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ABSTRACT 

Therapeutic proteins are useful for the treatment of different diseases such as cancer, diabetes, 

and immune disorders. The short life of proteins encourages the use of carriers for the delivery 

of therapeutic proteins. An efficient carrier should be capable enough to control the protein 

release. In addition, a controlled protein delivery system can also reduce the side effects and 

the high cost of the therapy. High encapsulation and controlled release of cancer and 

tuberculosis drug using folic acid (FA) as a nanocarrier encourage to develop a FA-based 

protein delivery system. The larger and complex structure of therapeutic proteins as compared 

to many other drugs motivate to investigate the FA nanoparticles for protein delivery 

application. Therefore, the feasibility of FA as a nanocarrier for controlled delivery of protein 

is explored in this project.  

An understanding of the behaviour of FA self-assembly after addition of protein is 

essential to examine the applicability of FA carrier for the protein delivery. Hence, an 

investigation of FA self-assembly and FA-protein interaction was carried out before the 

synthesis of protein loaded FA nanoparticle. Proteins such as bovine serum albumin (BSA) and 

insulin are used for all experimental work in this project. Fluorescence emission study has been 

carried out to investigate the behaviour of protein in the presence of FA molecules. This study 

indicate about the associative interactions between the components in FA-protein mixture. 

Molecular dynamics simulations confirm FA-protein association and indicate that the aromatic 

rings in the structure of protein and FA are the probable sites of associative interactions 

between FA and protein. Ordered structure of FA has also been investigated in the presence of 

various guest compounds having aromatic moieties in their structure such as insulin, BSA and 

tryptophan. Studies using X-ray diffraction technique were able to show that FA self-assembly 

remains unaffected even after the addition of any guest compound. 
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After interaction studies, protein loaded FA nanoparticles were prepared using the 

emulsification process followed by crosslinking using ZnCl2 salt. First, studies with FA 

particles loaded with model protein (BSA) has been carried out, then insulin (therapeutic 

protein) encapsulated FA particles have been prepared and characterized. The studies with 

model protein show that the size of the BSA loaded FA nanoparticles was in the range of 200 

to 300 nm. These nanoparticles were further characterized by studying the release behaviour 

of BSA from FA formulations. The release study of BSA from FA nanoparticles was performed 

in 0.08% NaCl, 0.8% NaCl, and phosphate buffer saline. The quantification of BSA has been 

carried out using high-performance liquid chromatography during the release study. The 

release analysis suggests that more than 90% of the encapsulated BSA under the nanoparticles 

(having BSA loading as high as 57% (wt/wt)) is released within 48 hours of release study when 

phosphate buffer saline was used as release medium. Release results indicate that cation 

concentration in the release medium plays an important role in the release mechanism. 

Crosslinked cations on the nanoparticles are found to be the key parameters to control the 

protein release. Thus, FA nanoparticles were found to be an efficient carrier for protein 

encapsulation and controlled release with minimum drug loss.  

Insulin-loaded folate nanoparticles were synthesized using the same synthesis process 

as in the case of BSA loaded FA nanoparticles. The particle size study shows that the size of 

these nanoparticles was in the range of 100 to 250 nm. The size of insulin-loaded nanoparticles 

remains smaller than BSA-loaded nanoparticles due to the smaller size of insulin as compared 

to that of BSA. More than 90% of insulin was encapsulated in these nanoparticles, with protein 

loading levels up to 73% (wt/wt) of the FA used during synthesis. Crosslinking salt and FA 

concentration are found to be the key parameters to control the insulin release. More than 95% 

of the total FA and protein was released in the release medium within 24 hours of the study.  



vi 
 

A separate investigation of FA release along with insulin/BSA release from the 

nanoparticles reveals that the particles are formed through the folic acid-protein complex. The 

similarity between FA release pattern from BSA and insulin loaded FA nanoparticles indicate 

that the drivers responsible for protein loaded FA particle formation remain same irrespective 

of the protein structure. The insulin release results fitted well to reciprocal-powered-time 

model. The investigation of release rate from modeling reconfirms that the protein release from 

the particles depend on the FA molecules in the surrounding of protein. Thus, the release results 

from this project are sufficient to prove that controlled release of the protein is achievable 

through FA nanoparticles with minimum loss of protein. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

