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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5676237033 : MAJOR COSMETIC SCIENCE 
KEYWORDS: ECTOIN / MICROEMULSION / TYPE OF MICROEMULSION / TYPE OF OIL / RELEASE / SKIN 
PERMEATION 

NONGRAHM JANTHAWEJ: DEVELOPMENT OF ECTOIN MICROEMULSIONS FOR SKIN 
DELIVERY. ADVISOR: DUSADEE CHARNVANICH, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF.WARAPORN 
SUWAKUL, Ph.D.{, 65 pp. 

Ectoin is renowned as an active cosmetic ingredient with skin protection, moisturizing 
and anti-photoaging effects. However, ectoin is a compound with high water solubility, a log P value 
of -0.8 and high melting point. These properties of ectoin are limitations of skin permeability. 
Microemulsion has been studied to conquer these problems. The purpose of the present study 
was to develop and characterize microemulsions containing ectoin. Furthermore, effects of 
microemulsion type (o/w and w/o) and oil type (isopropyl myristate (IPM) and oleic acid) on 
properties of ectoin microemulsions were also investigated. Evaluation of properties of ectoin 
microemulsions included physical properties, in vitro release and skin permeability of ectoin from 
the microemulsion system. Aqueous solution of ectoin was prepared as a control group. In addition, 
physical and chemical stability tests of ectoin microemulsions were also performed at the 
accelerated condition. Results showed that o/w and w/o microemulsions containing ectoin could 
be prepared from type and ratio of the components chosen. All formulations  were stable after 
storage at 45°C for two months, except formulation “IPM o/w” that remained ectoin of 88%. The 
o/w type of microemulsions could dissolve ectoin more than the w/o type of microemulsions with 
the same oil.  Viscosity of the o/w type was more than the w/o type. Release study of ectoin was 
found that the formulation “oleic o/w” showed the maximum release which was close to the 
ectoin solution.  Release of all formulations presented burst effect and followed the first-order 
kinetics. However, no significant difference among first-order release rate constants of all 
formulations was observed (p > 0.05). For skin permeation study, it was found that the 
microemulsion system could significantly improve skin permeability of ectoin (%Q24) compared to 
the ectoin solution (p < 0.05), except for the formulation “IPM w/o” showing no significant 
difference. The w/o microemulsions gave significantly greater skin deposition (%Qs) of ectoin than 
the o/w microemulsions regardless of oil type (p < 0.05). In conclusion, microemulsion is a 
promising system for dermal delivery of ectoin developed for further application in cosmetic 
industry. 
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บทที ่1 

บทน า 

 

 ริ้วรอยของผิวหนังเกิดได้จากหลายสาเหตุ ทั้งสาเหตุภายใน เช่น พันธุกรรม เชื้อชาติ และ
สาเหตุภายนอก เช่น รังสีอินฟราเรด ควันบุหรี่ และการสัมผัสแสงแดด การสัมผัสแสงแดดเป็นสาเหตุ
ส าคัญที่ก่อให้เกิดริ้วรอยบนใบหน้า (Krutmann, 2011) การเกิดริ้วรอยก่อนวัยที่เกิดจากแสงแดด 
(photoaging) สาเหตุ ร้อยละ 95 เกิดจากรังสีอัลตราไวโอเลตชนิด UVA ที่มีความยาวคลื่น 320-400 
nm (Bosch และคณะ, 2015) ปัจจุบันมีการวิจัยและพัฒนาสารส าคัญหลายชนิดที่ให้ผลในการชะลอ
การเกิดริ้วรอยก่อนวัยที่เกิดจากแสงแดด สารส าคัญชนิดหนึ่งที่น่าสนใจ คือ สาร ectoin ซึ่งมี
ผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางในท้องตลาดหลายชนิดที่มี  ectoin เป็นส่วนประกอบ และโฆษณาว่ามี
ประสิทธิภาพช่วยเพ่ิมความชุ่มชื้น และชะลอริ้วรอยที่เกิดจากแสงแดด  ได้แก่ ผลิตภัณฑ์ของ       
Shiseido, Paula’s choice, Bioderma และ DADOSENS derma cosmetics เป็นต้น 
 ectoin เป็นสารสกัดที่ได้จากกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้ดีในสิ่งแวดล้อมที่เป็น
อันตรายต่อสิ่ งมีชีวิต  (extremophilic microorganisms) เช่น ในสภาวะแห้งแล้งหรือมีการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิอย่างมาก  (Bitop, 2006: online) โดย ectoin เป็นสารที่มีคุณสมบัติใน
การปกป้องเซลล์และช่วยให้สิ่งมีชีวิตนี้ทนอยู่ในสภาวะเช่นนั้นได้  นักวิจัยจึงได้สกัดสาร ectoin จาก
แบคทีเรียและมีการศึกษาฤทธิ์ทางเครื่องส าอางมากมาย ได้แก่ Buenger และ Driller (2004) ได้
ศึกษาฤทธิ์การชะลอริ้วรอยก่อนวัยที่เกิดจากแสงแดด (anti-photoaging) ในเซลล์ fibroblast ของ
มนุษย์ พบว่า ectoin 1 mM สามารถป้องกันการกระตุ้นของรังสี UVA ท าให้ลดการกระตุ้น AP-2 
และลดการแสดงออกของยีนส์ ICAM-1ซึ่งเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดการอักเสบของเซลล์ซึ่งเป็น
ต้นเหตุของการเกิดริ้วรอย นอกจาก นี้ ยังพบว่า ectoin มีฤทธิ์ในการปกป้องเซลล์จากสภาวะต่างๆ 
ได้แก่ การศึกษาโดยใช้วิธี red blood cell assay พบว่า สารละลาย ectoin 0.1, 0.5, 1 และ 5% 
สามารถปกป้องความคงตัวของเยื่อหุ้มเซลล์ได้  (Graf และคณะ, 2008)  ในการศึกษาโดยใช้การ
เพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่า ครีมที่มี ectoin 1% สามารถป้องกันผลของรังสี UV ที่จะลดจ านวนเซลล์    
Langerhans ได้อย่างมีนัยส าคัญ และพบว่า ectoin สามารถลดการกระตุ้นการท าลายเซลล์        
keratinocyte จากรังสี  UV โดยสามารถลด sunburn cell ได้อย่างมีนัยส าคัญ (Lentzen และ 
Schwarz, 2006) ectoin ยังมีความสามารถปกป้องเซลล์ keratinocyte โดยลดการท าลาย DNA 
จากรังสี UVA และ visible light ได้ (Botta และคณะ, 2008) และจากภาวะเครียดจากความร้อนได้ 
(Buommino และคณะ, 2005) นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาในอาสาสมัคร พบว่า ครีมที่มี ectoin 2% 
และ 5% สามารถลดค่า transepidermal water loss (TEWL) จากการท าลายของสารลดแรงตึงผิว
ได ้(Graf และคณะ, 2008) และ ectoin ยังมีฤทธิ์ช่วยเพิ่มความชุ่มชื้นของผิวหนังได้ดี เช่น การศึกษา
ของ Graf และคณะ (2008) พบว่า เมื่อใช้ครีมที่มี ectoin 1% ในอาสาสมัคร สามารถเพ่ิมความ    
ชุ่มชื้นแก่ผิวหนังได้นาน 7 วัน และ Heinrich, Garbe และ Tronnier (2007) พบว่า การใช้ครีมที่มี 
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ectoin 2% ให้ประสิทธิภาพในการเพ่ิมความชุ่มชื้น ลดความหยาบกร้านริ้วรอย และลดความลึกของ
ผิวได้ดีกว่ายาพื้นครีม แต่ไม่พบความแตกต่างในความยืดหยุ่นของผิวหนัง 
 สาร ectoin มีคุณสมบัติเป็นผงแห้งสีขาว มวลโมเลกุล 142.16 g/mol มีค่าการละลายในน้ า
เท่ากับ 550 g/L มีค่าจุดหลอมเหลวเท่ากับ 280°C (  Bitop, 2006 : online) ค่า log P เท่ากับ -0.8 มี
ความคงตัวดีในช่วง pH 1-9 และคงตัวที่ 190°C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (Pubchem, 2015 : online) 
จากค่า log P จุดหลอมเหลว และคุณสมบัติความชอบน้ าของ ectoin ท าให้สารนี้อาจมีปัญหาในการ
ซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังเพ่ือไปยังต าแหน่งที่ออกฤทธิ์ เนื่องจากสารที่จะสามารถซึมผ่านผิวหนังได้ดี ควรมี
ค่า log P เท่ากับ 1-3 จุดหลอมเหลวควรน้อยกว่า 200°C  และควรมีค่าการละลายน้ าที่เหมาะสม 
(Finnin และ Morgan, 1999) ดังนั้น การพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มี ectoin เป็นสารส าคัญเพ่ือให้ผลชะลอ
ริ้วรอยที่เกิดจากแสงแดดโดยใช้ระบบที่เหมาะสมในการน าส่งสารเข้าสู่ชั้นหนังแท้ซึ่งเป็นต าแหน่ง    
เป้าหมายของฤทธิ์นี้จึงเป็นที่น่าสนใจในงานวิจัยนี้  
 งานวิจัยที่ มีการพัฒนาระบบน าส่ ง  ectoin เข้ าสู่ ผิ วหนั ง  ได้แก่  ระบบ submicron     
emulsions โดยศึกษาผลของวิธีการเตรียมและเครื่องมือที่ใช้ต่อขนาดและการกระจายขนาดอนุภาค
และการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของ ectoin ซึ่งพบว่าการเตรียมโดยวิธี  high pressure     
homogenizer และ membrane emulsification จะให้ขนาดอนุภาค 300-320 nm ซึ่งเล็กกว่าวิธี 
homogenizer และขนาดเล็กส่งผลให้ ectoin สามารถซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังได้สูงกว่า (Ebrahimi และ
คณะ, 2008) อย่างไรก็ตามระบบน าส่งชนิดนี้ เป็นระบบที่ไม่มีความคงตัวด้านเทอร์โมไดนามิก      
(McClements, 2012) และระบบยังต้องใช้วิธีการเตรียมที่ยุ่งยากเพราะต้องใช้เครื่องมือเฉพาะในการ
เตรียมและราคาแพง (Lovelyn, 2011) นอกจากระบบน าส่งนี้ ยังมีสิทธิบัตรของ Gattfreund (2006) 
ซึ่งพัฒนาระบบไมโครอิมัลชันของ ectoin เพ่ือใช้ทางเครื่องส าอาง อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีการศึกษาผล
ของชนิดของไมโครอิมัลชันและชนิดของน้ ามันต่อการน าส่งสาร ectoin เข้าสู่ผิวหนัง 
 ระบบไมโครอิมัลชันประกอบด้วยเฟสน้ า เฟสน้ ามัน สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิว
ร่วม  มีลักษณะเป็นของเหลวใส ความหนืดต่ า มีข้อดี คือ เป็นระบบที่มีความคงตัวดีทางเทอร์โมไดนา
มิก เตรียมได้ง่ายโดยใช้พลังงานต่ า ไม่ต้องใช้อุปกรณ์พิเศษในการเตรียม ราคาถูก สามารถละลายสาร
ได้ดีทั้งสารที่มีคุณสมบัติชอบน้ าและไม่ชอบน้ า มีความสามารถในการเพ่ิมการซึมผ่านของสารเข้าสู่
ผิวหนังได้ดี และมีคุณสมบัติในการปกคลุมผิวหนัง (occlusive) ท าให้ผิวเกิดความชุ่มชื้น (Prince, 
1997) โดยงานวิจัยที่พบว่า การใช้ระบบไมโครอิมัลชันสามารถเพ่ิมการซึมผ่านของสารเข้าสู่ผิวหนังได้ 
มีมากมายทั้งสารที่มีคุณสมบัติชอบน้ า เช่น prilocaine hydrochloride (Kreilgaard, Pedersen 
และ Jaroszewski, 2000), penciclovir (Zhu และคณะ, 2008), nicotinamide (Boonme และ
คณะ, 2014) และ caffeine (Sintov และ Greenberg, 2014) และสารที่มีคุณสมบัติชอบน้ ามัน เช่น 
quercetin (Kitagawa และคณะ, 2009), 8-methoxsalen (Baroli และคณะ, 2000) และ lidocaine 
(Kreilgaard และคณะ, 2000)  
 งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับผลของชนิดของไมโครอิมัลชันต่อการซึมผ่านของสารเข้าสู่ผิวหนัง  
พบว่า ส่วนใหญ่ต ารับไมโครอิมัลชันชนิดน้ ามันกระจายในน้ า (o/w) มีความสามารถในการเพ่ิมการซึม
ผ่านของสารทั้งชนิดชอบน้ าและชอบน้ ามันได้ดีกว่าไมโครอิมัลชันชนิดน้ ากระจายในน้ ามัน (w/o) เช่น 
ต ารับไมโครอิมัลชันของ  glucose (Delgado-Charro และคณะ, 1997), lidocaine, estradiol, 
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lidocaine hydrochloride แล ะ  ditiazem hydrochloride (Lee, Langer แล ะ  Shastri, 2003), 
tetracaine hydrochloride (Changez แ ล ะ ค ณ ะ , 2006), dibucaine แ ล ะ  tetracaine         
(Buraphacheep และคณะ, 2007), sodium nonivamide acetate (Huang และคณะ, 2008), 
ketoprofen และ caffeine (Zhang และ Michniak-Kohn, 2011) แต่ในบางงานวิจัยที่พบว่า ไมโคร
อิมัลชันชนิด w/o มีความสามารถในการเพ่ิมการซึมผ่านของสารได้ดีกว่าชนิด o/w เช่น ต ารับไมโคร
อิมัลชันของสาร quercetin (Kitagawa และคณะ, 2009) และ 8-methoxsalen (Baroli และคณะ, 
2000) แต่อย่างไรก็ตาม ยังพบว่ามีบางงานวิจัยที่พบว่า ชนิดของไมโครอิมัลชันไม่มีผลต่อการซึมผ่าน
ของสารเข้าสู่ผิวหนังอย่างมีนัยส าคัญ เช่น ต ารับไมโครอิมัลชันของสาร caffeine (Naoui และคณะ, 
2011; Sintov และ Greenberg, 2014) 
 ดังนั้น โครงงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาพัฒนาและประเมินระบบไมโครอิมัลชันเพ่ือน าส่ง  
ectoin เข้าสู่ชั้นหนังแท้  โดยท าการศึกษาผลของชนิดของไมโครอิมัลชัน (o/w และ w/o) และชนิด
ของน้ ามันต่อคุณสมบัติของไมโครอิมัลชัน ได้แก่ ลักษณะทางกายภาพ ความคงตัวทางกายภาพและ
ทางเคมี การปลดปล่อยสารแบบนอกกาย และความสามารถในการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของ
ไมโครอิมัลชันที่บรรจุสาร ectoin เพ่ือน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ทางเครื่องส าอางต่อไป 
 
 
วัตถุประสงค์ 

วัตถุประสงค์ทั่วไป 
เพ่ือพัฒนาสูตรต ารับไมโครอิมัลชันส าหรับการน าส่งสาร ectoin เข้าสู่ผิวหนัง 
 

วัตถุประสงค์เฉพาะ เพ่ือศึกษา 
1. ผลของชนิดของไมโครอิมัลชันและชนิดของน้ ามันต่อคุณสมบัติของต ารับไมโครอิมัลชันที่

บรรจุสาร ectoin 
2. ประเมินคุณสมบัติของไมโครอิมัลชันที่บรรจุสาร ectoin ได้แก่ คุณลักษณะทางกายภาพ การ

ปลดปล่อยและการซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังของสาร ectoin จากระบบไมโครอิมัลชัน 
3. ความคงตัวทางกายภาพและทางเคมีของต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 
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บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

 
2.1 Photoaging 

 ริ้วรอยของผิวหนังเกิดได้จากหลายสาเหตุ ทั้งสาเหตุภายใน เช่น พันธุกรรม เชื้อชาติ และ
สาเหตุภายนอก เช่น รังสีอินฟราเรด ควันบุหรี่ และการสัมผัสแสงแดด การสัมผัสแสงแดดเป็นสาเหตุ
ส าคัญที่ก่อให้เกิดริ้วรอยที่ใบหน้า (Krutmann, 2011)  การเกิดริ้วรอยก่อนวัยที่เกิดจากแสงแดด 
(photoaging) สาเหตุ ร้อยละ 95 เกิดจากรังสีอัลตราไวโอเลตชนิด UVA ที่มีความยาวคลื่น 320-400 
nm (Bosch และคณะ, 2015)  โดยท าให้เกิดการก่อตัวของริ้วรอย นอกจากนี้  ยังมีผลลดการ
สังเคราะห์และการเชื่อมโยงเส้นใยคอลลาเจนในระยะยาว ท าให้ผิวหนังสูญเสียความยืดหยุ่นได้ โดย
กลไกท่ีท าให้เกิดริ้วรอยก่อนวัยมี 2 กลไก คือ กลไกท่ี 1 การเริ่มต้นในระดับการแสดงออกของยีนส์ใน
เซลล์   เคอราติโนไซท์ รังสี UVA ได้กระตุ้นสารสื่อประสาทล าดับที่สองในเซลล์ ส่งผลต่อการท างาน
ของ AP-2 และส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนส์ที่เกี่ยวข้องกับ pro-inflammatory เช่น ICAM-1 
ซึ่งก่อให้เกิดการท าลายเซลล์ผิวหนังก่อนวัย (รูปที่ 1) และกลไกที ่2 คือ รังสี UVA  ส่งผลต่อการกลาย
พันธ์ุของ DNA ในไมโตคอนเดรีย เป็นสาเหตุส าคัญซึ่งส่งผลให้เซลล์และและเนื้อเยื่อเกิดความชรา 
ส่งผลให้ผิวเกิดริ้วรอยก่อนวัย 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รูปภาพ 1 กลไกของ UVA ที่กระตุ้นการเกิด Photoaging ต่อเซลล์เคอราติโน 
(Krutmann และคณะ, 1996) 
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2.2 Ectoin 

