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ABSTRACT 

 

   This study aimed to develop optimum transdermal delivery systems for peptide 

enzymes from natural sources loaded in nanocarrier for scar treatment.  Low cytotoxic 

elastic niosomal formulation loaded with salmon calcitonin (a model peptide) which 

composed of Tween 61, cholesterol and edge activators was developed.  The 5% mole 

sodium cholate (NaC) elastic niosome appeared to be the most appropriate niosomal 

system to load the peptide because of its high elasticity and low cytotoxicity on 

human skin fibroblasts.  Both calcitonin loaded in elastic and non-elastic niosomes 

did not only show higher chemical stability at high storage temperatures, but also 

superior transdermal absorption in comparing to calcitonin in solution.  Papain and 

bromelain, the protease enzymes from Carica papaya latex and pineapple (Ananas 

comosus) fruits were extracted and purified by the simple precipitation with 95% 

ethanol and the saturated ammonium sulfate, respectively.  The molecular weight of 

the extracted enzymes was compared with their standards and the protein marker by 

SDS-PAGE.  The purity of papain and bromelain of the extracted enzymes 

determined by HPLC were 82.31 and 38.03%, respectively.  The physicochemical 

properties including solubility and stability in various reagents of the extracted 
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enzymes were similar to their standards.  The standard and extracted papain exhibited 

higher antioxidant activity than bromelain both in free radical scavenging (SC50) and 

lipid peroxidation inhibition (IPC50) activity.  However, the extracted papain showed 

lower antioxidant activity than the standard papain.  All protease enzymes at 25 µg/ml 

did not only show no cytotoxicity, but also exhibited an interesting relative MMP-2 

stimulation on human skin fibroblasts.  The extracted papain gave the highest MMP-2 

stimulatory activity at 2.10 folds of the control which were higher than the standard 

papain, the standard and extracted bromelain of 1.04, 1.31 and 1.24 times, 

respectively.  The papain and bromelain loaded in 5% mole sodium cholate (NaC) 

elastic niosome were developed.  They gave the vesicular sizes in the range of 109.5 

to 143.9 nm with the negative zeta potential of -14.7 to -30.1 mv.  The morphology of 

the niosomes was in spherical shape with unilamellar structure observed under TEM 

microscope.  The elastic niosomes did not only improve the entrapment efficiency of 

the enzymes over the non-elastic niosomes, but also reduced the toxicity on skin 

human fibroblasts.  The MMP-2 stimulatory activity of papain and bromelain was still 

existing similar to their free enzymes even they were loaded in elastic niosomes.  The 

relative MMP-2 stimulation of the standard papain, extracted papain, standard 

bromelain and extracted bromelain loaded in elastic niosomes were 1.26, 1.34 1.09 

and 1.20 for the pro MMP-2 and 1.26, 1.41, 1.01 and 1.03 for the active MMP-2, 

respectively in comparing to the control.  The extracted papain loaded in elastic 

niosomes gave superior characteristics (low cytotoxicity and high MMP-2 

stimulation) to other enzymes.  The elastic niosomes can enhance the chemical 

stability of the extracted papain, by exhibiting higher remaining contents than the free 

enzyme and that loaded in non-elastic niosomes when kept at various temperatures 

(4±2, 27±2 and 45±2 C) for 8 weeks.  The standard papain loaded in PLGA 

nanospheres prepared by the water-oil-water emulsion solvent evaporation method 

(ESE) gave superior characteristics (small particle size and low polydispersity index) 

to the emulsion solvent diffusion in water method (ESD).  The morphology of the 

nanospheres loaded with papain prepared by the ESE method exhibited spherical 

shape and smooth surface investigated by SEM and TEM.  The encapsulation 

efficiency of papain in the nanospheres by the ESE method was about 2 times higher 

than those by the ESD method.  The release profile of papain from the PLGA 
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nanospheres of the ESD and ESE methods indicated the 2 phases with an initial rapid 

phase of 6 h and followed by the slow release phase of 48 h.  Papain loaded in the 

