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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to entrap gallidermin (Gdm) in nanovesicles 
(liposomes and niosomes) for pharmaceutical and cosmeceutical uses.  Gallidermin is 
an antimicrobial peptide.  Gdm is unstable because of the reactivity of the unsaturated 
amino acids in their structure.  Entrapment of Gdm in nanovesicles can solve this 
problem. In this study, the investigation of the appropriate nanovesicular formulations 
entrapped with the three peptide drugs (insulin, bacitracin (BCT) and BSA) with 
different charges and polarity was performed to be used as the models to entrap Gdm.   
Neutral (L-alpha-dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) /Cholesterol (CHL) in 
molar ratio 1:1), cationic (DPPC/CHL/Dimethyldioctadecylammonium bromide 
(DDAB)  in molar ratio 1:1:0.05) and anionic liposomes (DPPC/CHL/Dicetyl 
phosphate (DP) in molar ratio 1:1:0.05), neutral (Polyoxyethylene sorbitan 
monostearate (Tween 61)/CHL in molar ratio 1:1), cationic (Tween 61/CHL/DDAB 
in molar ratio 1:1:0.05) and anionic Tween 61 niosomes (Tween 61/CHL/DP in molar 
ratio 1:1:0.05) and neutral (Sorbitan monostearate (Span 60)/CHL in molar ratio 1:1), 
cationic (Span 60/CHL/DDAB in molar ratio 1:1) and anionic Span 60 niosomes 
(Span 60/CHL/DP in molar ratio 1:1:0.05) were prepared by freeze dried empty 
liposomes (FDEL) method and reconstituted in phosphate buffer at pH 7.0.  BSA 
gave the highest entrapment efficiency of 72.94% in neutral niosomes while BCT and 
insulin gave 90.88 % in anionic niosomes and 87.15 % in cationic niosomes, 
respectively.  The Tween 61 nanovesicular formulations showed the best physical 
stability with no sedimentation for 4 weeks when dispersed in phosphate buffer at pH 
5.4.  Tween 61 niosomal dispersion in phosphate buffer at pH 5.4 was selected to 
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entrap Gdm.  The maximum loading of Gdm in neutral, cationic and anionic Tween 
61 niosomes were 30, 40 and 59.75 mg/g of the total surfactant lipid mixtures. The % 
entrapment efficiency of Gdm in neutral, cationic and anionic Tween 61 niosomes 
determined by gel filtration and HPLC and gel electrophoresis together with gel 
documentation were 30.51, 10.57 and 45.06 % and 23.47, 16.09 and 56.59 %, 
respectively.  The anionic Tween 61 niosomes gave the highest entrapment efficiency 
of Gdm (45.06 and 56.59%).  The morphology and particle sizes of these vesicular 
formulations were in bilayer structure and in nanosize ranges of 140-280 nm. The 
charge ratio of negative charge lipid (DP) in niosomes to Gdm was 500:1 in molar 
ratio.  Chemical stability of Gdm entrapped in Tween 61 niosomes at 4 ± 2, 30 ± 2 
and 45  ± 2 oC for 4 months was better than Gdm in solution. The percentage 
remaining of Gdm in niosomes was about 90-96 %, while Gdm remaining in the 
solution was in the range of 60-75%.  Gdm entrapped in anionic niosomes which gave 
the highest entrapment efficiency was selected to perform antibacterial activity by 
disc diffusion method and surface inoculation technique against P. acne and 
Staphylococcus aureus.  Gdm (30 μg), the positive controls (erythromycin), blank 
anionic niosomes and Gdm (26.7 μg) entrapped in anionic niosomes gave the 
inhibition zone diameters of 19, 7.5, 0 and 7 mm against Propionibacterium acne 
using disc diffusion method and 21, 0, 0 and 10 mm by surface inoculation technique. 
Gdm (30 μg), erythromycin, blank anionic niosomes and Gdm (26.7 μg) entrapped in 
anionic niosomes gave the inhibition zone diameters of 19, 7.5, 0 and 7 mm against 
Staphylococcus aureus by disc diffusion method and 27, 12.5, 0 and 17 mm by for 
surface inoculation technique, respectively.  Erythromycin showed only slightly 
inhibition zone indicating the resistance of P.acnes to this antibiotic.  The MIC and 
MBC values of Gdm 15 μg/μl were at 1/32 and 1/16 dilutions against P. acne and at 
1/16 and 1/8 dilution against S. aureus.  Gdm (15 μg/μl) entrapped in anionic 
niosomes showed the MIC and MBC values at 1/4 and 1/2 dilutions against P. acne 
and at 1/2 and 1/1 dilution against S. aureus.  Although Gdm entrapped in anionic 
niosomes gave lower inhibition zone than erythromycin, it is not resistant to P.acnes. 