 Ectoin เป็นนวัตกรรมใหม่ของสารออกฤทธิ์ตามธรรมชาติ  ถูกค้นพบในแบคทีเรียกลุ่ม 
halophilic เช่น Ectothiorhodospira halochloris ซึ่งสามารถเจริญเติบโตได้ดีภายใต้สภาวะที่
รุนแรงในทะเลสาบเกลือ น้ าทะเล และทะเลทราย (Galinski และคณะ, 1995)  โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้
สามารถทนต่อสภาพอากาศที่รุนแรงได้ เช่น การได้รับรังสี UV การอยู่ในที่แห้ง ในที่อุณหภูมิสูง หรือมี
ความเค็มสูง โดยกลุ่มแบคทีเรียนี้สามารถรักษาเสถียรภาพของเซลล์ได้โดยการสังเคราะห์สาร ectoin 
ซึ่งที่มีคุณสมบัติในการปกป้องเซลล์และช่วยให้สิ่งมีชีวิตนี้ทนอยู่ในสภาวะเช่นนั้นได้  (Bitop, 2006: 
online) 

2.2.1 ฤทธิ์ทางชีวภาพต่าง ๆ ของ ectoin 

    2.2.1.1 ฤทธิ์การชะลอริ้วรอยก่อนวัยท่ีเกิดจากแสงแดด (anti-photoaging) 

Buenger และ Driller (2004) ได้ท าการศึกษาผลของ ectoin ในเซลล์เคอราติโนไซท์ โดย
ท าการฉายรังสี UVA ขนาด 30 J/cm2 และให้สารละลาย ectoin 1 mM พบว่า ectoin สามารถ
ป้องกันการ กระตุ้นของรังสี UVA ต่อการกระตุ้น AP-2 และลดการแสดงออกของยีนส์ ICAM-1 ซ่ึง
เป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดการอักเสบของเซลล์ที่เป็นต้นเหตุของการเกิดริ้วรอยได้  และผลใกล้เคียง
กับกลุ่มควบคุม (A) (รูปที่ 2) นอกจากนี้ ยังพบว่า สารละลาย ectoin สามารถป้องกันการกลายพันธุ์
ของ DNA ในไมโตคอนเดรียจากการกระตุ้นจากรังสี UVA ได ้
 

 
 
 
 
 

รูปภาพ 2 ผลการยับยั้งสารสื่อประสาทล าดับที่สองและการกระตุ้น AP-2 ของสารละลาย 
ectoin จากการกระตุ้นด้วยรังสี UVA โดย A คือ ไม่ได้รับรังสีและสารละลาย ectoin, B คือ 
ได้รับรังสีแต่ไม่ได้รับสารละลาย ectoin และ C คือ ได้รับรังสีและสารละลาย ectoin 
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    2.2.1.2 ฤทธิ์การปกป้องเซลล์จากสภาวะต่าง ๆ 

Graf และคณะ (2008) ไดุ้ท าการศึกษาโดยใช้วิธี red blood cell assay พบว่า สารละลาย 
ectoin 0.1, 0.5, 1 และ 5% สามารถปกป้องความคงตัวของเยื่อหุ้มเซลล์ได้ และในการศึกษาในเซลล์
เพาะเลี้ยง พบว่า ครีมที่มี  ectoin 1% สามารถป้องกันผลของรังสี  UV ที่จะลดจ านวนเซลล์  
Langerhans ได้อย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้  Lentzen และ Schwarz (2006) ยังพบว่า ectoin 
สามารถลดการ กระตุ้นการท าลายเซลล์เคอราติโนไซต์จากรังสี UV โดยสามารถลด sunburn cell ได้
อย่างมีนัยส าคัญ และ ectoin ยังมีความสามารถปกป้องเซลล์เคอราติโนไซต์ โดยลดการท าลาย DNA 
จากรังสี UVA และจากแสงที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า (Botta และคณะ, 2008) และจากภาวะเครียด
จากความร้อนได ้(Buommino และคณะ, 2005)  
    2.2.1.3 ฤทธิ์เพิ่มความชุ่มชื้นแก่ผิวหนัง 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพ 4 ค่าการสูญเสียน้ าทางผิวหลังจากกระตุ้นด้วยสารลดแรงตึงผิวและเม่ือใช้ครีมที่มี ectoin 

รูปภาพ 3 ผลการเพ่ิมความชุ่มชื้นของผิวหนังในอาสาสมัครเมื่อใช้ครีม ectoin  
(Graf และคณะ, 2008) 
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Graf และคณะ (2008) ได้ท าการศึกษาในอาสาสมัคร โดยการทาครีมที่มี ectoin ความ
เข้มข้น 0% (กลุ่มควบคุม), 0.5% และ 1% วันละ 2 เวลา วัดความชุ่มชื้นผิวด้วยเครื่อง corneometer  
ที่วันที่ 8 จนถึงวันที่ 12 หลังจากนั้นหยุดการใช้ครีม 7 วัน แล้ววัดผลอีกครั้ง พบว่า เมื่อใช้ครีมที่มี 
ectoin 1% ในอาสาสมัคร สามารถเพ่ิมความชุ่มชื้นแก่ผิวหนังได้นาน 7 วัน (รูปที่ 3) นอกจากนี ้ยังได้
ประเมินผลต่อการสูญเสียน้ าทางผิว (transepidermal water loss, TEWL) เมื่อใช้สารลดแรงตึงผิว 
โดยท าการทดสอบในอาสาสมัครจ านวน 5 คน และทาครีม ectoin วันละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 1 อาทิตย์ 
พบว่า ครีมที่มี ectoin 2% และ 5% สามารถลดค่า TEWL จากการท าลายของสารลดแรงตึงผิวได้
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (ครีมท่ีไม่มียา ectoin) (รูปที่ 4) 

อย่างไรก็ตาม Heinrich, Garbe และ Tronnier (2007) ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง
ครีมที่มี ectoin 2% ต ารับครีมเปล่า และกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ให้ผลิตภัณฑ์ใด ๆ ก่อนและหลังใช้ 4 
สัปดาห์ พบว่า การใช้ครีมเปล่าและครีม ectoin 2% ให้ประสิทธิภาพในการเพ่ิมความชุ่มชื้นได้ดีกว่า
ก่อนใช้ ส่วนผลของการลดความหยาบกร้านริ้วรอย ทั้ง 3 กลุ่ม ก่อนใช้และหลังใช้ไม่มีความแตกต่าง
กัน (รูปที่ 5) จากผลการศึกษานี้ ไม่พบประสิทธิศักย์ของ ectoin อย่างชัดเจน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2.2 คุณสมบัติทางเคมีกายภาพของ ectoin  

   สาร ectoin มีคุณสมบัติเป็นผงแห้งสีขาว โครงสร้างทางเคมีแสดงดังรูปที่ 6 มีมวลโมเลกุล 
142.16 g/mol มีค่าการละลายในน้ าเท่ากับ 550 g/L ค่าการละลายใน methanol เท่ากับ 36g/l มี
จุดหลอมเหลวเท่ากับ 280°C (  Bitop, 2006: online) ค่า log P เท่ากับ -0.8 มีความคงตัวดีในช่วง 
pH 1-9 และคงตัวที่ 190°C เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (Pubchem, 2015 : online)  
 

รูปภาพ 5 ผลการเพ่ิมความชุ่มชื้นและความยืดหยุ่นของผิวหนังเมื่อใช้ผลิตภัณฑ์ A (ครีมเปล่า), B 
(ครีม ectoin 2%) และ control (ไม่มีการให้ผลิตภัณฑ์ใดๆ) (Heinrich, Garbe และ Tronnier, 
2007) 
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รูปภาพ 6 โครงสร้างทางเคมีของ ectoin (Bitop, 2006 : online) 
 

2.2.3 การศึกษาระบบน าส่งสาร ectoin เข้าสู่ผิวหนัง 

     2.2.3.1 ระบบ submicron emulsions 

 งานวิจัยของ Ebrahimi และคณะ (2008) ได้ศึกษาผลของวิธีการเตรียม   submicron 
emulsion ต่อขนาดและการกระจายขนาดอนุภาคและการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของ ectoin 
โดยเทียบระหว่างวิธีการเตรียม  3 วิธี  คือ homogenizer, high pressure homogenizer และ 
membrane emulsification โดยพบว่า การเตรียมด้วยวิธี  high pressure homogenizer และ 
membrane emulsification จะให้ขนาดอนุภาค 300-320 nm ซึ่งเล็กกว่าวิธี homogenizer และ
ขนาดอนุภาคท่ีเล็กส่งผลให้ ectoin สามารถซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังได้สูงกว่าขนาดอนุภาคใหญ่ (ตารางที่ 
1 และ รูปที่ 7) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิธีการเตรียม ปริมาณ ectoin ในผิว (mg/cm2) 

Homogenizer 
High pressure homogenizer 
Membrane emulsification 

0.0699 
0.121 
0.1187 

ตาราง 1 ปริมาณ ectoin ในผิวของต ารับ submicron emulsion ที่เตรียมด้วยวิธีการต่างๆ 
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2.2.3.2 ระบบ microemulsion 

   Gattfreund (2006) ได้ จดสิทธิบั ตรระบบไมโคร อิมัลชันของ  ectoin เ พ่ือใช้ทาง
เครื่องส าอาง โดยมีการระบุส่วนประกอบที่ใช้ในระบบไมโครอิมัลชันหลายส่วนประกอบ อย่างไรก็ตาม 
ยังไม่มีการศึกษาผลของชนิดของไมโครอิมัลชันและชนิดของน้ ามันต่อการน าส่งสาร  ectoin เข้าสู่
ผิวหนัง 
 
2.3 ระบบไมโครอิมัลชัน 

 ระบบไมโครอิมัลชัน มีลักษณะเป็นของเหลวใส ความหนืดต่ า ประกอบด้วยเฟสน้ า เฟสน้ ามัน 
สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวร่วม  มีขนาดอนุภาคภายในประมาณ 10-100 nm  (Kogan 
และ Garti, 2006) โดยระบบไมโครอิมัลชันมีข้อดีหลายประการ ได้แก่ มีความสามารถในการละลายทุุ่
ดี มีความคงตัวทางเทอร์โมดานิมิกส์ สามารถเตรียมได้ง่ายไม่ยุ่งยาก ราคาไม่แพง ช่วยเพิ่มความคงตัว
ของสารส าคัญได้ และช่วยเพ่ิมการซึมผ่านของสารเข้าสู่ผิวหนังได้ โดยกลไกการเพ่ิมการซึมผ่านของ
สารเข้าสู่ผิวหนังมีหลายกลไก ได้แก่  
 1. คุณสมบัติของไมโครอิมัลชันในการละลายสารได้สูง โดยสามารถละลายสารได้ดีทั้งสารที่มี
คุณสมบัติชอบน้ าและไม่ชอบน้ า ท าให้ในต ารับสามารถบรรจุสารส าคัญได้มาก เพ่ิมความสามารถใน
การแพร่ผ่านสู่ผิว (Yaun และคณะ, 2006, Changez และคณะ, 2006)  โดยสารที่มีคุณสมบัติชอบ
น้ า  เ ช่ น  prilocaine hydrochloride (Kreilgaard, Pedersen แ ล ะ  Jaroszewski, 2000),      
penciclovir (Zhu และคณะ, 2008), nicotinamide (Boonme และคณะ, 2014) และ caffeine 
(Sintov และ Greenberg, 2014) และสารที่มีคุณสมบัติชอบน้ ามัน เช่น quercetin (Kitagawa และ

รูปภาพ 7 ผลของวิธีการเตรียมต่อขนาดอนุภาคของ submicron emulsion ที่มี ectoin 
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คณะ, 2009), 8-methoxsalen (Baroli และคณะ, 2000) และ lidocaine (Kreilgaard และคณะ, 
2000)  
 2. ช่วยเพ่ิมการน าส่งสารผ่านผิวหนังได้โดยส่วนประกอบของระบบไมโครอิมัลชัน คือ น้ ามัน 
สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวร่วม มีผลรบกวนโครงสร้างของหนังก าพร้า (Delgado-Charo 
และคณะ, 1997; Dreher และคณะ, 1997)  
 3. มีคุณสมบัติในการปกคลุมผิวหนัง (occlusive) ท าให้ผิวเกิดความชุ่มชื้นขึ้น (Prince, 
1997) 
 4. ขนาดของอนุภาคที่เล็กท าให้มีพ้ืนที่ผิวมาก การสัมผัสผิวมีมากขึ้น และสามารถแทรกผ่าน
ผิวชั้นหนังก าพร้าได้ดี (Heuschkel และคณะ, 2008) 
 

2.3.1 วัตถุดิบที่ใช้ในการเตรียมสูตรต ารับไมโครอิมัลชัน 

- เฟสน ้ามัน  
 ชนิดของน้ ามันที่ใช้ในการเตรียมไมโครอิมัลชันมีผลต่อคุณสมบัติของไมโครอิมัลชันที่เตรียมได้ 
โดยควรเลือกใช้น้ ามันที่มีโครงสร้างสายสั้นถึงปานกลาง มีความสามารถในการละลายสารส าคัญได้ดี 
ปลอดภัยไม่เป็นพิษ ไม่ระคายเคือง สามารถท าให้เกิดไมโครอิมัลชันได้ในบริเวณกว้าง และควรเลือก
น้ ามันที่มีผลช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังในกรณีเตรียมผลิตภัณฑ์ส าหรับน าส่งสารส าคัญเข้าสู่ผิวหนัง  
โดยน้ ามันที่มีผลช่วยเพิ่มการซึมผ่านผิวหนัง ได้แก่ isopropyl myristate และ oleic acid 
 Isopropyl myristate เป็นน้ ามันในกลุ่มไตรกลีเซอไรด์สายปานกลางที่นิยมใช้ในสูตรต ารับ
เครื่องส าอาง และนิยมใช้ในระบบไมโครอิมัลชันเช่นเดียวกัน เนื่องจากเป็นน้ ามันที่ไม่พบการระคาย
เคือง (Gupta, 2005) และยังพบว่า IPM มีความสามารถในการเพ่ิมการน าส่งสารสู่ผิวโดยรบกวน   
ชั้นไขมันที่ผิวและท าลายหนังก าพร้า (Engelbrecht และคณะ, 2012) 
 Oleic acid เป็นน้ ามันในกลุ่มกรดไขมันที่มีความสามารถในการเพ่ิมการซึมผ่านผิวได้ดี โดย
สามารถท าลายชั้นไขมันในชั้นผิว (Kogan และ Garti, 2006; Kreilgaard และคณะ, 2000; Li และ
คณะ, 2004; Paolino และคณะ, 2002; Zhao และคณะ, 2006) ดังนั้น oleic acid จึงเหมาะแก่การ
เลือกน ามาเป็นเฟสน้ ามันในระบบไมโครอิมัลชันส าหรับช่วยเพิ่มการน าส่งสารเข้าสู่ผิวหนัง   

-สารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วม 
 ระบบไมโครอิมัลชันส่วนใหญ่ประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วมใน
ปริมาณที่สูง ซึ่งอาจเป็นสาเหตุท าให้เกิดการระคายเคืองผิวได้ (Lawrence และ Rees, 2000) จึงควร
เลือกใช้สารลดแรงตึงผิวที่ปลอดภัยต่อผิวหนัง ได้แก่ L.A.S.®  (PEG-8 caprylic/capric glycerides) 
ซึ่งมีการศึกษาว่ามีความระคายเคืองต่ า (Djordevic  และคณะ, 2004; Kreilgaard, 2001)  และการ
ใช้สารลดแรงตึงผิวร่วมท าให้ลดปริมาณของสารลดแรงตึงผิวในสูตรต ารับซึ่งลดโอกาสการเกิดการ
ระคายเคืองผิวหนังได้  
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Engelbrecht%2525252520TN%252525255BAuthor%252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=22614257
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2.3.2 ปัจจัยท่ีมีผลต่อคุณสมบัติของไมโครอิมัลชัน 

