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Resumen 
Las gliconanopartículas de levana (GNPs-L) presentan propiedades promotoras de la 

proliferación celular, inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Además, las GNPs-L tienen 

la capacidad de encapsular compuestos con actividad biológica, lo cual permitió proponer 

a las GNPs-L como nanoacarreadores de biomoléculas para su aplicación como un 

tratamiento tópico que mejore el cierre de heridas crónicas. Una de las moléculas 

interesantes para ser encapsulada es la insulina debido a su capacidad para mejorar la 

reepitelización de tejidos en heridas, ya que regula la respuesta inflamatoria e incrementa 

la migración y proliferación celular. Con base en lo anterior, nuestro grupo de investigación 

ha propuesto la encapsulación de esta hormona durante la síntesis enzimática de levana, 

formando un glicoconjugado de GNPs levana-insulina (GNPs-LIns) en un solo paso de 

producción. Sin embargo, aún no existe un estudio que detalle el proceso de síntesis y la 

caracterización de este glicoconjugado. Por esta razón, este proyecto se enfocó en realizar 

el estudio del proceso de síntesis enzimática de las GNPs-L y GNPs-LIns, en el desarrollo 

de un método de purificación de las GNPs-L y GNPs-LIns, para obtener los parámetros de 

encapsulación del sistema de GNPs-LIns, eficiencia de encapsulación (EE) y capacidad de 

carga (CC). En la reacción de síntesis del glicoconjugado, la adición de insulina provocó la 

reducción de aproximadamente el 5% de la producción de GNP-Ls, alcanzando a las 24 h 

la máxima producción de levana (GNPs-LIns 18.3 ± 0.30 g l-1), utilizando 30 μg ml-1 de 

insulina. Durante la reacción de síntesis las GNPs-L y GNPs-LIns redujeron 

progresivamente su diámetro, disminuyendo en un 24 % su tamaño después de 24 h, a este 

tiempo el tamaño promedio de las GNPs-LIns fue de 114.6 nm.  El índice de polidispersión 

(IPD) de las nanopartículas fue de 0.08, demostrando que el nanoaconjugado es 

monodisperso. Además, el nanoconjugado presentó un potencial ζ de - 5 mV, lo que sugiere 

la posibilidad de agregación, sin embargo, nuestros análisis no demostraron este fenómeno. 

El método de purificación de las GNP-Ls y GNPs-LIns por precipitación con etanol, nos 

permitió recuperar más del 97 % de las nanopartículas producidas, sin presencia de 

subproductos de la reacción. Se determinó que la máxima cantidad de insulina encapsulada 

fue de 33.93 ± 1.85 μg al utilizar 80 μg ml-1 de insulina en la síntesis del complejo. La EE 

máxima de insulina fue de aproximadamente el 63 % al utilizar de 60 a 90 μg ml-1 de insulina 

para la síntesis del conjugado, alcanzando una CC máxima de 3.24 ± 0.23 μg de proteína / 

mg de GNPs-LIns. Finalmente, calculamos que las GNPs-LIns contienen la relación 

suficiente de insulina (0.5 U) y de levana (5 mg) para mostrar un efecto en la promoción de 

la proliferación y migración celular, la regulación de la respuesta inflamatoria y por tanto el 

cierre de una herida en modelos in vitro e in vivo. 
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Abstract 
Levan glyconanoparticles (GNPs-L) promote cell proliferation and they have 

immunomodulatory and anti-inflammatory properties. Also, it has been proved that active 

biological compounds can be encapsulated in this GNPs-L, for these reasons, they have 

been proposed as nanocarriers in topical treatments to improve wound healing. Insulin is an 

interesting molecule because it improves wound re-epithelialization, regulates the 

inflammatory response, and increases cell migration and cell proliferation. Accordingly, our 

research group proposed the insulin encapsulation in GNPs-L via enzymatic synthesis, 

generating a levan-insulin GNPs glycoconjugate (GNPs-LIns). Nevertheless, there still does 

not exist a detailed study about the synthesis and characterization of the glycoconjugate 

GNPs-LIns. In this work, we studied the enzymatic synthesis process of GNPs-L and GNPs-

LIns, developed a purification method of GNPs-L and GNPs-LIns to calculate the 

encapsulation parameters as encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (CC) of 

insulin in GNPs-LIns. Our results demonstrated that the insulin add, decreased the GNP-Ls 

production by approximately 5 %, reaching a maximum glycoconjugate yield at 24 h of 18.3 

± 0.30 g l-1 using 30 μg ml-1 of insulin. The average diameter of the GNPs-L and GNPs-LIns 

was gradually reduced by 24 % after 24 h of the enzymatic reaction, reaching a final average 

size of 114.6 nm. The polydispersity index (IPD) of glycoconjugate was 0.08, demonstrating 

that it is monodisperse.  The purification method of GNP-Ls and GNPs-LIns by ethanol 

precipitation allowed us to recover more than 97% of glyco-conjugated, without the presence 

of reaction by-products. It was determined that the maximum amount of encapsulated insulin 

was 33.93 1.85 μg, using 80 μg ml-1 of insulin. The maximum EE of insulin was about 63%, 

using 60 to 90 μg ml-1 of insulin, reaching a maximum CC of 3.24 0.23 μg of protein/mg of 

GNPs-LIns. Finally, we estimate that the GNPs-LIns contain enough insulin (0.5 U) and 

levan (5 mg) to show an effect in promoting cell proliferation and migration, regulation of the 

inflammatory response and therefore closure of a wound in vitro and in vivo models.
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Introducción 
La nanomedicina es un área de la nanotecnología que busca preservar y promover la salud 

humana, estudiando el uso y efecto de los nanomateriales en el organismo (Rojas-Aguirre, 

et al., 2016). Dentro de las múltiples aplicaciones de la nanomedicina, se encuentran el uso 

de los nanoacarreadores como vehículos de protección, entrega y liberación regulada para 

su uso en la detección, diagnóstico, prevención y tratamiento de enfermedades (Dickinson, 

et al., 2019; Ventola, et al., 2010). Las nanopartículas biopoliméricas son uno de los 

principales tipos de nanoacarreadores utilizados, las cuales pueden ser generadas a partir 

de macromoléculas como DNA, proteínas y carbohidratos (GNPs; gliconanopartículas) 

(Cauerhff & Castro, 2013). Particularmente, las gliconanopartículas destacan por su 

biocompatibilidad y biodegradabilidad (Khan, et al., 2019; Polito, 2020). Se ha reportado la 

síntesis de GNPs utilizando diversos polisacáridos como el alginato, el quitosano, el 

dextrano y las fructanas, como la inulina y la levana (de Siqueira, et al., 2020). Las GNPs 

de fructanas tienen la capacidad de proteger a compuestos cargo de interés como las 

proteínas, reduciendo la proteólisis enzimática (Sarkar, et al., 2018). Recientemente, en 

nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que las gliconanopartículas de levana (GNPs-

L), conformadas por polímeros de fructosa con enlaces β (2→6), promueven la proliferación 

celular, actúan como inmunomoduladores y poseen propiedades antiinflamatorias (Valdez-

Echeverría, 2021). Conjuntando las propiedades que poseen las GNPs-L de 

nanoestructurarse y de promover la regeneración celular, nuestro grupo de investigación 

ha trabajado para demostrar su potencial uso como nanoacarreadores de biomoléculas que 

tienen y/o podrían potenciar efectos regenerativos, para aplicaciones cómo un posible 

tratamiento en el cierre de heridas. Con base en estos antecedentes, Valdez Echeverría 

(2021) logró la encapsulación de insulina en GNPs-L (GNPs-LIns), hormona que incrementa 

la velocidad de cicatrización de las heridas al aplicarse como un tratamiento tópico, ya que 

regula la respuesta inflamatoria, el incremento de la migración, la proliferación celular y 

acelera la reepitelización de la epidermis (Wang & Xu, 2020). Sin embargo, aún no existe 

un estudio detallado que se enfoque en el proceso de síntesis enzimática, así como en la 

implementación de un método de purificación de las GNP-L y las GNPs-LIns, ni en la 

determinación de la capacidad de carga de este sistema de encapsulación. Por esta razón, 

este proyecto se enfocó en realizar el estudio del proceso de síntesis enzimática de las 

GNPs-L y GNPs-LIns, así como en desarrollar un método de purificación para poder 

determinar los parámetros de encapsulación, eficiencia de encapsulación (EE) y capacidad 

de carga (CC), del sistema, con la finalidad de desarrollar un proceso factible para la 

producción de este conjugado, el cual nos permita generar un tratamiento viable para 

mejorar el proceso de cicatrización en heridas crónicas.
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Capítulo 1 

Antecedentes 
I Bionanotecnología 

La bionanotecnología se enfoca en el diseño, optimización y manufactura de nanosistemas 

utilizando biomoléculas (ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y carbohidratos) para el 

desarrollo de nuevas aplicaciones, aprovechando la especificidad y actividad biológica de 

las biomoléculas, sin limitarse a aplicaciones biológicas (Ehud, 2007; Ramsden, 2016). La 

bionanotecnología ha tomado gran relevancia por su potencial aplicación en áreas como la 

agricultura (Zhao, et al., 2020), la biorremediación (Dahoumane, et al., 2016), la industria 

alimentaria (Primožič, et al., 2021) y la nanomedicina (Nagamune, 2017).  

La nanomedicina busca preservar y promover la salud humana, estudiando el efecto de los 

nanomateriales en el organismo (Rojas-Aguirre, et al., 2016). Es así como dentro de las 

diferentes especialidades médicas, existen múltiples aplicaciones de la nanomedicina en 

imagenología, cirugía e ingeniería de tejidos, con la finalidad de permitir el diagnóstico, 

monitoreo, control, prevención y tratamiento de diferentes enfermedades (Soares, et al., 

2018; Tinkle, et al., 2014). Algunos de los nanocompuestos más comúnmente usados son 

las nanoemulsiones, nanocomplejos, nanocristales y las nanopartículas de biomoléculas 

(bionanopartículas) (Soares, et al., 2018). 

Las bionanopartículas son sistemas a escala nanométrica (tamaño menor a 1,000 nm) y 

que se constituyen total o parcialmente de biomoléculas (Nagamune, 2017). Las 

bionanopartículas hibridas combinan biomoléculas con materiales inorgánicos, mientras 

que las bionanopartículas orgánicas se conforman por ácidos nucleicos, lípidos, proteínas, 

carbohidratos o de una mezcla de biomoléculas (Cauerhff & Castro, 2013). Ejemplos de 

bionanopartículas orgánicas son las nanopartículas proteicas (nanopartículas virales y 

nanopartículas de ferritina), las nanopartículas basadas en lípidos (nanoemulsiones y 

liposomas), y las bionanopartículas basadas en carbohidratos (gliconanopartículas) (Figura 

1) (Papazoglou & Parthasarathy, 2007; Jutz & Böker, 2011).  

II GLICONANOPARTÍCULAS (GNPS) 

Las gliconanopartículas (GNPs) son un tipo de bionanopartículas formadas parcial (GNPs 

híbridas) o totalmente (GNPs poliméricas) por carbohidratos. Algunos ejemplos de GNPs 

híbridas son las GNPs metálicas, los glico-quantum dots, las GNPs lipídicas y las GNPs de 

núcleo proteico, mientras que las GNPs poliméricas se conforman totalmente por uno o 

varios tipos de polisacáridos, formando nanoesponjas, nanocápsulas, dendrímeros, 

nanogeles y GNPs de núcleo polimérico (Figura 1) (Polito, 2020; Khan, et al., 2019). Existen 

reportes sobre polisacáridos capaces de formar GNPs. Entre ellos se encuentran los 

polímeros con carga, como son el quitosano (Grenha, et al., 2005) y el ácido hialurónico 

(Zhang, et al., 2014a). También, se han reportado polímeros neutros como las 
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ciclodextrinas (Namgung, et al., 2014), el dextrano  (Semyonov, et al., 2014), el alternano 

(Wangpaiboon, et al., 2019), la celulosa (Zhang, et al., 2007) y las fructanas,  como la inulina 

(Zhang, et al., 2014b) y la levana (Kim, et al., 2015), entre otros. A diferencia de otras 

nanopartículas las GNPs destacan por su biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo cual las 

vuelve altamente idóneas en aplicaciones terapéuticas (Srikanth, et al., 2015). 

 
Figura 1. Ejemplos de diferentes tipos de bionanopartículas.  

III GLICONANOPARTÍCULAS DE FRUCTANAS (GNPS-FS) 

Las GNPs de fructanas (GNPs-Fs) se conforman por polímeros de fructosa y son 

clasificadas en GNPs de inulina (GNPs-I) o GNPs de levana (GNPs-L) dependiendo del tipo 

de enlace principal que une a las unidades fructosilo del polímero que las conforma. La 

inulina presenta un enlace β (2→1), con ramificaciones en la posición β (2→6) (Figura 2a); 

mientras que la levana poseen un enlace β (2→6) y ramificaciones de tipo β (2→1) (Figura 

2b). Estructuralmente son muy similares, aunque difieren en el grado de polimerización y 

peso molecular, catalogándose como fructooligosacáridos (FOS, ≤10 residuos fructosilo), 
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polímero de bajo (PBPM, ≤2,000 kDa) y alto peso molecular (PAPM, >2,000 kDa). Las 

enzimas implicadas en la síntesis de inulina y levana son conocidas como fructansacarasas 

(FS; EC 2.4.1.-), debido a que utilizan a la sacarosa como sustrato para la síntesis de 

polímero, y reciben su nombre con base en el tipo de polímero que sintetizan, clasificándose 

como como inulosacarasas (EC 2.4.1.9) y levansacarasas (LS; EC 2.4.1.10) (Raga-Carbajal, 

2019).  

 
Figura 2. Estructura química de dos diferentes fructanas: a) inulina con enlace β (2→1) y ramificaciones β (2→6); b) levana 

con enlaces β (2→6) y ramificaciones β (2→1). c) Principales reacciones enzimáticas catalizadas por las fructansacarasas 

(FS; EC 2.4.1.-) en presencia de sacarosa como sustrato (Modificado de Raga-Carbajal, et al., 2016). 

Las FS realizan dos tipos de reacciones en presencia de sacarosa como sustrato, durante 

la síntesis enzimática de las fructanas que conforman a las GNPs-Fs. La primera reacción, 

denominada transfructosilación, consiste en la transferencia de unidades fructosilo de una 

molécula de sacarosa (molécula donadora) hacia otra molécula de sacarosa o una cadena 

de fructana en crecimiento (molécula aceptora), liberando una molécula de glucosa como 

subproducto de reacción; la segunda reacción, denomina hidrólisis, consta de la 

transferencia de la unidad fructosilo proveniente de la sacarosa a una molécula de agua, 

liberando glucosa y fructosa al medio de reacción (Figura 2c) (Raga-Carbajal, et al., 2016). 

III.i CARACTERÍSTICAS FÍSICAS DE LAS GNPS-L 

Solubilidad: La levana que conforma las GNPs-L es un polímero altamente soluble en agua 

a temperatura ambiente e insoluble en solventes orgánicos, esta cualidad se atribuye a su 

composición química rica en sustituyentes -OH y a la presencia de ramificaciones que 

favorecen la nanoestructuración de las GNPs-L a través de interacciones de tipo puente de 

hidrógeno (Newbrun & Baker, 1968; Han & Clarke, 1990). 

Viscosidad: La levana de alto peso molecular (LAPM) posee una baja viscosidad intrínseca 

(0.14-0.45 dl g-1) a comparación de otros polímeros de peso molecular similar (Gojgic-
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Cvijovic, et al., 2019; Benigar, et al., 2014; Arvidson, et al., 2006). Esta propiedad se atribuye 

a la capacidad que posee la LAPM de nanoestructurarse formando GNPs-L, reduciendo la 

interacción entre las diferentes cadenas del polímero que no formen parte de las GNPs 

(Benigar, et al., 2014). 

Diámetro: El intervalo de tamaño reportado para las GNPs-L se encuentra entre los 57 y 

521 nm. Sin embargo, el diámetro hidrodinámico promedio varía dependiendo de las 

condiciones y método de síntesis. Por ejemplo: se produjeron GNPs-L de 200 - 521 nm 

mediante la técnica de precipitación con sales usando LAPM (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 

2020); mediante la síntesis por autoensamblaje en presencia de compuestos hidrofóbicos 

se reportaron GNPs-L de 57.1 nm al usar levana de bajo peso molecular (LBPM) y de 129.1 

nm con LAPM (Kim, et al., 2015); por último, el diámetro promedio obtenido de las GNPs-L 

producidas durante la síntesis enzimática del polímero se encuentra entre los 62 y 180 nm 

(Quiñónez-Vázquez, 2015; Nakapong, et al., 2013). 

Índice de polidispersión (IPD): El IPD muestra la distribución poblacional del tamaño de 

las nanopartículas en suspensión, catalogando como: poblaciones monodispersas a 

aquellas con un tamaño muy similar o mejor dicho con una distribución de tamaño reducida; 

y como polidispersas a aquellas poblaciones de nanopartículas con una distribución de 

tamaño muy amplia. Un valor de IPD ≤ 0.1 corresponde a una población monodispersa, 

mientras que valores de 0.1 a 0.4 y > 0.4, hablan de una población moderada y altamente 

polidispersa, respectivamente. Las GNPs-L obtenidas mediante la síntesis enzimática han 

presentado un IPD < 0.1, mostrando una población altamente monodispersa (González-

Garcinuño, et al., 2019; Valdez-Echeverría, 2021).  