Gdm which entrapped in the niosomal formulations may be sustained released.  The 
results from this study can be applied for the further development of Gdm for 
pharmaceutical and cosmeceutical uses. 
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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเก็บกักกัลลิเดอรมิน (Gdm) ในถุงขนาดนาโน (ไลโปโซมและนี
โอโซม) เพื่อใชในทางยาและเวชสําอาง กัลลิเดอรมินเปนโพลีเปปไทดท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อ
แบคทีเรีย มีความคงตัวทางเคมีตํ่าเนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีพันธะคูในโครงสราง 
จึงเส่ือมสภาพและมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิตํ่า การนํากัลลิเดอรมินมาเก็บกักในถุงขนาดนา
โน (ไลโปโซมและนีโอโซม) สามารถชวยลดปญหานี้ได ไดทําการหาสูตรท่ีดีท่ีสุดเพื่อนํามาเก็บกัก
กัลลิเดอรมินโดยนําเปปไทดสามตัวท่ีมีประจุบวก (บาซิทราซิน) และประจุลบ ( อินซูลินและ โบ
ไวนซีรัมอัลบูมิน (BSA)) ท่ีพีเอช 7 มาใชเปนแบบจําลองเก็บกักในไลโปโซมชนิดไมมีประจุ (ดีพี
พีซี/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1)  ไลโปโซมประจุบวก (ดีพีพีซี/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ี
อัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) ไลโปโซมประจุลบ (ดีพีพีซี/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ี
อัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) ทวีน 61 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวน
โมลาร 1:1) ทวีน 61 นีโอโซมประจุบวก (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05) ทวีน 61 นีโอโซมประจุลบ (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05) สแปน 60 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ (สแปน 60/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1)  
สแปน 60 นีโอโซมประจุบวก (สแปน 60/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) และ 
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สแปน 60 นีโอโซมประจุลบ (สแปน 60/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05)  ไดถูกเตรียมดวยเทคนิคการเตรียมโดยวิธีการแบบทําใหแหง (FDEL)  แลวนําไปกระจาย
ตัวในฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีพีเอชเทากับ 7.0 BSA ถูกเก็บกักไดในปริมาณสูงสุดคือ 72.94% ในทวีน 
61 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ ในขณะท่ีบาซิทราซินและอินซูลินถูกเก็บกักไดปริมาณสูงสุดคือ 
90.88% ในทวีน 61 นีโอโซมชนิดประจุลบและ 87.15% ในทวีน 61 นีโอโซมชนิดประจุบวก
ตามลําดับ สูตรของ ทวีน 61 นีโอโซมมีความคงตัวดีท่ีสุดเม่ือนําไปกระจายตัวใน ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ท่ีพีเอชเทากับ 5.4 โดยไมเกิดการตกตะกอนเม่ือศึกษาเปนเวลา 4 สัปดาห จึงนํา ทวีน 61 นีโอโซมนี
โอโซมชนิดไมมีประจุ นีโอโซมประจุบวกและนีโอโซมประจุลบ ท่ีกระจายตัวในฟอสเฟตบัฟเฟอร
ท่ีพีเอชเทากับ 5.4 ไปเก็บกักกัลลิเดอรมิน โดยปริมาณสูงสุดของกัลลิเดอรมินท่ีสามารถเก็บกักในนี
โอโซมชนิดไมมีประจุ ประจุบวกและประจุลบเทากับ 30, 40 และ 59.75 มิลลิกรัมตอกรัมรวมของ
สารลดแรงตึงผิวโดยคิดเปนเปอรเซ็นตประสิทธิภาพในการเก็บกักดวยวิธีเจลฟลเตรชันและหา
ปริมาณดวย HPLC และดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรสซีสและเจลดอคูเมนเทชัน เทากับ 30.51, 10.57 
และ 45.06 % และ23.47, 16.09 และ 56.59 % ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการศึกษาท้ังสองวิธีพบวา นีโอ
โซมประจุลบใหประสิทธิภาพในการเก็บกักกัลลิเดอรมินสูงท่ีสุด จากการตรวจสอบลักษณะและ
