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Abstract 

 
Antibiotics are extensively utilized across various domains including medicine, agriculture, 

aquaculture, and animal husbandry. In recent years, there has been a significant global increase 

in both prescribed and unprescribed antibiotic usage. However, due to the poor absorption of 

antibiotics in living organisms, substantial quantities of antibiotics and their metabolites end 

up in wastewater. Moreover, wastewater originating from healthcare and pharmaceutical 

industries further adds antibiotic load to the environment through their effluents. The presence 

of antibiotics in aquatic environments has a notable impact on both human and aquatic 

organisms, even at nano or microgram concentrations. The situation is exacerbated by the 

transfer of antibiotic-resistant genes (ARGs), leading to the emergence of multiple drug-

resistant (MDR) bacteria. The escalating issue of antibiotic pollution has raised serious 

concerns regarding its remediation in recent years. The escalating threat of antibiotic pollution 

and antimicrobial resistance (AMR) necessitates innovative and sustainable remediation 

strategies. Based on the above background the present thesis investigates the potential of β-

lactamase from Bacillus tropicus EMB20 in mitigating antibiotic contamination and vis-à-vis 

AMR.  

B. tropicus EMB20 genome spans approximately 5.8 megabases (Mb) and contains 5,593 

coding DNA sequences (CDSs). The CDSs encode a variety of proteins that contribute to the 

bacterium's metabolic capabilities and adaptability to different environments. One of the 

notable features of B. tropicus EMB20 is its ability to produce β-lactamase, an enzyme that 

confers resistance to β-lactam antibiotics. β-lactamase catalyzes the hydrolysis of the β-lactam 

ring, a core structural component of β-lactam antibiotics, rendering them ineffective. This 

enzymatic activity is important because it helps the bacterium survive in environments 

contaminated with β-lactam antibiotics and also has potential applications for the 



vii 

 

bioremediation of antibiotics. The degradation of β-lactam antibiotics by B. tropicus EMB20 

thus highlights its potential role in mitigating antibiotic pollution. 

Building on this foundation, the study explores the application of β-lactamase from Bacillus 

tropicus EMB20 for in-vitro remediation of β-lactam antibiotics. The enzyme efficiently 

hydrolysed high concentrations of ampicillin, amoxicillin, and meropenem, demonstrating its 

capability to degrade different classes of β-lactam antibiotics, including carbapenems. The 

hydrolysed products were analyzed and found to be non-toxic, ensuring that the breakdown of 

these antibiotics does not produce harmful by-products.  

To enhance the practical applicability of β-lactamase, the enzyme was immobilized onto 

magnetic nanoparticles (Fe3O4). This immobilization not only stabilized the enzyme but also 

facilitated its easy separation and reuse. The enzyme nanoconjugate demonstrated high 

removal efficiency for various antibiotics, including the simultaneous removal of multiple 

antibiotics from real aquaculture wastewater. Remarkably, the immobilized enzyme retained 

significant activity over multiple cycles of use, underscoring its practical viability for treatment 

processes. However, the enzyme immobilized onto magnetic nanoparticles was not suitable for 

scale-up due to the very small size of the nanoparticles and poor packing properties. Therefore, 

for further advancing the remediation techniques, a sustainable method was developed by 

entrapping β-lactamase within agarose discs. The enzyme entrapped in agarose efficiently 

hydrolyzed doripenem and other β-lactam antibiotics in both batch and continuous treatments. 

In a practical application, the fixed-bed column bioreactor setup, using these agarose discs, 

successfully treated synthetic hospital wastewater. This demonstrated the potential for large-

scale applications, offering a feasible method for treating wastewater streams from healthcare 

facilities, which are significant sources of antibiotic contamination. 



viii 

 

Complementing these practical approaches, the metallo-β-lactamase gene from B. tropicus 

EMB20 was cloned and expressed in Escherichia coli BL21(DE3) at various temperatures, 

resulting in the formation of inclusion bodies. These aggregates were solubilized and purified, 

then evaluated for their biological activity and structural characteristics. The recombinant 

enzyme displayed an enhanced activity over the native enzyme. Notably, β-lactamase activity 

within the inclusion bodies indicated proper protein folding. Lower expression temperatures 

correlated with reduced amyloid content and enhanced biological activity. The purified β-

lactamase inclusion bodies effectively removed β-lactam antibiotics in vitro, highlighting their 

potential for environmental remediation. 