Estabilidad: El polímero que conforma a las GNPs-L es estable a temperaturas elevadas, 

teniendo su punto de descomposición a los 227 °C (Bostan, et al., 2014). También es 

estable en pH ácidos y básicos, ya que sufre un bajo grado de hidrólisis en condiciones de 

alta acidez (pH < 3.5), siendo la temperatura el factor determinante de la velocidad de 

hidrólisis. Además, es compatible con la presencia de sales (Bekers, et al., 2005; Vina, et 

al., 1998). Sin embargo, aún no existen reportes que determinen la relación entre la 

hidrólisis de la levana y la reducción en el diámetro hidrodinámico de las GNPs-L bajo 

condiciones de alta acidez. En cuanto a la estabilidad coloidal de las GNPs-L, no se reportan 

cambios significativos en el diámetro hidrodinámico promedio, IPD y el potencial ζ durante 

15 días de almacenamiento bajo condiciones fisiológicas (PBS pH 7.4 y 37 °C) (González-

Garcinuño, et al., 2019). Estos resultados muestran la alta estabilidad de las GNPs-L bajo 

condiciones fisiológicas. 

Potencial Z: El potencial ζ o potencial electrocinético es la diferencia de potencial entre la 

doble capa eléctrica de las partículas electroforéticamente móviles (capa rígida y capa de 

recambio) y la capa del dispersante en que se encuentran embebidas (Bhattacharjee, 2016). 

Es una medida de la estabilidad de sistemas coloidales, que permite describir la interacción 

entre biomoléculas con base en interacciones electrostáticas de repulsión de cargas. Los 

sistemas de nanopartículas se clasifican como: altamente inestables (-10 a +10 mV); 

relativamente estables (-10 a -20 y +10 a +20 mV), moderadamente estables (-20 a -30 y 

+20 a +30 mV); y muy estables (> ±30 mV) (Bhattacharjee, 2016). Variaciones en la 
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determinación del potencial ζ de las nanopartículas son consecuencia de cambios en el pH 

y en la concentración de solutos disueltos en la solución utilizada para la determinación de 

este parámetro (Tabernero, et al., 2017). Las GNPs-L producidas durante la síntesis 

enzimática de la levana presentan un potencial ζ de entre -4 mV (González-Garcinuño, et 

al., 2019) y +1 mV (Valdez-Echeverría, 2021), el cual las clasifica como un sistema 

altamente inestable y propenso a agregarse, debido a la ausencia teórica de la repulsión 

electrostática entre la superficie cargada de las GNPs-L, como consecuencia de la 

presencia de una superficie prácticamente neutra. Sin embargo, se ha comprobado la 

estabilidad coloidal (ausencia de agregación) de las GNPs-L durante el almacenamiento 

(González-Garcinuño, et al., 2019). 

Nanoestructuración: El inicio de la nanoestructuración de las GNPs-L comienza al 
alcanzar una concentración de polímero especifica, también llamada concentración crítica 
de agregación (CCA). La levana presenta una CCA de 0.05 g l-1 a producirse en sistemas 
bacterianos. Mientras que la CCA determinada para la formación de GNPs-L durante la 
síntesis enzimática es de 0.24 g l-1 (González-Garcinuño, et al., 2019). 

 
Figura 3. a) Puentes de hidrógeno presentes en la cadena principal de levana: O6(i) - H3O(i+1) (centro); O1(i) - H3O(i) (derecha); 

O5(i) - H1O(i) (izquierda) (Tomado de Chunsrivirot, et al., 2018). b) Ejemplo de los tres ángulos formados entre cuatro residuos 

fructosilo de FOS-L: ω (O6-C6-C5-C4), ψ (C2’-O6-C6-C5) y ɸ (O5’-C2’-O6-C6) (Tomado de Kanjanatanin , et al., 2016). c) 

Puentes de hidrógeno presentes entre los residuos de las ramificaciones de la levana (Tomado de Chunsrivirot, et al., 2018). 

Como ejemplo se muestra la estructura de dos torciones con dos estructuras similares a hélice. Los átomos de carbono, 

oxígeno e hidrógeno se representan en cian, rojo y blanco, respectivamente. Los puentes de hidrógeno se representan con 

líneas discontinuas. La cadena de levana y las unidades fructosilo se representan como listones y pentágonos amarillos, 

respectivamente.  



C A P Í T U L O  1    A N T E C E D E N T E S  | 7 

 

 

No existen reportes que expliquen la forma en que la LAPM se nanoestructura para formar 
nanopartículas, sin embargo, existen estudios de dinámica molecular empleando FOS de 
levana (FOS-L) (5 y 10 residuos) y pequeños polímeros lineales (15 y 34 residuos) con 
diferentes grados de ramificación (0, 1, 3 y 5 residuos por ramificación), que esclarecen las 
interacciones intermoleculares que podrían estar implicados en la nanoestructuración de la 
LAPM. Estos estudios destacan la importancia de los puentes de hidrógeno en el 
plegamiento tridimensional de la levana permitiendo la formación de estructuras similares a 
hélices en un 54 - 63 %) y hélices parciales en 34 - 22 % de los FOS-L y pequeños polímeros 
(Chunsrivirot, et al., 2018; Kanjanatanin , et al., 2016). El principal puente de hidrógeno que 
conforma las hélices es el que se forma entre el O6(i) - H3O(i+1) (60 - 65 %) de cada 
monómero fructosilo (Figura 3a). Además, se describen tres ángulos de torción 
responsables de la flexibilidad conformacional de la cadena de levana: Φ (O5’-C2’-O6-C6: 
-63°); Ψ (C2’-O6-C6-C5: 173°); y ω (O6-C6-C5-C4: -170, -60 y 60°). Dentro de estos 
ángulos, ω es el de mayor importancia para la formación de hélices, debido a que posee 
mayor libertad de rotación y por tanto, favorece el cambio conformacional de la cadena de 
levana (Figura 3b). Aunado a lo anterior, existe la formación de puentes de hidrogeno entre 
los monómeros de las ramificaciones (br) y de la cadena principal de levana (bp), siendo la 
O1(bp) - H3O(br) (0.8 - 0.9 %) la interacción más frecuente (Figura 3c). Como consecuencia, 
estos estudios permiten proponer que los puentes de hidrogeno están implicados en la 
nanoestructuración de la levana, ya que al incrementar la longitud de la cadena de polímero 
se eleva la frecuencia de formación de estas interacciones. Lo cual, podría favorecer la 
formación de hélices y la torsión de la molécula, ocasionando la reducción de la longitud de 
la cadena y finalmente, la formación del núcleo de agregación de la nanopartícula. 

III.ii SÍNTESIS DE GLICONANOPARTÍCULAS DE LEVANA (GNPS-L) 

Previamente, se ha reportado la síntesis de GNPs-Fs mediante el autoensamblaje del 

PAPM durante la síntesis enzimática de inulina (Jiménez-Sánchez, et al., 2019) y levana 

(González-Garcinuño, et al., 2019; Kim, et al., 2005; Valdez-Echeverría, 2021). Otras 

técnicas reportadas para la síntesis de GNPs-L, son la precipitación con sulfato de sodio 

(Na2SO4) (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020), la reducción química , el autoensamblaje de 

PBPM por acomplejamiento con compuestos hidrofóbicos (Kim, et al., 2015), la pirólisis de 

flama (Bondarenko, et al., 2016) y la coprecipitación con hidróxido de amonio (NH4OH) (Kim 

& Chung, 2016) 

III.iii PROPIEDADES BIOLÓGICAS DE LAS GNPS-L 

La levana y otras fructanas modulan la respuesta inmune a través de los receptores de 

reconocimiento de patógenos (pathogen recognition receptors, PRRs). Los PRRs 

potencialmente implicados son los receptores tipo C de lectinas unidos a membrana 

(membrane-bound C-type lectin receptors, CLRs), los receptores tipo NOD (NOD-like 

receptors, NLR) y los receptores similares a Toll (Toll-like receptors, TLR). El TLR2 

reconoce lipopéptidos y lipoproteínas, además del peptidoglicano de bacterias gram 

positivas. En cambio, el TLR4 reconoce lipopolisacáridos (LPS) de bacterias gram 

negativas. Ambos receptores reconocen a las fructanas y la respuesta resultante depende 

del tamaño del polímero (grado de polimerización) (Vogt, et al., 2013).  

La levana estimula la síntesis de interleucinas (IL) proinflamatorias como IL-1β, IL-6, IL-8, 

IL-12 y TNF-α en cultivos de macrófagos y otros tipos celulares, principalmente mediante la 
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activación del TLR4, aunque el TLR2 puede promover esta actividad proinflamatoria en 

menor medida (Xu, et al., 2006). Por otro lado, este biopolímero posee propiedades 

antiinflamatorias al estimular el incremento de las IL-4 e IL-10, mediante las rutas de AMPK 

e IP3K/AKT/mTOR, y al bloquear la ruta de activación de NF-kB en macrófagos, monocitos 

y “natural killers” (células, NK) (Peshev & Van den Ende, 2014), y posiblemente al bloquear 

la activación de IRF3 (Liu, et al., 2011). La discrepancia en la expresión de factores pro- y 

antinflamatorios se atribuye al uso de diferentes tipos de levana que presentan cambios 

estructurales que dependen del origen del polímero. Se propone que, el grado de 

ramificación, peso molecular y la presencia del residuo fructosilo inicial, determinan las 

respuestas biológicas observadas. Adicionalmente, es evidente que la respuesta obtenida 

depende del tipo celular analizado en los ensayos in vitro e in vivo (Young, et al., 2021). 

Numerosos trabajos han demostrado que la levana actúa como antiinflamatorio (Srikanth, 

et al., 2015), inmunomodulador (Ishida, et al., 2016; Aramsangtienchai, et al., 163), 

antitumoral (Calazans, et al., 2000), antioxidante (Taylan, et al., 2019) y prebiótico (Lei, et 

al., 2018; Liu, et al., 2020). Por lo cual nuestro equipo de investigación buscó determinar si 

las GNPs-Ls producidas por la LS SacB H243L poseen propiedades similares, encontrando 

que tienen la capacidad de fungir como un antiinflamatorio, además de presentar una nula 

citotoxicidad y promover la proliferación celular en macrófagos y queratinocitos, al utilizar 

diferentes concentraciones de GNPs-L (2.5 y 5 g l-1) en presencia de un agente 

proinflamatorio como un lipopolisacárido (LPS) o un ambiente hiperglucémico (Valdez-

Echeverría, 2021). En macrófagos RAW-Blue, se observó que al agregar las GNPs-L en 

presencia del LPS los niveles de expresión del factor nuclear κB (Nuclear factor kappa B, 

NF-κB) se reducen (Figura 4a). Acorde a lo anterior, se reportó la promoción de la 

proliferación celular en el mismo modelo biológico en presencia y ausencia del LPS. 

Adicionalmente, se comprobó que este efecto también ocurre en queratinocitos, al utilizar 

cultivos de células HaCaT con hiperglucemia inducida. Se observó que 5 mg ml-1 de GNPs-

L son suficientes para incrementar el número de células en un ambiente normoglucémico, 

mientras que ambas concentraciones promueven la proliferación celular después de 60 h 

de tratamiento bajo un ambiente hiperglucémico inducido (Figura 4b). 

Finalmente, se comprobó que las GNPs-L promueven la proliferación celular y no la 

migración, al utilizar un modelo de rasguño en monocapa de queratinocitos y añadir un 

inhibidor de la proliferación celular (Ara-C), observando la ausencia del cierre del rasguño 

aun en presencia de las GNPs-L (Valdez-Echeverría, 2021) (Figura 4c y d). Acorde a lo 

anterior, otros autores reportaron previamente la promoción de la proliferación celular en 

queratinocitos y fibroblastos, además del incremento en la síntesis de colágeno tipo I al 

utilizar LBPM (Choi, et al., 2018) y LAPM (Kim, et al., 2005). 

Complementariamente, se reconoce el efecto de la LBPM como un inmunomodulador, ya 

que incrementa la migración (Hiss, et al., 1981) y activación de macrófagos (aumentando 

su tamaño y la formación de prolongaciones celulares) en modelos in vivo de ratones 

(Robertson, et al., 1977). De igual forma, la LBPM favorece la migración de linfocitos B y T 

(Srikanth, et al., 2015) y promueve la expresión de las metaloproteinasas 2 y 9, las cuales 

participan durante el proceso de regeneración celular durante el cierre de heridas  (Sturzoiu, 
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et al., 2011). Con base en lo anterior, existe la posibilidad de que las GNPs-L posean 

propiedades similares en modelos in vivo, lo cual sugiere que podrían fungir como un 

tratamiento que promueva la regeneración celular en heridas agudas y crónicas. 

 
Figura 4. Efecto las gliconanopartículas de levana (GNPs-L) como a) antiinflamatorios en la disminución de la expresión del 

factor de transcripción NF-κB en macrófagos RAW-Blue en presencia de un agente proinflamatorio como un lipopolisacárido 

(LPS). b) En la promoción de la proliferación celular de queratinocitos HaCat ante un ambiente hiperglucémico inducido 

(glucosa 50 mmol l-1).  (c y d) En el cierre de heridas inducidas en un modelo de rasguño en monocapa de queratinocitos 

HaCat, sometidas a diferentes concentraciones de GNPs-L durante 48 h (Tomado de Valdez-Echeverría, 2021). (Las barras 

de error representan la desviación estándar, n = 3). 

III.iv GNPS-FS COMO NANOACARREADORES  

Dentro las aplicaciones en nanomedicina, una de las más desarrolladas es el uso de GNPs 

como nanoacarreadores, vehículos de entrega, protección y liberación regulada de 

fármacos en tratamientos personalizados (Dickinson, et al., 2019; Ventola, et al., 2010). 

Estos sistemas pueden ingresar al organismo por diferentes vías: 1) atravesando el tracto 

digestivo, la piel, las vías aéreas; y 2) mediante la administración localizada. Las GNPs 

pueden ser utilizadas como nanoacarreadores, destacando por su biocompatibilidad y 

biodegradabilidad, lo cual las vuelve altamente idóneas en aplicaciones terapéuticas 

(Srikanth, et al., 2015). En este sentido, las GNPs-Fs poseen una potencial aplicación como 

nanoacarreadores para la encapsulación y liberación prolongada de fármacos, y 

biomoléculas como DNA (Medrano-Villagomez, 2018) (Figura 5a y b) y proteínas como la 

BSA (Figura 5c) (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020) y la insulina (Figura 5d) (Valdez-

Echeverría, 2021).  

Aunque estrictamente hablando, el término “encapsulación” se refiere al atrapamiento de 

compuestos dentro de una estructura hueca o cápsula, en este trabajo la definiremos como 

el atrapamiento físico dentro de la matriz del polímero que conforma a las GNPs y la 
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adsorción del compuesto en la superficie de la nanopartícula (Augustin & Hemar, 2009), 

debido a que en ambos casos el compuesto asociado forma parte del nanosistema. Los 

reportes sobre encapsulación han observado un aumento en el diámetro hidrodinámico 

promedio de la nanopartícula como consecuencia de la encapsulación del compuesto cargo. 

Sin embargo, en los análisis reportados en estos estudios no se ha tomado en cuenta la 

distribución poblacional.  

 
Figura 5. Micrografías de las gliconanopartículas de fructanas conjugadas con biomoléculas. a y b) Microscopia electrónica 

de transmisión de conglomerados del conjugado de gliconanopartículas (GNPs) de inulina-DNAp (Tomado de Medrano-

Villagomez, 2018). c y d) Microscopia electrónica de transmisión de conglomerados del conjugado de GNPs de levana-BSA 

(c)  (Sezer, et al., 2011) y levana-insulina (d) (Tomado de Valdez-Echeverría, 2021). 

Las GNPs-Fs pueden producirse mediante el autoensamblaje del PAPM durante la síntesis 

enzimática de fructanas (Valdez-Echeverría, 2021) y utilizando otros métodos de síntesis 

química como la precipitación con Na2SO4 (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020). Basados 

en las propiedades reportadas de las GNPs-L, nuestro equipo de trabajo propone su uso 

como nanoacarreadores y a su vez como un potencial tratamiento que favorezca la 

cicatrización en heridas. Algunos antecedentes sobre la encapsulación de proteínas han 

mostrado que las GNPs-L pueden encapsular BSA bajo diferentes concentraciones de 

levana y BSA, obteniendo GNPs-L de entre 200 y 521 nm, un potencial ζ de entre +3.92 ± 
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0.43 y +4.4 ± 0.2 y +7.1 ± 0.2 mV, y una EE del 49.3 al 71.3 %, al utilizar 0.1 y 0.5 % de 

levana y 0.1 % de BSA, respectivamente. En dichos estudios encontraron que la liberación 

de BSA es rápida durante el primer día (15 % de BSA) y prolongada durante 100 días, 

observando que la velocidad de liberación no es influenciada significativamente por la 

concentración inicial de BSA durante la síntesis de GNPs-L (Xu, et al., 2020; Sezer, et al., 

2011). Polímeros similares a la composición de la levana y que pueden formar GNPs han 

mostrado su capacidad de proteger a compuestos cargo de origen proteico reduciendo la 

degradación por proteasas. Esto se observó al añadir GNPs-I a una emulsión de lactoferrina, 

mostrando el efecto retardador de la proteólisis enzimática de la lactoferrina después de 

120 min de digestión gástrica simulada con pepsina, protección atribuida a la formación de 

una barrera que impide la libre difusión de la pepsina (Sarkar, et al., 2018) (Figura 6). 

 
Figura 6.  Efecto de las gliconanopartículas de inulina (GNPs-I) en la reducción de la proteólisis enzimática de lactoferrina, 

utilizando pepsina, dentro de una emulsión Pickering. a) Micrografías de micropartículas de gel de lactoferrina con presencia 

de GNPs-I en forma de una capa electrodensa en la periferia de las partículas. b) Análisis de imagen del efecto protector de 

las GNPs-I contra la digestión enzimática de lactoferrina a través del tiempo (Tomado de Sarkar, et al., 2018). (Las barras de 

error representan la desviación estándar, n = 3). 