ขนาดอนุภาคของถุงขนาดนาโน โดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) และ
เทคนิคการกระเจิงของแสง (DLS) พบวา เปนอนุภาคขนาดเล็กท่ีมีผนังสองช้ันท่ีมีขนาดอยูในชวง 
140-280 นาโนเมตร ไดนํากัลเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบไปศึกษาหาอัตราสวนระหวาง
ประจุท่ีเหมาะสมของประจุบวกของกัลลิเดอรมินและประจุลบของนีโอโซมโดยใชโพลีอะคริลา
มายด เจลอิเล็กโทรโฟเรสซีสและเจลดอคูเมนเทชัน พบวาอัตราสวนระหวางประจุท่ีเหมาะสมท่ีสุด
คือ กัลลิเดอรมิน/นีโอโซมประจุลบ ท่ีอัตราสวนโมลาร 1 : 500 ไดศึกษาความคงตัวทางเคมีของกัล
เดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมท่ีอุณหภูมิ 4 ± 2 oC, 30 ± 2 oC และ 45 ± 2 oC เปนเวลา 4 เดือน 
พบวาทุกตํารับในท้ังสามอุณหภูมิไมมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพ ไดนําทุกตํารับมา
วิเคราะหหาปริมาณ Gdm ท่ีมีอยูในตํารับดวย HPLC ทุก 1 เดือน เปรียบเทียบกับกัลลิเดอรมินท่ี
ไมไดเก็บกักในนีโอโซม พบวา กัลเดอรมินในสารละลายมีคงเหลือเพียง 60-75 % เทานั้น ในขณะท่ี
กัลลิเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมมีปริมาณคงอยูสูงถึง 90-96 % แสดงวากัลลิเดอรมินมีความคงตัว
อยูในนีโอโซมท้ังสามชนิดท่ีอุณหภูมิตางๆ จากผลการวิเคราะหประสิทธิภาพในการเก็บกักพบวา นี
โอโซมประจุลบมีประสิทธิภาพสูง ท่ี สุดจึ ง เ ลือกไปศึกษาฤทธ์ิการต าน เ ช้ือแบคที เ รีย 
Propionicbcaterium acne. (P. acne) และ Staphylococcus aureus (S. aureus). เปรียบเทียบกับกัลลิ
เดอรมินท่ีไมไดเก็บกักและตัวยามาตรฐานอิริโธรมัยซินดวยวิธี disc diffusion และเทคนิค surface 
inoculation พบวากัลลิเดอรมิน (30 ไมโครกรัม) อิริโธรมัยซิน นีโอโซมประจุลบเปลาและกัลลิเดอร
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มิน (26.7 ไมโครกรัม) ท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง P. acne เกิดเคลียร
โซนกวางเฉล่ีย 19, 7.5, 0 และ 7 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยวิธี disc diffusion ตามลําดับ 
และเกิดเคลียรโซนกวางเฉล่ีย 21, 0, 0 และ 10 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยเทคนิค surface 
inoculation ผลการยับยั้ง S. aureus. พบวากัลลิเดอรมิน (30 ไมโครกรัม) อีริโธรมัยซิน นีโอโซม
ประจุลบเปลาและกัลลิเดอรมิน (26.7 ไมโครกรัม) ท่ีเก็บกักใน นีโอโซมประจุลบ เกิดเคลียรโซน
กวางเฉล่ีย 19, 7.5, 0 และ 7 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยวิธี disc diffusion ตามลําดับ และ
เกิดเคลียรโซนกวางเฉล่ีย 27, 12.5, 0 และ 17 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยเทคนิค surface 
inoculation จากผลการศึกษาพบวาอิริโธรมัยซิน เกิดเคลียรโซนนอยหรือไมเกิดเคลียรโซนเลย อาจ
เปนเพราะวาเช้ือแบคทีเรียท้ังสองชนิดดื้อตออิริโธรมัยซินจึงทําใหไมสามารถยับยั้งได คา MIC และ 
MBC ของกัลลิเดอรมิน (15 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ท่ีไมไดเก็บกักในนีโอโซมประจุลบตอ P. 
acne และ S. aureus ท่ีความเขมขนเจือจาง 1/32 และ 1/16 , 1/16 และ 1/8 ตามลําดับ กัลลิเดอรมิน 
(15 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบตอ P. acne และ S. aureus ใหฤทธ์ิท่ี
ความเขมขนเจือจาง 1/4 และ 1/2 , 1/2 และ 1/1 ตามลําดับ ถึงแมวากัลลิเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอ
โซมจะมีใหเคลียรโซนท่ีนอยกวาอิริโธรมัยซิน แต P. acne ไมตานตอตัวยากัลลิเดอรมิน อีกท้ังกัลลิ
เดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมยังใหผลในการออกฤทธิ์เนิ่นอีกดวย ซ่ึงจากผลการศึกษานี้จะเปน
ประโยชนอยางมากในการนําไปพัฒนาการเก็บกักกัลลิเดอรมินเพื่อการใชประโยชนในทางยาและ
เวชสําอางตอไป 




