insulin synthesis or inappropriate insulin usage by the cells (American Diabetes 

Association). In 2017, more than 425 million people aged 20 to 79 had diabetes, including 72 

million Indians; by 2045, this number is expected to rise to 629 million (IDF diabetes atlas - 

2017). Hyperglycemia is associated with microvascular (retinopathy, nephropathy, and 

neuropathy) and macrovascular (cardiovascular, cerebrovascular, and peripheral artery disease) 

problems. In addition, hyperglycemic situations are reported to damage smaller and larger 

blood vessels.  α-glucosidase inhibitors (α-GI) are used for treating Type 2-diabetes mellitus 

(T2-DM). They function by inhibiting the catalytic activity of α-glucosidase, slowing the 

glucose release rate from oligosaccharides. Thereby reducing the rate of glucose absorption in 

the small intestine. Thus, α-GIs are used primarily to treat postprandial hyperglycemia, are the 

first-line treatment for T2-DM and are recommended as first-line drugs for pre-diabetic 

conditions. 

Natural products have been used since ancient times and are used by the current society 

as they are potential resources. With the future rise of the diabetic population and the limitations 

of the available drugs, it becomes a meaningful task to identify new phytomolecules with α- 

glucosidase inhibitory activity. Plants are a rich source of bioactive chemicals that display 

decisive pharmacological actions. α-GIs compounds are ubiquitously present in the plants. This 

study explored the potential of plants belonging to diverse families as α-GIs using a 

combinatorial approach. 

Objective 1: The preliminary step was to establish a physical library of plant materials 

collected across different sites in India. In this objective, a high throughput screening of the 

plant extracts has been carried out to analyze their potential to inhibit α- glucosidase. This has 
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helped to validate the existing literature of various plants reported for α-glucosidase inhibition 

and find new plants with their potential to inhibit the enzyme. Among 420 crude extracts from 

70 plants, 174 extracts had IC50 concentration of ≤ 3 mg/ml, which was dominated by the 

hexane extract. Terminalia arjuna – bark (Arjuna)  (IC50 ≤ 0.001 to 1.23 mg/ml), Eucalyptus 

tereticornis – leaves (forest red gum) (IC50 0.001 to 2.18 mg/ml), Artocarpus heterophyllus – 

bark (jackfruit) (IC50 0.005 to 1.15 mg/ml), Curcuma longa – rhizome bark (turmeric) (IC50 ≤ 

0.001 to 0.082 mg/ml), Tribulus terrestris – fruit (devil’s weed) (IC50 0.12 to 1.11 mg/ml), and 

Cassia anugustifolia - leaves (senna) (IC50 0.045 to 3.06 mg/ml) were categorised based on the 

presence of α-glucosidase inhibitory plant secondary metabolite (PSM) in all six solvents. It 

suggested that these plants may have a broad range of PSM with different polarities that inhibit 

α-glucosidase at low concentrations in crude/purified form.  For the plants like Murraya 

koenigii- leaves (kadi patta), Swertia chirayita- whole plant (chirayata), Withania coagulans- 

fruit (Punir dodi), Dillenia indica- fruit (elephant apple) only their hexane extracts showed IC50 

values < 1 mg/ml. The others solvent extracts of these plants did not show any inhibition.  

Objective 2: In-silico studies were conducted to understand the possible role of 

structurally diverse PSM in inhibiting α- glucosidase activity. A virtual PSM library of 2752 

molecules from 50 shortlisted α-glucosidase inhibitor plants selected from the first objective 

was prepared. Further, they were subjected to molecular docking against α-glucosidase. The 

structural activity relationship studies revealed that among the top 100 molecules with the least 

binding energy, 34% belonged to sesquiterpenoids. Through ADMET and pkCSM studies, 539 

molecules were found to have a drug-like properties. For the first time on in silico basis, this 

study reports the following molecules, Withanolide M, 17 β-hydroxyl withanolide K 

(17BHWK), Withanolide J, Coagulansins A and B, Withasomniferol C, Withacoagulin I, 1, 8-

Dihydroxy-3-carboxy-9, 10-anthraquinone (DHCA), and Swerilactone C as a potential α-

glucosidase inhibitors which can be studied further. 
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Objective 3:  Based on the literature and our experimental data Withania coagulans was 

selected to isolate bioactive compound for α- glucosidase inhibition. Only the hexane extract 

(2% yield) showed α- glucosidase inhibitory properties with IC50 of 0.013 mg/ml and Ki of 

0.012 mg/ml. The purification strategy of the bioactive fraction was designed, and at the final 

purification stage, the bioactive fraction S-IV-F3 showed IC50  of 0.004 mg/ml and Ki of 0.0037 

mg/ml. The characterization and structure elucidation studies showed that the bioactive fraction 

consisted of olefinic fatty acids and fatty acid methyl esters. The NMR analysis also supports 

the presence of fatty acid-like compounds in the S-IV-F3. 