nanospheres prepared by the ESD method showed more rapid initial release than 

those by the ESE method.  The blank PLGA nanospheres from the two methods did 

not show any cytotoxicity in human skin fibroblasts, while the free papain gave 

toxicity more than the loaded papain of 1.5 times.  Papain loaded in PLGA 

nanospheres prepared by the ESE method was more chemical stable than the free 

papain of 8 and 3 times when kept at 4±2 and 25±2 C for 6 weeks, respectively.  The 

gels incorporated with papain loaded in non-elastic niosomes (GNN), elastic 

niosomes (GEN) and PLGA nanospheres (GPN) were developed.  These formulations 

were investigated for physicochemical characteristics and transdermal penetration 

through rat skin by Franz diffusion cells.  The vesicular sizes of all niosomes and 

nanospheres in the gel formulations were in the range of 220.7 to 520.2 nm.  Papain 

loaded in elastic niosomes and incorporated in gel exhibited the accumulate amounts 

and fluxes in the whole rat skin and in the receiving solution more than those from gel 

containing papain loaded in non-elastic niosomes, PLGA nanospheres and in solution.  

The calculated PII values of all gel formulations containing papain in rabbit skin 

irritation closed patch test were in the range of 0.00-0.44 indicating of no irritation, 

except gel containing free papain (PII = 0.78, slight irritation).  GEN gave superior 

chemical stability to gel containing free papain (GS) of 1.13, 1.29 and 1.35 times 

when stored at 4±2, 27±2 and 45±2 C after 3 months, respectively.  After 28 day 

application by the hypertrophic scar model in rabbit ears, the scar applied with GEN 

exhibited the percentage reduction of hypertrophic scars at 29.17% which was higher 

than gel base, GS, and GNN of 10.20, 2.73 and 2.31 times, respectively, but slightly 

lower than commercial product
 
of 1.10 times.  This study has demonstrated the 

potential of niosomes, especially the elastic niosomes, for the enhancement of rat skin 

transdermal absorption and the improvement of scar reduction in rabbit ear model of 

papain which will be beneficial for topical application in scar treatment. 
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บทคัดย่อ 

 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาระบบน าส่งผา่นผิวหนงัท่ีเหมาะสมของเปปไทด์เอนไซม์

จากธรรมชาติท่ีเก็บกกัในอนุภาคขนาดนาโนเพื่อรักษาแผลเป็น โดยพฒันานีโอโซมแบบยืดหยุน่ท่ีมี

ความเป็นพิษต ่าท่ีประกอบดว้ยทวีน 61, คอเลสเตอรอลและสารในกลุ่มเอดจ์แอ๊คทีเวเตอร์ โดยมี

แคลซิโทนินเป็นเปปไทด์ตน้แบบ พบว่านีโอโซมแบบยืดหยุน่ท่ีประกอบดว้ย 5% โซเดียมโคเลท 

(NaC) มีความเหมาะสมท่ีสุดส าหรับเก็บกกัเปปไทด์เน่ืองจากมีความยืดหยุน่สูงและมีความเป็นพิษ

ต่อเซลล์ไฟโบรบลาสทข์องผิวหนงัมนุษยต์  ่า นอกจากน้ีทั้งนีโอโซมแบบยืดหยุน่และไม่ยืดหยุน่ยงั

เพิ่มความคงตวัทางเคมีเม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิสูงและการดูดซึมผ่านผิวหนังเม่ือเปรียบเทียบกับ

สารละลายแคลซิโทนิน สกดัปาเปนและโบรมีเลนซ่ึงเป็นเอนไซมโ์ปรติเอสท่ีมีอยูใ่นยางมะละกอ 

(Carica papaya) และผลสับประรด (Ananas comosus) ดว้ยวิธีการตกตะกอนดว้ย 95% 

เอธานอลและแอมโมเนียมอ่ิมตวั ตามล าดบั เปรียบเทียบมวลโมเลกุลของเอนไซมท่ี์สกดัไดก้บัสาร

มาตรฐานเอนไซม์และโปรตีนมาตรฐานด้วยวิธีโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด์

เจลอิเล็กโตรโฟริซิส เม่ือวิเคราะห์ดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงพบวา่ปาเปน
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และโบรมีเลนท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิ 82.31 และ 38.03% ตามล าดบั เอนไซมส์กดัมีสมบติัทาง