सार 

चिचित्सीय प्रोटीन चिचिन्न रोगोों जैसे िैं सर, मधुमेह, और प्रचिरक्षा चििारोों िे इलाज िे चलए उपयोगी हैं। प्रोटीन िा लघु 

जीिन उपिारात्मि प्रोटीन िी चिलीिरी िे चलए िाहिोों िे उपयोग िो प्रोत्साचहि िरिा है। प्रोटीन ररलीज िो चनयोंचिि 

िरने िे चलए एि िुशल िाहि पयााप्त सक्षम होना िाचहए। इसिे अलािा, एि चनयोंचिि प्रोटीन चििरण प्रणाली 

दुष्प्रिािोों और चिचित्सा िी उच्च लागि िो िी िम िर सििी है। एि नैनोिैररयर िे रूप में फोचलि एचसि (एफए) 

िा उपयोग िरिे िैं सर और िपेचदि दिा िे उच्च encapsulation और चनयोंचिि ररहाई एि एफए आधाररि प्रोटीन 

चििरण प्रणाली चििचसि िरने िे चलए प्रोत्साचहि िरिे हैं। िई अन्य दिाओों िी िुलना में चिचित्सिीय प्रोटीन िी बडी 

और जचटल सोंरिना प्रोटीन चििरण अनुप्रयोग िे चलए एफए नैनोिणोों िी जाोंि िरने िे चलए पे्रररि िरिी है। इसचलए, 

इस पररयोजना में प्रोटीन िी चनयोंचिि चिलीिरी िे चलए एफए िी व्यिहायािा िो नैनोिैररयर िे रूप में खोजा जािा है। 

प्रोटीन चििरण िे चलए एफए िाहि िी प्रयोज्यिा िी जाोंि िरने िे चलए प्रोटीन िे अचिररक्त एफए स्व-

असेंबली िे व्यिहार िी समझ आिश्यि है। इसचलए, एफए स्व-असेंबली और एफए-प्रोटीन परस्पर सोंपिा  िी जाोंि 

प्रोटीन लोि एफए नैनोपाचटािल िे सोंशे्लषण से पहले िी गई थी। इस पररयोजना में सिी प्रयोगात्मि िायों िे चलए 

बोिाइन सीरम एल्बिचनन (बीएसए) और इोंसुचलन जैसे प्रोटीन िा उपयोग चिया जािा है। एफए अणुओों िी उपल्बथथचि में 

प्रोटीन िे व्यिहार िी जाोंि िे चलए प्रचिदील्बप्त उत्सजान अध्ययन चिया गया है। यह अध्ययन एफए-प्रोटीन चमश्रण में 

घटिोों िे बीि सहयोगी बाििीि िे बारे में इोंचगि िरिा है। आल्बिि गचिशीलिा चसमुलेशन एफए-प्रोटीन एसोचसएशन 

िी पुचि िरिे हैं और सोंिेि देिे हैं चि प्रोटीन और एफए िी सोंरिना में सुगोंचधि छले्ल एफए और प्रोटीन िे बीि सहयोगी 

बाििीि िी सोंिाचिि साइटें हैं। एफए िी आदेचशि सोंरिना िी जाोंि इोंसुचलन, बीएसए और टर ायप्टोफान जैसी सोंरिना 

में सुगोंचधि moieties िाले चिचिन्न अचिचथ यौचगिोों िी उपल्बथथचि में िी िी गई है। एक्स-रे चिििान ििनीि िा उपयोग 

िरने िाले अध्ययन यह चदखाने में सक्षम थे चि एफए स्वयों-असेंबली चिसी िी अचिचथ पररसर िे अचिररक्त होने िे 

बािजूद अप्रिाचिि बनी हुई है। 



बाििीि अध्ययन िे बाद, प्रोटीन लोि एफए नैनोिणोों िो emulsification प्रचिया िा उपयोग िरिे िैयार 

चिया गया था चजसिे बाद ZnCl2 नमि िा उपयोग िर िॉसचलोंचिों ग चिया गया था। सबसे पहले, मॉिल प्रोटीन 

(बीएसए) िे साथ लोि चिए गए एफए िणोों िे साथ अध्ययन चिया गया है, चफर इोंसुचलन (उपिारात्मि प्रोटीन) 

encapsulated एफए िण िैयार और चिशेषिा है। मॉिल प्रोटीन िे साथ अध्ययन से पिा िलिा है चि बीएसए लोि 