Objective 4: Withania coagulans fruit extract has shown a better α- glucosidase inhibiting 

activity than the standard drug acarbose. At various stages of its purification, it has shown 

increasing activity, thus inferring that it has the potential to be used as an α-glucosidase 

inhibitor. So, it becomes essential to understand the additional benefits it may provide to 

individuals consuming it to manage DM. Withania coagulans bioactive fractions were analysed 

for their antioxidants, anti-microbial, and cytotoxic activities. Enzyme kinetics studies revealed 

the non-competitive inhibition nature of bioactive fraction against α- glucosidase. This may be 

mainly due to the type of compounds present in the extracts and the molecules binding to the 

allosteric site of the enzyme, thus reducing the affinity of the enzyme towards the substrate 

from interacting with the active site of the enzyme. Among the five bacterial strains tested S. 

aureus was found to be highly sensitive to S-I with IC50 of 4 mg/ml, followed by B. cereus (8 

mg/ml), K. pneumoniae (25 mg/ml), P. aeruginosa (25 mg/ml), and E. coli (32 mg/ml). 

However, S-I showed lower antioxidant activity. Consumption of W. coagulans extract may 

provide additional benefits/ safety apart from diabetes management. The purification strategy 

and the reported molecules in this study have shown an immense potential to reduce 

cytotoxicity and may be represented as a potential venture for drug molecules. 



vi 
 

Objective 5: As the bioactive fraction (S-I and S-IV-F3) of W. coagulans predicted non-

competitive inhibition under in-vitro conditions, evaluating the PSMs for their interaction with 

the enzyme under in-silico conditions becomes interesting. In this objective, a library of known 

PSMs was prepared through GC-MS analysis of WC bioactive fractions. These PSMs were 

subjected to blind ensemble docking with the enzyme to evaluate the allosteric binding affinity 

to different allosteric pockets of the enzyme. The molecular dynamics studies used the Enzyme-

PSM binary structure and Enzyme-PSMs-Isomaltose ternary structure. The molecular dynamic 

simulation (MDS) studies of selected molecules showed that Methyl 12,13-tetradecadienoate 

(MTDD) was consistently found to bind the allosteric site at pocket 3 throughout the simulation 

period. Further, binding to the allosteric site of the enzyme, MTDD reduced the affinity of the 

enzyme towards isomaltose, predicted its non-competitive nature of enzyme inhibition.  
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सार 

मधुमेह मेलेटस (DM) एक बहु-कारक चयापचय संबधंी विकार है जिसकी विशषेता रक्त शकक रा के 

असामान्य रूप से उच्च स्तर (अततशकक रा) है। मधुमेह मेलेटस अपयाकप्त इंसुललन संश्लेषण या कोलशकाओं 
द्िारा अनुचचत इंसुललन उपयोग के कारण होता है (अमेररकन डायबबटीि एसोलसएशन)। 2017 में, 20 स े

79 िषक की आय ुके 425 लमललयन से अचधक लोगों को मधुमेह था, जिसमें 72 लमललयन भारतीय शालमल 

थे; 2045 तक, इस सखं्या के 629 लमललयन तक पहंुचने की उम्मीद है (IDF मधुमेह एटलस - 2017)। 
हाइपरग्लाइकेलमया माइक्रोिस्कुलर (रेटटनोपैथी, नेफ्रोपैथी और न्यूरोपैथी) और मैक्रोिस्कुलर 

(हृदयिाटहकीय, मजस्तष्किाटहकीय और पररधीय धमनी रोग) समस्याओं से िुडा है। इसके अलािा, 
हाइपरग्लाइकेलमक जस्थततयों को छोटी और बडी रक्त िाटहकाओं को नुकसान पहंुचाने की सूचना है। 

अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ इनटहबबटर (α-GI) का उपयोग टाइप 2-मधुमेह मेललटस (T2-DM) के इलाि के ललए 

ककया िाता है। िे अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ की उत्प्रेरक गततविचध को रोककर काम करते हैं, जिसस े

ओललगोसेकेराइड से ग्लूकोि ररलीि दर धीमी हो िाती है। इस रकार छोटी आंत में ग्लूकोि अिशोषण 

की दर को कम करता है। इस रकार, α-GIs मुख्य रूप से पोस्टरैंडडयल हाइपरग्लाइकेलमया के इलाि के 