III.v DESARROLLO DE UN TRATAMIENTO PARA EL CIERRE DE HERIDAS CRÓNICAS 

Una herida se caracteriza por el incremento en la respuesta proinflamatoria, la presencia 

de un ambiente altamente proteolítico que favorece la degradación de las IL y factores de 

crecimiento que regulan el desarrollo celular (Eming, et al., 2009; Eming, et al., 2014). El 

proceso de curación requiere de la comunicación estrecha entre los tipos celulares 

residentes del tejido dañado y células hematopoyéticas, esto se logra a través de la 

liberación de citocinas y factores de crecimiento que estimulan la proliferación y desarrollo 

celular. El proceso de regeneración involucra cuatro fases: 1) la coagulación o adhesión 

celular, 2) la fase inflamatoria, 3) la proliferación o granulación y 4) la remodelación. La 

resolución de la respuesta inflamatoria consta del incremento de mediadores 

antiinflamatorios y la reducción de los proinflamatorios, la normalización de la permeabilidad 

vascular y de la remoción de las células proinflamatorias (Abdelkader, et al., 2016; Falanga, 

2005; Eming, et al., 2014).  

La interrupción o mala regulación de alguno de los mecanismos regenerativos conlleva al 

desarrollo de una cicatrización excesiva (cicatrización hipertrófica) o defectos ulcerativos 

en la piel (heridas crónicas) (Eming, et al., 2014). Las heridas crónicas son aquellas que 
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tardan más de tres meses en concluir el proceso de regeneración del tejido dañado y se 

caracterizan por la pérdida de la homeóstasis del tejido dañado, a través de: la alta 

presencia de proteasas que conducen a un estado de estrés oxidativo (Tarnuzzer & Schultz, 

1996; Wlaschek, et al., 1997), el cual favorece el desarrollo de microorganismos patógenos 

que provocan infecciones recurrentes (Pastar, et al., 2013; Roche, et al., 2012); la reducción 

de la presencia de células progenitoras (Stojadinovic,, et al., 2014); la degradación de los 

diferentes factores de crecimiento que participan en la regeneración (Wlaschek, et al., 

1997); y la persistencia de una etapa inflamatoria prolongada, mediante la pérdida del 

balance de la síntesis y liberación de citocinas pro- y antiinflamatorias (Eming, et al., 2010). 

En las heridas crónicas, frecuentemente se observa el incremento de citocinas 

proinflamatorias como la IL-1β, IL-6, el interferón-γ (IFN-γ) y el factor de necrosis tumoral-α 

(TNF-α) (Beidler, et al., 2009; Feldmeyer, et al., 2007). A su vez, tiene lugar el alza en la 

presencia de macrófagos proinflamatorios (M1) a comparación de los macrófagos 

antiinflamatorios (M2) (Eming, et al., 2014; Eming, et al., 2009). 

Con base en las propiedades de las GNPs-Fs, en nuestro grupo de investigación 

propusimos el desarrollo de un tratamiento para heridas crónicas, utilizando GNPs-L como 

sistemas de encapsulación de biomoléculas que presenten actividades biológicas 

deseables para su aplicación en el tratamiento de heridas agudas y crónicas. Para ello 

propusimos el uso de insulina como potenciador de la regeneración celular, ya que posee 

propiedades promotoras de la regeneración celular, reduciendo el tiempo necesario para la 

remodelación total del área afectada en modelos animales y en pacientes humanos, sanos 

y con diabetes inducida (Chen, et al., 2012; Lima, et al., 2012; Zhang, et al., 2007; Zagon, 

et al., 2007; Apikoglu-Rabus, et al., 2010; Negrini, et al., 2017; Azevedo, et al., 2016). Esto 

nos permitiría contar con tratamiento que podría potenciar los efectos individuales de la 

levana y la insulina. 

La insulina es una hormona proteica producida por las células β pancreáticas, con un peso 

molecular de 5.8 kDa y conformada por dos cadenas peptídicas (cadena A de 21 aa y B de 

30 aa) unidas por dos puentes disulfuro (Huus, et al., 2005). La insulina recombinante es 

obtenida por ingeniería genética mediante la expresión heteróloga de insulina humana en 

modelos microbianos. En sus diferentes presentaciones comerciales, esta hormona es 

estable en almacenamiento a 25 - 30 °C hasta por 48 días y a 37 °C hasta por 45 días 

(Heinemann, et al., 2021). Adicionalmente se ha probado su estabilidad a 100 °C y 

diferentes pHs, reportando una vida media de 9.3 h y 40 min, en pH 6 y 8, respectivamente 

(Volkin & Klibanov, 1987). La insulina induce el reclutamiento temprano de neutrófilos, 

promueve la expresión de macrófagos M2 e incrementa la expresión de la interleucina 

antiinflamatoria IL-10. Además, esta hormona facilita la migración de macrófagos y 

queratinocitos, acelerando la reepitelización y la reacción fibroblástica, mediante el alza en 

la deposición de colágeno tipo I (Wang & Xu, 2020). La insulina actúa sobre los receptores 

dependientes de insulina (IR) y en los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF), 

efecto mediado por la vía de señalización PI3K/AKT y MAPK/ERK, por lo cual se propuso 

su implementación en el tratamiento de heridas crónicas (Abdelkader, et al., 2016).  
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La insulina aplicada como un tratamiento tópico incrementa la velocidad de cierre de las 

heridas en modelos animales sanos y con diabetes, y en pacientes diabéticos, ya que ha 

mostrado la reducción del 13 al 50 % del tiempo necesario para observar la completa 

remodelación del tejido dañado (Anexo 1). Este efecto se debe a la actividad que posee en 

la promoción de la proliferación, migración celular y reepitelización, la regulación de la 

respuesta inflamatoria y la neovascularización en el tejido dañado (Chen, et al., 2012; 

Apikoglu-Rabus, et al., 2010; Zhang, et al., 2007; Lima, et al., 2012). Se ha usado insulina 

de diferentes orígenes biológicos (insulina porcina, bovina y humana) (Negrini, et al., 2017; 

Chen, et al., 2012; Lima, et al., 2012) para su aplicación en una o dos dosis diarias con 

cantidades totales de hormona que se encuentran entre las 0.03  (Chen, et al., 2012) y 5 U 

(Zagon, et al., 2007; Negrini, et al., 2017), observando resultados similares. 

Se ha propuesto la encapsulación de insulina con fines terapéuticos, utilizando 

nanopartículas formadas con biopolímeros como el quitosano (Al-Qadi, et al., 2012; 

Fernández-Urrusuno, et al., 1999) y el almidón (Jain, et al., 2008). Particularmente, se han 

aplicado conjugados con insulina para promover el cierre de heridas en modelos animales 

con diabetes inducida, en los cuales destaca el uso de una dosis al inicio del estudio, 

permitiendo obtener resultados similares a la aplicación diaria de la insulina (Abdelkader, et 

al., 2016; Li, et al., 2019; Lee, et al., 2020; Ehterami, et al., 2018) (Anexo 2).  Adicionalmente, 

las GNPs de quitosano poseen propiedades promotoras de la migración y proliferación 

celular. Sin embargo, al combinarse en un conjugado de quitosano-insulina, no se 

encontraron diferencias al utilizar las GNPs, la insulina o el conjugado. Este efecto se 

atribuye a la alta estabilidad del complejo por la presencia de sustituyentes amino en la 

estructura química del quitosano, los cuales confieren una fuerte atracción electrostática 

entre la insulina y la cadena de polímero, ocasionando la incapacidad de liberar la hormona 

para llevar a cabo su acción biológica (Ribeiro, et al., 2020). Por lo anterior, el desarrollo de 

sistemas de encapsulación de insulina en polímeros con propiedades promotoras de la 

regeneración celular, como lo es la levana (neutros), podría favorecer la liberación de la 

hormona y por tanto la acción conjunta de ambos compuestos.  

Con esta visión en mente, Valdez-Echeverría (2021) reportó la síntesis de GNPs de levana-

insulina (GNPs-LIns), demostrado el encapsulación de la hormona durante la síntesis 

enzimática, utilizando la LS SacB H243L (Valdez-Echeverría, 2021).  Este autor obtuvo 

GNPs-LIns de 155 nm, con un IPD de 0.13 que sugiere una población monodispersa, 

además reportó una EE del 61 % y estimó una capacidad de carga (CC) de 1.8 μg de 

proteína / mg de GNPs-LIns, al usar una concentración de insulina durante la síntesis 

enzimática de las GNPs-LIns (30 μg ml-1). Sin embargo, aún no existe un estudio sobre el 

proceso de síntesis enzimática, de la determinación de la CC máxima de este sistema de 

encapsulación y tampoco se ha implementado un método de purificación del conjugado de 

GNPs-LIns. Esta información nos permitirá conocer si es posible obtener un sistema de 

GNPs-LIns que proporcione la dosis reportada de ambos compuestos, 2.5 a 5 mg de levana 

(Valdez-Echeverría, 2021) y 0.03 a 5 U  (Negrini, et al., 2017; Chen, et al., 2012) para 

observar las respuestas biológicas esperadas en futuros ensayos. 
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Justificación 
Dentro de la nanomedicina, se propuso el uso de nanopartículas biopoliméricas como 

nanoacarreadores de biomoléculas. Particularmente, gliconanopartículas como las de 

fructanas presentan un gran potencial por su biocompatibilidad y biodegradabilidad. 

Específicamente, las gliconanopartículas de levana poseen la propiedad de 

nanoestructurarse durante la síntesis enzimática del polímero. Además, promueven la 

proliferación celular, actúan como inmunomoduladores y poseen propiedades 

antiinflamatorias, por lo cual se propuso su uso como nanoacarreadores de biomoléculas 

que favorezcan la cicatrización, para su aplicación cómo un posible tratamiento en el cierre 

de heridas. De esta forma se seleccionó la insulina, ya que al incrementar la velocidad de 

cicatrización de las heridas al aplicarse como un tratamiento tópico, acelerando la 

reepitelización de la epidermis, debido a que regula la respuesta inflamatoria e incrementa 

la migración y proliferación celular. Sin embargo, aún no existe un estudio sobre el proceso 

de síntesis enzimática y de la purificación de las gliconanopartículas de levana-insulina, así 

como de la determinación de la capacidad de carga máxima de este sistema. Por esta razón, 

en este proyecto se llevó a cabo un estudio del proceso de síntesis del conjugado levana-

insulina, se desarrolló un método de purificación del conjugado que nos permitió determinar 

los parámetros de encapsulación, con el fin de analizar la factibilidad del proceso de 

producción y generar un sistema con la cantidad reportada de insulina y levana para su 

futura aplicación en pruebas biológicas y posteriormente como tratamiento para mejorar el 

proceso de cicatrización en heridas crónicas. 

Hipótesis 
El cambio de la concentración de insulina en la reacción enzimática de síntesis de 

conjugado levana-insulina permitirá obtener la relación reportada de levana/insulina que 

mejora la cicatrización en heridas. 

Objetivos 
Objetivo general: 

Estudiar la encapsulación de insulina en gliconanopartículas de levana. 

Objetivos particulares: 

1. Analizar el efecto de la concentración de insulina en la reacción enzimática de 
síntesis de levana, y las características de las gliconanopartículas de levana y 
levana-insulina. 

2. Implementar un protocolo de purificación de las gliconanopartículas de levana y el 
conjugado de levana-insulina. 

3. Determinar el efecto de la concentración de insulina en los parámetros de 

encapsulación del conjugado levana-insulina.
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Estrategia experimental 

 

PE = proteína inicial ሺμgሻ − proteína soluble ሺμgሻ 

 EEሺ%ሻ =
PE ሺμgሻ

proteína inicial ሺμgሻ
x100 

CCሺ
μg

mg
ሻ =

PE ሺμgሻ

GNPs ∙ L ሺmgሻ + PE ሺmgሻ
 

=
PE ሺμgሻ

GNPs ∙ LIns ሺmgሻ
 

• Precipitación con solventes 

orgánicos. 

• Precipitación de azúcares 

(sacarosa, glucosa y fructosa) 

con solventes orgánicos. 

• Precipitación de insulina con 

etanol. 

• Precipitación de mezcla de 

levana e insulina con etanol. 

Objetivo 3. Determinar el efecto 
de la concentración de insulina 
en los parámetros de 
encapsulación del conjugado 
levana-insulina. 

• Determinación de tamaño e 

índice de polidispersión (DLS). 

• Purificación del conjugado. 

• Cuantificación de polímero 

(hidrólisis ácida/DNS). 

• Cuantificación de proteína 

encapsulada (PE) (Bradford). 

• Determinación de Eficiencia 

de encapsulación (EE %) y 

Capacidad de carga (CC). 

Objetivo 2. Implementar un 
protocolo de purificación de 
las gliconanopartículas de 
levana y el conjugado de 
levana-insulina. 

Cuantificación de: 

• Polímero recuperado 

(hidrólisis ácida/DNS). 

• Azúcares residuales 

(hidrólisis ácida/DNS). 

• Proteína residual (Bradford). 

Objetivo 1. Analizar el efecto 
de la concentración de 
insulina en la reacción 
enzimática y características 
de las gliconanopartículas de 
levana y levana-insulina. 

• Producción de la enzima 

recombinante (SacB H243L). 

• Purificación de la enzima 

(FPLC). 

Monitoreo de la evolución de la 

reacción enzimática. 

Determinación de: 

• Consumo de sacarosa (DNS) 

• Producción de polímero 

(hidrólisis ácida/DNS) 

• Diámetro hidrodinámico 

promedio e índice de 

polidispersión (DLS) 

• Potencial Z (ELS) 
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Capítulo 2 

MATERIALES Y MÉTODOS 
1. PRODUCCIÓN DE LA LEVANSACARASA SACB H243L  

1.1. Preparación de células electrocompetentes 

La preparación de células electrocompetentes se hizo siguiendo el protocolo recomendado 

por el proveedor Bio-Rad (Catalog Number 165-2100) con algunas modificaciones. En 25 

ml de medio YENB se colocó una muestra de aproximadamente 2 ml de bacterias 

electrocompetentes Escherichia coli BL21(DE3) o DH5α (New England) y se incubaron 

durante 12 h a 37 °C y 200 rpm. Se inocularon 200 ml de medio YENB fresco con 2 ml de 

fermentado, se incubaron a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO de 0.5 - 0.7 a una λ 

600 nm. Se recuperaron las células por centrifugación a 4 °C y 8,000 rpm por 15 min. Se 

hicieron tres lavados con agua ultrapura estéril suspendiendo las células y centrifugando 

nuevamente. Se hizo un lavado con glicerol estéril al 10%. Se suspendió en 0.5 ml de 

glicerol estéril al 10%. Finalmente, se colocaron alícuotas de 60 μl en microtubos estériles 

y se almacenan a -80 °C hasta su uso. 

1.2. Transformación genética 

La levansacarasa SacB H243L es una mutante derivada de la levansacarasa de Bacillus 

subtilis, la cual se caracteriza por la producción exclusiva de levana de alto peso molecular 

bajo condiciones específicas de reacción (amortiguador de acetatos 50 Mm + CaCl2 1 mM, 

pH 6, 5.5 µg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa, 37 °C y 350 rpm) (Raga-Carbajal, 2019). 

La transformación genética se hizo siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor 

Bio-Rad (Catalog Number 165-2100) con algunas modificaciones. Escherichia coli DH5α y 

E. coli BL21(DE3) se transformaron con la construcción SacB H243L:pET22b+ (6,748 bp). 

E. coli DH5α se utilizó para la producción y purificación del plásmido, mientras que E. coli 

BL21(DE3) se empleó para la expresión de la fructansacarasa SacB H243L. Para la 

transformación se tomaron 150 ng del plásmido y se mezclaron con 60 µL de células 

electrocompetentes, las cuales se sometieron a un choque eléctrico en un electroporador 

MicroPulser™ de BioRad. Las células se suspendieron en 0.5 ml de medio LB líquido y se 

incubaron a 37 °C y 300 rpm durante 1 hora, después de lo cual se sembraron en 20 ml de 

medio LB sólido, adicionado con 200 µg ml-1 de ampicilina. Se incubaron durante 12-16 h a 

37 °C. Para la purificación de plásmido se utilizó el paquete ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit 

de Zymo Research, siguiendo las indicaciones del proveedor. La integridad de la 

construcción se corroboró mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% (Anexo 3).   La 

presencia de la mutación de la SacB H243L se corroboró mediante secuenciación por 

síntesis utilizando los oligonucleótidos complementarios a la secuencia del promotor T7 5´-

TAATACGACTCACTATAGG-3´ y terminador T7 5´-CCGCTGAGCAATAACTAGC-3´. 
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1.3. Expresión heteróloga de SacB H243L 

Se inocularon 25 ml de medio líquido LB adicionado con 200 µg ml-1 de ampicilina, con una 

colonia bacteriana y se incubó de 12-16 h a 37 °C y 200 rpm. En un matraz Fernbach se 

colocó 1 L de medio LB adicionado con 200 µg ml-1 de ampicilina se inoculó con 10 ml de 

del cultivo bacteriano y se incubó a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una DO de 0.5 - 0.6 a 

una λ 600 nm. Se indujo la expresión de SacB H243L con 0.2 mM de isopropil-β-D-1- 

tiogalactopiranósido (IPTG) a 18 °C y 120 rpm, durante 8 h. El cultivo bacteriano se separó 

en cuatro volúmenes de 250 ml y se recuperaron las células por centrifugación a 10,000 

rpm durante 15 min a 4 °C. Se hicieron dos lavados con amortiguador de acetatos 100 mM 

pH 6, centrifugando después de cada lavado. Finalmente, las células se congelaron a -

20 °C hasta su uso (Raga-Carbajal, 2019). 