-ผลของชนิดไมโครอิมัลชัน  
 ชนิดของไมโครอิมัลชันที่แตกต่างกันส่งผลต่อการปลดปล่อยของสาร เช่น sodium ascorbyl 
phosphate โดยพบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด o/w มีอัตราการปลดปล่อยสารที่เร็วกว่าชนิด w/o 
(Polona และคณะ, 2003) นอกจากนี้ ยังมีรายงานเกี่ยวกับผลของชนิดไมโครอิมัลชันต่อการซึมผ่าน
ของสารเข้าสู่ผิวหนัง พบว่า ส่วนใหญ่ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด o/w มีความสามารถในการเพ่ิมการ 
ซึมผ่านของสารทั้งชนิดชอบน้ าและชอบน้ ามันได้ดีกว่าไมโครอิมัลชันชนิด w/o เช่น ต ารับไมโคร
อิมั ล ชั นของ   glucose (Delgado-Charro และคณะ , 1997), lidocaine, estradiol, lidocaine 
hydrochloride และ ditiazem hydrochloride (Lee, Langer และ Shastri, 2003), tetracaine 
hydrochloride (Changez และคณะ, 2006), dibucaine และ tetracaine (Buraphacheep และ
คณะ , 2007), sodium nonivamide acetate (Huang แล ะคณะ , 2008), ketoprofen และ    
caffeine (Zhang และ Michniak-Kohn, 2011) แต่ในบางงานวิจัยที่พบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด w/o 
มีความสามารถในการเพ่ิมการซึมผ่านของสารได้ดีกว่าชนิด o/w เช่น ต ารับไมโครอิมัลชันของสาร 
quercetin (Kitagawa และคณะ, 2009) และ 8-methoxsalen (Baroli และคณะ, 2000) แต่อย่างไร
ก็ตาม ยังพบว่ามีบางงานวิจัยที่พบว่า ชนิดของไมโครอิมัลชันไม่มีผลต่อการซึมผ่านของสารเข้าสู่
ผิวหนังอย่างมีนัยส าคัญ เช่น ต ารับไมโครอิมัลชันของสาร caffeine (Naoui และคณะ, 2011;   
Sintov และ Greenberg, 2014) นอกเหนือจากนี้ ชนิดของไมโครอิมัลชันยังส่งผลต่อความคงตัวของ
สารส าคัญที่บรรจุในระบบไมโครอิมัลชันด้วย (Gallarate และคณะ, 1999) 

-ผลของชนิดน ้ามัน 
 น้ ามันบางชนิดมีความสามารถในการช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิว (penetration enhancer) ได้ 
เช่น isopropyl myristate และ olecic acid ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดของน้ ามันด้วย งานวิจัยของ Peltola 
และคณะ   (2003) พบว่า สูตรต ารับที่ใช้ oleic acid จะน าส่งสาร estradiol ได้ดีกว่าสูตรต ารับที่ใช้ 
IPM เป็นเฟสน้ ามัน เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Rhee และคณะ (2001) ที่พบว่าต ารับที่ใช้ oleic 
acid สามารถเพ่ิมการซึมผ่านสาร ketoprofen ได้ดีกว่าต ารับที่ใช้ IPM นอกจากนี้ ชนิดของน้ ามันยัง
มีผลต่อการปลดปล่อยของสารส าคัญจากต ารับไมโครอิมัลชันด้วย งานวิจัยของ Panapisal และคณะ 
(2012) พบว่า สูตรต ารับที่ใช้ glyceryl monooleate จะให้อัตราการปลดปล่อยสาร silymarin ที่
เร็วกว่าสูตรต ารับที่ใช้ ethyl oleate, IPM และ oleic acid  

-ผลของชนิดสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วม 
 สารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วมชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในการเตรียมไมโครอิมัลชัน จะ
ส่งผลต่อการซึมผ่านของสารส าคัญ เช่น งานวิจัยของ Hosmer และคณะ (2009) พบว่า หากใช้สาร
ลดแรงตึ งผิ ว  Capmul® (Medium-chain mono and diglycerides) จะเ พ่ิมการซึมผ่ านสาร   
adenosine และ progesterone ได้ดีกว่า Tween® 80 ตามล าดับ และงานวิจัยของ Huang และ
คณะ (2008) พบว่า หากใช้ ethanol เป็นสารลดแรงตึงผิวร่วมจะเพ่ิมการซึมผ่านของสาร sodium 
nonivamide acetate ได้ดีกว่า isopropanol, 1-propanol และ 1,2-propandiol ตามล าดับ ซึ่ง
ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Peltola และคณะ (2009) ที่พบว่า การใช้ ethanol เป็น
สารลดแรงตึงผิวร่วมจะให้การซึมผ่านของสาร estradiol ได้ดีกว่าการใช้ isopropanol นอกจากนี้ 
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ชนิดของสารลดแรงตึงผิวที่ใช้ยังส่งผลต่อความคงตัวทางเคมีของสารส าคัญด้วย ดังปรากฎในงานวิจัย
ของ Panapisal และคณะ (2012) ที่พบว่า สารลดแรงตึงผิว Labrasol® จะให้ความคงตัวของสาร 
silymarin ดีกว่า Tween® 20 และ Span® 20 ตามล าดับ 

-ผลของสัดส่วนระหว่างสารลดแรงตึงผิวกับสารลดแรงตึงผิวร่วม 
 มีหลายงานวิจัยพบว่าสัดส่วนระหว่างสารลดแรงตึงผิวกับสารลดแรงตึงผิวร่วมได้ส่งผลต่อการ
ซึมผ่านสารทางผิวหนัง เช่น งานวิจัยของ Kreilgaard และคณะ (2000) พบว่า หากใช้อัตราส่วน
ระหว่าง  Labrasol®:plurol isostearique เท่ากับ 3:1 จะสามารถน าส่ งสาร  lidocaine และ  
prilocaine ได้ดีดีกว่าอัตราส่วน 2:1 และ 1:1 และงานวิจัยของ Changez และคณะ (2006) พบว่า
หากใช้ อัตราส่วนระว่ าง  lecithin:n-propanol พบว่า  อัตราส่ วน 1:2 จะสามารถน าส่ งสาร      
tetracaine hydrochloride ได้มากที่สุด 
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บทที ่3 
 

วิธีด้าเนินการวิจัย 

 
3.1 สารเคมี อุปกรณ์และเครื่องมือ 

3.1.1 สารเคมี 

- Acetonitrile, HPLC grade (Lot no. 100197, Honeywell Burdock & Jackson, 
Korea) 

- Disodium hydrogen phosphate (Lot no. F1021786b 125, Merck KGaA, 
Germany)  

- Ectoin (Lot no. 96702-03-3 , Merck KGaA, Germany)  
- HCO-40® (PEG-40 hydrogenated castor oil) (Lot no. 10001290 , Nikko 

Chemicals Co., Ltd., Tokyo, Japan) 
- Isopropyl myristate (Lot no. 90184B , BRENNTAG, Singapore) 
- L.A.S.®  (PEG-8 caprylic/capric glycerides) (Lot no. 149291 , Gattefossé, 

Baden-Württember, Germany) 
- Methanol, HPLC grade (Lot no. 100233, Honeywell Burdock & Jackson, 

Korea) 
- Oleic acid (Lot no. 000034096, Panreac, Spain) 
- Potassium chloride (Lot no. K37429936, Merck KGaA, Germany)  
- Potassium dihydrogen phosphate (Lot no. A262673 045, Merck KGaA, 

Germany)  
- Sodium chloride (Lot no. F102603 115, Merck KGaA, Germany)  
- Transcutol® (ethoxydiglycol) (Lot no. 145176 , Gattefossé, Baden-

Württember, Germany) 
- Ultrapure® water (Maxima UF, Elga) 

3.1.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

- Analytical balance (UMTZ, Mettler Toledo, Switzerland) 
- Brookfield viscometer (Brookfield engineering laboratories, Inc., Middleboro 

MA, USA) 
- High performance liquid chromatography system (Aligent Technologies, 

United States) 
- Column (C18 column, Capcell Pak NH2 UG80 S5, Shiseido, Japan) 
- Hot air oven (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Inc., USA) 
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- Membrane dialysis, molecular weight cutoff (MWCO) 12-14 kDa (Lot No. 
9587, Cellu-Sep® T4, Membrane filtration products, Inc., USA)  

- Micropipette (Gilson, France) 
- Modified Franz diffusion cells (Science service, Thailand) 
- pH meter (Beckman, USA) 
- Shaker (Stuart Scientific, UK) 
- Sonicator (Model TP680DH, Elma, Germany) 
- Syringe filter (CNW Technologies, China) 
- Vortex mixer (Vortex Genie-2, Scientific Industries, USA) 
- Zetasizer (Zetasizer ZS, Malvern Instruments, UK) 

 

3.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin โดยใช้วิธี HPLC 

 วิธ ีHPLC น ามาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ ecotin ในต ารับไมโครอิมัลชัน ศึกษาความคง
ตัวของ ectoin ในสูตรต ารับ หาปริมาณ ectoin ที่ถูกปลดปล่อยออกจากต ารับ และท่ีซึมผ่านผิวหนัง
แบบนอกกาย โดยวิธ ีHPLC ใช้สภาวะดังนี้ 
คอลัมน์:   C18 column, Capcell Pak NH2 UG80 S5 (Shiseido, Japan) 
เฟสเคลื่อนที่:  10 mM phosphate buffer pH 7.5/acetonitrile (20/80 v/v) 
ปริมาณที่ฉีด:  10 ไมโครลิตร 
อัตราการไหล:  1 มิลลิลิตรต่อนาที 
เครื่องตรวจวัด:  UV detector @ 220 nm 
อุณหภูมิ: 25 °C 
เวลาที่ใช้:  14 นาที 
 โดยมีการตรวจสอบความถูกต้องบางส่วน (validation) ของวิธีการวิเคราะห์ โดยใช้เกณฑ์
จาก ICH Q2(R1) มีค่าพารามิเตอร์ที่ส าคัญ คือ  

- ความจ้าเพาะ (specificity)  
 Specificity หมายถึง วิธีการวิเคราะหที่มีความสามารถในการเลือกวัดเฉพาะสารที่ตองการ
จะวัด เพุุือให้แน่ใจว่าเมื่อวิเคราะห์แล้ว ไม่มีสารใดรบกวนหรือมีผลกระทบต่อสารส าคัญ โดยใน
การศึกษานี้ จะท าการวิเคราะห์สารละลายของ ectoin ในน้ าความเข้มข้น 12 µg/ml ต ารับไมโคร
อิมัลชันเปล่าทุกสูตรที่เจือจาง 1,700-16,000 เท่า (ขึ้นกับสูตรต ารับ) ต ารับไมโครอิมัลชันเจือจางที่มี
การเติมสาร ectoin ความเข้มข้น 12 µg/ml ของเหลวตัวกลางที่ได้จากการศึกษาการซึมผ่านผิวหนัง
แบบนอกกายที่เวลา 24 ชม. และตัวท าละลายที่ได้จากการสกัดผิวหนังวิธีเดียวกับการศึกษาปริมาณ
สารที่สะสมในชั้นผิวหนัง โดยวิธี HPLC ในสภาวะที่ใช้ จะต้องมีความจ าเพาะต่อสาร ectoin โดยไม่มี
การรบกวนจากส่วนประกอบในสูตรต ารับและสารอ่ืนๆ  
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- ความเป็นเชิงเส้น (linearity)  
 Linearity หมายถึง ความสามารถของวิธีการวิเคราะหที่ให้ผลวิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความ
เขมขนของสารที่วิเคราะหในชวงความเขมขนที่ก าหนด ท าโดยการวิเคราะหสารละลาย ectoin ในน้ า 
ความเขมขน 6 ระดับ ในช่วง 1-50 µg/ml พลอตกราฟระหว่างค่า peak area และความเข้มข้น   
ค านวณหาสมการถดถอยและค่า coefficient of determination (r2) ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง 

- ความถูกต้อง (accuracy)  
Accuracy หมายถึง ความถูกตองของวิธีการวิเคราะหที่สามารถวัดไดคาใกลเคียงกับคาที่

แทจริงมากที่สุด แสดงวาการวิเคราะหนั้นมีความถูกตองสูง การหาค่าความถูกต้องท าโดยการวิ
เคราะหสารละลาย ectoin 3 ความเข้มข้นในช่วงที่ใช้ศึกษาความเป็นเชิงเส้น คือ 1, 15, 30 µg/ml 
และในแต่ละความเข้มข้นมีการเติมต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ทั้งสูตรต ารับที่มี IPM และ oleic 
acid เป็นเฟสน้ ามันด้วย ท าการทดสอบ 3 ครั้ง ค านวณหาระดับความถูกตองเป็นเปอร์เซ็นต์การ
กลับคืน (% recovery) ดังสมการที ่(1) 

% Recovery     =     (คาที่วิเคราะหได คาที่แทจริง) x 100 %     (1) 
เปอร์เซ็นต์การกลับคืนของการวิเคราะห์ควรอยู่ในช่วง 80-115% ส าหรับความเข้มข้นที่น้อย

กว่า 10 µg/g และในช่วง 85-110% ส าหรับความเข้มข้นที่มากกว่าหรือเท่ากับ 10 µg/g (AOAC 
Guideline, 2013) 

- ความแม่นย้า (precision)  
Precision หมายถึง ความแมนย าของการวิเคราะหซ้ า ๆ กัน ความแตกตางของผลการวิ

เคราะหที่ไดจากการวิเคราะหซ้ า ๆ นี้จะแสดงเปนค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (coefficient of 
variation, CV) ในการทดสอบส าหรับงานวิจัยนี้ จะทดสอบความแม่นย าของวิธีการวิเคราะห์แบบ 
Repeatability (within-run precision) โดยท าการวิเคราะห์สารละลาย ectoin 3 ความเข้มข้น คือ 
1, 15, 30 µg/ml และในแต่ละความเข้มข้นมีการเติมต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ทั้งสูตรต ารับที่มี 
IPM และ oleic acid เป็นเฟสน้ ามันด้วย ท าการทดสอบความเข้มข้นละ 3 ครั้ง ค านวณหาค่า %CV 
ของแต่ละความเข้มข้น %CV ของการวิเคราะห์ควรน้อยกว่า 6% ส าหรับความเข้มข้นที่น้อยกว่า 10 
µg/g และน้อยกว่า 4% ส าหรับความเข้มข้นที่มากกว่าหรือเท่ากับ 10 µg/g (AOAC Guideline, 
2013) 
 

3.3 การตั้งสูตรต ารับไมโครอิมัลชัน 

 สูตรต ารับไมโครอิมัลชันที่ใช้ในการศึกษานี้ได้เลือกมาจากซูโดเทอนารีเฟสไดอะแกรมจากงาน
วิทยานิพนธ์ของ Panapisal และคณะ (2012) โดยเลือกสัดส่วนของส่วนประกอบที่น่าจะสามารถท า
ให้เกิดไมโครอิมัลชันชนิดน้ ามันกระจายในน้ า (o/w) และชนิดน้ ากระจายในน้ ามัน (w/o) ได้ โดย
เลือกส่วนประกอบที่มีสารลดแรงตึงและสารลดแรงตึงผิวร่วมชนิดเดียวกัน  และมีน้ ามันชนิดที่มี
คุณสมบัติเป็นสารช่วยเพิ่มการซึมผ่านผิวหนังได้ โดยส่วนประกอบที่เลือกมีดังนี้ 

- เฟสน้ ามัน คือ isopropyl myristate (IPM) หรือ oleic acid 

- สารลดแรงตึงผิว คือ L.A.S.® 

- สารลดแรงตึงผิวร่วม คือ Transcutol® และ HCO-40®  
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- เฟสน้ า คือ ultrapure® water  
 สูตรต ารับที่เลือกน ามาศึกษามีส่วนประกอบและสัดส่วนโดยน้ าหนักแสดงดังตารางที่  2 
วิธีการเตรียม โดยชั่งสารลดแรงตึงผิว สารลดแรงตึงผิวร่วม น้ ามัน และน้ า ตามล าดับในปริมาณตาม
สัดส่วนที่ระบุไว้อย่างถูกต้อง ผสมให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้เครื่องผสม vortex จากนั้น น า
ส่วนผสมที่เตรียมได้ไปประเมินคุณลักษณะของไมโครอิมัลชันตามข้อ 3.4  
 
ตาราง 2 ส่วนประกอบของไมโครอิมัลชันที่ศึกษา 

ต ารับที่ เฟสน้ ามัน ชนิด 
ปริมาณที่ใช้ (%w/w) 

น้ ามัน L.A.S.® HCO-40® Transcutol® น้ า 

IPM o/w 
IPM 

o/w 4 17 17 34 28 

IPM w/o w/o 24 17 17 34 8 

Oleic o/w 
oleic acid 

o/w 4 15.5 15.5 31 34 

Oleic w/o w/o 30 15.5 15.5 31 8 

 