ललए उपयोग ककए िाते हैं, T2-DM के ललए रथम-पंजक्त उपचार हैं और री-डायबबटटक जस्थततयों के ललए 

रथम-लाइन दिाओं के रूप में अनुशंलसत हैं। 

राकृततक उत्प्पादों का उपयोग राचीन काल से ककया िाता रहा है और ितकमान समाि द्िारा ककया िाता 
है क्योंकक िे संभावित संसाधन हैं। मधुमेह रोचगयों की भविष्य की िदृ्चध और उपलब्ध दिाओं की सीमाओं 
के साथ, अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक गततविचध िाले नए फाइटोमोलेक्यूल्स की पहचान करना एक 

साथकक कायक बन िाता है। पौधे िैि सकक्रय रसायनों का एक समदृ्ध स्रोत हैं िो तनणाकयक औषधीय कक्रया 
रदलशकत करते हैं। α-GI यौचगक सिकव्यापी रूप से पौधों में मौिूद होते हैं। इस अध्ययन में विलभन्न पररिारों 
स ेसंबंचधत पौधों की क्षमता को अल्फा-िीआई के रूप में एक सयंुक्त दृजष्टकोण का उपयोग करके खोिा 
गया। 

उद्देश्य 1 : पौधों स ेअल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक की पहचान पहला चरण भारत के विलभन्न स्थानों स े

एकत्र ककए गए पौधों की सामग्री का एक भौततक पुस्तकालय स्थावपत करना था। इस उद्देश्य में, अल्फा-
ग्लूकोलसडेज़ को रोकन ेकी उनकी क्षमता का विश्लेषण करने के ललए पौधों के अकक  की उच्च थू्रपुट िांच 

की गई। इसस ेविलभन्न पौधों के बारे में मौिूदा शोध को मान्य करन ेमें मदद लमली जिन्हें पहले से ही 
अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनषेध के ललए ररपोटक ककया गया है और एंिाइम को बाचधत करने की उनकी क्षमता 
िाले नए पौधों को खोिने में मदद लमली। 70 पौधों से ललए गए 420 कच्चे अकक  में से, 174 अकक  में IC50 

सांद्रता ≤ 3 लमलीग्राम/एमएल थी, िो मुख्य रूप से हेक्सेन तनकालने पर हािी थी। टलमकनललया अिुकन 

(छाल) (IC50 ≤ 0.001 से 1.23 लमलीग्राम/एमएल), यूकेललप्टस टेरेटटकोतनकस (पवियां) (IC50 0.001 स े
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2.18 लमलीग्राम/एमएल), अतोकापकस हेटेरोकफलस (छाल) (IC50 0.005 स े 1.15 लमलीग्राम/एमएल), 

कक्यूकमा लोंगा (रकंद छाल) (हल्दी) (IC50 ≤ 0.001 स े 0.082 लमलीग्राम/एमएल), टिब्युलस टेरेजस्िस 

(फल) (IC50 0.12 से 1.11 लमलीग्राम/एमएल), और कैलसया अनुगुजस्तफोललया (पवियां) (IC50 0.045 स े

3.06 लमलीग्राम/एमएल) को सभी छह विलायकों में अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक पौधों के द्वितीयक 

चयापचयों की उपजस्थतत के आधार पर िगीकृत ककया गया था। इसस ेयह सुझाि टदया गया कक इन पौधों 
में विलभन्न धु्रिीयताओं के साथ PSM की एक विस्ततृ श्ृंखला हो सकती है िो कच्चे/शुद्ध रूप में कम 

सांद्रता में अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ को रोकती है। मुरैया कोएतनगी (पवियां), स्िटटकया चचरयता (पूरा पौधा), 
विथातनया कोगुलन्स (फल), डडलीतनया इंडडका (फल) िैस ेपौधों के केिल उनके हेक्सेन अकक  में IC50 मान 

< 1 लमलीग्राम/एमएल था। इन पौधों के अन्य विलायक अकक  ने कोई तनषेध नहीं टदखाया। 

उद्देश्य 2: इन-लसललको अध्ययन अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ गततविचध को रोकने में संरचनात्प्मक रूप स े

विविध प्लांट सेकें डरी मेटाबोलाइट्स (PSM) की संभावित भूलमका को समझने के ललए इन-लसललको 
अध्ययन ककए गए। पहले चरण से चुन ेगए 50 अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक पौधों से 2752 अणुओं का 
एक आभासी पुस्तकालय बनाया गया था। इसके बाद, इन अणुओं को अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ एंिाइम के 