चिया गया एफए नैनोिणोों िा आिार 200 से 300 एनएम िी सीमा में था। इन नैनोिणोों िो एफए फॉमूालेशन से बीएसए 

िे ररलीज व्यिहार िा अध्ययन िरिे आगे िी चिशेषिा थी। एफए नैनोिणोों से बीएसए िा ररलीज अध्ययन 0.08% 

NaCl, 0.8% NaCl, और फॉसे्फट बफर नमिीन में चिया गया था। ररलीज अध्ययन िे दौरान उच्च प्रदशान िरल 

िोमैटोग्राफी िा उपयोग िरिे बीएसए िी मािा िा प्रदशान चिया गया है। ररलीज चिशे्लषण से पिा िलिा है चि 

नैनोिणोों िे िहि 9 0% से अचधि encapsulated बीएसए (57% (wt / wt) िे रूप में उच्च बीएसए लोचिोंग होने िे 

बाद) ररलीज अध्ययन िे 48 घोंटे िे िीिर जारी चिया जािा है जब फॉसे्फट बफर खारा ररलीज माध्यम िे रूप में 

इसे्तमाल चिया गया था। ररलीज िे निीजे बिािे हैं चि ररलीज माध्यम में िैशन एिाग्रिा ररलीज िोंि में एि महत्वपूणा 

िूचमिा चनिािी है। नैनोिणोों पर िॉसचलोंक्ि िेशन प्रोटीन ररलीज िो चनयोंचिि िरने िे चलए महत्वपूणा पैरामीटर पाए 

जािे हैं। इस प्रिार, एफए नैनोिणोों िो प्रोटीन encapsulation और नू्यनिम दिा हाचन िे साथ चनयोंचिि ररलीज िे चलए 

एि िुशल िाहि पाया गया था। 

बीएसए लोि एफए नैनोिणोों िे मामले में इोंसुचलन-लोि फोलेट नैनोिणोों िो समान सोंशे्लषण प्रचिया िा 

उपयोग िरिे सोंशे्लचषि चिया गया था। िण आिार िे अध्ययन से पिा िलिा है चि इन नैनोिणोों िा आिार 100 से 

250 एनएम िी सीमा में था। बीएसए िी िुलना में इोंसुचलन िे छोटे आिार िे िारण इोंसुचलन-लोि नैनोिणोों िा आिार 

बीएसए-लोि नैनोिणोों से छोटा रहिा है। इन नैनोिणोों में 90% से अचधि इोंसुचलन encapsulated था, प्रोटीन लोचिोंग 

िे स्तर सोंशे्लषण िे दौरान इसे्तमाल एफए िे 73% (wt / wt) िि। िॉसचलोंचिों ग नमि और एफए एिाग्रिा इोंसुचलन 

ररलीज िो चनयोंचिि िरने िे चलए महत्वपूणा पैरामीटर पाए जािे हैं। िुल एफए और प्रोटीन िा 95% से अचधि अध्ययन 

िे 24 घोंटे िे िीिर ररलीज माध्यम में जारी चिया गया था। 



नैनोिणोों से इोंसुचलन / बीएसए ररहाई िे साथ एफए ररलीज िी एि अलग जाोंि से पिा िलिा है चि िण फोचलि 

एचसि प्रोटीन पररसर िे माध्यम से बनिे हैं। बीएसए से एफए ररलीज पैटना और इोंसुचलन लोि एफए नैनोिणोों से उत्पन्न 

समानिा से सोंिेि चमलिा है चि प्रोटीन सोंरिना िे बािजूद प्रोटीन लोि एफए िण गठन िे चलए चजमे्मदार िर ाइिर 

समान रहिे हैं। इोंसुचलन ररलीज िे पररणाम पारस्पररि-पािर-टाइम मॉिल िे चलए अच्छी िरह से चफट चिए गए। 

मॉिचलोंग से ररलीज दर िी जाोंि से पुचि होिी है चि िणोों से प्रोटीन ररहाई प्रोटीन िे आसपास एफए अणुओों पर चनिार 

िरिी है। इस प्रिार, इस पररयोजना से ररलीज िे पररणाम साचबि िरने िे चलए पयााप्त हैं चि प्रोटीन िी चनयोंचिि ररहाई 

प्रोटीन िे नू्यनिम नुिसान िे साथ एफए नैनोिणोों िे माध्यम से प्राप्त िी जा सििी है। 
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