3.4 การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพของไมโครอิมัลชัน 

 3.4.1 ลักษณะภายนอก 

 การประเมินลักษณะภายนอกของต ารับโดยการประเมินด้วยตาเปล่าและบันทึกลักษณะที่ได้  
สูตรต ารับที่เกิดไมโครอิมัลชัน คือ สูตรที่ให้ลักษณะเป็นของเหลวใส สามารถไหลได้ เป็นเนื้อเดียวกัน 
ไม่มีการแยกชั้น จากนั้น เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 สัปดาห์ และประเมินลักษณะภายนอกด้วย
ตาเปล่าอีกครั้ง 
 3.4.2 ชนิดของไมโครอิมัลชัน 

 การทดสอบชนิดของไมโครอิมัลชันด้วยวิธี dilution test ท าโดยการผสมไมโครอิมัลชันที่ได้
กับน้ าหรือน้ ามันในอัตราส่วน 1:1 ด้วยเครื่องผสม vortex  ประเมินโดยพิจารณาจากการผสมเป็นเนื้อ
เดียวกัน หากผสมไมโครอิมัลชันกับน้ าแล้วสามารถเข้ากันได้ดี แสดงว่าเป็นชนิดน้ ามันกระจายในน้ า 
แต่หากผสมกับน้ าแล้วเกิดการแยกชั้น แสดงว่าเป็นชนิดน้ ากระจายในน้ ามัน และเมื่อผสมกับน้ ามันที่
ใช้ในสูตรต ารับ ผลที่ได้จะตรงข้ามกัน 
 3.4.3 ความหนืด 

 การประเมินความหนืดของต ารับไมโครอิมัลชัน โดยใช้เครื่อง Brookfileld viscometer โดย
ท าการทดลองซ้ าต ารับละ 3 ครั้งที่อุณหภูม ิ25°C 
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 3.4.4 ขนาดและการกระจายขนาด 

 การประเมินขนาดและการกระจายขนาดของเฟสภายในของไมโครอิมัลชัน ท าโดยใช้เครื่อง 
Zetasizer โดยท าการทดลองซ้ าต ารับละ 3 ครั้ง 
 

3.5 การพัฒนาต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

      3.5.1 การหาค่าการละลายของ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชัน 

  การทดลองเบื้องต้นในการหาค่าการละลายของ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชันแต่ละสูตร
ต ารับ ท าท่ีอุณหภูมิห้อง โดยชั่ง ectoin ปริมาณ 50 mg ส าหรับไมโครอิมัลชันชนิด o/w และปริมาณ 
20 mg ส าหรับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ในหลอดทดลองแบบมีฝาปิด จากนั้น ค่อย ๆ เติมไมโคร
อิมัลชันทีละ 100 µl ด้วยไมโครปิเปต แล้ว vortex ปั่นผสม หากสาร ectoin ยังไม่ละลาย ให้เติมไม
โครอิมัลชันลงไปอีก จนกว่าจะละลายหมดและไม่มีการตกตะกอนภายในเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บที่
อุณหภูมิห้องเพ่ือสังเกตการตกตะกอน ความขุ่น หรือการแยกชั้น บันทึกปริมาณไมโครอิมัลชันที่ใช้ใน
การละลาย ectoin ค านวณหาค่าการละลายอ่ิมตัวของ ectoin เป็น %w/w ของแต่ละสูตรต ารับ 
      3.5.2 การเตรียมไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin  

 ปริมาณ ectoin ที่บรรจุในแต่ละสูตรต ารับเลือกใช้ที่ 90% ของค่าการละลายอ่ิมตัวที่หาได้
จากการทดลองในข้อ 3.5.1 เพ่ือป้องกันการตกตะกอน วิธีการเติม ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชัน  ท า
โดยละลาย ectoin ในน้ าก่อน แล้วจึงเติมส่วนผสมอ่ืนลงไป ผสมด้วยเครื่อง vortex ให้เข้าเป็นเนื้อ
เดียวกัน จากนั้น ประเมินต ารับตามข้อ 3.6 
 

3.6 การประเมินต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

 3.6.1 คุณลักษณะทางกายภาพ  

  การประเมินคุณลักษณะทางกายภาพของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ  ectoin ได้แก่ ลักษณะ
ภายนอก ชนิดของไมโครอิมัลชัน ความหนืด และขนาดของเฟสภายใน โดยใช้วิธีเช่นเดียวกับข้อ 
3.4.1-3.4.4 
 3.6.2 ปริมาณ ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชัน   

  การหาปริมาณ ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชันหลังจากเตรียมเสร็จ ท าโดยการวิเคราะห์หา
ปริมาณด้วยวิธีโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ตามวิธีในข้อ 3.2 โดยชั่ง      ไมโคร
อิมัลชันปริมาณ 0.1 g ละลายด้วยเมทานอลจนได้สารละลายใส และเจือจางด้วย mobile phase ให้
ได้ความเข้มข้นที่เหมาะสม จากนั้น น าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC ค านวณปริมาณ ectoin โดยเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของสาร ectoin และค านวณปริมาณ ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชันเป็น %w/w 
ดังสมการที่ 2 และ % labeled amount ดังสมการที่ 3 เกณฑ์ที่ยอมรับได้อยู่ในช่วง 85-115 % 
ส าหรับยาทาภายนอก (USP27, 2004) 
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 ปริมาณ ectoin ในต ารับ (%w/w)  = ปริมาณ ectoin ที่วิเคราะห์ได้ในไมโครอิมัลชัน  x 100    (2) 
      ปริมาณไมโครอิมัลชัน 
      % Labeled amount    = ปริมาณ ectoin (%w/w) ที่วิเคราะห์ได้ x 100           (3) 
               ปริมาณ ectoin ที่ใส่จริง (%w/w) 
 

3.7 การศึกษาความคงตัวทางกายภาพและทางเคมีของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

 การศึกษาความคงตัวของต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin ท าโดยการเก็บในขวดแก้วปิด
สนิทและเก็บในสภาวะเร่ง (CTFA, 2004) ที่อุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 2 เดือน สุ่มตัวอย่างหลังจากเก็บ
เป็นเวลา 1 และ 2 เดือน จากนั้น ประเมินลักษณะทางกายภาพของต ารับตามที่ระบุไว้ในข้อ 3.4.1 
และประเมินความคงตัวทางเคมีโดยการวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ในต ารับด้วยวิธี HPLC ตามข้อ 
3.2 
 

3.8 การศึกษาการปลดปล่อย ectoin แบบนอกกาย (Olejnik, Goscianska และ Nowak, 2012) 

 การศึกษาการปลดปล่อย ectoin จากไมโครอิมัลชันแบบนอกกาย โดยใช้เครื่อง modified-
Franz diffusion cell ใช้แผ่นเซลลูโลสเป็นตัวกั้นระหว่างตัวอย่างทดสอบและของเหลวตัวกลาง 
ทดสอบภายใต้สภาวะปิด (occlusive) และใช้น้ า (ultrapure® water) เป็นของเหลวตัวกลางส าหรับ
การทดสอบการปลดปล่อย (receptor medium) ควบคุมอุณหภูมิที่  37±1°C ปั่นด้วยความเร็ว 
800±1 รอบต่อนาที สุ่มเก็บตัวอย่าง 1.5 ml จากส่วนของเหลวตัวกลางที่เวลา 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 
3, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยทุกครั้งที่สุ่มจะเติมน้ าใหม่ที่อุณหภูมิ 37°C เข้าไปแทนที่ในปริมาณ
เท่ากับที่สุ่มออกมา น าของเหลวที่สุ่มได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร ectoin ด้วยวิธี HPLC ท าการ
ทดลองซ้ าต ารับละ 4 ครั้ง จากนั้น สร้างกราฟแสดงรูปแบบการปลดปล่อย (release profile) 
ระหว่างเปอร์เซ็นต์ปริมาณสะสมของ ectoin ที่ปลดปล่อยออกมา (%) กับเวลา (ชั่วโมง) และน า
ข้อมูลการปลดปล่อยที่ได้ไปเข้าสมการจลนศาสตร์การปลดปล่อยรูปแบบต่าง  ๆ ได้แก่ zero-order, 
first order และ Higuchi kinetics ตามสมการที ่4, 5 และ 6 ตามล าดับ 
 
 สมการ zero-order:  Mt   =   M0 + k0t    (4) 
 สมการ first-order:   ln (Minf - Mt)   =   - k1t   (5) 
 สมการ Higuchi:       Mt   =   M0 + kH     (6)  
 
 โดย Mt คือ เปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่ปลดปล่อยออกมาที่เวลา t; M0 คือ เปอร์เซ็นต์ของ 
ectoin ในต ารับตอนเริ่มต้น; Minf คือ เปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่ปลดปล่อยออกมาที่เวลา infinite 
time; k0, k1 และ kH คือ ค่าคงที่อัตราการปลดปล่อย (release rate constant) ของสมการ zero 
order, first order และ Higuchi ตามล าดับ  
 ข้อมูลต่าง ๆ จะถูกน าไปวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นตรง (linear regression analysis) และ
ค านวณหาค่า correlation of determination (r2) จากนั้น รูปแบบการปลดปล่อยที่มีค่า r2 เข้าใกล้ 
1 มากที่สุด จะเป็นรูปแบบที่เหมาะสมในการใช้อธิบายและเปรียบเทียบการปลดปล่อยสารจากต ารับ
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ต่าง ๆ โดยการค านวณหาค่าคงที่อัตราการปลดปล่อยต่อไป โดยมีกลุ่มควบคุมคือ สารละลาย ectoin 
ในน้ า ที่ความเข้มเข้น 90% ของค่าการละลายอ่ิมตัวในน้ า เปอร์เซนต์ปริมาณสะสมของ ectoin ที่
ปลดปล่อยออกมาค านวณได้จากสมการที่ 7 
 
  % Ectoin สะสมที่ถูกปลดปล่อย         =       (At/A0) x 100  (7) 
  โดย At คือ ปริมาณ ectoin สะสมที่ปลดปล่อยออกมา ณ เวลา t (mg) 
        A0 คือ ปริมาณ ectoin ทั้งหมดท่ีมีอยู่ในต ารับที่ทดสอบ (mg) 
 

3.9 การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังของ ectoin แบบนอกกาย (OECD, 2010) 

 การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของ ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชัน โดยใช้  
modified-Franz diffusion cell และใช้ผิวหนังลูกหมูแรกเกิดที่เสียชีวิตตามธรรมชาติในการศึกษา 
โดยมีกลุ่มควบคุม คือ สารละลาย ectoin ในน้ าที่ความเข้มเข้น 90% ของค่าการละลายอิ่มตัว ท าการ
ทดลองซ้ าต ารับละ 4 ครั้ง วิธีการทดสอบมีดังนี้  
 

3.9.1 การเตรียมหนังหมูส าหรับศึกษาการซึมผ่าน 

 หนังหมูที่ใช้ในการศึกษาการซึมผ่านผิวหนังของสาร จะใช้ผิวหนังของลูกหมูแรกเกิดในส่วน
ของบริเวณหน้าท้องแบบ full-thickness โดยตัดส่วนของชั้นไขมันและเนื้อทิ้งให้เหลือแต่ส่วนหนัง  
หลังจากนั้นท าความสะอาดด้วยน้ า ห่อเก็บโดยใช้อะลูมิเนียมฟอยล์ และเก็บในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ  
-20°C จนกว่าจะใช้งาน ก่อนการใช้งานให้แช่ด้วยของเหลวตัวกลาง คือ phosphate buffered 
saline (pH 7.4) ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 1 ชั่วโมง หลังจากนั้นตัดหนังให้ได้พ้ืนที่เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 3 cm 
 

3.9.2 การศึกษาการซึมผ่านผิวหนัง 

 วิธีการศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายคล้ายกับการศึกษาการปลดปล่อย ectoin ใน
ข้อ 3.8 แต่เปลี่ยนตัวกั้นจากแผ่นเซลลูโลสเป็นหนังหมู  และใช้ phosphate buffered saline (pH 
7.4) เป็นของเหลวตัวกลาง ควบคุมอุณหภูมิที่ 37±1°C  เตรียมอุปกรณ์โดยวางแผ่นหนังให้ส่วนหนัง
ก าพร้าอยู่ติดกับส่วน donor และให้ด้านหนังแท้ติดกับส่วน receptor อุ่นเครื่องประมาณ 30 นาที
หรือจนได้อุณหภูมิคงที่ จากนั้น ใส่ตัวอย่างต ารับละ 400 µl ลงบนส่วนของผิวหนังในแต่ละเซล ท า
การทดลองภายใต้สภาวะเปิด (non-occlusive) เก็บตัวอย่างจากส่วนของเหลวตัวกลาง 1.5 ml ที่
เวลา 24 ชั่วโมง วิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ด้วยวิธี HPLC ค านวณปริมาณ ectoin ที่ซึมผ่านผิวหนัง
ต่อพ้ืนที่การแพร่เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง (Q24, µg/cm2) และค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์การซึมผ่าน
ผิวหนังของ ectoin เมื่อเทียบกับปริมาณ ectoin ที่ใส่เริ่มต้น (%Q24) 
 หลังจากสิ้นสุดการทดลองการซึมผ่านผิวหนัง ให้ล้างตัวอย่างที่เหลืออยู่บนผิวหนังและในส่วน 
donor โดยชะด้วยเมทานอลส าหรับสูตรต ารับ ส่วนสารละลาย ectoin ในน้ าจะใช้น้ าในการชะ โดย
จะชะล้างจนกว่าจะใส หรือมั่นใจว่าไม่มีสารส าคัญหลงเหลืออยู่บนส่วนของ donor  ปรับปริมาตร 
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เจือจาง และกรองผ่านตัวกรองขนาด 0.45 ไมครอน น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ที่เหลืออยู่บน
ผิวหนัง ด้วยวิธี HPLC  ในส่วนของผิวหนัง จะน ามาตัดเป็นชิ้นเล็กๆ และสกัดด้วยเมทานอล 3 ml ปั่น
ผสมโดยใช้เครื่อง vortex น าไปผ่านเครื่องความถี่สูง 30 นาที จากนั้นน าไปเขย่าอีก 1.5 ชั่วโมง ดูด
ส่วนใสใส่ฟลาสค์วัดปริมาตรขนาด 5 ml จากนั้นเติมเมทานอลไปสกัดหนังที่เหลืออีก 2 ml น าไปผ่าน
เครื่องความถี่สูงอีก 30 นาที จากนั้นดูดส่วนใสลงในฟลาสค์วัดปริมาตรอันเดิม ปรับปริมาตรให้ได้ 5 
ml กรองผ่านตัวกรองขนาด 0.45 ไมครอน น าไปวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ด้วยวิธี HPLC ค านวณ
ปริมาณ ectoin ที่อยู่ในผิวหนังต่อพ้ืนที่การแพร่เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง (Qs, µg/cm2) และค านวณ
เป็นเปอร์เซน็ต์ของ ectoin ที่อยู่ในผิวหนังเมื่อเทียบกับปริมาณ ectoin ที่ใส่เริ่มต้น (%Qs) 
 การเปรียบเทียบการซึมผ่านของ ectoin จากต ารับไมโครอิมัลชันกับสารละลายในน้ า ท าโดย
ค านวณค่า enhancement factor (EF) ของเปอร์เซ็นต์ ectoin ที่อยู่ในผิวหนัง และของเปอร์เซ็นต์ 
ectoin ที่อยู่ในของเหลวตัวกลาง ดังสมการที ่8 และ 9 ตามล าดับ  
  EF ของ %Qs    =   (%Qs ของต ารับ) / (%Qs ของสารละลาย)  (8) 
  EF ของ %Q24   =   (%Q24 ของต ารับ) / (%Q24 ของสารละลาย)  (9) 
เปรียบเทียบค่าพารามิเตอร์ %Q24, %Qs, EF ของ %Qs และ EF ของ %Q24 ระหว่างสูตรต ารับไมโคร
อิมัลชันและสารละลายของ ectoin, ระหว่างไมโครอิมัลชันชนิด o/w และ w/o และระหว่างไมโคร
อิมัลชันชนิดเดียวกันที่มีน้ ามันต่างชนิดกัน 
 

3.10 การวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติ 

 ข้อมูลต่าง ๆ แสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SD) 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่าง 2 กลุ่มโดยใช้ Student’s t-test และเปรียบเทียบความ
แตกต่างระหว่างกลุ่มตัวอย่างตั้งแต่ 3 กลุ่มขึ้นไป ใช้ one-way analysis of variance (one-way 
ANOVA) และ Tukey HSD’s test ส าหรับเทียบความแตกต่างในกลุ่มย่อยของการศึกษา โดยจะ
ให้ผลแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ p < 0.05 
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บทที ่4 
 

ผลและการอภิปรายผลการทดลอง 

 