विरुद्ध आणविक डॉककंग रकक्रया के अधीन ककया गया। विश्लेषण स ेपता चला कक कम से कम बंधन 

ऊिाक िाले शीषक 100 अणुओं में से 34% सेस्क्िीटरपनेोइड्स (Sesquiterpenoids) िगक स ेसंबंचधत थे। 
ADMET और PKCSM अध्ययनों के माध्यम स,े 539 अणुओं में दिा िैसी गुण पाए गए। 

यह अध्ययन पहली बार इन-लसललको आधार पर तनम्नललखखत अणुओं को संभावित अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ 

तनरोधक के रूप में ररपोटक करता है, जिन्हें आगे के अध्ययन की आिश्यकता है: विथानोलाइड एम 

(Withanolide M), 17 β-हाइड्रॉजक्सल विथानोलाइड के (17BHWK), विथानोलाइड िे (Withanolide J), 

कोएगुलाजन्सन ए और बी (Coagulansins A and B), विथसोजम्नफेरोल सी (Withasomniferol C), 

विथाकोएगुललन आई (Withacoagulin I), 1, 8-डायहाइड्रॉक्सी-3-काबोक्सी-9, 10-एथं्राजक्िनोन (DHCA), 

स्िेररलैक्टोन सी (Swerilactone C)| ये खोिें भविष्य में मधुमेह उपचार के ललए नई दिाओं के विकास 

में मददगार हो सकती हैं। 

उद्देश्य 3: विथातनया कोगुलन्स से अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक का पथृक्करण अध्ययन और हमारे 

रायोचगक आंकडों के आधार पर, अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनषेध के ललए िैि सकक्रय यौचगक को अलग करन े

के ललए विथातनया कोगुलन्स को चुना गया था। केिल हेक्सेन अकक  (2% उपि) ने 0.013 

लमलीग्राम/एमएल के IC50 और 0.012 लमलीग्राम/एमएल के Ki के साथ अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक 

गुणों को टदखाया। िैि सकक्रय अंश के शुद्चधकरण की रणनीतत तैयार की गई थी, और अंततम शुद्चधकरण 

चरण में, िैि सकक्रय अंश S-IV-F3 ने 0.004 लमलीग्राम/एमएल का IC50 और 0.0037 लमलीग्राम/एमएल 

का Ki टदखाया। लक्षण िणकन और संरचना स्पष्टीकरण अध्ययनों स ेपता चला कक िैि सकक्रय अंश में 
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ओलेकफतनक फैटी एलसड और फैटी एलसड लमथाइल एस्टर शालमल थे। NMR विश्लेषण भी S-IV-F3 में 
फैटी एलसड िैस ेयौचगकों की उपजस्थतत का समथकन करता है। 

उद्देश्य 4: अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ तनरोधक क्षमता में विथातनया कोगुलन्स फल का अकक  मानक दिा 
अकाबोि से भी बेहतर पाया गया। शुद्चधकरण के विलभन्न चरणों में इसकी गततविचध बढ़ती गई है, 

जिसस ेयह संकेत लमलता है कक इसे अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ अिरोधक के रूप में उपयोग करने की अपार 

संभािना है। इसललए, यह समझना महत्प्िपूणक हो िाता है कक मधुमेह रबंधन के ललए इसका सेिन करन े

िाले व्यजक्तयों को यह अततररक्त लाभ कैसे रदान कर सकता है। विथातनया कोगुलन्स स ेराप्त िैि 

सकक्रय अंशों का उनके एंटीऑजक्सडेंट, रोगाणु-रोधी और कोलशकाविषाक्त गततविचधयों के ललए विश्लेषण 

ककया गया। एंिाइम कीनेटटक्स अध्ययनों से पता चला है कक िैि सकक्रय अंश अल्फा-ग्लूकोलसडेज़ के 

रतत गैर-रततस्पधी तनषेध का स्िरूप रदलशकत करता है। यह मुख्य रूप से अकक  में मौिूद यौचगकों और 

एंिाइम के एलोस्टेररक स्थान से िुडने िाले अणुओं के कारण होता है, िो सब्सिेट के एंिाइम के सकक्रय 

स्थान स ेिुडने के रतत एंिाइम की समानता को कम करता है। परीक्षण ककए गए पांच िीिाणु उपभेदों 
में से S. aureus को S-I के रतत अत्प्यचधक संिेदनशील पाया गया, जिसका IC50 4 लमलीग्राम/एमएल था, 
इसके बाद B. cereus (8 लमलीग्राम/एमएल), K. pneumoniae (25 लमलीग्राम/एमएल), P. aeruginosa 