กายภาพและเคมี (การละลายและความคงตวัในสารเคมีต่างๆ) คลา้ยกบัเอนไซมม์าตรฐาน เม่ือน ามา

ทดสอบฤทธ์ิตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชัน่พบวา่ทั้งปาเปนมาตรฐานและปาเปนสกดัมีฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระและยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของไขมนัไดดี้กวา่โบรมีเลนมาตรฐานและโบรมีเลนสกดั แต่

ปาเปนสกดัมีฤทธ์ิฤทธ์ิตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ต ่ากวา่ปาเปนมาตรฐาน เอนไซมโ์ปรติเอสทุกตวัไม่

เป็นพิษต่อเซลล์ท่ีความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แต่มีฤทธ์ิกระตุน้เอนไซมเ์มทริกซ์เมตาโล

โปรตีนเนส-2 (MMP-2) ในเซลล์ไฟโบรบลาสท์ของผิวหนังมนุษย ์ปาเปนสกัดมีฤทธ์ิกระตุ้น 

MMP-2 สูงกว่ากลุ่มควบคุม ปาเปนมาตรฐาน โบรมีเลนมาตรฐานและโบรมีเลนสกดั 2.10, 1.04, 

1.31 และ 1.24 เท่า ตามล าดบั เม่ือเก็บกกัปาเปนและโบรมีเลนในนีโอโซมแบบยืดหยุ่นพบว่ามี

ขนาดอนุภาค 109.5 ถึง 143.9 นาโนเมตรและค่าศกัยซี์ตา้เป็นลบ (-14.7 ถึง -30.1 มิลลิโวลท์) และมี

รูปร่างกลมท่ีประกอบดว้ยผนงัชั้นเดียวเม่ือวิเคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น 

นอกจากนีโอโซมแบบยืดหยุ่นจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการเก็บกกัเอนไซม์ได้มากกว่านีโอโซม

แบบไม่ยืดหยุ่นแลว้ยงัช่วยลดความเป็นพิษต่อเซลล์อีกดว้ย เม่ือเก็บกกัเอนไซม์ในนีโอโซมแบบ

ยืดหยุน่แลว้ยงัคงมีฤทธ์ิกระตุน้ MMP-2 เช่นเดียวกบัเอนไซมท่ี์ไม่ถูกเก็บกกั โดยปาเปนมาตรฐาน 

ปาเปนสกดั โบรมีเลนมาตรฐานและโบรมีเลนสกดัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมแบบยืดหยุน่มีฤทธ์ิกระตุน้ 

pro MMP-2 เท่ากบั 1.26, 1.34, 1.09 และ 1.20 และกระตุน้ active MMP-2 เท่ากบั 1.26, 1.41, 1.01 

และ 1.03 เท่าของกลุ่มควบคุมตามล าดบั ดงันั้นปาเปนสกดัท่ีเก็บกกัในนีโอโซมแบบยืดหยุน่จึงมี

สมบติั (ความเป็นพิษต ่าและฤทธ์ิกระตุ้น MMP-2 สูง) เหนือกว่าเอนไซม์อ่ืนๆ นีโอโซมแบบ

ยดืหยุน่เพิ่มความคงตวัทางเคมีใหป้าเปนสกดัโดยมีปริมาณเอนไซมท่ี์เหลืออยูม่ากกวา่เอนไซมท่ี์ไม่

ถูกเก็บกกัและเอนไซมท่ี์เก็บกกัในนีโอโซมแบบไม่ยืดหยุน่เม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิต่างๆ (4 ± 2, 27 ± 

2 และ 45 ± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่วนปาเปนมาตรฐานท่ีเก็บกกัในพีเอลจีเอนาโนส

เฟียร์ท่ีเตรียมดว้ยวธีิการระเหยของตวัท าละลายในอิมลัชนัของน ้ าในน ้ ามนัในน ้ า (emulsion solvent 

evaporation, ESE) มีลกัษณะเป็นอนุภาคขนาดเล็กและมีการกระจายของขนาดอนุภาคต ่ากวา่เม่ือ

เตรียมดว้ยวิธีการแพร่ของตวัท าละลายของอิมลัชนั (emulsion solvent diffusion, ESD) อนุภาคท่ี