4.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin โดยใช้วิธี HPLC 

 ในการศึกษาวิจัยนี้ได้ท าการตรวจสอบวิธี HPLC ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสาร ectoin ใน
ต ารับไมโครอิมัลชันและการศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของสาร ectoin โดยท าการศึกษา
ในหัวข้อความจ าเพาะและความเป็นเชิงเส้น ผลการศึกษาเป็นดังนี้ 
 

4.1.1 ความจ าเพาะ (specificity)  

  จากโครมาโตแกรม HPLC ผลการศึกษาในรูปที่ 8 และ 9 แสดงให้เห็นว่า สาร ectoin มี 
retention time ประมาณ 9.3 นาที และไม่มีส่วนประกอบใดในสูตรต ารับไมโครอิมัลชันรบกวนการ
วิเคราะห์สาร ectoin รวมทั้งของเหลวตัวกลาง (PBS, pH 7.4) ที่ได้จากการศึกษาการซึมผ่านผิวหนัง
แบบนอกกายเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไม่รบกวนการวิเคราะห์นี้ด้วย ดังนั้น วิธี HPLC นี้สามารถใช้ในการ
วิเคราะห์หาปริมาณสาร ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชันที่ศึกษาและสามารถใช้ในการวิเคราะห์หา
ปริมาณ ectoin ที่ซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังได้  
 

รูปภาพ 8 โครมาโตแกรม HPLC ของสารละลายในน้ าของ ectoin 12 µg/ml 



 

 

22 

(ก) ไมโครอิมัลชันต ารับ IPM o/w    (ข) ไมโครอิมัลชันต ารับ IPM w/o  

 
 (ค) ไมโครอิมัลชันต ารับ oleic o/w               (ง) ไมโครอิมัลชันต ารับ oleic w/o 

(จ) ไมโครอิมัลชันต ารับ IPM o/w ที่มี ectoin         (ฉ) ไมโครอิมัลชันต ารับ IPM w/o ที่มี ectoin 
 
 
 
 
 

รูปภาพ 9 โครมาโตแกรม HPLC ของไมโครอิมัลชันเปล่า (ก-ง), ไมโครอิมัลชันที่มี ectoin (จ-ซ), 
ของเหลวตัวกลางที่ได้จากการศึกษาการซึมผ่านที่ 24 ชม. ที่ไม่มีและมี ectoin (ฌ-ญ), ตัวอย่าง
หนังหมูที่ได้จากการสกัดที่ไม่มีและมี ectoin (ฎ-ฏ)  
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รูปท่ี 9 โครมาโตแกรม HPLC ของไมโครอิมัลชันเปล่า (ก-ง), ไมโครอิมัลชันท่ีมี ectoin (จ-ซ), ของเหลวตัวกลางท่ีได้
จากการศึกษาการซึมผ่านท่ี 24 ชม. ท่ีไม่มีและมี ectoin (ฌ-ญ), ตัวอย่างหนังหมูท่ีได้จากการสกัดท่ีไม่มีและมี 
ectoin (ฏ-ฏ) (ต่อ) 
 

(ซ) ไมโครอิมัลชันต ารับ oleic o/w ที่ม ีectoin      (ซ) ไมโครอิมัลชันต ารับ oleic w/o ที่ม ีectoin 

   (ฌ) ของเหลวตัวกลางที่ได้จากการศึกษาการ   (ญ) ของเหลวตัวกลางที่ได้จากการศึกษาการซึมผ่าน
ซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 ชม.         ผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 ชม.ที่มeีctoin  

  (ฎ) ตัวอย่างหนังหมูที่ได้จากการสกัดด้วยวิธีเดียวกับ (ฏ) ตัวอย่างหนังหมูที่ได้จากการสกัด
การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกาย    ด้วยวิธีเดียวกับการศึกษาการซึมผ่านผิวหนัง ที่มี 
ectoin  
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4.1.2 ความเป็นเชิงเส้น (linearity) 

 ความเป็นเชิงเส้นของวิธีวิเคราะห์ แสดงถึงผลวิเคราะหที่เปนสัดสวนกับความเขมขนของสาร
ที่วิเคราะหในชวงความเขมขนที่ก าหนด   และสามารถแปลผลเป็นสมการเส้นตรงเพ่ือน าไปวิเคราะห์
ตัวอย่างสารละลายได้ จากผลการวิเคราะห์แสดงดังตารางที่ 3 และกราฟระหว่างพ้ืนที่พีคและความ
เข้มข้นของสารละลาย ectoin แสดงดังรูปที่ 10  ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์เส้นตรงในช่วงความ
เข้มข้น 1-50 µg/ml โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) เท่ากับ 0.9998 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า วิธีการ
วิเคราะห์นี้สามารถน าไปใช้ในการหาค่าความเข้มข้นของสาร ectoin ในตัวอย่างได้ 
 
 ตาราง 3  ค่า peak area ส าหรับกราฟมาตรฐานของสารละลาย ectoin ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 

 

ความเข้มข้นของ 
ectoin (µg/ml) 

ค่า peak area  
average S.D. 

N1 N2 N3 

1 23.07885 18.18501 18.60555 19.96 2.71 

3 58.81509 59.00045 53.27962 57.03 3.25 

9 163.61864 167.87753 162.41792 164.63 2.87 

12 231.762 231.45265 235.895 233.04 2.48 

20 380.522 386.51544 382.515 383.184 3.05 

50 928.05542 928.011 924.20563 926.76 2.21 

y = 18.527x + 4.0889
R² = 0.9997

0
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linearity

รูปภาพ 10 กราฟมาตรฐานของสารละลาย ectoin ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC 
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4.1.3 ความถูกต้อง (accuracy) 

 ความถูกตองของวิธีการวิเคราะห แสดงถึงความใกลเคียงกันระหว่างค่าที่วิเคราะห์ได้กับ คาที่
แทจริงหรือค่า 
ของสารมาตรฐานที่ได้รับการยอมรับ ประเมินโดยการวิเคราะห์สารละลาย ectoin ที่ความเข้มข้น 3 
ระดับในช่วงที่ศึกษาความเป็นเชิงเส้น และประเมินในสภาวะที่มีระบบไมโครอิมัลชันชนิด w/o ทั้ง
สูตรต ารับที่มี IPM และ oleic acid เป็นเฟสน้ ามันด้วย ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่ 4 และ 5 
พบว่า เปอร์เซ็นต์การกลับคืนของค่าการวิเคราะห์อยู่ในช่วง 80-115% ส าหรับความเข้มข้น 3 µg/ml 
และในช่วง 85-110% ส าหรับความเข้มข้น 15 และ 30 µg/ml ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ 
AOAC Guideline (2013) ผลการทดสอบนี้แสดงให้เห็นวาวิธีการวิเคราะห์ HPLC นี้มีความถูกตอง
สามารถใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชันได้  
 
ตาราง 4 เปอร์เซ็นต์การกลับคืน (% recovery) ของการวิเคราะห์สารละลาย ectoin ในน้ าที่มีสูตร
ต ารับ IPM w/o ด้วยวิธี HPLC 

ความเข้มข้นของ 
ectoin (µg/ml) 

% Recovery 

ค่าเฉลี่ย SD %CV 
ชุด 1 ชุด 2 ชุด 3 

3 112.67 111.33 115.00 113.00 1.86 1.64 

15 97.07 93.53 97.40 96.00 2.14 2.23 

30 100.11 95.87 96.13 97.37 2.38 2.44 

 
 
ตาราง 5 เปอร์เซ็นต์การกลับคืน (% recovery) ของการวิเคราะห์สารละลาย ectoin ในน้ าที่มีสูตร
ต ารับ oleic w/o ด้วยวิธี HPLC 

ความเข้มข้นของ 
ectoin (µg/ml) 

% Recovery 
ค่าเฉลี่ย SD %CV 

ชุด 1 ชุด 2 ชุด 3 

3 115.00 107.16 109.67 110.61 4.00 3.62 

15 95.12 89.45 90.92 91.83 2.94 3.21 

30 99.54 96.64 95.81 97.33 1.96 2.01 
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4.1.4 ความแม่นย า (precision) 

 การทดสอบความแม่นย าของการวิเคราะห์ซ้ า ๆ กันของสารละลาย ectoin 3 ความเข้มข้น 
ในการวิเคราะห์ครั้งเดียวกัน (repeatability หรือ within-run precision) ผลแสดงดังตารางที่ 6 
และ 7 พบว่า ค่า %CV ของความเข้มข้นต่ า (3 µg/ml) น้อยกว่า 6% และค่า %CV ของความเข้มข้น 
15 และ 30 µg/ml น้อยกว่า 4% ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์ที่ยอมรับได้ของ AOAC Guideline (2013)  
ผลการทดสอบนี้ชี้ให้เห็นว่า วิธี HPLC นี้มีความแม่นย าในการวิเคราะห์ปริมาณ ectoin ในระบบไม
โครอิมัลชันภายในการวิเคราะห์คราวเดียวกัน  
 
ตาราง 6 ผลการทดสอบความแม่นย าภายในชุดการวิเคราะห์สารละลาย ectoin ในน้ าที่มีสูตรต ารับ 
IPM w/o ด้วยวิธี HPLC 

ความเข้มข้นของ 
ectoin (µg/ml) 

ความเข้มข้นของ ectoin ที่
ค านวณได้ (µg/ml) ค่าเฉลี่ย SD %CV 

ชุด 1 ชุด 2 ชุด 3 

3 3.38 3.34 3.45 3.39 0.06 1.66 

15 14.56 14.03 14.61 14.40 0.32 2.24 

30 30.03 28.76 28.84 29.21 0.71 2.44 

 
ตาราง 7 ผลการทดสอบความแม่นย าภายในชุดการวิเคราะห์สารละลาย ectoin ในน้ าที่มีสูตรต ารับ 
oleic w/o ด้วยวิธี HPLC 

ความเข้มข้นของ 
ectoin (µg/ml) 

ความเข้มข้นของ ectoin ที่
ค านวณได้ (µg/ml) ค่าเฉลี่ย SD %CV 

ชุด 1 ชุด 2 ชุด 3 

3 3.48 3.21 3.51 3.40 0.16 4.79 

15 14.27 13.42 13.64 13.77 0.44 3.21 

30 29.86 28.99 28.74 29.20 0.59 2.01 
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4.2 การตั้งสูตรต ารับไมโครอิมัลชันและการประเมินคุณลักษณะทางกายภาพของไมโครอิมัลชัน 

 ในการศึกษาวิจัยนี้ได้ท าการทดลองเตรียมสูตรต ารับไมโครอิมัลชันหลายสูตรจากงานวิจัยที่
เกี่ยวข้องก่อนหน้านี้ที่ให้ประสิทธิผลในการช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังของสารส าคัญได้ดี  จากนั้น ได้
พิจารณาเลือกสูตรต ารับที่ประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวร่วมชนิดเดียวกัน ที่
สามารถเตรียมไมโครอิมัลชันได้ทั้งชนิดน้ ามันกระจายในน้ า  (o/w) และชนิดน้ ากระจายในน้ ามัน 
(w/o) ซึ่งจากผลการทดลองเบื้องต้น พบว่า สูตรต ารับไมโครอิมัลชันที่ได้จากซูโดเทอนารีเฟส
ไดอะแกรมจากการศึกษาของ Panapisal และคณะ (2012) สามารถเตรียมไมโครอิมัลชันได้ทั้งชนิด 
o/w และ w/o โดยใช้สารลดแรงตึงและสารลดแรงตึงผิวร่วมชนิดเดียวกัน เพ่ือใช้ส าหรับการเตรียมไม
โครอิมัลชันที่บรรจุสาร ectoin และใช้ส าหรับการศึกษาผลของชนิดไมโครอิมัลชันต่อคุณสมบัติของไม
โครอิมัลชันที่เตรียมได้ต่อไป นอกจากนี ้ยังเลือกส่วนประกอบที่มีน้ ามันต่างชนิดกันแต่มีสารลดแรงตึง
ผิวและสารลดตึงผิวร่วมชนิดเดียวกัน เพ่ือศึกษาผลของชนิดของน้ ามันต่อคุณสมบัติของไมโครอิมัลชัน
ที่บรรจุสาร ectoin ด้วย โดยน้ ามันที่เลือกมาในการศึกษานี้จะเลือกชนิดที่มีคุณสมบัติเป็นสารช่วย
เพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังได้ คือ isopropyl myristate (IPM) หรือ oleic acid ส่วนสารลดแรงตึงผิวที่
เลือกใช้ คือ L.A.S.® และสารลดแรงตึงผิวร่วม คือ Transcutol® และ HCO-40® ส่วนเฟสน้ าใช้ 
ultrapure® water การเตรียมสามารถเตรียมได้ง่ายโดยชั่งสารแต่ละตัวอย่างถูกต้องตามสัดส่วนที่
ก าหนดและผสมให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้เครื่องปั่นผสม (vortex mixer)  
 4.2.1 ลักษณะภายนอก 

 จากการประเมินลักษณะภายนอกของต ารับโดยการประเมินด้วยตาเปล่าและบันทึกลักษณะ
ที่ได้ พบว่า สูตรต ารับที่เกิดไมโครอิมัลชันได้มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไหลได้ เป็นเนื้อเดียวกัน ไม่มี
การแยกชั้น (รูปที่ 11) และหลังจากเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ทุกสูตรต ารับยังคงเป็น
ของเหลวใสเนื้อเดียวกัน 
 
    
 
 
 
 

 
 
  

4.2.2 ชนิดของไมโครอิมัลชัน 

  เมื่อน าไมโครอิมัลชันที่เตรียมได้มาทดสอบชนิดของไมโครอิมัลชันด้วยวิธี dilution 
test  พบว่า ส่วนประกอบและสัดส่วนของน้ ามัน น้ า สารลดแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวร่วม ที่
เลือกมาสามารถให้ชนิดของไมโครอิมัลชันตามที่ต้องการได้ โดยไมโครอิมัลชันชนิด o/w สามารถผสม

รูปภาพ 11 ลักษณะภายนอกของไมโครอิมัลชันที่เตรียมได้ 
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เข้าเป็นเนื้อเดียวกันกับน้ าได้ แต่เมื่อผสมกับน้ ามัน จะเกิดการแยกชั้นหรือขุ่นทึบ (รูปที่ 12) ส่วนไม
โครอิมัลชันชนิด w/o จะเกิดการแยกชั้นเมื่อผสมกับน้ า  

   

 
 
 
 
 

Oleic w/o 

รูปภาพ 12 ผลการประเมินการทดสอบชนิดของไมโครอิมัลชันด้วยวิธี dilution test 
(หลอดซ้ายเป็นต ารับเริ่มต้น หลอดกลางเจือจางด้วยน้ า และหลอดขวาเจือจางด้วยน้ ามัน) 

ก) IPM o/w      ข) IPM w/o 

ค) Oleic o/w     ง) Oleic w/o 
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 4.2.3 ความหนืด 

 ความหนืดของต ารับไมโครอิมัลชันซึ่งประเมินโดยใช้เครื่อง Brookfield viscometer แสดง
ดังตารางที่ 8 พบว่าไมโครอิมัลชันชนิด o/w มีความหนืดที่มากกว่าต ารับ w/o ในน้ ามันทั้งสองชนิด 
ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Panapisal และคณะ (2012) ซึ่งศึกษาผลของปริมาณของ
เฟสน้ าที่เป็นเฟสภายในต่อความหนืดของระบบไมโครอิมัลชัน ซึ่งพบว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณของเฟส
ภายในจะท าให้ความหนืดของระบบเพ่ิมขึ้น จนถึงจุดกลับเฟส ความหนืดจะค่อยๆลดลง ส าหรับสูตร
ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด o/w ที่เตรียมในการศึกษานี้ จะมีปริมาณน้ าที่เหนือจุดกลับเฟสเพียงเล็กน้อย 
ซึ่งท าให้ความหนืดของต ารับมีมากกว่าต ารับชนิด w/o ซึ่งมีปริมาณน้ าเพียง 8 %w/w ทั้งต ารับที่มี 
IPM และ oleic acid เป็นเฟสน้ ามัน   

ตาราง 8 ค่าความหนืดของไมโครอิมัลชันที่เตรียมได้ (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4.2.4 ขนาดและการกระจายขนาด  

 จากการประเมินขนาดและการกระจายขนาดของเฟสภายในของไมโครอิมัลชันทุกสูตรต ารับ
โดยใช้เครื่อง Zetasizer พบว่า เครื่องไม่สามารถวัดค่าได้ อาจเนื่องจากตัวอย่างมีจ านวนอนุภาคของ
เฟสภายในมากเกินไปซึ่งในการศึกษานี้ ไม่สามารถเจือจางตัวอย่างได้ เพราะจะมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงของระบบไมโครอิมัลชันได้ หรืออาจเป็นเพราะตัวอย่างมีการกระจายขนาดที่มากเกินไป 