1.4. Purificación de la levansacarasa SacB H243L 

Lisis celular: Las células se suspendieron en una solución de lisozima 1 mg ml-1 con 

amortiguador de acetatos 100 mM pH 6 y se mantuvieron en incubación en hielo durante 

30 min. La mezcla se congeló en hielo seco/acetona y se descongeló en agua fría, 

repitiendo el proceso tres veces. Se adicionó amortiguador de acetatos 100 mM hasta 

alcanzar un volumen de 30 ml. Se sonicó con nueve pulsos de 10 s encendido y 30 s 

apagado a una amplitud de 70 %. Finalmente, se centrifugó a 10,000 rpm durante 40 min a 

4 °C, se recuperó la fracción soluble, se volvió a centrifugar y finalmente se separó el 

extracto celular para su uso posterior. 

Purificación de la enzima: La enzima se purificó por cromatografía rápida de proteínas 

(Fast protein liquid chromatography, FPLC) de intercambio catiónico en dos columnas 

conectadas en serie HiTrap CM-sepharosa Fast Flow (GE Healthcare) de 5 ml. La columna 

se equilibró con 5 volúmenes de amortiguador de acetatos 100 mM pH 6 empleando una 

bomba peristáltica. El extracto se recirculó durante 20 min a un flujo de 5 ml min-1. El lavado 

y elución se realizaron en un equipo ÄKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech). El lavado 

se hizo con amortiguador de acetatos de 100 mM pH 6 durante 20 min a un flujo de 5 ml 

min-1. La elución se realizó con amortiguador de acetatos 1 M pH 6, con un flujo de 5 ml 

min-1 y una presión de 0.3 MPa (Anexo 4A). Para identificar las fracciones que contenían a 

la enzima, se hizo el ensayo de actividad enzimática por determinación de azúcares 

reductores con DNS. Las fracciones con actividad enzimática se analizaron mediante 

electroforesis desnaturalizante (SDS-Page) (Anexo 4B) y se seleccionaron las fracciones 

con menor presencia de impurezas, posteriormente se concentraron por ultrafiltración en 

un ultrafiltro con punto de corte de 30 kDa (Amicon®) a 6,000 rpm a 4 °C. La enzima 

concentrada se lavó tres veces con amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 adicionado con 

1 mM de CaCl2 y se suspendió en un ml del mismo amortiguador (Raga-Carbajal, 2019), se 

hicieron alícuotas de 50 μl y se almacenó a -20 °C hasta su uso.  

1.5. Solubilización de insulina 

Se utilizó insulina recombinante humana (SAFC BiosciencesTM, SIGMA). Se solubilizó 

siguiendo las instrucciones del proveedor en una solución HCl 10 mM (pH 2). Una noche 
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antes de cada ensayo, se preparó una solución madre de insulina con 4 mg ml-1. La 

concentración de la solución madre se corroboró con el ensayo de cuantificación de 

proteína de Bradford. 

2. ANÁLISIS DE PROTEÍNA 

2.1. Cuantificación de proteína 

La concentración de enzima SacB H243L se cuantificó por el método de Bradford, utilizando 

la solución reactiva Protein Assay (Bio-Rad®). Todos los ensayos se hicieron por triplicado, 

midiendo la absorbancia a una λ de 595 nm. Como control se utilizó una curva de calibración 

con albúmina sérica bovina (BSA) (Bradford, 1976). 

2.2. Electroforesis desnaturalizante (SDS-Page) 

Se utilizó gel de poliacrilamida al 10 % y se colocaron 10 μl de muestra por carril. La muestra 

de proteína se mezcló previamente con 5 μl de amortiguador de carga compuesto por 0.124 

M tris-HCl pH 6.8, 4 % SDS (w/v), 10 % glicerol (v/v), 10 % de β-mercaptoetanol (v/v) azul 

de bromofenol 0.05 % (w/v). La electroforesis se hizo bajo un campo eléctrico de 20 mA 

durante aproximadamente 1.5 h. Finalmente se tiñó el gel con una solución de azul de 

Coomasie 0.125 %. 

2.3. Ensayo de actividad enzimática 

La actividad enzimática de SacB H243L se determinó mediante el ensayo de cuantificación 

de azúcares reductores con ácido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). Se prepararon 

diluciones de la enzima en 500 μl de amortiguador de acetatos 50 mM adicionado con 1 

mM de CaCl2 pH 6. Se agregaron 100 μl de sacarosa 600 g l-1 para una concentración final 

de 100 g l-1 dejando la reacción por 10 min. Se tomaron alícuotas de 50 μl de reacción y se 

añadieron 50 μl de reactivo DNS. Se calentó la mezcla en agua en ebullición durante 5 min 

y se enfrió a 4 °C por 5 min. Se midió la absorbancia de cada muestra a una λ de 540 nm. 

Se seleccionó la dilución cuya absorbancia se acercase a 1 y se repitió la reacción 

enzimática tomando alícuotas a los tiempos 0, 2.5, 5, 7.5 y 10 min. Se obtuvo una actividad 

específica de 167.15 ± 0.296 U mg-1 (Anexo 5), similar a la reportada previamente, 160.3 U 

mg-1 (Ortiz-Soto, et al., 2008) y 177.5 U mg-1 (Valdez-Echeverría, 2021). 

Para determinar la actividad volumétrica se utilizó la ecuación: 

𝐴𝑉 ሺ
𝑈

𝑚𝑙
ሻ = ሺ

𝑚𝑒𝑥𝑝

𝑚𝐷𝑁𝑆
ሻሺ

1

𝑃𝑀𝑝
ሻሺ𝑉ሻሺ

1

𝑉𝐸
ሻ 

En la cual AV = actividad volumétrica (U ml-1), mexp = pendiente experimental (Abs min-1), 

mDNS = pendiente de curva de calibración con DNS (Abs/mg ml-1), PMp = peso molecular de 

productos de reacción (fructosa/glucosa 0.180156 mg μmol-1), V = volumen total de ensayo 

(0.6 ml) y VE = volumen de la muestra utilizado (ml).  

La actividad específica de proteína total y de la enzima pura se obtuvo como: 
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AE =
𝑈

𝐸
=

𝐴𝑉ሺ𝑉𝑇ሻ

𝐸
 

En la cual AE = actividad específica (U mg-1), VT = volumen total de la muestra (ml) y E = 

cantidad de proteína (mg). Se obtuvo la pendiente de la recta por regresión lineal y se 

determinaron las actividades volumétrica y específica. Se utilizó una curva de calibración 

de glucosa/fructosa (en concentración equimolar) en concentraciones 0.5 a 2 mg ml-1. 

Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

3. PRODUCCIÓN DE LAS GLICONANOPARTÍCULAS Y GLICONANOCONJUGADO 

3.1. Síntesis de gliconanopartículas de levana (GNPs-L) 

La síntesis de GNPs-L se hizo bajo las condiciones de reacción previamente reportadas 

para la producción de levana de alto peso molecular con la mutante SacB H243L (Raga-

Carbajal, 2019) con algunas modificaciones. En un microtubo se colocaron 500 μl de 

amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 adicionado con 1 mM de CaCl2. Para mantener el 

volumen inicial de la reacción (600 μl) se retiró el volumen necesario para adicionar las 

concentraciones deseadas de enzima y posteriormente se añadió el volumen de la solución 

concentrada de SacB H243L a una concentración final de 0.1 μM (5.5 μg ml-1). La mezcla 

con la enzima y una solución concentrada de sacarosa (600 g l-1) se incubaron a 37 °C y 

350 rpm, durante 5 min. Para inicial la síntesis de levana se adicionaron 100 μl de la solución 

de sacarosa 600 g l-1, dejando una concentración final de 100 g l-1. Las muestras se 

incubaron a 37 °C y 350 rpm, durante 24 h. Se inactivó la enzima por congelamiento en 

hielo seco/acetona y calentamiento en agua en ebullición durante 25 min, se incubó durante 

5 min a 4 °C. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso.  

3.2. Síntesis de gliconanopartículas de levana-insulina (GNPs-LIns) 

La síntesis de GNPs-LIns se realizó bajo las mismas condiciones descritas previamente 

para la síntesis de GNPs-L. Se retiró el volumen necesario para adicionar las 

concentraciones deseadas de insulina en concentraciones finales de 30, 60, 80, 90 y 120 

μg ml-1. Las concentraciones de insulina se seleccionaron con base en el trabajo de Valdez-

Echeverría (2021) (30, 60 μg ml-1). La mezcla de enzima/insulina y una solución 

concentrada de sacarosa (600 g l-1) se incubaron a 37 °C y 350 rpm, durante 5 min. Para 

inicial la síntesis de levana se adicionaron 100 μl de la solución de sacarosa 600 g l-1, 

dejando una concentración final de 100 g l-1. Las muestras se incubaron a 37 °C y 350 rpm, 

durante 24 h. Se inactivó la enzima por congelamiento en hielo seco/acetona y 

calentamiento en agua en ebullición durante 25 min, se incubó durante 5 min a 4 °C. Las 

muestras se almacenaron a -80 °C hasta su uso. 

3.3. Estimación del consumo de sacarosa 

La estimación del consumo de sacarosa se determinó mediante la liberación de azúcares 

reductores. Se tomaron alícuotas de la reacción de síntesis de GNPs-L y GNPs-LIns a los 

tiempos 0, 2.5, 4, 6, 9, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 y 28 h y se determinó la concentración 
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de los azúcares liberados mediante el ensayo de cuantificación de azúcares reductores por 

DNS (Miller, 1959). 

4. CARACTERIZACIÓN DE LAS GNPS-L Y GNPS-LINS 

4.1. Determinación del diámetro hidrodinámico promedio e índice de 

polidispersión (IPD) 

El diámetro hidrodinámico o tamaño de las nanopartículas y el índice de polidispersión (IPD 

o Polydyspersion index, PDI) se determinaron mediante la técnica de dispersión de luz 

dinámica (Dynamic light scattering, DLS), utilizando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS 

(ZEN3600) y una celda de cuarzo QS Hellmar Analytics de 3 mm. Se preparó una dilución 

en relación 3:14 v/v (levana: amortiguador) de cada muestra previo a su análisis. Las 

mediciones se hicieron utilizando el índice de refracción del agua (1.33 ml g-1) y el índice de 

refracción de la levana disuelta en agua desionizada (1.472 ml g-1) (Lauren, et al., 1975), a 

una temperatura de 25 °C con un tiempo de estabilización térmica de 60 s.  

4.2. Determinación del potencial ζ 

El potencial ζ se determinó mediante la técnica de dispersión de luz electroforética 

(Electrophoretic light scattering, ELS) utilizando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS 

(ZEN3600) y una celda de capilar curva DTS1060 Malvern Panalytical. Se preparó una 

dilución 3:14 v/v de cada muestra previo a su análisis. 

5. CUANTIFICACIÓN DE LEVANA POR HIDRÓLISIS ÁCIDA ACOPLADA CON DNS (HA/DNS) 

Con el objetivo de contar con un método rápido y sencillo para cuantificar la cantidad de 

polímero producido en las reacciones de síntesis de GNPs, se implementó el método de 

cuantificación de polímero mediante hidrólisis ácida, acoplado a la determinación de 

azúcares reductores con DNS (HA/DNS). La hidrólisis ácida es un método que permite 

hidrolizar los polímeros de carbohidratos para liberar los monosacáridos que los conforman. 

En el caso de la levana, este método libera principalmente fructosa, la cual se cuantifica 

mediante la determinación de azúcares reductores por DNS (Miller, 1959).  

5.1. Tiempo necesario para hidrolizar levana 

La cuantificación de levana por HA/DNS se hizo siguiendo el protocolo un protocolo 

previamente reportado (Ávila-Fernández, et al., 2011) con algunas modificaciones. 

Inicialmente, se determinó el tiempo necesario para hidrolizar una concentración conocida 

de levana de alto peso molecular (LAPM, ~2,300 kDa) de SacB de Bacillus subtilis. Para 

ello, se preparó un concentrado de levana 30 g l-1, utilizando HCl 0.617 M como solvente. 

Se incubaron 200 μl de la solución a 60 °C y 450 rpm, durante 2:20 h. La hidrólisis se detuvo 

con el mismo volumen de NaOH 1 M. Se mezclaron 10 μl de hidrolizado con 70 μl de agua 

y 80 μl de DNS. Las muestras se hirvieron en agua en ebullición durante 5 min, se enfriaron 

a 4 °C durante 5 min, después de lo cual se añadieron 800 μl de agua y se midió la 

absorbancia a una λ de 540 nm. Se cuantificó la concentración de azúcares reductores 
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utilizando la curva de calibración de glucosa/fructosa del método de DNS, considerando 

que la concentración de azúcares reductores es equivalente a la concentración de levana 

hidrolizada. Se determinó la hidrólisis total de la levana al cuantificar los 30 g l-1 iniciales de 

polímero y no ver diferencias en la concentración de polímero después de 2:20 h de 

incubación. Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

5.2. Curva de calibración para la cuantificación de polímero por HA/DNS 

A partir del concentrado de levana 30 g l-1, se prepararon soluciones con diferentes 

concentraciones de levana (0, 5, 10, 15, 20 y 30 g l-1) utilizando HCl 0.617 M, como solvente. 

Las soluciones se hidrolizaron y cuantificaron siguiendo el método de HA/DNS previamente 

descrito. Se construyó un gráfico de concentración de levana contra absorbancia y se 

obtuvo la ecuación de la recta mediante regresión lineal (Tabla 1). Todos los ensayos se 

hicieron por triplicado. 

5.3. Validación del método de cuantificación de polímero por HA/DNS 

Se hizo la validación parcial del método con base en los lineamientos de la International 

Conference on Harmonization guidelines (ICH, 1996), utilizando los parámetros de 

linealidad, precisión y exactitud. La validación se llevó a cabo analizando tres soluciones 

problema de levana/fructosa/glucosa/sacarosa con concentraciones conocidas (5/5/10/80, 

15/15/30/40 y 25/25/50/0 g l-1), simulando las condiciones de reacción de la síntesis de 

GNPs-L. Las soluciones problema se analizaron mediante tres técnicas distintas, 

incluyendo la técnica a validar de HA/DNS. 

La validación de la cuantificación de levana se hizo utilizando dos técnicas cromatográficas 

estandarizadas. La primer técnica se enfocó en la cuantificación de levana y la segunda en 

la de azúcares simples como monosacáridos (glucosa/fructosa) y disacáridos (sacarosa): 

1. Cromatografía de exclusión tamaño de alta resolución (SEC-HPLC). La distribución 

de la LAPM se analizó por HPLC con un detector de índice de refracción (Jasco IR-

4030). Se empleó un sistema en serie de columnas Waters UltrahydrogelTM: 

Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm) con un índice 

de exclusión entre 0.5 y 10,000 kDa. Se realizó una elución isocrática a una 

temperatura de 35 °C, con una fase de nitrato de sodio (NaNO3) 0.1 M a un flujo de 0.8 

ml min-1. 

2. Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC). La cuantificación de azúcares 

simples se llevó a cabo en un sistema Dionex ICS-5000+ DC, equipado con un inyector 

Dionex AS-AP, un detector de índice de refracción Jasco IR-4030 y una columna 

Hypersil GOLDTM Amino 250 x 4.6 mm, manteniendo una temperatura de 35 °C y 

usando una fase móvil de acetonitrilo/agua (75:25) a un flujo de 1 ml min-1. 

Linealidad: Cada curva de calibración se graficó, se evaluó la linealidad por regresión lineal 

al obtener los coeficientes de correlación (R2), de variación (CV %) y la ecuación de la curva 

(Tabla 1 y Figura 7). 
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Tabla 1. Coeficientes de linealidad (R2), de variación (CV %) y ecuación de la recta obtenidos para 

las curvas de calibración de los diferentes métodos de cuantificación de polímero con hidrólisis ácida 

(HA/DNS) y cromatografía de exclusión de tamaño de alta resolución (SEC-HPLC), y cuantificación 

de monosacáridos (fructosa/glucosa) y disacáridos (sacarosa). (Desviación estándar n = 3). 

Método R2 
CV 
(%) 

Ecuación 

HA/DNS 0.997 4.49 y = 0.0302 x - 0.0126 
SEC-HPLC 0.997 4.69 y = 109806.4 x - 28449.075 
Fructosa-HPLC 0.991 6.49 y = 1502662.9 x + 62798.443 
Glucosa-HPLC 0.999 2.69 y = 1475190.0 x - 127412.15 
Sacarosa-HPLC 0.999 3.06 y = 1628754.5 x - 111178.69 

 

 
Figura 7. Regresión lineal para la cuantificación de: a) levana mediante los método de hidrólisis ácida acoplado con DNS 

(HA/DNS) y cromatografía de exclusión tamaño de alta resolución (SEC-HPLC); b) glucosa, fructosa y sacarosa mediante 

HPLC. 

Análisis de muestra problema: la concentración de levana en las muestras problema se 

cuantificó mediante el método de HA/DNS. Se tomaron 200 μl de cada muestra y se 

mezclaron con 1.5 volúmenes de etanol, agitando vigorosamente por inversión e incubaron 

durante 1 h a 4 ± 0.5 °C. Las muestras se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C, 

se retiró el sobrenadante y se hicieron dos lavados con cuatro volúmenes de etanol absoluto, 

agitando vigorosamente, centrifugando bajo las mismas condiciones y retirando por 

completo el sobrenadante después de cada lavado. Se evaporó el solvente remanente en 

un horno a 60 °C durante al menos 10 min. La levana precipitada se suspendió en 200 μl 

de HCl 6.17 M, para ello se agitó vigorosamente e incubó a 60 °C y 450 rpm, por 2:20 h, 

repitiendo la agitación vigorosa cada 30 min. La hidrólisis se detuvo con el mismo volumen 

de NaOH 1 M. Se mezclaron 10 μl de hidrolizado con 70 μl de agua y 80 μl de DNS. Las 

muestras se hirvieron en agua en ebullición durante 5 min, se enfriaron a 4 °C durante 5 

min, después de lo cual se añadieron 800 μl de agua y se midió la absorbancia a una λ de 

540 nm. Se cuantificó la concentración de levana utilizando la curva de calibración de levana. 

Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

Precisión y exactitud del método HA/DNS en la cuantificación de levana: se utilizó el 

método para la cuantificación de la concentración promedio de levana y el porcentaje de 

levana recuperada, respectivamente, así como el coeficiente de variación (CV %) de las 
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tres repeticiones analizadas por concentración conocida de las muestras problema (Tabla 

2). Se compararon los resultados obtenidos mediante este método contra la determinación 

de levana y azúcares por HPLC. 

Tabla 2. Concentración promedio recuperada, promedio de recuperación y coeficiente de variación (CV %) calculados para 

las soluciones problema de levana/fructosa/glucosa/sacarosa (5/5/10/80, 15/15/30/40 y 25/25/50/0 g l-1), mediante los 

diferentes métodos de cuantificación de polímero con hidrólisis ácida (HA/DNS) y cromatografía de exclusión de tamaño de 

alta resolución (SEC-HPLC), y cuantificación de monosacáridos (fructosa/glucosa) y disacáridos (sacarosa) (HPLC). 

(Desviación estándar n = 3). 

Método 
Concentración muestra 

problema 
(g l-1) 

Promedio recuperado 
(g l-1) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

H
A

/ 

D
N

S
 5 5.10 ± 0.40 102.0 ± 0.079 7.75 

15 14.92 ± 0.67 99.5 ± 0.044 4.46 

25 24.40 ± 0.22 97.6 ± 0.009 0.90 

S
E

C
-

H
P

L
C

 5 4.97 ± 0.08 99.3 ± 0.015 1.54 
15 16.80 ± 0.37 112.0 ± 0.025 2.20 
25 25.33 ± 0.10 101.3 ± 0.004 0.40 

F
ru

c
to

s
a
-

H
P

L
C

 5 4.86 ± 0.01 97.2 ± 0.001 0.13 
15 14.84 ± 0.46 98.9 ± 0.031 3.09 
25 24.78 ± 0.05 99.1 ± 0.002 0.20 

G
lu

c
o

s
a
-

H
P

L
C

 10 10.87 ± 0.02 108.7 ± 0.002 0.22 
30 32.55 ± 0.79 108.5 ± 0.026 2.43 
50 50.68 ± 0.25 101.4 ± 0.005 0.50 

S
a
c
a
r

o
s
a
-

H
P

L
C

 80 78.76 ± 0.77 98.4 ± 0.010 0.98 
40 38.35 ± 0.83 95.9 ± 0.021 2.15 
0 0.00 ± 0.00 0.0 ± 0.000 - 

6. PURIFICACIÓN DE GNPS-L Y GNPS-LINS MEDIANTE PRECIPITACIÓN CON SOLVENTES 

Precipitación de levana con etanol o isopropanol: se utilizó una solución de levana 20 

g l-1 y levana/insulina 60 μg ml-1. Se tomaron 200 μl de cada solución y se mezclaron con 

diferentes volúmenes de etanol absoluto o isopropanol (0, 1, 1.5, 2 y 3 volúmenes), agitando 

vigorosamente por inversión. Las muestras se incubaron durante 1 h a 4 ± 0.5 °C, se 

centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se retiró el sobrenadante y se evaporó el 

solvente dentro de un horno a 60 °C. Se cuantificó la concentración de levana recuperada 

mediante el método de HA/DNS. Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

Azúcares residuales solubles en presencia de etanol o isopropanol: se utilizaron 

soluciones de sacarosa y glucosa/fructosa (relación equimolar) 100 g l-1. Se tomaron 200 μl 

de cada solución y se mezclaron con diferentes volúmenes de etanol absoluto o isopropanol 

(0, 1, 1.5, 2 y 3 volúmenes), agitando vigorosamente. Las muestras se incubaron durante 1 

h a 4 ± 0.5 °C, se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 200 μl de 

sobrenadante, a los cuales se les evaporó el solvente dentro de un horno a 60 °C, teniendo 

cuidado de mantener la cristalinidad de la solución. Los azúcares recuperados se 

solubilizaron en 200 μl de agua destilada, la sacarosa se hidrolizó por el método de HA y 

en ambos casos se cuantificó la concentración de azúcares reductores con el ensayo de 

DNS (Miller, 1959). Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

Insulina residual soluble en presencia de etanol: se utilizaron soluciones de insulina 30, 

60, 90 y 120 μg ml-1. Se tomaron 200 μl de cada solución y se mezclaron con diferentes 
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volúmenes de etanol absoluto (0, 1, 1.5, 2 y 3 volúmenes), agitando vigorosamente por 

inversión.  Las muestras se incubaron durante 1 h a 4 ± 0.5 °C, se centrifugaron a 15,000 

g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 400 μl de sobrenadante, a los cuales se les evaporó 

el solvente dentro de un horno a 60 °C. La insulina recuperada se solubilizó en agua 

destilada y se cuantificó la concentración de proteína mediante el método de Bradford 

(Bradford, 1976). Todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

Precipitación de insulina en presencia de levana: se utilizaron soluciones de insulina 

con 30, 60, 80 y 90 μg ml-1, solas y en combinación con 20 g l-1 de levana. Se tomaron 200 

μl de cada solución y se mezclaron con diferentes volúmenes de etanol absoluto (0, 1, 1.5, 

2 y 3 volúmenes), agitando vigorosamente.  Las muestras se incubaron durante 1 h a 4 ± 

0.5 °C, se centrifugaron a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. Se tomaron 400 μl del 

sobrenadante, a los cuales se les evaporó el solvente dentro de un horno a 60 °C. La 

insulina recuperada se solubilizó en agua destilada y se cuantificó la concentración de 

insulina mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Todos los ensayos se hicieron 

por triplicado. 

6.1. Purificación de GNPs-L y GNPs-LIns 

Se utilizaron reacciones de síntesis de GNPs-L y GNPs-LIns de 24 h de incubación con 

insulina 30, 60, 80, 90 μg ml-1. Se tomaron 200 μl de las reacciones enzimáticas y se 

mezclaron con 1.5 volúmenes de etanol absoluto, agitando vigorosamente por inversión 

Las mezclas se incubaron durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y se centrifugaron a 15,000 g durante 

20 min a 4 °C. El sobrenadante se separó del precipitado y se almacenó para su posterior 

tratamiento y análisis. Las GNPs-L y GNPs-LIns precipitadas se lavaron dos veces con 

cuatro volúmenes de etanol absoluto, agitando vigorosamente, centrifugando bajo las 

mismas condiciones y retirando por completo el sobrenadante después de cada lavado. 

Finalmente se evaporó el solvente remanente en un horno a 60 °C durante al menos 10 min 

y se almacenaron las GNPs-L y GNPs-LIns purificadas a temperatura ambiente hasta su 

uso. 

7. MÉTODO DE DETERMINACIÓN DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACIÓN (EE) Y CAPACIDAD 

DE CARGA (CC) 

Para la determinación de la EE y CC, se cuantificó la concentración de proteína soluble (μg 

ml-1) y levana (mg ml-1), en el sobrenadante y GNPs-LIns, respectivamente. Para la 

cuantificación de proteína soluble se tomó una alícuota del sobrenadante y se evaporó por 

completo el solvente en un horno a 60 °C, cuidado mantener la cristalinidad de la muestra. 

La concentración de proteína se determinó mediante el método de Bradford (Bradford, 

1976). Mientras que la cuantificación de la concentración de levana en las GNPs-LIns se 

obtuvo mediante el método de HA/DNS. 

7.1. Cuantificación de proteína encapsulada (PE) 

Se calculó como la diferencia entre la cantidad de proteína inicial (tiempo 0 h de reacción) 

y proteína soluble (después de 24 h de reacción), en las reacciones de síntesis de GNPs-
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LIns. La cantidad de proteína inicial y soluble (μg) se calculó multiplicando la concentración 

de proteína (μg ml-1) por el volumen de reacción de 0.6 ml. 

𝑃𝐸 ሺ𝜇𝑔ሻ = 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑎𝑙 ሺ𝜇𝑔ሻ − 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑏𝑙𝑒 ሺ𝜇𝑔ሻ 

7.2. Determinación de la eficiencia de encapsulación (EE) 

La eficiencia de encapsulación (EE) se calculó como el cociente de la cantidad de la 

proteína encapsulada (μg) entre la cantidad de proteína inicial (μg), multiplicado por 100.  

𝐸𝐸 ሺ%ሻ =
𝑃𝐸 ሺ𝜇𝑔ሻ

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 ሺ𝜇𝑔ሻ
ሺ100ሻ 

7.3. Determinación de la capacidad de carga (CC) 

La capacidad de carga (CC) se calculó como el cociente de la cantidad de proteína 

encapsulada (μg), entre el peso de las GNPs-LIns (mg). El peso de las GNPs-LIns se 

calculó como la sumatoria del peso de la levana (mg) y de la proteína encapsulada (mg). 

Para calcular el peso de cada compuesto en la reacción, se multiplicó la concentración de 

proteína y levana por un volumen de reacción de 0.6 ml. 

𝐶𝐶 (
𝜇𝑔

𝑚𝑔
) =

𝑃𝐸 ሺ𝜇𝑔ሻ

𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ L ሺ𝑚𝑔ሻ + 𝑃𝐸 ሺ𝑚𝑔ሻ
=

𝑃𝐸 ሺ𝜇𝑔ሻ

𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ LIns ሺ𝑚𝑔ሻ
 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

En todos los experimentos se calculó la media y desviación estándar de tres repeticiones 

independientes. Los datos se analizaron mediante el Análisis de Varianza (ANOVA), aplicando los 

análisis post-hoc de Tukey y Bonferoni cuando se encontraron diferencias significativas. El análisis 

de datos se hizo con el software GraphPad Prism 8.0.1.
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Capítulo 3 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
9. PRODUCCIÓN DE GLICONANOPARTÍCULAS Y GLICONANOCONJUGADO 

9.1. Efecto de la presencia de insulina en la reacción enzimática de la 

levansacarasa SacB H243L 

Raga-Carbajal, et al. (2016) demostraron que las condiciones de reacción modulan la 

síntesis de LAPM al utilizar la LS SacB. En su trabajo comprobaron que el incremento en la 

concentración de proteína en la reacción enzimática de síntesis de levana, provocó un ligero 

cambio en la cantidad de polímero producido, al añadir albúmina o lisozima hasta una 

concentración final 10 veces mayor a la concentración de enzima (55 μg ml-1). Por esta 

razón, con la finalidad de estudiar si la adición de insulina durante la síntesis de las 

gliconanopartículas de levana-insulina (GNPs-LIns) afecta la reacción enzimática, se 

monitorearon reacciones de síntesis de gliconanopartículas de levana (GNPs-L) y GNPs-

LIns estimando el consumo de sustrato (sacarosa) mediante la cuantificación de azúcares 

reductores con DNS, la cantidad de polímero sintetizado por HA/DNS, así como el tamaño 

del glicoconjugado (diámetro hidrodinámico promedio) mediante la dispersión de luz 

dinámica (DLS). La síntesis de las GNPs-L y GNPs-LIns se realizó bajo las condiciones 

estándar de reacción (5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa, 37 °C y 350 rpm durante 

24 h) (Valdez-Echeverría, 2021). 

Durante la síntesis enzimática de la levana, el biocatalizador (LS SacB H243L) lleva a cabo 

dos tipos distintos de reacciones: la primera es la reacción de transfructosilación, la cual 

consiste en el uso de moléculas de sacarosa como donadores de unidades fructosilo que 

son transferidas a un aceptor, el cual puede ser a otras moléculas de sacarosa o de levana 

en crecimiento, liberando glucosa como subproducto de reacción; la segunda reacción es 

la hidrólisis, la cual consiste en la transferencia de las unidades fructosilo a moléculas de 

agua que funge como aceptor, liberando glucosa y fructosa. La SacB H243L tiene una 

relación de 50/50 % entre la hidrólisis y la transferencia de unidades fructosilo (Raga-

Carbajal, 2019), lo cual significa que de cada 100 unidades fructosilo donadas por la 

sacarosa, 50 se transfieren a la cadena de levana en crecimiento y 50 se hidrolizan 

liberando fructosa. Las moléculas de glucosa y fructosa liberadas son cuantificables 

mediante la determinación de azúcares reductores con DNS, sin la posibilidad de distinguir 

entre ambas especies químicas, por lo cual este método permite monitorear la evolución de 

la reacción mediante la estimación del consumo de sacarosa a través de la cuantificación 

de los azúcares liberados.  

Se observó que el final de la reacción enzimática se alcanzó a las 24 h en presencia y 

ausencia de la insulina, tiempo después del cual no existe una diferencia significativa en el 

consumo de sacarosa (Figura 8). Además, la presencia de insulina (30 μg ml-1) provocó un 

alza del 17.6 % en la liberación de azúcares reductores con respecto a la síntesis de GNPs-
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L, lo cual sugirió que la presencia de esta hormona podría influir en la reacción enzimática, 

ya sea aumentando la transfructosilación o promoviendo la hidrólisis de la sacarosa 

consumida. Sin embargo, un hecho importante es que la insulina utilizada en este estudio 

se disolvió en una solución de HCl 10 mM, lo cual pudo haber ocasionado un ligero 

decremento en el pH de la mezcla de reacción (pH 6). Para corroborar si el incremento en 

la liberación de azúcares reductores después de 24 h se debió a la adición de insulina o del 

HCl 10 mM, se determinó la concentración de azúcares reductores en presencia de la 

misma cantidad de HCl 10 mM utilizado para añadir los 30 μg ml-1 de insulina. Se observó 

que la presencia del ácido sin insulina provocó el incremento del 12.4 % de la liberación de 

azúcares reductores, efecto similar al observado en presencia de la hormona (60.7 ± 1.0 y 

64.5 ± 1.9 g l-1, respectivamente). Con base en esto, concluimos que el alza en la liberación 

de azúcares reductores en presencia de la solución de HCl 10 Mm/insulina se debió 

principalmente a un ligero cambio en el pH de la mezcla de reacción, como consecuencia 

de la adición del ácido. Además, hipotetizamos que la diferencia del 5.9 % entre la adición 

de la mezcla HCl 10 Mm/insulina y HCl solo en la liberación de azúcares reductores, pudiera 

atribuirse a la sola presencia de la hormona. Sin embargo, debido a la incapacidad de 

solubilizar la proteína en el amortiguador, no pudimos corroborar esta hipótesis (Tabla 3). 

 
Figura 8. Consumo de sustrato (sacarosa) monitoreado mediante la 

cuantificación de azúcares reductores liberados (DNS) y cuantificación 

de levana producida cuantificada mediante hidrólisis ácida/DNS, durante 

la síntesis gliconanopartículas de levana (GNPs-L) y levana-insulina 30 

μg ml-1 (GNPs-LIns) a diferentes tiempos de reacción durante 28 h. La 

síntesis se hizo con 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 37 °C 

y 350 rpm. (Las barras de error representan la desviación estándar con 

una n = 3). 

Se encuentra reportado que al utilizar BSA o lisozima para incrementar la concentración de 

proteína en la reacción enzimática de síntesis de levana se modifica la producción de 

polímero. Se propone que este efecto se debe a interacciones inespecíficas enzima-

proteína o proteína-carbohidrato. Sin embargo, no se ha comprobado si existe la formación 

de conglomerados proteicos de la enzima con proteínas inespecíficas como la BSA y la 
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lisozima (Raga-Carbajal, et al., 2016). Un comportamiento similar podría suceder entre la 

insulina y la enzima SacB H243L, lo cual se podría comprobar haciendo análisis del 

diámetro hidrodinámico de la insulina en presencia del biocatalizador utilizando la técnica 

de DLS. 

Para corroborar si la diferencia observada en la liberación de azúcares reductores por la 

presencia de la insulina afecta la producción de levana, se cuantificó la concentración de 

polímero a diferentes tiempos de reacción durante la producción de las GNPs-L y GNPs-

LIns. Los resultados obtenidos mostraron que con el paso del tiempo se incrementó la 

concentración de levana, la cual alcanzó una máxima concentración a las 24 h de reacción. 

Se obtuvo una concentración de levana de 22.7 ± 0.08 g l-1 en la síntesis de GNPs-L y de 

18.3 ± 0.30 g l-1 en la síntesis de GNPs-LIns. De igual forma, fue notable que la presencia 

de la mezcla de HCl 10 mM/insulina provocó un decremento del 19.4 % de la concentración 

de levana producida durante la síntesis enzimática, con respecto a las condiciones estándar 

de síntesis de GNPs-L (Figura 8 y Tabla 3). Mientras, la adición de HCl 10 mM solo, 

ocasionó la reducción del 14.9 % (19.3 ± 0.40) de polímero. En este sentido, los análisis 

estadísticos mostraron diferencias significativas entre la producción de levana en presencia 

de la mezcla HCl/insulina y del HCl 10 mM solo (p < 0.05). En consecuencia, se sugiere 

que la insulina provocó un decremento del 4.4 % con respecto a la adicción de la mezcla 

HCl 10 mM/insulina, lo cual concuerda con la diferencia observada en la liberación de 

azúcares reductores al comparar ambos grupos. En resumen, se observó que la presencia 

de una mezcla de HCl/insulina durante la síntesis del conjugado de GNPs-LIns provoca un 

cambio en la relación hidrólisis/transferencia del sustrato, incrementando la liberación de 

glucosa y fructosa, y reduciendo la producción de levana, atribuyéndose este efecto 

principalmente al cambio en el pH causado por la presencia del ácido (12.4 y 14.9 %, 

respectivamente) e hipotetizando que en menor medida a la adicción de insulina (5.9 y 

4.4 %, respectivamente). 