Finally, the study addressed the broader issue of antimicrobial resistance (AMR) by exploring 

the development of meropenem-based nanoflowers (mNFs). These nanoflowers were 

synthesized by co-precipitating meropenem with metal ions, forming nanoflower structure with 

high surface area. The mNFs demonstrated significant antibacterial and anti-biofilm activities 

against Pseudomonas aeruginosa PA01, Klebsiella pneumoniae, and Staphylococcus aureus. 

The effective inhibition of biofilm formation and reduced bacterial viability, by mNFs, offers 

a promising therapeutic solution for biofilm-associated infections, which are notoriously 

difficult to treat and are often resistant to conventional antibiotics. This innovative approach 

provides a new avenue for combating AMR. 

The present thesis collectively emphasizes the diverse applications of β-lactamase enzyme 

from B. tropicus EMB20 in addressing antibiotic pollution and AMR. Overall, the work paves 

the way for new bioremediation strategies and therapeutic interventions, showcasing the 

potential for these approaches to make a significant impact on public health and environmental 

sustainability. 
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सार 

 

एंटीबायोटटक्स का उपयोग टिटकत्सा, कृटि, जलीय कृटि और पशुपालन सटित टिटिन्न के्षत्ो ंमें बडे पैमाने 

पर टकया जाता िै। िाल के ििों में, उले्लखित और गैर उले्लखित दोनो ंतरि के एंटीबायोटटक के उपयोग 

में िैटिक स्तर पर अत्यटिक िृखि हुई िै। िालांटक, जीिो ंमें एंटीबायोटटक के िराब अिशोिण के कारण, 

एंटीबायोटटक और उनके मेटाबोलाइट्स की पयााप्त मात्ा अपटशष्ट जल में िली जाती िै। इसके अलािा, 

स्वास्थ्य सेिा और दिा उद्योगो ंसे टनकलने िाला अपटशष्ट जल अपने अपटशष्टो ंके माध्यम से पयाािरण में 

एंटीबायोटटक का प्रदूिण  और बढाता िै। जलीय िातािरण में एंटीबायोटटक की मौजूदगी का मानि और 

जलीय जीिो ंदोनो ंपर अत्यटिक प्रिाि पडता िै, यिां तक टक नैनो या माइक्रोग्राम स्तर तक सांद्रता पर 

िी। एंटीबायोटटक-प्रटतरोिी जीन के िस्तांतरण से खिटत और िराब िो जाती िै, टजससे कई दिा-

प्रटतरोिी (एमडीआर) बैक्टीररया उिर आते िैं। एंटीबायोटटक प्रदूिण के बढते मुदे्द ने िाल के ििों में 

इनके उपिार के बारे में गंिीर टिंताएँ पैदा की िैं। एंटीबायोटटक प्रदूिण और रोगाणुरोिी प्रटतरोि 

(एएमआर) के बढते ितरे के कारण अटिनि और टटकाऊ उपिार रणनीटतयो ंकी आिश्यकता िै। 

उपरोक्त पृष्ठिूटम के आिार पर प्रसु्तत शोि प्रबंि न केिल एंटीबायोटटक संदूिण को कम करने बखि 

एएमआर के संबंि में बैटसलस टर ोटपकस ईएमबी20 से प्राप्त β-लैक्टामेज की क्षमता की िी जांि करता 

िै। बी. टर ोटपकस ईएमबी20 जीनोम लगिग 5.8 मेगाबेस (एमबी) में फैला िै और इसमें 5,593 कोटडंग 

डीएनए अनुक्रम (सीडीएस) िैं। सीडीएस टिटिन्न प्रकार के प्रोटीन को एनकोड करते िैं जो जीिाणु की 