 
4.3 การพัฒนาต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

 ต ารับไมโครอิมัลชันเปล่าที่เตรียมได้จากข้อ 4.1 ทั้งสี่ต ารับ น ามาเตรียมไมโครอิมัลชันที่บรรจุ
สาร ectoin อย่างไรก็ตาม เพ่ือที่จะทราบความเข้มข้นของ ectoin ที่ต้องการเตรียมในระบบไมโคร
อิมัลชันส าหรับใช้ในการศึกษาต่อไป จึงต้องมีการหาค่าการละลายของ ectoin ในไมโครอิมัลชันแต่ละ
ต ารับก่อน  

ต ารับไมโครอิมัลชัน ความหนืด (cps) 

IPM o/w 58.49 + 0.44 

IPM w/o 49.73 + 0.31 

Oleic o/w 52.51 + 0.92 

Oleic w/o 39.94 + 0.61 
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4.3.1 ค่าการละลายของ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชัน 

   จากการทดลองหาค่าการละลายอ่ิมตัวของ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชันแต่ละสูตรต ารับ 
ที่อุณหภูมิห้อง ผลแสดงดังตารางที่ 9 ซึ่งพบว่า สารละลายในน้ าของ ectoin มีค่าการละลายที่สูงที่สุด 
แต่น้อยกว่าค่าการละลายที่มีรายงานในข้อมูลสารเคมี (550 g/L) (Bitop, 2006 : online) ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากความแตกต่างกันของแหล่งที่มาของสาร etoin และวิธีในการประเมินค่าการละลายที่
แตกต่างกัน และต ารับไมโครอิมัลชันชนิด o/w มีค่าการละลายของสาร ectoin ได้มากกว่าชนิด w/o 
ทั้งสูตรต ารับที่ใช้ IPM และ oleic acid เป็นเฟสน้ ามัน เนื่องจากสาร ectoin มีความสามารถในการ
ละลายน้ าได้ดีกว่าในน้ ามัน และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างไมโครอิมัลชันชนิดเดียวกัน พบว่า       ไม
โครอิมัลชันชนิด o/w ต ารับที่ม ีIPM เป็นเฟสน้ ามัน จะมีค่าการละลายที่มากกว่าต ารับที่มี oleic acid 
แม้ว่าต ารับที่มี oleic acid จะมีปริมาณน้ ามากกว่าต ารับที่มี IPM (น้ า 34% และ 28% ตามล าดับ) 
แต่มีปริมาณน้ ามันเท่ากัน ดังนั้น จึงน่าจะเป็นผลจากปริมาณสารลดแรงตึงผิวผสมในต ารับที่มี IPM ซ่ึง
มีมากกว่าต ารับที่มี oleic acid ส่วนไมโครอิมัลชันชนิด w/o พบว่า ต ารับที่มี oleic acid เป็นเฟส
น้ ามัน จะมีค่าการละลายที่มากกว่าต ารับที่มี IPM แม้ว่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวผสมของต ารับที่มี  
IPM จะมากกว่าต ารับที่มี oleic acid โดยทั้งสองต ารับมีปริมาณน้ าเท่ากัน (8%) แต่มีปริมาณน้ ามัน
ไม่เท่ากัน ต ารับที่ม ีoleic acid มีน้ ามันมากกว่าต ารับที่มี IPM (30% และ 24%    ตามล าดับ) ดังนั้น 
ผลนี้น่าจะเป็นผลจากต ารับที่มี oleic acid มีปริมาณน้ ามันที่มากกว่าและสามารถละลาย ectoin ได้
มากกว่า  

 

ตาราง 9 ค่าการละลายและความเข้มข้น 90% ของ ectoin ในสารละลายและไมโครอิมัลชันต ารับ
ต่างๆ (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ต ารับ 
ค่าการละลายของ 
ectoin (%w/w) 

ความเข้มข้น 90% ของ 
ectoin (%w/w) 

Solution 17.64 + 0.19 15.87 

IPM o/w 6.69 + 0.08 6.02 

IPM w/o 0.99 + 0.01 0.89 

Oleic o/w 3.47 + 0.13 3.12 

Oleic w/o 1.55 + 0.01 1.40 
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4.3.2 การเตรียมไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

 การเตรียมไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin จะใช้ความเข้มข้นของสารส าคัญเท่ากับ 90% ของ
ค่าการละลายอ่ิมตัวในสูตรต ารับต่าง ๆ ที่หาได้จากข้อ 4.2.1 (ตารางที่ 10) เนื่องจากความเข้มข้นมีผล
ต่อการซึมผ่านเข้าสู่ผิวหนังของต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin จึงต้องมีการควบคุมให้ต ารับมีค่า 
thermodynamic activity ที่เท่ากัน และมีค่านี้ที่มากที่สุดเพ่ือให้ต ารับมีค่า flux ที่สูงที่สุดในการ  
ซึมผ่านชั้นผิวหนัง (Higuchi, 1960) เพ่ือเปรียบเทียบผลระหว่างต ารับไมโครอิมัลชันต่างๆ โดยการ  
เตรียมจะละลาย ectoin ในน้ าก่อน เนื่องจาก ectoin เป็นสารที่สามารถละลายในน้ าได้ดีมาก แล้วจึง
ค่อยผสมกับส่วนประกอบอ่ืนๆต่อไป หลังจากปั่นผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน พบว่า ส่วนผสมทั้งหมดมี
ลักษณะเป็นของเหลวใส ไหลได้ เป็นเนื้อเดียวกัน ไม่แยกชั้น เมื่อน ามาทดสอบชนิดของไมโครอิมัลชัน
ด้วยวิธี dilution test ยังคงให้ผลชนิดของไมโครอิมัลชันเช่นเดียวกับต ารับที่ไม่ใส่สารส าคัญ ส่วน
ความหนืดของต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin พบว่า ทุกต ารับมีความหนืดเพ่ิมมากขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญเมื่อเทียบกับต ารับไมโครอิมัลชันเปล่า (รูปที่ 10) ซึ่งเป็นผลมาจากสาร ectoin ที่ละลายใน
ระบบไมโครอิมัลชันท าให้ต ารับมีความหนืดเพ่ิมมากขึ้น และผลการวิเคราะห์หาปริมาณ ectoin ใน
ต ารับไมโครอิมัลชันที่เตรียมได้โดยใช้วิธี HPLC แสดงดังตารางที่ 10 พบว่า % labeled amount อยู่
ระหว่าง 95.41-102.14% ซึ่งอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ตามเกณฑ์ที่ก าหนดของ USP  

 
 

รูปภาพ 13 ค่าความหนืดของต ารับไมโครอิมัลชันเปล่าและไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 
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ตาราง 10 ปริมาณ ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชันต่างๆที่วิเคราะห์ได้ (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 3) 

ต ารับ 
ปริมาณ ectoin 

ที่เตรียมจริง (%w/w) 

ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ (%w/w) % Labeled 
amount N1 N2 N3 

IPM o/w 6.02 5.76 5.59 6.13 96.79 + 4.59 

IPM w/o 0.89 0.93 0.91 0.85 100.75 + 4.68 

Oleic o/w 3.12 3.08 2.89 2.96 95.41 + 3.08 

Oleic w/o 1.40 1.47 1.34 1.48 102.14 + 5.58 

 
 
4.4 การศึกษาความคงตัวทางกายภาพและทางเคมีของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin 

 ผลการศึกษาความคงตัวของต ารับไมโครอิมัลชันที่บรรจุ  ectoin ตามสภาวะเร่ง (CTFA, 
2004) ที่อุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 2 เดือน  พบว่า ไมโครอิมัลชันทุกต ารับมีความคงตัวทางกายภาพ 
โดยไม่พบการตกตะกอนหรือแยกชั้นแต่อย่างใด และพบว่าทุกต ารับมีความคงตัวทางเคมี ยกเว้น ไม
โครอิมัลชันชนิด o/w ที่มี IPM เป็นเฟสน้ ามัน มีปริมาณ ectoin เหลือ 88% เมื่อเก็บไว้เป็นเวลา 2 
เดือน อย่างไรก็ตาม อุณหภูมิที่ศึกษาอาจไม่เหมาะสมในการทดสอบความคงตัวของระบบ        ไม
โครอิมัลชัน เนื่องจากอุณหภูมิมีผลคุณสมบัติของระบบด้วย ดังนั้น ควรศึกษาเพ่ิมเติมถึงความคงตัว
ของต ารับที่สภาวะอุณหภูมิห้องด้วยเพ่ือประเมินความคงตัวในสภาวะที่เก็บตัวอย่างจริงส าหรับรอการ
ประเมินผลการศึกษาคุณสมบัติอ่ืนๆของต ารับต่อไป  
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ตาราง 11 ความคงตัวทางเคมีของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin หลังจากเก็บที่ 45°C ที่เวลาต่างๆ 

ไมโครอิมัลชัน 
% ectoin ที่เหลืออยู่ 

1 เดือน 2 เดือน 

IPM o/w 93.99 + 6.77 88.21 + 6.99 

IPM w/o 102.91 + 2.77 103.31 + 1.67 

Oleic o/w 100.74 + 3.10 101.73 + 1.81 

Oleic w/o 102.05 + 4.88 101.97 + 2.60 

 
4.5 การศึกษาการปลดปล่อย ectoin แบบนอกกาย  

 ระบบไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin ในความเข้มข้น 90% ของค่าการละลายอ่ิมตัวในแต่ละ
สูตรต ารับ น ามาศึกษาการปลดปล่อยสาร ectoin จากต ารับแบบนอกกาย โดยมีกลุ่มควบคุม คือ 
สารละลายของ ectoin ในน้ าที่ความเข้มข้น 90% เช่นเดียวกัน ได้ท าการศึกษาโดยใช้ modified 
Franz diffusion cell และใช้แผ่นเซลลูโลสที่มี  MWCO 12-14 kDa เป็นตัวกั้นเพ่ือให้เฉพาะสาร 
ectoin ที่ถูกปลดปล่อยผ่านไปได้ที่เวลาต่างๆ โดยใช้สภาวะปิด ผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 13 ซึ่งเป็น
กราฟที่สร้างขึ้นระหว่างเปอร์เซ็นต์สะสมของ ectoin ที่ถูกปลดปล่อยกับเวลา ผลแสดงให้เห็นว่า การ
ปลดปล่อยสาร ectoin จากสารละลายและต ารับไมโครอิมัลชันทุกสูตรแสดงการปลดปล่อยแบบ 
burst effect โดยมีการปลดปล่อยอย่างรวดเร็วในช่วง 2-3 ชั่วโมงแรก และพบว่าการปลดปล่อย  
ectoin จากต ารับไมโครอิมัลชันชนิด o/w ที่มี oleic acid เป็นเฟสน้ ามัน (oleic o/w) มีความ
ใกล้เคียงกับสารละลาย ectoin และปลดปล่อยได้มากกว่าต ารับ oleic w/o ซึ่งอาจเนื่องจากสาร 
ectoin มีความสามารถในการละลายน้ าสูง จึงท าให้สารอยู่ในเฟสน้ าซึ่งเป็นเฟสภายนอกและสามารถ
ถูกปลดปล่อยออกมาได้อย่างรวดเร็ว ส่วนต ารับไมโครอิมัลชัน oleic w/o พบว่า มีการปลดปล่อยสาร     
ectoin ที่นาน ซึ่งอาจเป็นเนื่องจาก ectoin ละลายอยู่ในเฟสน้ าซึ่งเป็นเฟสภายในและจะถูก
ปลดปล่อยออกมาจากเฟสภายในอย่างช้าๆโดยกลไกการแพร่ผ่านเฟสน้ ามันออกมาอีกที  การ
ปลดปล่อยของสารอยู่ระหว่าง 73% ถึง 85% ใน 24 ชั่วโมง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าต ารับไมโครอิมัลชัน
ชนิด oleic w/o สามารถควบคุมการปลดปล่อยของสาร ectoin ได้ ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Špiclin และคณะ (2003) ที่พบว่าไมโครอิมัลชันชนิด o/w สามารถปลดปล่อยสาร 
sodium    ascorbyl phosphate ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติชอบน้ าได้เร็วกว่าไมโครอิมัลชันชนิด w/o   
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รูปภาพ 14 กราฟการปลดปล่อย ectoin จากสารละลายและต ารับไมโครอิมัลชันต่างๆ 
  

ในทางตรงกันข้าม ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ที่มี IPM เป็นเฟสน้ ามัน (IPM w/o) กลับ
ปลดปล่อย ectoin ได้มากกว่าต ารับ IPM o/w ซึ่งอาจเนื่องมาจากในระหว่างการด าเนินการทดลอง 
สังเกตพบว่า หลังจากครบก าหนดเวลา 24 ชั่วโมง ต ารับที่มี IPM ทั้งชนิด o/w และ w/o มีการ
เปลี่ยนแปลงของตัวอย่างที่เหลืออยู่บนส่วน donor โดยมองเห็นด้วยตาเปล่าพบการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะของไมโครอิมัลชันจากของเหลวใสเป็นของเหลวขาวขุ่น ซึ่งอาจเกิดจากน้ าซึ่งเป็นของเหลว
ตัวกลางที่รองรับการปลดปล่อย ectoin จากต ารับสามารถแพร่ขึ้นมายังต ารับไมโครอิมัลชันด้านบน
ได้ จึงท าให้ระบบมีการเปลี่ยนแปลงของส่วนประกอบในต ารับ ซึ่งอาจส่งผลเปลี่ยนแปลงการ
ปลดปล่อยของสารจากต ารับได้  

 เมื่อน าข้อมูลการปลดปล่อยสาร ectoin จากต ารับที่ได้ไปเข้าสมการจลนศาสตร์การ
ปลดปล่อยรูปแบบต่าง ๆ ได้แก่ zero-order, first order และ Higuchi kinetics ผลการค านวณหา
ค่า coefficient of determination (r2) แสดงดังตารางที ่12 ซึ่งค่า r2 ที่มาก แสดงถึง ความเหมาะสม
ของสมการถดถอยเชิงเส้นต่อข้อมูลผลการศึกษา การเลือกรูปแบบจลนศาสตร์การปลดปล่อยที่
เหมาะสมส าคัญในการประเมินคุณสมบัติการปลดปล่อยของสารจากต ารับ ผลแสดงให้เห็นว่าการ
ปลดปล่อยสาร ectoin จากสูตรต ารับไมโครอิมัลชันเป็นไปตามจลนศาสตร์แบบ first-order kinetics 
เนื่องจากมีค่า r2 มากที่สุด ซึ่งผลการวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Feng และคณะ (2008) ที่ศึกษา
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การปลดปล่อยของ sodium salicylate จากระบบไมโครอิมัลชันเจลซึ่งมีจลนศาสตร์การปลดปล่อย
รูปแบบเดียวกัน  

 เมื่อค านวณค่าคงที่อัตราการปลดปล่อยตามจลนศาสตร์แบบ first-order kinetics ซึ่งได้จาก
ค่าความชันของกราฟที่สร้างระหว่างค่า ln (Minf - Mt) และเวลาในช่วง 6 ชั่วโมงแรก ผลแสดงดัง
ตารางที่ 13 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารละลายของ ectoin ในน้ ามีการปลดปล่อยสารที่เร็วกว่าไมโคร
อิมัลชันทุกสูตรต ารับ เมื่อเปรียบเทียบชนิดของไมโครอิมัลชันที่มีน้ ามันชนิดเดียวกัน พบว่า ไมโคร
อิมัลชันชนิด o/w จะมีค่าคงที่อัตราการปลดปล่อยที่สูงกว่าต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ในขณะที่
เมื่อเปรียบเทียบผลของชนิดน้ ามันในไมโครอิมัลชันชนิดเดียวกัน พบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด o/w 
ต ารับที่มี oleic acid จะมีค่าคงที่อัตราการปลดปล่อยสูงกว่าต ารับที่มี  IPM ส่วนไมโครอิมัลชันชนิด 
w/o น้ ามันทั้งสองชนิดให้ค่านี้ใกล้เคียงกัน แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า ความ
แตกต่างของค่าคงที่อัตราการปลดปล่อยนี้ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ  (p > 0.05) เนื่องจากข้อมูลการ
ปลดปล่อยที่วิเคราะห์ได้มีค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ค่อนข้างสูง จึงท าให้ไม่เห็นผลความแตกต่าง
ของข้อมูลเหล่านี้  

 

ตาราง 12 ค่า coefficient of determination (r2) ของการปลดปล่อยสาร ectoin จากต ารับตาม
จลนศาสตร์รูปแบบต่าง ๆ (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 4) 
 

 

 

 

 

 

 
 

aได้จากการสร้างกราฟระหว่าง Mt และ t 

b ได้จากการสรา้งกราฟระห่วาง ln (Minf - Mt) และ t  

cได้จากการสร้างกราฟระห่วาง Mt และ t1/2 ; โดย Minf คือ เปอร์เซน็ต์ของ ectoin ที่ปลดปล่อยออกมาที่เวลา 
infinite time และ Mt คือ เปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่ปลดปล่อยออกมาที่เวลา t 