Tabla 3. Efecto de la presencia de HCl 10 mM y HCl 10 mM + insulina 30 μg ml-1 en la reacción 

de síntesis de gliconanopartículas de levana-insulina (GNPs-LIns), determinado mediante la 

liberación de azúcares reductores y cuantificación de polímero por hidrólisis ácida (DNS). La 

síntesis se hizo con 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 37 °C y 350 rpm.  

Tratamiento 
Azúcares reductores 

(g l-1) 
Levana 
(g l-1) 

Sin insulina, ni HCl 53.5 ± 2.2 22.7 ± 0.08 

HCl 10 mM/Insulina 64.5 ± 1.9 18.3 ± 0.30  

HCl 10 mM 60.7 ± 1.0 19.3 ± 0.40 

La desviación estándar se obtuvo de una n = 3. La prueba Tukey mostró diferencias significativas 

con una p < 0.05 (* p < 0.05 y ** p < 0.001). 
 

Para conocer el efecto de la adicción de insulina en el tamaño de las GNPs producidas, se 

determinó el diámetro hidrodinámico a diferentes tiempo de la producción de las GNPs-L y 

GNPs-LIns mediante la técnica de dispersión dinámica de luz (DLS). En la Figura 9 se 

observa una reducción del diámetro hidrodinámico promedio de alrededor de 35 nm al 

comparar las GNPs-L y GNPs-LIns producidas a 2.5 h contra las de 24 h. Este resultado 

contrastó con el alza en la concentración de levana al paso del tiempo, ya que pareciera 

lógico pensar que al incrementarse la concentración de polímero podría incrementar el 

tamaño de las GNPs-L y GNPs-LIns. Sin embargo, se comprobó que esto no ocurre y que 

 ** 

 * 
 ** 
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dicho efecto tampoco se debe a la hidrólisis del polímero que conforma las GNPs-L (Figura 

8), lo cual concuerda con lo reportado por Valdez-Echeverria (2021). Como consecuencia, 

aún no se comprueba la razón por la cual las GNPs-L y GNPs-LIns reducen su diámetro al 

paso del tiempo de reacción aun cuando la concentración de polímero se eleva. 

 
Figura 9. Diámetro hidrodinámico de las GNPs-L y GNPs-LIns y del 

índice de polidispersión (IPD) durante los diferentes tiempos de reacción. 

La síntesis se hizo con 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 

37 °C y 350 rpm. (Las barras de error representan la desviación estándar 

con una n = 3).  

Una hipótesis que podría explicar el fenómeno de reducción de tamaño de las GNPs-L y 

GNPs-LIns es la compactación continua del polímero durante la síntesis enzimática y el 

proceso de autoensamblaje. Esta hipótesis se basa en la existencia de estudios de 

dinámica molecular que buscan explicar el plegamiento tridimensional de FOS y pequeñas 

cadenas de polímero de levana (34 residuos), proponiendo que las interacciones de tipo 

puente de hidrógeno son de gran importancia en el plegamiento tridimensional de la levana 

y sugiriendo que el aumento de la longitud de la cadena, incrementa la frecuencia de 

formación puentes de hidrógeno, lo cual favorece la torsión y reduce la longitud de la cadena, 

lo que impacta en la compactación del polímero (Kanjanatanin , et al., 2016; Chunsrivirot, 

et al., 2018), efecto observado con cierta similitud en estudios in silico sobre el plegamiento 

de FOS de inulina (Cooper, et al., 2015). Por lo anterior, hipotetizamos que durante la 

nanoestructuración los puedes de hidrógeno podrían causar estos fenómenos entre una o 

varias cadenas de levana y estar implicados en la formación de GNPs-L. De esta forma, 

podría ser explicada la reducción del diámetro hidrodinámico de las GNPs-L durante el 

incremento en la concentración de levana producida, como consecuencia de una 

compactación del polímero en formación. 

Asimismo, al comparar el diámetro hidrodinámico promedio en la distribución poblacional 

de las GNPs-L (86 - 155 nm) y las GNPs-LIns (de 88 - 163 nm) producidas durante 24 h de 

reacción, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) (Anexo 6), aun cuando se 
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observó un cambio de aproximadamente 3 nm al encapsular la insulina en las GNPs-LIns 

(Figura 9 y Tabla 4). En contraste, Valdez-Echeverria (2021) reportó un incremento de 24 

nm en el diámetro hidrodinámico de las GNPs-LIns. Sin embargo, existen diferencias 

metodológicas que podrían explicar este hecho, entre ellas se encuentran el uso de una 

insulina purificada mediante precipitación con (NH4)2SO4, a diferencia de la insulina 

solubilizada en HCl 10 mM para su uso en este trabajo. En diversos estudios, el incremento 

en el tamaño de las GNPs se asocia a la encapsulación de compuestos, con base en el 

análisis comparativo de solo el diámetro hidrodinámico promedio (Al-Qadi, et al., 2012; Xu, 

et al., 2020; Sezer, et al., 2011). Sin embargo, este efecto no se observó en nuestro estudio 

al analizar el diámetro promedio con respecto a las distribuciones poblacionales de las 

GNPs-Ls y GNPs-LIns. 

9.2. Características fisicoquímicas de las GNPs-L y GNPs-LIns 

Para el estudio de las nanopartículas un parámetro importante es la determinación del 

índice de polidispersión (IPD), el cual funge como una medida de la variabilidad poblacional 

en el tamaño de las nanopartículas en suspensión. Se habla de una población 

monodispersa, cuando la distribución poblacional del diámetro hidrodinámico es angosta, 

indicando la similitud en su diámetro hidrodinámico. En cambio, una población polidispersa 

presenta variabilidad en el tamaño de las partículas en suspensión y por tanto una amplia 

distribución de tamaño. Un valor de IPD ≤ 0.1 corresponde a una población monodispersa, 

mientras que valores de 0.1 a 0.4 y > 0.4, hablan de una población moderada y altamente 

polidispersa, respectivamente. Para determinar el tipo de distribución poblacional del 

diámetro hidrodinámico, se calculó el índice de polidispersión (IPD) mediante la técnica de 

DLS. Las GNPs-L y GNPs-LIns presentaron un IPD de 0.05 a 0.08, después de 24 h de 

reacción lo que sugiere una población monodispersa, similar a lo reportado por Valdez-

Echeverria (2021). El IPD durante los diferentes tiempos de reacción presentó resultados 

similares (Figura 9), por lo cual no existió un cambio significativo en la monodispersidad de 

la población de GNPs-L y GNPs-LIns. Se ha observado que las condiciones de síntesis 

determinan la homogeneidad de las partículas obtenidas (Auch, et al., 2019; Horák, 1999). 

Específicamente, durante la síntesis enzimática de la levana que forma las GNPs-L, las 

condiciones de relación (temperatura y pH) se encuentran controladas, por lo cual se 

propone que la síntesis de polímero es constante y por tanto también la formación de las 

GNPs, explicando la obtención de un PDI de una población monodispersa. Este resultado 

concuerda con otros reportes sobre la producción de GNPs-L mediante la síntesis 

enzimática del polímero (González-Garcinuño, et al., 2019; Nakapong, et al., 2013). 

Con el objetivo de determinar la carga superficial de las GNPs-L y GNPs-LIns, se determinó 

el potencial ζ, mediante el análisis de dispersión de luz electroforética (ELS). El potencial ζ 

permite describir la interacción entre biomoléculas con base en interacciones electrostáticas 

de repulsión de cargas, clasificando a los sistemas de nanopartículas como: altamente 

inestables (-10 a +10 mV); relativamente estables (-10 a -20 y +10 a +20 mV), 

moderadamente estables (-20 a -30 y +20 a +30 mV); y muy estables (> ± 30 mV) 

(Bhattacharjee, 2016). En este trabajo, se obtuvo un potencial ζ de -2.3 a - 5 mV después 

de 24 h de reacción de la síntesis de GNPs-L y GNPs-LIns (Tabla 4), sin encontrar 
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diferencias significativas en la carga superficial, similar a lo reportado por Valdez-Echeverria 

(2021) (0.1 mV). El monitoreo del potencial ζ durante en los diferentes tiempo de síntesis 

de GNPs-L mostró el mismo comportamiento. Otros gliconanoconjugados de levana tienen 

un potencial ζ de +1.9 a +7 mV al encapsular BSA (Sezer, et al., 2011; Xu, et al., 2020) 

mediante el método de precipitación con sales.  Esta variación en el promedio del potencial 

ζ (± 1 a 7 mV) de las GNPs encapsulando proteínas podría ser consecuencia de las 

características fisicoquímicas de la proteína encapsulada (carga), del pH y la concentración 

de sales presentes en el amortiguador utilizado para la determinación de este parámetro 

(Tabernero, et al., 2017). Es evidente que aunque el potencial ζ obtenido para las GNPs-L 

y GNPs-LIns es cercano a la neutralidad, clasificándose como nanopartículas inestables, 

son necesarios los estudios de estabilidad coloidal en almacenamiento con la finalidad de 

comprobar si existe aglomeración de las partículas en suspensión. Un resumen de las 

características de las GNPs-L y GNPs-LIns sintetizadas en este trabajo se muestra en la 

Tabla 4. 

Tabla 4. Características de las de GNPs-L y GNPs-LIns obtenidas después de 24 h de reacción. La 

síntesis se hizo con 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 37 °C y 350 rpm. (Desviación estándar 

obtenida de una n = 3). 

Característica GNPs-L GNPs-LIns Fuente 

Peso molecular (kDa) >2,300 >2,300 (Raga-Carbajal, et al., 2016) 

Diámetro 
hidrodinámico (nm) 

111.9  ± 0.70 114.6 ± 0.65 Este trabajo 

Intervalo de 
distribución (nm) 

86 - 155 88 - 163 Este trabajo 

índice de 
polidispersión (PDI) 

0.05  ± 0.01 0.08 ± 0.02 Este trabajo 

Potencial Z (mV) -3.46  ± 0.78 -4.66 ± 0.66 Este trabajo 

 

10. PURIFICACIÓN DE GNPS-L Y GNPS-LINS MEDIANTE PRECIPITACIÓN CON SOLVENTES  

En la mezcla de reacción de síntesis de GNPs-L y GNPs-LIns se encuentran presentes 

diferentes elementos como la levana, sacarosa (sustrato residual), glucosa, fructosa 

(subproductos de reacción) y 30 μg ml-1 de insulina en el caso de la síntesis de las GNPs-

LIns. Por esta razón es necesario contar con un método rápido de separación de las GNPs-

L y GNPs-LIns de los subproductos de reacción, para determinar sus características y 

propiedades. Para ello, se implementó un método de purificación de los conjugados usando 

solventes orgánicos (etanol o isopropanol) que permitan precipitar las GNPs-L y GNPs-LIns, 

y mantener solubles las especies químicas sin interés, como los azúcares remanentes y la 

insulina no encapsulada. 

Como describimos, en la reacción de síntesis de GNPs-L se obtienen aproximadamente 20 

g l-1 de levana. Para seleccionar la cantidad de solvente necesaria para precipitar esta 

concentración de levana, se utilizaron 1, 1.5, 2, 2.5 y 3 volúmenes de etanol absoluto o 

isopropanol. Las mezclas se incubaron durante 1 h a 4° C y fueron centrifugadas. Se 

encontró que, para precipitar el 100 % de levana (20 g l-1), se necesitó como mínimo 1 

volumen de isopropanol o 1.5 volúmenes de etanol (Figura 10).  
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Figura 10. Porcentaje de levana recuperada (20 g l-1), al utilizar diferentes 

volúmenes de etanol absoluto o isopropanol (0, 1, 1.5, 2 y 3). La 

precipitación se llevó a cabo durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y por centrifugación 

a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error representan la 

desviación estándar con una n = 3). 

Para seleccionar el mejor solvente en la purificación de las GNPs-L y GNPs-LIns, 

estudiamos si el etanol absoluto o isopropanol ocasionan la precipitación de los mono- y 

disacáridos en suspensión, que son los subproductos de reacción (fructosa, glucosa y 

sacarosa) (Raga-Carbajal, et al., 2016). Para analizar esto, se utilizaron soluciones 

estándar de sacarosa 100 g l-1 y glucosa/fructosa 100 g l -1, las cuales se mezclaron con 

diferentes volúmenes de cada solvente (1, 1.5, 2, 2.5 y 3 volúmenes) y se trataron bajo las 

condiciones previamente descritas. Se tomó el sobrenadante y se evaporó el solvente a 

60 °C. Después de este tratamiento los azúcares recuperados se suspendieron en el mismo 

volumen de agua y se cuantificaron. En el caso de la sacarosa, se hidrolizó y se cuantificó 

la concentración de azúcares libres por el método de DNS. Los resultados mostraron que 

con 1 volumen de isopropanol se precipita hasta un 50 % de sacarosa y un 60% de 

glucosa/fructosa (Figura 11). En cambio, ninguno de los tres sacáridos se precipitó en 

presencia de los diferentes volúmenes de etanol analizados. Estos resultados sugieren que 

el etanol es el mejor solvente para separar los azúcares en la mezcla de reacción de las 

GNPs-L y GNPs-LIns, debido a que permite mantener los azúcares residuales solubles para 

su posterior remoción y a su vez, precipitar la levana presente.  

Con base en lo anterior, comprobamos que al producir el glicoconjugado de GNPs-LIns es 

posible separar los sacáridos en suspensión. Sin embargo, es importante contar con un 

método que permita mantener soluble la insulina no encapsulada, para separarla del 

glicoconjugado. Por esta razón se estudió la concentración de hormona soluble residual 

utilizando diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 90 y 120 μg ml-1) en presencia de 

distintos volúmenes de etanol (0, 1.5 y 3 volúmenes). Las mezclas se incubaron a 4 °C 

durante 1 h, seguido de una centrifugación a 15,000 g durante 20 min, después de lo cual 

se separó el sobrenadante, se evaporó el solvente y se cuantificó la concentración de 
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proteína soluble recuperada. Se observó que 1.5 volúmenes de etanol promueven la 

precipitación de la insulina cuando esta se encuentra a una concentración de 120 μg ml-1, 

permitiendo mantener 90 μg ml-1 de insulina soluble residual (Figura 12a), mientras que al 

utilizar una concentración menor o igual a 90 μg ml-1, la hormona permaneció soluble. Estos 

resultados sugieren que la precipitación con 1.5 volúmenes de etanol nos permitiría 

mantener soluble la insulina no encapsulada, mientras a esta misma cantidad de etanol se 

precipitan las GNPs-LIns. 

 

Figura 11. Concentración de sacarosa y glucosa/fructosa, a partir de una 

solución 100 g l-1, solubles al utilizar diferentes volúmenes de etanol (0, 

1, 1.5, 2 y 3). La precipitación se llevó a cabo durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y 

por centrifugación a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error 

representan la desviación estándar con una n = 3). 

 
Figura 12. a) Concentración de insulina soluble al utilizar diferentes volúmenes de etanol (0, 1, 1.5, 2,5 y 3). La precipitación 

se llevó a cabo durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y por centrifugación a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. b) Concentración de insulina 

soluble en presencia y ausencia de levana 20 g l-1 a diferentes concentraciones de insulina (30, 60 ,80 y 90). La precipitación 

se llevó a cabo durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y por centrifugación a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error representan 

la desviación estándar con una n = 3). 
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En la literatura se reporta que la precipitación de los polímeros influye en la precipitación 

por arrastre de proteínas (Knoll & Hermans, 1983; Valentini, et al., 2015). Para determinar 

si este fenómeno ocurre en nuestro sistema, se evaluó la precipitación conjunta de 

diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 μg ml-1) mezcladas con 20 g l-1 de 

LAPM pura, utilizando 1.5 volúmenes de etanol, bajo las condiciones descritas. Los datos 

obtenidos mostraron que al precipitar la mezcla insulina/levana, se precipita el 39.6,16.7, 

16.6 y 25 % en las diferentes concentraciones, respectivamente (Figura 12b), lo cual 

demostró que la presencia del polímero provocó la precipitación de la insulina. 

Tomando en cuenta que la LAPM se encuentra nanoestructurada formando GNPs-L, se 

hipotetiza que la insulina puede asociarse a la nanopartícula de dos formas: 1) mediante el 

atrapamiento físico de la insulina entre la matriz de levana durante la sintesis enzimática y 

nanoestructuración del polímero (Figura 13-1), lo cual fue comprobado previamente por por 

Valdez-Echeverria (2021); y 2) mediante la adsorción de la insulina en la superficie de las 

GNPs-L formadas (Figura 13-2), lo cual podría explicar el arrastre de la insulina al utilizar 

etanol como agente precipitante de la LAPM mezclada con la hormona. Adicionalmente es 

posible que durante la purificación de las GNPs-LIns, exista una cantidad de hormona que 

se arrastra durante la purificación del conjugado al precipitar el complejo. Sin embargo, es 

importante mencionar que de existir alguna cantidad de insulina atrapadoa, adsorbida o 

arrastrada en las GNP-Lns, ésta forma parte del complejo nanopartícula-insulina, por lo cual 

no es necesario retirarla o distinguirla para continuar con la caracterización de las GNPs-

LIns y sus propiedades biológicas. Tomando en cuenta este hecho, en los siguientes 

apartados la insulina encapsulada será el conjunto de proteína atrapada, adsorbida y 

arrastrada. 

 
Figura 13. Modelo de la encapsulación de insulina durante la 

síntesis de las GNPs-LIns.  1) Atrapamiento físico, 2) adsorción. 

