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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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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อเก็บกักกัลลิเดอรมิน (Gdm) ในถุงขนาดนาโน (ไลโปโซมและนี
โอโซม) เพื่อใชในทางยาและเวชสําอาง กัลลิเดอรมินเปนโพลีเปปไทดท่ีมีฤทธ์ิในการตานเชื้อ
แบคทีเรีย มีความคงตัวทางเคมีตํ่าเนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันท่ีพันธะคูในโครงสราง 
จึงเส่ือมสภาพและมีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิตํ่า การนํากัลลิเดอรมินมาเก็บกักในถุงขนาดนา
โน (ไลโปโซมและนีโอโซม) สามารถชวยลดปญหานี้ได ไดทําการหาสูตรท่ีดีท่ีสุดเพื่อนํามาเก็บกัก
กัลลิเดอรมินโดยนําเปปไทดสามตัวท่ีมีประจุบวก (บาซิทราซิน) และประจุลบ ( อินซูลินและ โบ
ไวนซีรัมอัลบูมิน (BSA)) ท่ีพีเอช 7 มาใชเปนแบบจําลองเก็บกักในไลโปโซมชนิดไมมีประจุ (ดีพี
พีซี/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1)  ไลโปโซมประจุบวก (ดีพีพีซี/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ี
อัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) ไลโปโซมประจุลบ (ดีพีพีซี/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ี
อัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) ทวีน 61 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวน
โมลาร 1:1) ทวีน 61 นีโอโซมประจุบวก (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05) ทวีน 61 นีโอโซมประจุลบ (ทวีน 61/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05) สแปน 60 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ (สแปน 60/คอเลสเตอรอล ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1)  
สแปน 60 นีโอโซมประจุบวก (สแปน 60/คอเลสเตอรอล/ดีดีเอบี ท่ีอัตราสวนโมลาร 1:1:0.05) และ 
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สแปน 60 นีโอโซมประจุลบ (สแปน 60/คอเลสเตอรอล/ไดซิทิลฟอสเฟต ท่ีอัตราสวนโมลาร 
1:1:0.05)  ไดถูกเตรียมดวยเทคนิคการเตรียมโดยวิธีการแบบทําใหแหง (FDEL)  แลวนําไปกระจาย
ตัวในฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีพีเอชเทากับ 7.0 BSA ถูกเก็บกักไดในปริมาณสูงสุดคือ 72.94% ในทวีน 
61 นีโอโซมชนิดไมมีประจุ ในขณะท่ีบาซิทราซินและอินซูลินถูกเก็บกักไดปริมาณสูงสุดคือ 
90.88% ในทวีน 61 นีโอโซมชนิดประจุลบและ 87.15% ในทวีน 61 นีโอโซมชนิดประจุบวก
ตามลําดับ สูตรของ ทวีน 61 นีโอโซมมีความคงตัวดีท่ีสุดเม่ือนําไปกระจายตัวใน ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ท่ีพีเอชเทากับ 5.4 โดยไมเกิดการตกตะกอนเม่ือศึกษาเปนเวลา 4 สัปดาห จึงนํา ทวีน 61 นีโอโซมนี
โอโซมชนิดไมมีประจุ นีโอโซมประจุบวกและนีโอโซมประจุลบ ท่ีกระจายตัวในฟอสเฟตบัฟเฟอร
ท่ีพีเอชเทากับ 5.4 ไปเก็บกักกัลลิเดอรมิน โดยปริมาณสูงสุดของกัลลิเดอรมินท่ีสามารถเก็บกักในนี
โอโซมชนิดไมมีประจุ ประจุบวกและประจุลบเทากับ 30, 40 และ 59.75 มิลลิกรัมตอกรัมรวมของ
สารลดแรงตึงผิวโดยคิดเปนเปอรเซ็นตประสิทธิภาพในการเก็บกักดวยวิธีเจลฟลเตรชันและหา
ปริมาณดวย HPLC และดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟเรสซีสและเจลดอคูเมนเทชัน เทากับ 30.51, 10.57 
และ 45.06 % และ23.47, 16.09 และ 56.59 % ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการศึกษาท้ังสองวิธีพบวา นีโอ
โซมประจุลบใหประสิทธิภาพในการเก็บกักกัลลิเดอรมินสูงท่ีสุด จากการตรวจสอบลักษณะและ
ขนาดอนุภาคของถุงขนาดนาโน โดยใชกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) และ