(25 लमलीग्राम/एमएल), और E. coli (32 लमलीग्राम/एमएल) का स्थान रहा। हालांकक, S-I न े कम 

एंटीऑजक्सडेंट गततविचध टदखाई। विथातनया कोगुलन्स अकक  का सेिन मधुमेह रबंधन के अलािा 
अततररक्त लाभ रदान कर सकता है। इस अध्ययन में रस्तुत शुद्चधकरण रणनीतत और ररपोटक ककए गए 

अणुओ ंने कोलशकाविषाक्तता को कम करने की अपार संभािना टदखाई है और दिा अणुओं के ललए एक 

संभावित पहल का रतततनचधत्प्ि कर सकते हैं। 

उद्देश्य 5: विथातनया कोगुलन्स के िैि सकक्रय अंशों (S-I और S-IV-F3) ने इन-वििो पररजस्थततयों में गैर-

रततस्पधी तनषेध टदखाया है, ऐस ेमें इन-लसललको पररजस्थततयों में एंिाइम के साथ उनकी परस्पर कक्रया 
का मूल्यांकन टदलचस्प हो िाता है। इस उद्देश्य में, डब्ल्यूसी िैि सकक्रय अंशों के िीसी-एमएस 

विश्लेषण के माध्यम से ज्ञात पीएसएम का एक पुस्तकालय तैयार ककया गया था। इन पीएसएम को 
एंिाइम के विलभन्न एलोस्टेररक पॉकेट्स के ललए एलोस्टेररक बंधन आत्प्मीयता का मूल्यांकन करने के 

ललए ब्लाइंड एनसेंबल डॉककंग के अधीन ककया गया था। आणविक गततकी अध्ययनों में एंिाइम-

पीएसएम बाइनरी संरचना और एंिाइम-पीएसएम-आइसोमाल्टोस टनकरी संरचना का उपयोग ककया 
गया। चयतनत अणुओ ं के आणविक गततशील लसमुलेशन (MDS) अध्ययनों स ेपता चला कक मेचथल 

12,13-टेिाडेकाडडएनोएट (MTDD) लगातार पूरे लसमुलेशन अिचध में पॉकेट 3 पर एलोस्टेररक साइट स े

िुडा पाया गया। इसके अलािा, एंिाइम के एलोस्टेररक साइट स े िुडकर, MTDD न े एंिाइम की 
आइसोमाल्टोस के रतत समानता को कम कर टदया, जिससे एंिाइम तनषेध की इसकी गैर-रततस्पधी 
रकृतत का रमाण लमला। 
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BAS     Bioavailability score 

CRF     Central Research Facility 

DM    Diabetes Mellitus 

DMSO     Dimethyl sulfoxide 

EE     Electrostatic energy 

FDA     Food and Drug Administration 

FDA     Food and Drug Administration 

g     Gram 

GC-MS     Gas chromatography–mass spectrometry 

HBO     Hydrogen bond occupancy 

HP-TLC     High Performance-Thin Layer Chromatography 

IC     Inhibitory concentration 

IC50    Inhibitory concentration at 50 % 

IDF    International Diabetes Federation 
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IITD     Indian Institute of Technology Delhi 

Kcal     Kilocalorie 

kg     Kilogram 

KJ     Kilojoule  

MDS    Molecular dynamics simulation 

min     Minute 

ml     microliter  

ml     Milliliter 

mM     Millimolar 

MMPBSA     Molecular mechanics Poisson–Boltzmann surface area 

MTDD                                      Methyl 12,13-tetradecadienoate 

MTT                                    3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide 

N     Normal 

NaOH     Sodium hydroxide 

NCBI     National Centre for Biotechnology Information 

nm     Nanometer  

NPT     Constant Number of atoms, Pressure, and Temperature 

ns     Nanosecond 

NVT     Constant Number of atoms, Volume, and Temperature  

OD     Optical Density 

PDB     Protein databank file 

PME     Particle Mesh Ewald 

PPG     Post-prandial glucose  

PSE     Polar solvation energy 
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PSM     Plant secondary metabolite 

Rg     Radius of gyration  

RMSD     Root mean square deviation 

RMSF    Root mean square fluctuation 

SASA     Solvent accessible surface area  

SDF     Structure Data File 

T1-DM     Type 1 Diabetes mellitus 

T2-DM    Type 2 Diabetes mellitus 

VWE     Van der Waals energy 

WC    Withania coagulans 

WCf    Withania coagulans fruit 

α-GI      α-glucosidase inhibitor 