Se comprobó que 1.5 volúmenes de etanol permitieron: 1) precipitar diferentes 

concentraciones de levana (5 a 30 g l-1); 2) eliminar los subproductos de reacción como la 

sacarosa, glucosa y fructosa; y 3) retirar la insulina soluble (no encapsulada) al utilizar una 



C A P Í T U L O  3  R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N  | 35 

 

 

máxima concentración de 90 μg ml-1. En conjunto, los resultados nos permitieron proponer 

utilizar 1.5 volúmenes de etanol como la mejor opción para la precipitación de las GNPs-L 

y la purificación de las GNPs-LIns. El protocolo desarrollado para la purificación con etanol 

de las GNPs-LIns (PE/GNPs-LIns) se incluye en el Anexo 7. La Figura 14 muestra un 

esquema que resume los pasos de síntesis y purificación de las GNPs-L y GNPs-LIns. 

 
Figura 14. Producción y purificación de las gliconanopartículas de levana (GNPs-L) y del glicoconjugado de levana-insulina 

(GNPs-LIns).  

11. DETERMINACIÓN DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACIÓN (EE) DE LAS GNPS-LINS  

Con el objetivo de determinar la eficiencia de encapsulación (EE), la cual es la cantidad del 

principio activo encapsulado del total del principio activo agregado al inicio de la reacción 
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de encapsulación, se realizó la síntesis de GNPs-LIns con diferentes concentraciones de 

insulina (30, 60, 80 y 90 μg ml-1). Las GNPs-LIns producidas se purificaron utilizando el 

método PE/GNPs-LIns. Se cuantificó la cantidad de proteína libre y se calculó la EE como 

el cociente de la diferencia de proteína inicial y la proteína soluble, entre la proteína inicial 

en la reacción. Los resultados obtenidos mostraron que la EE para las diferentes 

concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 μg ml-1) fue de 49.6, 61.4, 63.6 y 62.3%, 

respectivamente (Figura 15), sugiriendo que con respecto a la EE se alcanzó un límite de 

encapsulación de proteína, el cual es de un 60 %. Previamente, Valdez-Echeverria (2021) 

había reportado una EE del 60 % al utilizar 30 μg ml-1 de insulina, la cual es 10 % mayor a 

la obtenida en este trabajo (49.6 %) utilizando la misma concentración de insulina. Sin 

embargo, existen diferencias notables entre los métodos de determinación de la EE, ya que 

este autor determinó la concentración de insulina libre en la mezcla de reacción, sin llevar 

a cabo un proceso de purificación del conjugado debido a la falta de un método de 

purificación de las GNPs-LIns, en cambio en nuestro trabajo implementamos este método 

para la determinación de la EE. Además, es importante resaltar que Valdez-Echeverria 

(2021) utilizó una solución de insulina comercial que sometió a un proceso de purificación 

con (NH4)2SO4, a diferencia de la insulina utilizada en nuestro trabajo, la cual solo se 

solubilizó en una solución de HCl 10 mM para su uso. 

 
Figura 15. Eficiencia de encapsulación (EE) de las GNPs-LIns después 

de 24 h de incubación al utilizar distintas concentraciones de insulina (30, 

60, 80 y 90 μg ml-1) durante la síntesis. La purificación del 

gliconanoconjugado se llevó a cabo durante 1 h a 4 ± 0.5 °C y por 

centrifugación a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las barras de error 

representan la desviación estándar con una n = 3). 

Jain, et al. (2008) propusieron la producción de GNPs mediante la formación de hidrogeles 

por reducción química y su posterior fragmentación por sonicación. Sin embargo, estos 

autores no reportan una EE, ya que dan por hecho que existe un 100 % de encapsulación 

de la hormona dentro de la matriz de polímero. En contraste, otros sistemas de 

encapsulación con polisacáridos cargados como el de quitosano-insulina, han reportado EE 
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cercanas al 100 %, con un 92.5 ± 4.5 (Fernández-Urrusuno, et al., 1999), 81.0 ± 5.6 (Grenha, 

et al., 2005), 83.0 ± 8.5 (Al-Qadi, et al., 2012) y 97.2 ± 2.2 (Ribeiro, et al., 2020). La alta EE 

obtenida con este polisacárido se atribuye a las características químicas del quitosano, ya 

que presenta un grupo funcional amino que le confiere una fuerte atracción electrostática 

por moléculas con carga negativa bajo las condiciones de síntesis del conjugado (Ribeiro, 

et al., 2020). Este efecto no ocurre en los polisacáridos neutros debido a la ausencia de 

grupos funcionales con carga formal que atraigan a la molécula cargo, por lo cual se 

propone que la encapsulación se lleva a cabo mediante el atrapamiento físico de la 

molécula de interés entre las cadenas de polímero y la adsorción del compuesto en la 

nanopartícula, explicando la baja EE obtenida (Valdez-Echeverría, 2021). 

Al analizar la cantidad de proteína encapsulada en las GNPs-LIns, esta equivale a 10.91 ± 

0.22 μg (30 μg ml-1), 25.23 ± 0.12 μg (60 μg ml-1), 33.93 ± 1.85 μg (80 μg ml-1) y 36.37 ± 

1.65 μg (90 μg ml-1) de proteína. Es evidente que el límite de encapsulación se alcanzó 

entre los 33 y 36 μg al utilizar insulina 80 y 90 μg ml-1 (Figura 15). Este dato no había sido 

reportado para este sistema, ni ha sido reportado para otros gliconanoconjugados. 

12. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD DE CARGA (CC) DE LAS GNPS-LINS 

La capacidad de carga (CC) es la cantidad del principio activo encapsulado por mg de 

GNPs-LIns, para determinar la CC de las GNPs-LIns es necesario cuantificar la cantidad 

de levana en las reacciones de encapsulación con diferentes concentraciones de insulina 

(30, 60, 80 y 90 μg ml-1). La cuantificación del polímero se hizo siguiendo el método HA/DNS. 

La concentración y cantidad de levana producida fueron estadísticamente diferentes (p < 

0.05) al comparar las distintas reacciones de síntesis de GNPs-LIns con 30 a 90 μg ml-1 de 

insulina, contra la reacción de síntesis de GNPs-L. En cambio, la producción de polímero 

no se vio afectada por el incremento de la concentración de insulina en la reacción, ya que 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05). Los resultados de 

la cuantificación de levana producida durante la síntesis de GNPs-L y GNPs-LIns se 

muestran en la Tabla 5. Para el cálculo de la cantidad total de levana obtenida se tomó en 

cuenta el volumen de la reacción de encapsulación (0.6 ml). 

Tabla 5. Concentración y cantidad de levana producidos después de 24 h de la síntesis de las gliconanopartículas de levana 

(GNPs-L) y levana insulina (GNPs-LIns) utilizando diferentes concentraciones de insulina 30 μg ml-1 en la reacción durante 

la síntesis enzimática. La cuantificación de polímero se hizo mediante el método de hidrólisis ácida acoplado con DNS 

(HA/DNS). Las condiciones de reacción fueron: volumen de 0.6 ml, 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 37 °C y 

350 rpm.  (desviación estándar n = 3). 

 Insulina inicial 
(μg ml-1) 

Concentración de levana 
(g l-1) 

Cantidad de levana 
(mg) 

GNPs-L - 22.77 ± 0.08 13.65 ± 0.05 

GNPs-LIns 

30 18.27 ± 0.45 * 10.96 ± 0.31 * 

60 17.74 ± 0.27 * 10.64 ± 0.19 * 

80 17.39 ± 0.28 * 10.43 ± 0.19 * 

90 17.75 ± 0.06 * 10.65 ± 0.04 * 

La desviación estándar se obtuvo de una n = 3. La prueba Tukey mostró diferencias significativas en la producción de levana 

durante la síntesis de GNPs-LIns (p < 0.05) con respecto a la síntesis de GNPs-L (*). 

 

Conociendo los datos de proteína encapsulada y la cantidad de levana en la reacción, se 

calculó la CC para cada concentración de insulina utilizada. En la Figura 16, se muestra la 
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CC obtenida al utilizar diferentes concentraciones de insulina (30, 60, 80 y 90 μg ml-1), la 

cual fue de 0.99 ± 0.02, 2.36 ± 0.05, 3.24 ± 0.23 y 3.40 ± 0.16 μg de proteína / mg de GNPs-

LIns, respectivamente. Los análisis estadísticos mostraron que existen diferencias 

significativas entre la CC obtenida en presencia de las distintas concentraciones de insulina 

utilizadas, con excepción de las concentraciones de 80 y 90 μg ml-1 (p < 0.05). Estos 

resultados sugieren que existe un límite de encapsulación de insulina en las GNPs-LIns, el 

cual es de 3.22 μg de proteína / mg de GNPs-LIns al utilizar las concentraciones de 80 y 90 

μg ml-1 de insulina durante la síntesis enzimática, al menos bajo estas condiciones. La CC 

obtenida en este estudio al utilizar 30 μg ml-1 de insulina fue 47 % menor al valor estimado 

por Valdez-Echeverria (2021), el cual fue de 1.85 ± 0.25 μg de proteína / mg de GNPs-LIns. 

 
Figura 16. Diámetro hidrodinámico y capacidad de carga (CC) de 

proteína encapsulada sin purificación y con purificación de las GNPs-

LIns con 1.5 volúmenes de etanol, producidas después de 24 h de 

incubación al utilizar distintas concentraciones de insulina (30, 60 y 90 

μg ml-1) durante la síntesis. La precipitación se llevó a cabo durante 1 h 

a 4 ± 0.5 °C y por centrifugación a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (Las 

barras de error representan la desviación estándar con una n = 3). 

Al comparar nuestro conjugado con uno de almidón-insulina con una CC 3.0 μg de proteína 

por mg de complejo (Jain, et al., 2008), podemos ver que las GNPs-LIns presentan una CC 

ligeramente mayor. Sin embargo, estos autores no reportan un método cuantitativo para la 

determinación de la CC y reportan un valor teórico con base en las condiciones de síntesis 

del conjugado. En cambio, gliconanoconjugados como el de quitosano-insulina muestran 

una CC muy superior a la observada en las GNPs-LIns, siendo de 550 ± 0.04 (Fernández-

Urrusuno, et al., 1999), 298 ± 0.01  (Grenha, et al., 2005), 370 ± 0.04 (Al-Qadi, et al., 2012) 

y 89 ± 2.32 (Ribeiro, et al., 2020) μg de proteína por mg de complejo, atribuyendo este 

resultado a la carga que posee el polímero y el efecto de la misma en la interacción de la 

insulina con el polímero bajo las condiciones de reacción de síntesis. En resumen, se obtuvo 

un conjugado de GNPs-LIns con una CC de 3.2 μg de proteína / mg de GNPs-LIns al utilizar 

insulina en una concentración de 80 μg ml-1. Aunque la CC de las GNPs-LIns difiere 

significativamente con respecto a la de otros conjugados utilizando distintos polisacáridos, 
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es importante contemplar la aplicación biológica del conjugado para determinar si la CC 

obtenida es suficiente para observar las respuestas esperadas y en caso de nuestro estudio 

si las GNPs-LIns presentan una relación de insulina/levana que permita aplicar la cantidad 

necesaria de ambos compuestos. 

Acorde a lo anterior, al comparar únicamente el diámetro hidrodinámico promedio de las 

GNPs-LIns se observó un incremento al aumentar concentración de insulina en la reacción: 

119.0 ± 0.43, 120.2 ± 0.77 y 121.5 ± 0.26 nm para las concentraciones de insulina 30, 60 y 

90 μg ml-1, respectivamente (Figura 16).  Esta observación se observó en diferentes 

sistemas de encapsulación de biomoléculas de interés al analizar únicamente el diámetro 

promedio (Xu, et al., 2020; Valdez-Echeverría, 2021; Sezer, et al., 2011; Al-Qadi, et al., 

2012). Este resultado, en conjunto con el incremento en la CC sugieren la hipótesis de que 

el aumento en el diámetro promedio de las GNPs se podría deber a un incremento en el 

atrapamiento físico, ya que la proteína cargo podrá ocasionar un impedimento físico entre 

las cadenas de levana durante la nanoestructuración, mientras que la proteína adsorbida 

podría incrementar el diámetro mediante la formación de una capa proteica superficial. Sin 

embargo, al tomar en cuenta en los análisis la distribución poblacional de las GNPs-Lins, 

no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) (Anexo 6). 

13. ANÁLISIS DE LA CC Y APLICACIÓN BIOLÓGICA DE LAS GNPS-LINS 

Para poder continuar con la aplicación biológica del gliconanoconjugado, es importante 

contar con un sistema que contenga los dos principios activos (levana e insulina) en sus 

dosis adecuadas para promover la proliferación y migración celular al usar ambos 

compuestos y observar el efecto antiinflamatorio de las GNPs-L en un modelo biológico. En 

este sentido, Valdez-Echeverría (2021) determinó que la dosis necesaria de GNPs-L para 

observar una respuesta antiinflamatoria en presencia de un agente proinflamatorio como el 

LPS, es de 5 mg ml-1, dosis que demostró la promoción de la proliferación celular bajo 

condiciones normales y de hiperglucemia inducida. En cuanto al uso de insulina en la 

promoción de la cicatrización, se reportó la aplicación de diferentes dosis del principio activo, 

las cuales se encuentran entre los 0.03 y 5 U  (Negrini, et al., 2017; Chen, et al., 2012), 

reportando resultados similares en diferentes modelos in vitro e in vivo. 

Con el objetivo de determinar si nuestro sistema de encapsulación de GNPs-LIns contiene 

las cantidades reportadas de GNPs-L e insulina para observar las respuestas biológicas 

esperadas, nos dimos a la tarea de analizar los resultados sobre la encapsulación de 

insulina en las GNPs-LIns. Para esto, elegimos las GNPs-LIns producidas con insulina 80 

μg ml-1 durante la síntesis enzimática de las GNPs-LIns, las cuales tienen una CC de 3.24 

μg de proteína / mg de GNPs-LIns. De esta forma, sabiendo que: 

35 𝜇𝑔 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎 = 1 𝑈 , 

se calcularon las U presentes por mg de GNPs-LIns: 

3.24 
𝜇𝑔 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ 𝐿𝐼𝑛𝑠
= 0.092

 𝑈

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ 𝐿𝐼𝑛𝑠
 , 
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por lo cual se determinó que hay 0.092 U de insulina por mg de GNPs-LIns. Previamente 

se mencionó que se requieren 5 mg de GNPs-L para observar las respuestas biológicas 

deseadas, por lo cual se calcularon las U de insulina presentes en 5 mg de GNPs-LIns, 

obteniendo que: 

(0.092 
𝑈 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ 𝐿𝐼𝑛𝑠
) ሺ5 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐺𝑁𝑃𝑠 ∙ 𝐿𝐼𝑛𝑠ሻ = 0.46 𝑈 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑢𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 

Con este resultado determinamos que en 5 mg de conjugado hay 0.46 U de insulina, 

cantidades suficientes para obtener las respuestas biológicas esperadas. En conclusión, la 

cantidad de U de insulina y de mg de levana son suficientes para observar una respuesta 

biológica, quedando abierta la posibilidad de utilizar concentraciones mayores de GNPs-

LIns como 10, 15 y 20 mg ml-1, que corresponden a 0.92, 1.38 y 1.85 U de insulina al utilizar 

este conjugado para estudiar su efecto en la promoción de la proliferación y migración 

celular, la regulación de la respuesta inflamatoria y por tanto el cierre de una herida en 

modelos in vitro e in vivo.
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Conclusiones 
Este trabajo aportó información relevante sobre el efecto de la adición de insulina en la 

producción de nanopartículas durante la reacción de síntesis del nanoconjugado de GNPs-

LIns. Se observó la reducción de aproximadamente el 5% de la levana sintetizada cuando 

la insulina está presente en la reacción de síntesis del polímero. Por otro lado, las GNPs-L 

y GNPs-LIns reducen su diámetro en un 24 % después de 24 h de reacción de síntesis de 

nanopartículas, probablemente debido a la compactación del polímero durante la formación 

de las nanopartículas, sin afectar la dispersión y carga superficial. 

Adicionalmente, se implementó un método de purificación de las GNP-Ls y GNPs-LIns 

basado en la precipitación con 1.5 volúmenes de etanol, logrando la recuperación de más 

del 97 % de las nanopartículas producidas, sin precipitación de insulina, ni subproductos de 

la reacción como mono- y disacáridos. 

Los resultados obtenidos permitieron determinar que 33.93 ± 1.85 μg es la máxima cantidad 

de insulina que puede ser encapsulada en las GNPs-L. Además, se comprobó que la EE 

máxima de las GNPs-LIns es de aproximadamente el 63 % al utilizar de 60 a 90 μg ml-1 de 

insulina para la síntesis del conjugado. Con base en lo anterior, se determinó que el 

conjugado tiene una CC de 3.24 μg de proteína / mg de GNPs-LIns, la cual equivale a 

aproximadamente 0.5 U de insulina por cada 5 mg de levana, CC suficiente para mostrar 

un efecto en la promoción de la proliferación y migración celular, la regulación de la 

respuesta inflamatoria y por tanto el cierre de una herida en modelos in vitro e in vivo. Con 

base en estos resultados, aceptamos la hipótesis de este trabajo y proponemos el uso de 

este conjugado en ensayos biológicos que permitan demostrar su uso como tratamiento 

para el cierre de heridas crónicas. 
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Perspectivas 
Corroborar el efecto de la adición de la solución de HCl 10 mM durante la reacción de 

síntesis de GNPs-LIns. 

Optimizar el método de purificación de GNPs-L y GNP-LIns mediante las siguientes 

modificaciones: 

1) Eliminar el tiempo de incubación (1 h) para la precipitación de las nanopartículas 

2) Reducir el tiempo (20 min) de centrifugación para la recuperación de las 

nanopartículas precipitadas. 