ियापिय क्षमताओ ंऔर टिटिन्न िातािरणो ंके अनुकूल िोने में योगदान करते िैं। बी. टर ोटपकस ईएमबी20 

की उले्लिनीय टिशेिताओ ंमें से एक इसकी β-लैक्टामेज उत्पन्न करने की क्षमता िै, जो एक  ऐसा एंजाइम 

िै जो β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंके टलए प्रटतरोि छमता प्रदान करता िै। β-लैक्टामेज β-लैक्टम ररंग 

के िाइडर ोटलटसस को उते्प्रररत करता िै, यि एंजाइमेटटक गटतटिटि मित्वपूणा िै क्ोटंक यि जीिाणु को 

β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंसे दूटित िातािरण में जीटित रिने में मदद करती िै और एंटीबायोटटक 
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दिाओ ंके बायोरेमेटडएशन के टलए िी इसके संिाटित अनुप्रयोग िैं। इस प्रकार बी. टर ोटपकस EMB20 

द्वारा β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंका टिघटन एंटीबायोटटक प्रदूिण को कम करने में इसकी संिाटित 

िूटमका को उजागर करता िै। इस आिार पर, अध्ययन β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंके इन-टिटर ो 

उपिार के टलए बैटसलस टर ोटपकस EMB20 से β-लैक्टामेज के अनुप्रयोग की िोज करता िै। एंजाइम ने 

एम्पीटसलीन, एमोखक्सटसटलन और मेरोपेनम की उच्च सांद्रता को कुशलतापूिाक िाइडर ोलाइज टकया, 

टजससे काबाापेनम सटित β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंके टिटिन्न िगों को टिघटटत करने की इसकी 

क्षमता का प्रदशान हुआ। िाइडर ोलाइज्ड उत्पादो ंका टिशे्लिण टकया गया और पाया गया टक िे गैर टििैले 

िैं, टजससे यि सुटनटित िोता िै टक इन एंटीबायोटटक दिाओ ंके टूटने से िाटनकारक उप-उत्पाद उत्पन्न 

निी ंिोते िैं। β-लैक्टामेज की व्याििाररक प्रयोज्यता को बढाने के टलए, एंजाइम को िंुबकीय नैनोकणो ं

(Fe3O4) पर खिर टकया गया था। इस खिरीकरण ने न केिल एंजाइम को खिर टकया, बखि इसके 

आसान पृथक्करण और उसके पुनः  उपयोग को िी सुगम बनाया। एंजाइम नैनोकंजुगेट ने टिटिन्न 

एंटीबायोटटक दिाओ ंके टलए उच्च टनष्कासन दक्षता का प्रदशान टकया, टजसमें िास्तटिक जलीय कृटि 

अपटशष्ट जल से कई एंटीबायोटटक दिाओ ंको एक साथ िटाना शाटमल िै। उले्लिनीय रूप से, खिर 

एंजाइम ने उपयोग के कई िक्रो ंमें मित्वपूणा गटतटिटि बनाए रिी, जो उपिार प्रटक्रयाओ ंके टलए इसकी 

व्याििाररक व्यििायाता को रेिांटकत करता िै। िालाँटक, िंुबकीय नैनोकणो ंपर खिर टकया गया एंजाइम 

नैनोकणो ंके बहुत छोटे आकार और िराब पैटकंग गुणो ंके कारण से्कल-अप के टलए उपयुक्त निी ंथा। 

इसटलए, उपिार तकनीको ंको आगे बढाने के टलए, एगरोज़ टडस्क के िीतर β-लैक्टामेज़ को फंसाकर 

एक िायी टिटि टिकटसत की गई। एगरोज़ में फंसा एंजाइम बैि और टनरंतर उपिार दोनो ंमें डोररपेनम 

और अन्य β-लैक्टम एंटीबायोटटक दिाओ ंको कुशलतापूिाक िाइडर ोलाइज़ करता िै। एक व्याििाररक 