ต ารับ Zero-ordera First-orderb Higuchic 

Solution 0.670 + 0.092 0.942 + 0.026 0.834 + 0.066 

IPM o/w 0.688 + 0.045 0.909 + 0.077 0.858 + 0.037 

IPM w/o 0.851 + 0.027 0.969 + 0.042 0.957 + 0.018 

Oleic o/w 0.660 + 0.066 0.957 + 0.021 0.866 + 0.032 

Oleic w/o 0.621 + 0.129 0.871 + 0.077 0.791 + 0.103 
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ตาราง 13 ค่าคงที่อัตราการปลดปล่อย ectoin จากสารละลายและต ารับไมโครอิมัลชันต่างๆตาม
จลนศาสตร์อันดับหนึ่ง (first-order) (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 4) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6 การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังของ ectoin แบบนอกกาย  

 การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของสาร ectoin ในต ารับไมโครอิมัลชันเพ่ือ
เปรียบเทียบผลของชนิดไมโครอิมัลชันและผลของชนิดน้ ามัน โดยใช้ modified Franz diffusion 
cell และใช้ผิวหนังหน้าท้องของลูกหมูแรกเกิดในการศึกษาโดยใช้สภาวะเปิด ไมโครอิมัลชันที่บรรจุ 
ectoin ความเข้มข้น 90% ของค่าการละลายอ่ิมตัวในแต่ละระบบจะน าใช้ในการศึกษานี้เพ่ือควบคุม
ให้ทุกระบบมีค่า thermodynamic activity ที่เท่ากัน และมีกลุ่มควบคุมคือสารละลายของ ectoin 
ในน้ าที่ความเข้มข้น 90% ของค่าการละลายในน้ า โดยท าการวิเคราะห์ผลที่เวลา 24 ชั่วโมงเพียงจุด
เดียวเนื่องจากในการศึกษาเบื้องต้นพบว่าปริมาณของ ectoin ที่ซึมผ่านค่อนข้างน้อยไม่สามารถ
วิเคราะห์ได้อย่างถูกต้อง ผลการศึกษาแสดงดังตารางที่ 14 ซึ่งพบว่าวิธีการศึกษานี้ให้ผลการวิเคราะห์
กลับคืน (% recovery) 3 ส่วน คือ ส่วน receptor ส่วนผิวหนัง และส่วนที่เหลืออยู่บนผิวหนังส่วน 
donor รวมกันอยู่ในช่วงประมาณ 85-93% ซึ่งแสดงให้เห็นถึงวิธีที่ใช้ในการศึกษานี้มีความถูกต้อง  
น่าเชื่อถือ ข้อมูลที่ได้แสดงให้เห็นว่า สาร ectoin ส่วนใหญ่ยังคงค้างอยู่บนผิวในส่วน donor บางส่วน
สะสมอยู่ในชั้นผิวหนัง และบางส่วนสามารถซึมผ่านผิวหนังไปยังส่วน receptor chamber ได ้
  
 
 
 
 

ต ารับ Release rate constant (hr-1) 

Solution 0.853 + 0.377 

IPM o/w 0.678 + 0.047 

IPM w/o 0.643 + 0.124 

Oleic o/w 0.756 + 0.142 

Oleic w/o 0.648 + 0.139 
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จากตารางที่  15 และรูปที่ 14 ผลการศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 
ชั่วโมง พบว่า สารละลาย ectoin ในน้ า ไม่พบปริมาณ ectoin ในส่วนของ receptor (%Q24) ซึ่งอาจ
แสดงให้เห็นว่าสารละลาย ectoin ไม่สามารถซึมผ่านชั้นผิวหนังได้เลยหรือซึมผ่านได้น้อยมากจนไม่
สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธี HPLC ส่วนต ารับไมโครอิมัลชันทุกต ารับสามารถพบปริมาณ ectoin ใน
ส่วน receptor ได้ซึ่งชี้ให้เห็นว่าระบบไมโครอิมัลชันสามารถช่วยเพ่ิมการซึมผ่านชั้นผิวหนังได้ดีกว่า
เมื่อเทียบกับสารละลายของ ectoin อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ยกเว้น ต ารับ IPM w/o 
ซึงแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ โดยไมโครอิมัลชันช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังได้เนื่องจาก
ส่วนประกอบของไมโครอิมัลชันเองให้ผลเพ่ิมการซึมผ่านได้  เช่น สารลดแรงตึงผิว สารลดแรงตึงผิว
ร่วม และเฟสน้ ามันที่ใช้ โดยสารเหล่านี้สามารถละลายหรือรบกวนการจัดเรียงตัวของไขมันในผิวหนัง
และท าให้สารส าคัญสามารถผ่านเข้าสู่ผิวหนังได้ง่ายขึ้น ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Naoui และคณะ (2011) ที่แสดงให้เห็นว่าการซึมผ่านผิวหนังของสาร caffeine ในระบบไมโคร
อิมัลชันสูงกว่าสารละลายในน้ า  
 
 
 
 
 
 
 

 
ตาราง 14 เปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่วิเคราะห์ได้ในส่วนต่างๆหลังการศึกษาการซึมผ่านผิวหนัง
แบบนอกกายที่เวลา 24 ชั่วโมง (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 4) 

ต ารับ 
% ectoin ที่วิเคราะห์ได้ในส่วนต่างๆ 

%Mass balance 
Receptor Skin Donor part 

Solution 0.00 + 0.00 0.72 + 0.38 92.29 + 6.74 93.01 + 6.76 

IPM o/w 1.02 + 0.23 0.63 + 0.10 90.30 + 6.14 91.94 + 5.82 

IPM w/o 0.24 + 0.16 2.54 + 0.32 87.25 + 5.17 90.03 + 5.03 

Oleic o/w 0.94 + 0.17 1.40 + 0.51 91.12 + 8.95 93.46 + 8.34 

Oleic w/o 0.97 + 0.40 2.42 + 0.45 81.84 + 1.94 85.23 + 2.03 
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ตาราง 15 ค่าพารามิเตอร์การซึมผ่านผิวหนังของ ectoin จากไมโครอิมัลชันและสารละลายที่ได้จาก
การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 ชั่วโมง (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 4) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a,b
อักษรที่แตกต่างกัน หมายถึง ข้อมูลมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(p < 0.05) 
 
 

 
รูปภาพ 15 เปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่วิเคราะห์ได้ในของเหลวตัวกลางและในชั้นผิวหนังหลังการศึกษา
การซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 ชั่วโมง (ค่าเฉลี่ย + SD, n = 4) 
 
 ผลของชนิดไมโครอิมัลชันต่อเปอร์เซ็นต์ของ ectoin ที่ซึมผ่านชั้นผิวหนัง (%Q24) พบว่า 
ต ารับ IPM o/w สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณ ectoin ที่ซึมผ่านผิวหนังได้มากกว่าต ารับ IPM w/o อย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ซึ่งอาจเป็นเนื่องจากต ารับ IPM o/w มีน้ าเป็นเฟสภายนอกและมี
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ต ารับ Q24 (%) Qs (%) EF of % Qs 

Solution 0.00 + 0.00a 0.72 + 0.38a 1.00a 

IPM o/w 1.02 + 0.23b 0.63 + 0.1a 0.87 + 0.14a 

IPM w/o 0.24 + 0.21a 2.54 + 0.27b 3.53 + 0.38b 

Oleic o/w 0.94 + 0.17b 1.40 + 0.51a 1.94 + 0.71a 

Oleic w/o 0.97 + 0.40b 2.42 + 0.45b 3.36 + 0.63b 
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ปริมาณน้ าที่มาก ซึ่งให้ผลเพ่ิมคุณสมบัติความชุ่มน้ า (hydration effect) แก่ผิวหนัง ท าให้การซึมผ่าน
ผิวหนังของสารเพ่ิมมากขึ้น ผลนี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Lee และคณะ (2003) ซึ่งพบว่า ต ารับ
ชนิด o/w สามารถเพ่ิมการซึมผ่านของสารทั้งในกลุ่มที่ชอบน้ า (lidocaine hydrichloride, ditiazem 
hydrochloride) และสารที่ไม่ชอบน้ า (lidocaine free base, estradiol) อย่างไรก็ตาม ต ารับที่มี 
oleic acid เป็นเฟสน้ ามัน ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ ectoin ที่ซึมผ่านผิวหนังระหว่างไมโคร
อิมัลชันชนิด o/w และ w/o ซึ่งอาจเนื่องจาก oleic acid เป็นน้ ามันที่มีคุณสมบัติช่วยเพิ่มการซึมผ่าน
ผิวหนังที่ดีโดยรบกวนผิวหนังชั้นหนังก าพร้า (Rhee และคณะ, 2001) ท าให้ต ารับ oleic w/o มีการ
ซึมผ่านผิวหนังของสาร ectoin ใกล้เคียงกับต ารับ oleic o/w  
 ส่วนผลของชนิดน้ ามันต่อการซึมผ่านผิวหนังของสาร ectoin พบว่า ต ารับชนิด o/w ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างน้ ามันชนิด IPM และ oleic acid แต่พบความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญในต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o (p < 0.05) โดยต ารับที่มี oleic acid จะให้ผลที่ดีกว่าต ารับ
ที่มี IPM ซึ่งอาจเป็นเนื่องจากคุณสมบัติของ oleic acid ที่เป็นสารช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังที่ดีกว่า
ดังได้กล่าวไปแล้วข้างต้น ตามผลการศึกษาของ Rhee และคณะ (2001) ซึ่งได้ศึกษาการซึมผ่านของ
ยา ketoprofen ในต ารับไมโครอิมัลชัน เมื่อใช้ oleic acid เป็นเฟสน้ ามันจะเพ่ิมการซึมผ่านของ
สารส าคัญในต ารับได้มากกว่าต ารับที่มี IPM  
 ส าหรับผลของต ารับต่อปริมาณ ectoin (%Qs) ที่สะสมอยู่ ในชั้นผิวหนังที่ศึกษาซึ่ ง
ประกอบด้วยชั้นหนังก าพร้าและหนังแท้ พบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด o/w ที่มีน้ ามันทั้งสองชนิดไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับสารละลายในน้ า แต่ไมโครอิมัลชันชนิด w/o ให้ผลช่วยเพิ่มปริมาณ 
ectoin ที่สะสมในชั้นผิวหนังได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยสูงกว่าสารละลาย ectoin 
ประมาณ 3.5 เท่า ซึ่งอาจเนื่องจากต ารับ w/o มีเฟสน้ ามันในปริมาณมาก น้ ามันทั้งสองชนิดที่ใช้ใน
การศึกษานี้มีคุณสมบัติช่วยเพิ่มการซึมผ่านผิวหนังได้ดี (penetration enhancer) โดยไปมีผลรบกวน
การจัดเรียงตัวของไขมันที่ชั้น stratum corneum ลดความหนาของชั้นหนังก าพร้า จึงท าให้การซึม
ผ่านของสารง่ายขึ้น นอกจากนี ้ต ารับชนิด w/o สาร ectoin จะอยู่ในเฟสภายใน จึงอาจท าให้เกิดการ
สะสมของสารอยู่ในชั้นผิวหนังได้มากข้ึน 
 เมื่อเปรียบเทียบชนิดของไมโครอิมัลชันต่อ %Qs พบว่า ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o ให้
เปอร์เซ็นต์ของปริมาณ ectoin ที่สะสมในชั้นผิวหนังสูงกว่าไมโครอิมัลชันชนิด o/w อย่างมีนัยส าคัญ   
ทางสถิติ (p < 0.05) โดยไม่ขึ้นกับชนิดของน้ ามัน ดังเหตุผลที่กล่าวไปแล้วข้างต้น ผลนี้คล้ายคลึงกับ
งานวิจัยของ Naoui และคณะ (2011) ซึ่งพบว่า ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด bicontinuos และ w/o มี
การสะสมของสาร caffeine ที่มากกว่าชนิด o/w แต่ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
 ส่วนผลของชนิดน้ ามันต่อ %Qs พบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด w/o ต ารับที่ม ีIPM ให้ผลใกล้เคียง
กับต ารับที่มี oleic acid แต่ไมโครอิมัลชันชนิด o/w ต ารับที่ม ีoleic acid ให้ปริมาณ ectoin ที่สะสม
ในชั้นผิวหนังที่มากกว่าต ารับ IPM o/w อย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05)  ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
ต ารับ oleic o/w มีปริมาณน้ าในสูตรต ารับที่มากกว่าและมีการปลดปล่อย ectoin ได้ดีกว่าต ารับ 
IPM o/w  
 จากผลการศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายของ ectoin แสดงให้เห็นว่า ระบบไมโคร
อิมัลชันสามารถช่วยเพิ่มการซึมผ่านผิวหนังของ ectoin ได้ดีกว่ารูปแบบสารละลาย ซึ่งสามารถพัฒนา
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ต่อไปเป็นระบบน าส่งสารผ่านทางผิวหนัง (transdermal delivery) ได้ ส่วนระบบน าส่งสารเข้าสู่
ผิวหนัง (dermal delivery) ต ารับไมโครอิมัลชันชนิด w/o จะให้ประสิทธิผลที่ดีโดยให้ปริมาณ 
ectoin ที่สะสมอยู่ในชั้นของผิวหนังซึ่งเป็นต าแหน่งการออกฤทธิ์ทางเครื่องส าอางที่ส าคัญของสารนี้
ได้ดีโดยไม่มีผลของชนิดของน้ ามัน ระบบไมโครอิมัลชันจึงเป็นระบบที่น่าสนใจในการน าไปพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางส าหรับน าส่งสาร ectoin เข้าสู่ผิวหนังเพ่ือให้ผลในการชะลอความแก่และผล
ปกป้องเซลล์ผิวหนังต่อไป 
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บทที ่5 

สรุปผลการวิจัย 

 ectoin เป็นสารสกัดจากแบคทีเรียซึ่งมีฤทธิ์ทางเครื่องส าอางมากมาย ได้แก่ ฤทธิ์ชะลอริ้ว
รอยก่อนวัยที่เกิดจากแสงแดด ท าให้ผิวหนังชุ่มชื้น และช่วยปกป้องเซลล์ผิวหนัง แต่คุณสมบัติของ 
ectoin ที่สามารถละลายน้ าได้ดีมากและมีจุดหลอมเหลวสูง อาจท าให้การน าส่งสารนี้เข้าสู่ผิวหนังมี
ปัญหาในการซึมผ่านได้ ผู้วิจัยจึงสนใจน าระบบไมโครอิมัลชันมาพัฒนาส าหรับช่วยเพ่ิมการน าส่งสาร 
ectoin เข้าสู่ผิวหนัง โดยท าการศึกษาผลของชนิดไมโครอิมัลชัน (o/w และ w/o) และชนิดของน้ ามัน
ต่อคุณสมบัติของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin โดยผลการศึกษาสรุปได้ดังนี้  
 1. สูตรต ารับไมโครอิมัลชันชนิด o/w และ w/o ที่ใช้ในการศึกษานี้สามารถเตรียมได้โดยมี
ลักษณะทางกายภาพเป็นของเหลวใสเนื้อเดียวกัน ไหลได้ และสามารถแยกชนิดของไมโครอิมัลชันได้
อย่างชัดเจนโดยวิธี dilution test 
 2. ความหนืดของต ารับไมโครอิมัลชัน พบว่า ต ารับชนิด o/w มีความหนืดมากกว่าชนิด w/o 
ทั้งต ารับที่ใช้ IPM และ oleic acid เป็นเฟสน้ ามัน และเมื่อเติม ectoin มีผลท าให้ความหนืดของ
ต ารับเพิ่มขึ้น 
 3. ค่าการละลายอ่ิมตัวของ ectoin ในระบบไมโครอิมัลชัน พบว่า ต ารับชนิด o/w สามารถ
ละลายสาร ectoin ได้มากกว่าต ารับขนิด w/o 
 4. การศึกษาความคงตัวทางกายภาพและทางเคมี พบว่า ทุกสูตรต ารับมีความคงตัวดี 
หลังจากเก็บที่อุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 2 เดือน ยกเว้นต ารับ IPM o/w ที่มีปริมาณ ectoin เหลือ
เพียง 88% 
 5. การศึกษาการปลดปล่อย ectoin จากระบบไมโครอิมัลชัน พบว่า ทุกต ารับให้ผล burst 
effect โดยต ารับ oleic o/w มีการปลดปล่อย ectoin ใกล้เคียงกับรูปแบบสารละลาย และไมโคร
อิมัลชันทุกต ารับมีการปลดปล่อยเป็นไปตามจลนศาสตร์แบบ first-order kinetics แต่ไม่พบความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของค่าคงที่อัตราการปลดปล่อย 
 6. การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกาย ส าหรับผลการเพ่ิมปริมาณ ectoin ผ่านทาง
ผิวหนัง (%Q24) พบว่า ระบบไมโครอิมัลชันสามารถช่วยเพ่ิมการซึมผ่านผิวหนังได้ดีกว่ารูปแบบ
สารละลายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ยกเว้น ต ารับ IPM w/o ส่วนผลของชนิดไมโคร
อิมัลชัน พบเฉพาะต ารับที่มี IPM เป็นเฟสน้ ามัน โดยต ารับ IPM o/w ให้ผลดีกว่าต ารับ IPM w/o 
และผลของชนิดน้ ามัน พบในต ารับชนิด w/o โดยต ารับ oleic w/o ให้ผลดีกว่าต ารับ IPM w/o 
 7. การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกาย ส าหรับผลการเพ่ิมปริมาณ ectoin เข้าสู่ชั้น
ผิวหนัง (%Qs) พบว่า ไมโครอิมัลชันชนิด w/o จะให้ผลดีกว่ารูปแบบสารละลาย โดยไม่ขึ้นกับชนิด
ของน้ ามันที่ใช้ในการศึกษานี้ ส่วนผลของชนิดไมโครอิมัลชัน พบว่า ชนิด w/o ให้ผลดีกว่าชนิด o/w 
และผลของชนิดน้ ามัน ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างต ารับที่มี  IPM และ oleic acid 
ทั้งต ารับชนิด o/w และ w/o 
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 โดยสรุป ระบบไมโครอิมัลชันเป็นระบบที่มีศักยภาพที่น่าสนใจในการน าไปพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางส าหรับน าส่งสาร ectoin เข้าสู่ผิวหนัง (dermal delivery) เพ่ือให้ผลในการ
ชะลอริ้วรอยและน าไปประยุกต์ใช้ทางอุตสาหกรรมเครื่องส าอางต่อไปได้ และยังสามารถน าไปพัฒนา
เป็นระบบน าส่งผ่านทางผิวหนัง (transdermal delivery) ได้ ทั้งนี้ การพัฒนาต ารับไมโครอิมัลชันที่
บรรจุ ectoin ควรเลือกชนิดของไมโครอิมัลชันและชนิดของน้ ามันให้เหมาะสมด้วย ในงานวิจัยครั้ง
ต่อไป ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับผลของน้ ามันชนิดอ่ืนๆและผลของสารลดแรงตึงผิวผสมชนิด
อ่ืนๆร่วมด้วย เพ่ือพัฒนาต ารับให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณสมบัติที่เหมาะสมที่สุดต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
ข้อมูลสารเคมีที่ใช้ในการเตรียมไมโครอิมัลชัน 