3) Reducir la cantidad de etanol absoluto utilizado (8 volúmenes) para el lavado de las 

GNPs-L recuperadas. 

4) Reducir el tiempo de hidrólisis del polímero (2:20 min), utilizando una mayor 

concentración de HCl (> 617 M) y/o elevando la temperatura de incubación (60 °C) 

a un máximo de 70 °C. 
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Prospectivas 
Caracterizar la cinética de liberación de insulina de las GNPs-LIns a lo largo del tiempo, 

bajo las condiciones fisiológicas de una piel sana (PBS pH 7.4, 37 °C y en agitación 

constante) y de una herida crónica (PBS pH 8.1 - 8.3, 37 °C y en agitación constante). 

Demostrar la protección que confiere el sistema de encapsulación de GNPs-L a la insulina 

contra la proteólisis enzimática en las GNPs-LIns, utilizando quimotripsina para la 

degradación de la insulina libre, seguido del uso de una endolevanasa para la liberación de 

la proteína encapsulada y finalmente la visualización de la insulina remanente por 

electroforesis. 

Determinar la estabilidad coloidal de las GNP-Ls y GNP-LIns en almacenamiento 

prolongado (60 días) a diferentes temperaturas (4, 25 y 37 °C) determinando el tamaño 

promedio, el IPD y el potencial Z de las GNP-LIns. 

Demostrar que la insulina mantiene su actividad después del proceso de síntesis y 

purificación de las GNPs-LIns. Esto se puede lograr mediante el uso de controles 

necesarios de insulina sola, tratada bajo las mismas condiciones de síntesis y purificación 

de polímero, utilizando una mayor concentración de etanol para la precipitación de la 

hormona durante la purificación. Con la finalidad de emplear la insulina obtenida en los 

ensayos posteriores. De no observarse la respuesta deseada al utilizar esta insulina y 

compararla con un control de insulina sin tratamiento, se sugeriría la inactivación de la 

hormona durante el proceso de síntesis del conjugado. 

Probar el efecto de las GNPs-LIns in vitro en cultivos celulares normo- e hiperglucémicos 

(macrófagos, queratinocitos y fibroblastos) para la promoción de la proliferación y migración 

celular, utilizando diferentes concentraciones de GNPs-LIns (5, 10, 15, 20 mg ml-1). La 

proliferación celular podría analizarse mediante la determinación de la viabilidad y el conteo 

de células. Mientras que la migración celular se podría estudiar mediante ensayos de 

rasguño en monocapa, determinando el porcentaje y tasa de cierre del rasguño, mediante 

análisis de imagen. 

Caracterizar el efecto de las GNPs-LIns en la respuesta inflamatoria in vitro en cultivos 

celulares normo- e hiperglucémicos, utilizando algunos de los modelos biológicos con 

mayor actividad durante la respuesta inflamatoria (macrófagos y células mononucleares 

periféricas), mediante la determinación del perfil de liberación de citocinas y factores de 

crecimiento pro- (ejemplo: IL-1β, IL-6 y TNF-α), antiinflamatorios (IL-10, TGF-β y VEGF). 

Estudiar el efecto de las GNPs-LIns en el cierre de heridas a diferentes tiempos de 

tratamiento (3, 6, 12, 15 y 18 días) en modelos murinos sanos y con diabetes inducida. En 

este estudio se podrían validar las respuestas observadas in vitro en la regulación de la 

respuesta inflamatoria y promoción de la proliferación y migración celular. Se podría 

determinar si el perfil de factores pro- y antiinflamatorios expresados depende del tiempo 

de tratamiento y de la fase de cicatrización, este análisis determinará si las GNP-Ls y GNPs-
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LIns modulan esta respuesta de diferente forma en los diferentes estadios de la 

cicatrización. Los análisis propuestos podrían ser estudios histológicos 

inmunohistoquímicos para la detección de los diferentes tipos celulares implicados en la 

regeneración del tejido (macrófagos, fibroblastos y células endoteliales), combinado con 

análisis de imagen para determinar el grado de reepitelización, neovascularización y del 

cierre de la herida. De igual forma, para analizar los niveles de expresión de citocinas y 

factores de crecimiento pro- y antiinflamatorios durante el proceso de cierre de la herida se 

podrían llevar a cabo análisis de Western-Blot o q-PCR.
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Anexos 
Anexo 1. Resumen de diferentes trabajos en los que se reporta el uso de insulina como tratamiento en la cicatrización de heridas agudas y crónicas en modelos animales sanos y con diabetes 

inducida (modificado de Wang & Xu, 2020). 

Tipo de herida 
Modelo de 

estudio 
Forma de 
insulina 

Dosis 
(U diarias) 

Ruta de 
aplicación 

Tiempo o % de 
cierre de herida 

(insulina / 
control) 

Tiempo de 
observación 

Resultado al aplicar insulina 
en herida 

Referencia 

Herida inducida 
en piel 

Conejo 

Insulina humana 
de larga 
duración. 

Suspensión con 
Zinc 

0.25 U 
Inyección 

local 
subcutánea 

11.2 ± 2.3 /  
15.1 ± 4.1 días 

Día 0 a 12 
Acelera el cierre de la herida 
sin mostrar problemas de 
hipoglucemia. 

(Zhang, et al., 
2007) 

Abrasión 
corneal 

diabética 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Solución de 
insulina bovina 

1, 2 y 5 U de insulina, 4 
veces al día por 7 días 

Tópica - 
A las 16, 24, 40 h 
y 14 días después 

del daño 

Reducción de tamaño de la 
herida, promoviendo la re-
epitelización. 

(Zagon, et al., 
2007) 

Herida cutánea 
diabética y no 

diabética 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Insulina humana 
regular 

20 μl, dos veces al día 
por 15 días (no se 

conocen las unidades 
totales) 

Tópica 
Sin diabetes y 
con diabetes 
8 / 11.5 días 

Al día 15 post 
herida 

Aceleración del cierre de 
herida en ratas con y sin 
diabetes. 

(Apikoglu-
Rabus, et al., 

2010) 

Herida de 
segunda 
intención 

Tortuga 
(Trachemy
s scripta 
elegans) 

Insulina porcina 
diluida en 

glicerol 
5 U, diario por 7 días Tópica 

33.85 ± 13.89 /  
8.59 ± 19.42 % 
a los 28 días 

A los días 2, 7, 14, 
21 y 28 

Promoción del cierre de la 
herida e incremento de la 
presencia de heterófilos (día 
7), macrófagos (días 2, 7 and 
14) y fibroblastos (días 14 y 
21), y reducir el número de 
linfocitos (21 días) 

(Negrini, et al., 
2017) 

Herida de 
escisión 

Ratones 
C57BL/6J 

Insulina bovina 0.03 U, diario por 7 días Tópica 
7.8 ± 0.4 /  

9 ± 0.63 días 
A los días 1, 2, 3, 

5 y 7 

Promoción de re-epitelización 
y remodelación de colágeno. 
Incremento en la migración de 
macrófagos e interleucinas 
proinflamatorias. 

(Chen, et al., 
2012) 

Herida de 
escisión 
diabética 

Ratas 
Wistar 

Crema con 
insulina humana 

regular 

0.5 U/100 g, diario por 
16 días (no se conocen 

las unidades totales) 
Tópica 8 / 16 días 

A los días 4, 8 y 
16 

Reducción de tiempo de cierre 
de la herida en ratas diabéticas 

(Lima, et al., 
2012) 

Quemadura 
diabética 

Ratas 
Wistar 

Crema con 
insulina humana 

regular 

0.35 g de crema con 
insulina 0.5 U/100 g 
(0.00175 U totales), 
diario por 26 días 

Tópica 14 / 26 días 
A los días 7, 14 y 

26 

Promoción de cierre de heridas 
y re-epitelización. Decremento 
de la infiltración de células 
inflamatorias e incremento de 
deposición de colágeno en 
ratas diabéticas. 

(Azevedo, et 
al., 2016) 
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Anexo 2. Resumen de diferentes trabajos en los que se reporta el uso de nanoglicoconjugados con insulina como tratamiento en la cicatrización de heridas agudas y crónicas en modelos 

animales sanos y con diabetes inducida (modificado de Wang & Xu, 2020). 

Tipo de herida 
Modelo 

de 
estudio 

Tipo de 
nanoconjugado 

Dosis 
(U diarias) 

Ruta de 
aplicación 

Tiempo y/o % 
de cierre de 
herida (NP-
insulina / 
control) 

Tiempo de 
observación 

Resultado al aplicar 
complejo con insulina 

Referencia 

Herida 
diabética de 

grosor completo 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Hidrogel con 
insulina 

0.5 ml, diarios por 18 
días (no se conocen las 

unidades totales) 
Tópica 

>95 / > 85 % 
después de 18 

días 

A los días 6, 12 y 
18 

Promoción de 
neovascularización, 
deposición de colágeno y 
cierre de la herida. 

(Zhao, et al., 
2020) 

Herida de 
escisión de 

espesor total 
Ratas SD 

Hidrogel de 
queratina 

conjugado con 
insulina 

0.1 U ml-1 

Una sola aplicación con 
liberación prolongada. 

Tópica 
>95 / > 70 % 

después de 14 
días 

A los días 7, 14 y 
21 

Promoción de cierre de herida 
por estimulación de la re-
epitelización de la epidermis y 
la mejora en la calidad de la 
piel nueva. 

(Li, et al., 
2019) 

Herida de 
escisión en piel 

Ratas 
Wistar 

Insulina humana 
recombinante 
acomplejada 

con 
ciclodextrinas 

50 U, diarias por 14 
días 

Tópica 14 / >14 días 
A los días 4, 7, 10 

y 14 

Estimulación de re-
epitelización, 
neovascularización, alza en la 
deposición de colágeno y 
mejora de la humectación de la 
herida. 

(Besson, et 
al., 2017) 

Herida de 
escisión en piel 

diabética 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Nanopartículas 
de PLGA con 

insulina humana 
recombinante 

5.2 x 10-3 μM  
(8.62x10-4 U) 

Una sola aplicación con 
liberación prolongada. 

Tópica 

15 / >16 días 
100 % / 80 % 

después de 16 
días 

A los días 12 y 16 
Incremento en angiogénesis, 
granulación y reconstrucción 
completa de la epidermis. 

(Abdelkader, 
et al., 2016) 

Herida de 
escisión de 

espesor total 

Ratas 
Wistar 

Nanopartículas 
de quitosano 
con insulina 

Unidades totales no 
determinadas. 

Una sola aplicación con 
liberación prolongada. 

Tópica 
14 / >14 días 
96.90 ± 1.11 / 

45.70 ± 4.06 % 
A los días 7 y 14 

Aceleración de cierre de herida 
con incremento en la re-
epitelización por migración 
celular. 

(Ehterami, et 
al., 2018) 

Herida de 
escisión de 

espesor total en 
piel sana y 
diabética 

Ratas 
Wistar 

Nanopartículas 
de plata con 

insulina 
recombinante 

humana 

50 μl de complejo (no 
se conocen las 

unidades totales). 
Una sola aplicación con 
liberación prolongada. 

Tópica 

Sin diabetes 
13 / 19 días 

Con diabetes 
15 / 19 días 

A los días 5, 11 y 
19 

Promoción de remodelación de 
la herida mediante la 
modulación del balance de las 
citocinas inflamatorias. 

(Kaur, et al., 
2019) 

Herida de 
escisión de 

espesor total en 
piel sana y 
diabética 

Ratas 
Sprague-
Dawley 

Andamio de 
nanofibras de 

PLGA con 
insulina 

98.4 U 
Una sola aplicación con 
liberación prolongada. 

Tópica 

92.9 ± 0.4 / 78.5 
± 0.3 % 

después de 14 
días 

A los días 3, 7 y 
14 

Promoción de la re-
epitelización, infiltración de 
queratinocitos y deposición de 
colágeno tipo I. 

(Lee, et al., 
2020) 

Herida de 
escisión en piel 

diabética 

Ratas 
Wistar 

Nanopartículas 
de quitosano 
con insulina 

100 μl de crema con 
insulina 0.74 U ml-1 

(0.0050.007 U totales), 
diario por 14 días 

Tópica 14 / 14 días 
A los días 3, 7 y 

14 

Estimulación de angiogénesis 
y proliferación celular, sin 
encontrar diferencias al utilizar 
nanopartículas de quitosano y 
quitosano-insulina. 

(Ribeiro, et 
al., 2020) 
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Anexo 3. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% con la 

construcción pET22b+: SacB H243L. En cada carril se 

usaron 150 ng de plásmido. 

 

 
Anexo 4. Cromatograma de la purificación de SacB H243L mediante cromatografía de intercambio catiónico. A) La enzima 

eluyó a una concentración de amortiguador de acetatos 1 M pH 6. B) SDS-Page de poliacrilamida 10%: 1) marcador de peso 

molecular, 2) botón, 3) extracto, 4) flow through, 5) fracción 3, 6) enzima concentrada, 7) ultrafiltrado y 8) recirculado. Cada 

pozo contiene 10 μl de muestra. Se observó la presencia de una banda sobre expresada de aproximadamente 55 kDa en los 

diferentes pasos de purificación. 

 

 

 

 

Amortiguador 

acetatos 1 M pH 6 

SacB 

H243L 

fracciones Flowthrough 

A  1       2       3       4      5       6       7       8 

75 kDa 

55 kDa 

B
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Anexo 5.Tabla de purificación de la mutante SacB H243L. La actividad de la enzima se tomó bajo las siguientes condiciones 

de reacción: amortiguador de acetatos 50 mM + CaCl2 1 mM, 100 g l-1 de sacarosa, 37 °C, 350 rpm, durante 10 min. 

Paso 
Actividad 

volumétrica 
(U ml-1) 

Proteína 
Total 
(mg) 

Actividad 
total 
(U) 

Actividad 
Específica 

(U mg-1) 

Rendimiento  
(%) 

Factor de 
Purificación 

(%) 

Pellet 153.0 ± 7.29 24.5 ± 1.89 1530.0 ± 72.92 62.37 ± 1.86 - - 

Sonicado 131.0 ± 6.27 89.0 ± 9.34 3931.7 ± 188.24 44.17 ± 2.57 - - 

Extracto 112.5 ± 2.35 58.0 ± 2.68 3264.0 ± 68.38 56.20 ± 3.79 100 1.0 

Recirculado 10.0 ± 0.06 21.4 ± 0.35 291.3 ± 2.01 13.57 ± 0.13 8.92 0.2 

Flow through 3.1 ± 0.08 7.1 ± 0.08 62.6 ± 1.72 8.76 ± 0.14 1.92 0.2 

Fracción 1 15.3 ± 0.03 4.1 ± 0.07 78.1 ± 0.16 19.10 ± 0.30 2.39 0.3 

Fracción 2 200.8 ± 3.64 10.2 ± 0.53 1004.0 ± 18.23 97.92 ± 3.32 30.76 1.7 

Fracción 3 49.7 ± 1.96 3.8 ± 0.28 248.9 ± 9.85 64.79 ± 2.13 7.63 1.2 

Fracción 4 21.5 ± 1.31 1.4 ± 0.16 107.6 ± 6.59 73.66 ± 3.87 3.30 1.3 

Fracción 5 13.7 ± 0.35 1.9 ± 0.23 68.8 ± 1.75 35.22 ± 3.41 2.11 0.6 

Fracción 6 15.3 ± 0.76 1.3 ± 0.07 76.9 ± 3.84 59.05 ± 0.32 2.36 1.1 

Fracción 7 3.3 ± 0.09 0.4 ± 0.02 17.4 ± 0.50 41.28 ± 3.50 0.53 0.7 

Enzima 
concentrada 

1049.9 ± 16.30 5.0 ± 0.01 839.9 ± 13.04 167.15 ± 2.96 25.73 3.0 

* Enzima purificada de un pellet de 955.5 mg, proveniente de 250 ml de cultivo bacteriano E. coli BL21 (DE3) transformado 

con la construcción pET22b+: SacBH234L. Se obtuvo un concentrado de 6.3 mg ml-1 a partir de un botón celular de 955.5 mg. 

 
Anexo 6. Comparación de la distribución del diámetro hidrodinámico de las GNPs-L y GNPs-LIns: a) GNPs-L y GNPs-LIns 

producidas utilizando 30 μg ml-1 de insulina; b) GNPs-LIns producidas utilizando 30, 60 y 90 μg ml-1 de insulina. La síntesis 

se hizo durante 24 h utilizando 5.5 μg ml-1 de enzima, 100 g l-1 de sacarosa a 37 °C y 350 rpm. (Las barras de error representan 

la desviación estándar con una n = 3). 

Anexo 7. Método de purificación con etanol de las GNPs-L y GNPs-LIns (PE/GNPs-LIns)

Procedimiento: 

1. Colocar lenta y cuidadosamente 200 μl de la reacción de síntesis de GNPs-L o 

GNPs-LIns en un microtubo de 1.5 ml. 

2. Agregar 1.5 volúmenes de etanol absoluto y mezclar vigorosamente por inversión 

hasta observar una coloración lechosa en la mezcla. 

3. Incubar durante 1 h a 4 ± 0.5 °C. 

4. Centrifugar a 15,000 g durante 20 min a 4 °C.  
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5. Retirar por completo el sobrenadante y lavar el botón añadiendo 4 volúmenes de 

etanol absoluto. 

6. Agitar vigorosamente en un vortex y centrifugar a 15,000 hasta observar el 

desprendimiento del botón de la base del tubo. 

7. Centrifugar a 15,000 g durante 20 min a 4 °C. (repetir pasos 5 a 7, dos veces) 

8. Retirar la mayor cantidad posible de etanol y evaporar el solvente a 60 °C durante 

10-20 min.  

9. Almacenar botón de GNPs-L o GNPs-LIns purificadas a temperatura ambiente hasta 

su uso. 
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