अनुप्रयोग में, इन एगरोज़ टडस्क का उपयोग करके टफक्स्ड-बेड कॉलम बायोररएक्टर सेटअप ने टसंथेटटक 

अस्पताल अपटशष्ट जल का सफलतापूिाक उपिार टकया। इसने बडे पैमाने पर अनुप्रयोगो ंक्षमता को 

प्रदटशात टकया, जो स्वास्थ्य देििाल सुटििाओ ंसे अपटशष्ट जल िाराओ ंके उपिार के टलए एक सरल 
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व्याििाररक टिटि प्रदान करता िै, जो एंटीबायोटटक संदूिण के मित्वपूणा स्रोत िैं। इन व्याििाररक 

दृटष्टकोणो ंको पूरक करते हुए, बी। टर ोटपकस ईएमबी 20 से मेटालो-β-लैक्टामेज जीन को क्लोन टकया 

गया और टिटिन्न तापमानो ंपर एस्िेररटिया कोली बीएल 21 (डीई 3) में व्यक्त टकया गया, टजसके 

पररणामस्वरूप समािेशन टनकायो ंका टनमााण हुआ। इन समुच्चयो ंको घुलनशील और शुि टकया गया, 

टफर उनकी जैटिक गटतटिटि और संरिनात्मक टिशेिताओ ंके टलए मूल्ांकन टकया गया। पुनः  संयोजक 

एंजाइम ने मूल एंजाइम की तुलना में एक बढी हुई गटतटिटि प्रदटशात की। टिशेि रूप से, समािेशन 

टनकायो ंके िीतर β-लैक्टामेज गटतटिटि ने उटित प्रोटीन ति का संकेत टदया। कम अटिव्यखक्त तापमान 

कम एटमलॉयड सामग्री और बढी हुई जैटिक गटतटिटि के साथ सिसंबंटित िै। 

अंत में, अध्ययन ने मेरोपेनम-आिाररत नैनोफ्लॉिर (mNFs) के टिकास की िोज करके रोगाणुरोिी 

प्रटतरोि (AMR) के व्यापक मुदे्द को संबोटित टकया। इन नैनोफ्लॉिर को मेरोपेनम को िातु आयनो ंके 

साथ सि-अिके्षटपत करके संशे्लटित टकया गया था, टजससे उच्च सति के्षत् के साथ नैनोफ्लॉिर संरिना 

का टनमााण हुआ। mNFs ने सू्यडोमोनस एरुटगनोसा PA01, के्लबटसएला नू्यमोटनया और सै्टटफलोकोकस 

ऑररयस के खिलाफ मित्वपूणा जीिाणुरोिी और एंटी-बायोटफल्म गटतटिटियो ं का प्रदशान टकया। 

बायोटफल्म टनमााण का प्रिािी अिरोि और बैक्टीररया की संख्या में कमी, mNFs द्वारा बायोटफल्म से जुडे 

संक्रमणो ंके टलए एक आशाजनक टिटकत्सीय समािान प्रदान करता िै, टजसका इलाज करना बेिद 

मुखिल िै और जो अक्सर पारंपररक एंटीबायोटटक दिाओ ं के टलए प्रटतरोिी िोते िैं। यि अटिनि 

दृटष्टकोण AMR का मुकाबला करने के टलए एक नया रास्ता प्रदान करता िै। 

ितामान थीटसस सामूटिक रूप से एंटीबायोटटक प्रदूिण और AMR को संबोटित करने में B. टर ोटपकस 

EMB20 से β-लैक्टामेज एंजाइम के टिटिि अनुप्रयोगो ंपर जोर देती िै। कुल टमलाकर, यि शोि काया नई 

जैि-उपिार रणनीटतयो ंऔर उपिारात्मक िस्तके्षपो ंका मागा प्रशस्त करता िै, तथा इन तरीको ं से 
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सािाजटनक स्वास्थ्य और पयाािरणीय खिरता पर मित्वपूणा प्रिाि पडने की संिािना को िी प्रदटशात 

करता िै। 
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