เทคนิคการกระเจิงของแสง (DLS) พบวา เปนอนุภาคขนาดเล็กท่ีมีผนังสองช้ันท่ีมีขนาดอยูในชวง 
140-280 นาโนเมตร ไดนํากัลเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบไปศึกษาหาอัตราสวนระหวาง
ประจุท่ีเหมาะสมของประจุบวกของกัลลิเดอรมินและประจุลบของนีโอโซมโดยใชโพลีอะคริลา
มายด เจลอิเล็กโทรโฟเรสซีสและเจลดอคูเมนเทชัน พบวาอัตราสวนระหวางประจุท่ีเหมาะสมท่ีสุด
คือ กัลลิเดอรมิน/นีโอโซมประจุลบ ท่ีอัตราสวนโมลาร 1 : 500 ไดศึกษาความคงตัวทางเคมีของกัล
เดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมท่ีอุณหภูมิ 4 ± 2 oC, 30 ± 2 oC และ 45 ± 2 oC เปนเวลา 4 เดือน 
พบวาทุกตํารับในท้ังสามอุณหภูมิไมมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางกายภาพ ไดนําทุกตํารับมา
วิเคราะหหาปริมาณ Gdm ท่ีมีอยูในตํารับดวย HPLC ทุก 1 เดือน เปรียบเทียบกับกัลลิเดอรมินท่ี
ไมไดเก็บกักในนีโอโซม พบวา กัลเดอรมินในสารละลายมีคงเหลือเพียง 60-75 % เทานั้น ในขณะท่ี
กัลลิเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมมีปริมาณคงอยูสูงถึง 90-96 % แสดงวากัลลิเดอรมินมีความคงตัว
อยูในนีโอโซมท้ังสามชนิดท่ีอุณหภูมิตางๆ จากผลการวิเคราะหประสิทธิภาพในการเก็บกักพบวา นี
โอโซมประจุลบมีประสิทธิภาพสูง ท่ี สุดจึ ง เ ลือกไปศึกษาฤทธ์ิการต าน เ ช้ือแบคที เ รีย 
Propionicbcaterium acne. (P. acne) และ Staphylococcus aureus (S. aureus). เปรียบเทียบกับกัลลิ
เดอรมินท่ีไมไดเก็บกักและตัวยามาตรฐานอิริโธรมัยซินดวยวิธี disc diffusion และเทคนิค surface 
inoculation พบวากัลลิเดอรมิน (30 ไมโครกรัม) อิริโธรมัยซิน นีโอโซมประจุลบเปลาและกัลลิเดอร
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มิน (26.7 ไมโครกรัม) ท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง P. acne เกิดเคลียร
โซนกวางเฉล่ีย 19, 7.5, 0 และ 7 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยวิธี disc diffusion ตามลําดับ 
และเกิดเคลียรโซนกวางเฉล่ีย 21, 0, 0 และ 10 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยเทคนิค surface 
inoculation ผลการยับยั้ง S. aureus. พบวากัลลิเดอรมิน (30 ไมโครกรัม) อีริโธรมัยซิน นีโอโซม
ประจุลบเปลาและกัลลิเดอรมิน (26.7 ไมโครกรัม) ท่ีเก็บกักใน นีโอโซมประจุลบ เกิดเคลียรโซน
กวางเฉล่ีย 19, 7.5, 0 และ 7 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยวิธี disc diffusion ตามลําดับ และ
เกิดเคลียรโซนกวางเฉล่ีย 27, 12.5, 0 และ 17 มิลลิเมตรตามลําดับเม่ือทดสอบดวยเทคนิค surface 
inoculation จากผลการศึกษาพบวาอิริโธรมัยซิน เกิดเคลียรโซนนอยหรือไมเกิดเคลียรโซนเลย อาจ
เปนเพราะวาเช้ือแบคทีเรียท้ังสองชนิดดื้อตออิริโธรมัยซินจึงทําใหไมสามารถยับยั้งได คา MIC และ 
MBC ของกัลลิเดอรมิน (15 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ท่ีไมไดเก็บกักในนีโอโซมประจุลบตอ P. 
acne และ S. aureus ท่ีความเขมขนเจือจาง 1/32 และ 1/16 , 1/16 และ 1/8 ตามลําดับ กัลลิเดอรมิน 
(15 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) ท่ีเก็บกักในนีโอโซมประจุลบตอ P. acne และ S. aureus ใหฤทธ์ิท่ี
ความเขมขนเจือจาง 1/4 และ 1/2 , 1/2 และ 1/1 ตามลําดับ ถึงแมวากัลลิเดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอ
โซมจะมีใหเคลียรโซนท่ีนอยกวาอิริโธรมัยซิน แต P. acne ไมตานตอตัวยากัลลิเดอรมิน อีกท้ังกัลลิ
เดอรมินท่ีเก็บกักในนีโอโซมยังใหผลในการออกฤทธิ์เนิ่นอีกดวย ซ่ึงจากผลการศึกษานี้จะเปน
ประโยชนอยางมากในการนําไปพัฒนาการเก็บกักกัลลิเดอรมินเพื่อการใชประโยชนในทางยาและ
เวชสําอางตอไป 