เตรียมไดมี้รูปร่างกลมและผิวเรียบเม่ือวิเคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดและ

ส่องผา่น ปาเปนมาตรฐานสามารถเก็บกกัในนาโนสเฟียร์ท่ีเตรียมดว้ยวิธี ESE ไดม้ากกวา่วิธี ESD 
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เป็น 2 เท่า อยา่งไรก็ตามการปลดปล่อยปาเปนจากนาโนสเฟียร์จากการเตรียมทั้ง 2 วิธีมีลกัษณะเป็น

สองเฟสโดยใน 6 ชัว่โมงแรกมีการปลดปล่อยแบบทนัที จากนั้นจึงค่อยๆปลดปล่อยเป็นเวลา 48 

ชัว่โมง แต่ปาเปนท่ีเก็บกกัในนาโนสเฟียร์ท่ีเตรียมดว้ยวธีิ ESE ถูกปลดปล่อยในระยะแรกไดเ้ร็วกวา่

จากวิธี ESD อนุภาคนาโนสเฟียร์เปล่าจากการเตรียมทั้ง 2 วิธีไม่เป็นพิษต่อเซลล์ในขณะท่ีปาเปนท่ี

ไม่ถูกเก็บกกัเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่าปาเปนท่ีถูกเก็บกกั 1.5 เท่า นอกจากน้ีปาเปนท่ีเก็บกกัในนา

โนสเฟียร์ท่ีเตรียมดว้ยวิธี ESE มีความคงตวัทางเคมีมากกวา่ปาเปนท่ีไม่ถูกเก็บกกั 8 และ 3 เท่าเม่ือ

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4±2 และ 27±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 สัปดาห์ตามล าดบั จากการศึกษาลกัษณะ

ทางกายภาพและเคมีรวมทั้งประสิทธิภาพการซึมผ่านหนงัหนูของเจลท่ีมีส่วนผสมของปาเปนเก็บ

กกัในนีโอโซมแบบไม่ยืดหยุน่ (GNN) ปาเปนเก็บกกัในนีโอโซมแบบยืดหยุน่ (GEN) และปาเปน

เก็บกกัในพีเอลจีเอนาโนสเฟียร์ (GPN) พบวา่อนุภาคของนีโอโซมและนาโนสเฟียร์ท่ีอยู่ในเจลมี

ขนาด 220.7 ถึง 520.2 นาโนเมตร และ GEN สามารถซึมผา่นหนงัหนูไดดี้ โดยมีปริมาณสะสมและ

อตัราเร็วในการซึมผา่นในหนงัหนูและในส่วนรีซีฟเวอร์มากกวา่ GNN, GPN และปาเปนท่ีไม่ถูก

เก็บกกั (GS) ต ารับเจลทุกต ารับไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อผิวกระต่าย โดยมีค่า PII (primary 

irritation index) ในช่วง 0.00-0.44 ยกเวน้ GS ท่ีก่อให้เกิดความระคายเคืองเล็กนอ้ย (PII = 0.78) 

นอกจากน้ี GEN ยงัมีความคงตวัมากกวา่ GS เป็น 1.13, 1.29 และ 1.35 เท่าเม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 

4±2, 27± 2 และ 45±2 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 เดือน หลงัจากทาแผลเป็นของหูกระต่ายเป็นเวลา 

28 สัปดาห์พบวา่ แผลเป็นท่ีทาดว้ย GEN สามารถลดรอยแผลเป็นได ้29.17% ซ่ึงมีฤทธ์ิดีกวา่เจล

เบส GS และ GNN เป็น 10.20, 2.73 และ 2.31 เท่า ตามล าดบัแต่มีฤทธ์ิต ่ากว่าผลิตภณัฑ์ใน

ทอ้งตลาด 1.10 เท่า การศึกษาน้ีไดแ้สดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของนีโอโซมโดยเฉพาะนีโอโซม

แบบยืดหยุน่ในการเพิ่มการซึมผา่นผิวหนงัและการลดรอยแผลเป็นในหูกระต่ายของปาเปนไดซ่ึ้ง

สามารถน าไปประยกุตเ์พื่อใชส้ าหรับผวิหนงัในการรักษาแผลได ้