 
Isopropyl myristate (IPM) (Pubchem, 2016 : online) 

 โครงสร้าง: 
 
 
 
 

 สูตรเคมี:  C17H34O2 

 มวลโมเลกุล: 270.457 g/mol 
 log P:  7.2 

 จุดหลอมเหลว: 3°C 

 จุดเดือด: 193 °C ที ่20 mm Hg 

 ความหนาแน่น: 0.85 g/mL ที ่25 °C 

 Refractive index: 1.434 ที่ 25 °C 

 การละลาย: ไม่ละลายน้ า; ละลายได้ใน ether; ละลายได้ดีใน acetone, benzene; 
  ละลายได้ใน castor oil, cottonseed oil, acetone, chloroform,  
  ethyl acetate, ethanol, toluene และ mineral oil; ละลายได้บ้างใน  
  glycerol, propylene glycol 

 ความคงตัว: มีความคงตัวที่ดี 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C17H34O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/chloroform
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethyl%2520acetate
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/ethanol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/toluene
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/glycerol
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/propylene%2520glycol
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Oleic acid (Chemical book,2016 : online) 
 โครงสร้าง: 

 
 
 

 ชื่อทางเคมี: Oleic acid, Cis-9-Octadecenoic acid, 112-80-1, Cis-Oleic acid, 
   Elaidoic acid   

 สูตรเคมี: C18H34O2 

 มวลโมเลกุล: 282.468 g/mol 
 log P:  6.5 

 จุดหลอมเหลว: 13-14 °C 

 จุดเดือด: 360 °C 

 ความหนืด: 25.6 cP (30 °C) 
 ความหนาแน่น: 0.89 g/mL at 25 °C 

 Refractive index: 1.377 

 การละลาย: ไม่ละลายในน้ า, ละลายได้ใน chloroform, ether, alcohol 
 ความเข้ากันได้: ผสมเข้ากันได้กับ ethanol, acetone, benzene, chloroform 

 
L.A.S. ® (ข้อมูลจากบริษัท Gattefossé) 

 ชื่อทางเคมี: PEG-8 caprylic/capric glycerides เป็นสารผสมของ glycerides and  
polyethylene glycol esters 

 ลักษณะทางกายภาพ: ของเหลวหนืดเล็กน้อย มีกลิ่นอ่อนๆ 

 จุดเดือด:  มากกว่า 150 °C 

 ความหนาแน่น: 1.06-1.07 (20 °C) 
 การละลาย: ละลายได้ในน้ า, ethanol, chloroform, methylene chloride;  

   ไม่ละลายใน mineral oil 
 การน าไปใช้:  เป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุ นิยมใช้ในการเตรียมไมโครอิมัลชัน    

ปลอดภัยไม่เป็นพิษ ใช้ทางเครื่องส าอางในผลิตภัณฑ์ดูแลผิวหนังและ
ผลิตภัณฑ์กันแดด 

 สภาวะการเก็บ: เก็บในภาชนะปิดสนิท ป้องกันแสง ความร้อนและความชื้น 

 
 
 
 
 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H34O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://www.ulprospector.com/en/la/personalcare/suppliers/2000/gattefoss
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Transcutol® HP (ข้อมูลจากบริษัท Gattefossé) 

 
 
 
 
 
 

 สูตรโมเลกุล:  C6H14O3 

 ชื่อทางเคมี: Diethylene glycol monoethyl ether (highly purified) 
 ลักษณะทางกายภาพ: ของเหลวใส 

 ความหนืด: 4.8 cP (20 °C) 
 การละลาย: ละลายได้ใน ethanol และน้ า, ละลายได้บ้างในน้ ามันพืช และไม่ 

  ละลายใน mineral oils 

 การน าไปใช้: เป็นตัวท าละลายและสารช่วยละลายที่ดี ใช้เป็นตัวท าละลายร่วมในต ารับ  
ยารับประทาน เป็นกระจายยาในต ารับยาฉีด ยาส าหรับจมูก และยาตา มี
ความปลอดภัยและมีความระคายเคืองต่ า  

 สภาวะการเก็บ: เก็บในภาชนะปิดสนิท 
 
HCO40® (ข้อมูลจากบริษัท Nikko Chemicals) 

 สูตรโครงสร้าง: 

o  
 ชื่อทางเคมี:   PEG-40 hydrogenated castor oil 
 ลักษณะทางกายภาพ: สารกึ่งแข็งคล้าย petrolatum สีขาวหรือเหลืองอ่อน มีกลิ่นเล็กน้อย 

 pH:   4.5-7.0 (สารละลายในน้ า 5%) 
 การน าไปใช้: เป็นสารก่ออิมัลชันและสารช่วยการละลาย ใช้ทางเครื่องส าอางและยา 

 สภาวะการเก็บ: เก็บในที่เย็นและมีการถ่ายเทอากาศดี  
 ความคงตัว: มีความคงตัวทางเคมีที่อุณหภูมิห้อง 

 
 
 

https://www.ulprospector.com/en/la/personalcare/suppliers/2000/gattefoss
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลผลการประเมินคุณสมบัติของไมโครอิมัลชัน 

 
ตารางที่ 1ข ค่าความหนืดของไมโครอิมัลชันต ารับต่าง ๆ  ที่มีและไม่มี ectoin 

ต้ารับ 
ความหนืด (cps) 

ค่าเฉลี่ย SD 
N1 N2 N3 

IPM o/w 58.86 58.61 58.00 58.49 0.44 

IPM w/o 49.40 50.01 49.77 49.73 0.31 

Oleic o/w 52.47 53.45 51.61 52.51 0.92 

Oleic w/o 39.94 39.32 40.55 39.94 0.61 

IPM o/w-ectoin 59.60 59.23 60.09 59.64 0.43 

IPM w/o-ectoin 51.00 50.50 51.61 51.04 0.55 

Oleic o/w-ectoin 55.91 57.14 55.91 56.32 0.71 

Oleic w/o-ectoin 40.55 42.15 41.16 41.29 0.81 

 
 
 
ตารางที่ 2ข ค่าการละลายของ ectoin ในไมโครอิมัลชันต ารับต่าง ๆ  

ต้ารับ 
ค่าการละลาย (%w/w) 

ค่าเฉลี่ย SD 
N1 N2 N3 

Solution 17.86 17.58 17.49 17.64 0.19 

IPM o/w 6.67 6.77 6.62 6.69 0.08 

IPM w/o 0.98 1.00 0.99 0.99 0.01 

Oleic o/w 3.58 3.32 3.50 3.47 0.13 

Oleic w/o 1.55 1.56 1.55 1.55 0.01 
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ตารางที่ 3ข ปริมาณ ectoin ในสารละลายและต ารับไมโครอิมัลชันต่างๆที่วิเคราะห์ได้ 

ต ารับ 
ปริมาณ ectoin 

ที่เตรียมจริง (%w/w) 

ปริมาณที่วิเคราะห์ได้ (%w/w) %Label amount 
(ค่าเฉลี่ย + SD) N1 N2 N3 

IPM o/w 6.02 5.76 5.59 6.13 96.79 + 4.59 

IPM w/o 0.89 0.93 0.91 0.85 100.75 + 4.68 

Oleic o/w 3.12 3.08 2.89 2.96 95.41 + 3.08 

Oleic w/o 1.40 1.47 1.34 1.48 102.14 + 5.58 

 
 
 
ตารางที่ 4ข ความคงตัวทางเคมีของไมโครอิมัลชันที่บรรจุ ectoin เดือนที่ 1 และ 2 

ต้ารับ 

% ectoin ที่เหลืออยู่
เดือนที ่1 ค่าเฉลี่ย SD 

% ectoin ที่เหลืออยู่เดือน
ที ่2 ค่าเฉลี่

ย 
SD 

N1 N2 N3 N1 N2 N3 

IPM o/w 96.36 86.36 99.26 93.99 6.77 83.30 96.21 85.10 88.21 6.99 

IPM w/o 102.19 100.57 105.98 102.91 2.78 103.92 104.58 101.41 103.31 1.67 

Oleic o/w 100.69 97.66 103.86 100.74 3.10 101.26 100.20 103.72 101.73 1.81 

Oleic w/o 103.78 105.83 96.54 102.05 4.88 104.19 99.43 99.98 101.20 2.60 
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ตารางที่ 5ข เปอร์เซ็นต์การปลดปล่อยสะสมของ ectoin จากสารละลายและไมโครอิมัลชันต ารับ
ต่างๆ 

ต ารับ 
การ

ทดลอง
ท่ี 

% การปลดปล่อยท่ีเวลา (ช่ัวโมง) 

0.25 0.75 1 1.5 2 3 6 12 18 24 

Solution 

N1 30.36 54.08 69.45 83.00 84.16 95.25 96.15 97.05 96.99 96.25 

N2 25.26 33.01 52.57 70.20 82.61 84.70 91.21 102.70 108.99 115.34 

N3 25.97 54.27 65.93 71.24 80.82 89.18 89.12 94.87 91.41 94.56 

N4 38.58 57.55 67.03 71.20 75.89 99.05 98.73 98.51 96.52 93.83 

ค่าเฉลี่ย 30.04 49.73 63.74 73.91 80.87 92.05 93.80 98.28 98.47 99.99 

SD 6.12 11.26 7.60 6.08 3.59 6.36 4.41 3.31 7.45 10.28 

IPM o/w 

N1 22.37 32.53 46.57 52.51 59.14 65.17 69.75 72.40 72.34 75.41 

N2 22.92 34.72 50.49 54.73 63.63 61.45 66.78 69.30 70.57 73.54 

N3 24.16 34.45 50.11 52.38 54.38 57.14 62.35 66.54 68.59 68.73 

N4 18.91 28.32 43.61 49.07 54.47 56.59 62.74 67.12 65.02 68.24 

ค่าเฉลี่ย 22.09 32.50 47.69 52.17 57.91 60.09 65.40 68.84 69.13 71.48 

SD 2.25 2.95 3.25 2.33 4.42 4.03 3.52 2.65 3.14 3.55 

IPM w/o 

N1 15.75 23.52 35.92 51.44 59.29 73.80 84.72 85.94 86.20 95.74 

N2 16.72 24.99 40.68 52.94 64.56 80.08 88.99 93.60 94.34 95.82 

N3 17.11 24.29 36.85 50.39 60.48 77.50 92.34 96.29 96.16 97.22 

N4 16.82 22.34 35.47 51.15 60.14 86.08 88.38 93.57 95.70 95.56 

ค่าเฉลี่ย 16.60 23.78 37.23 51.48 61.12 79.36 88.61 92.35 93.10 96.08 

SD 0.59 1.14 2.37 1.07 2.35 5.17 3.12 4.46 4.66 0.76 

Oleic o/w 

N1 25.14 54.03 66.40 78.11 78.83 93.72 103.99 101.94 104.08 105.56 

N2 29.91 62.47 59.39 83.20 89.34 95.13 109.63 106.04 104.42 105.62 

N3 26.05 58.17 66.22 78.63 83.44 95.64 87.61 98.91 96.99 95.19 

N4 26.11 43.43 63.21 73.07 76.16 87.05 98.29 95.34 95.34 95.47 

ค่าเฉลี่ย 26.80 54.53 63.80 78.25 81.94 92.88 99.88 100.56 100.21 100.46 

SD 2.12 8.16 3.29 4.15 5.78 3.97 9.40 4.54 4.72 5.92 
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ต ารับ 
การ

ทดลองที่ 

% การปลดปล่อยที่เวลา (ชั่วโมง) 

0.25 0.75 1 1.5 2 3 6 12 18 24 

Oleic w/o 

N1 23.71 44.25 63.71 70.85 72.10 71.50 76.53 75.74 75.16 85.27 

N2 23.98 40.15 53.20 58.11 58.96 62.91 65.74 66.45 70.24 73.27 

N3 20.64 39.19 57.58 56.48 61.06 66.20 69.52 73.04 75.57 76.47 

N4 21.27 34.21 44.89 53.03 54.74 59.55 64.75 77.68 74.91 77.99 

ค่าเฉลี่ย 22.40 39.45 54.85 59.62 61.71 65.04 69.13 73.23 73.97 78.25 

SD 1.69 4.13 7.92 7.78 7.41 5.09 5.34 4.90 2.50 5.08 

 
ตารางที่ 6ข ค่าคงที่อัตราการปลดปล่อย ectoin จากสารละลายและต ารับไมโครอิมัลชันต่าง ๆ ตาม
จลนศาสตร์แบบ first-order 

ต ารับ 
ค่าคงที่อัตราการปลดปล่อย (h-1) 

ค่าเฉลี่ย SD 
N1 N2 N3 N4 

Solution 0.557 1.312 0.531 1.011 0.853 0.377 

IPM o/w 0.695 0.684 0.721 0.611 0.678 0.047 

IPM w/o 0.588 0.636 0.531 0.817 0.643 0.124 

Oleic o/w 0.671 0.676 0.967 0.712 0.756 0.142 

Oleic w/o 0.790 0.690 0.652 0.459 0.648 0.139 
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ตารางที่ 7ข ค่าพารามิเตอร์การซึมผ่านผิวหนังของ ectoin จากไมโครอิมัลชันและสารละลายที่ได้จาก
การศึกษาการซึมผ่านผิวหนังแบบนอกกายที่เวลา 24 ชั่วโมง  
 

ต ารับ พารามิเตอร์ N1 N2 N3 N4 ค่าเฉลี่ย SD 

Solution 

%Q24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

%Qs 1.13 0.96 0.44 0.35 0.72 0.38 

EF of %Qs 1.56 1.34 0.60 0.49 1.00 0.53 

IPM o/w 

%Q24 0.96 1.32 1.01 0.77 1.02 0.23 

%Qs 0.61 0.78 0.57 0.55 0.63 0.10 

EF of %Qs 0.85 1.08 0.79 0.77 0.87 0.14 

IPM w/o 

%Q24 0.43 0.39 0.13 0.00 0.24 0.21 

%Qs 2.21 2.46 2.85 2.65 2.54 0.27 

EF of %Qs 3.07 3.42 3.96 3.68 3.53 0.38 

Oleic o/w 

%Q24 1.18 0.81 0.82 0.96 0.94 0.17 

%Qs 2.13 1.06 1.03 1.37 1.40 0.51 

EF of %Qs 2.95 1.48 1.44 1.90 1.94 0.71 

Oleic w/o 

%Q24 0.78 0.79 1.56 0.75 0.97 0.40 

%Qs 2.26 3.07 2.34 2.03 2.42 0.45 

EF of %Qs 3.14 4.26 3.24 2.81 3.36 0.63 
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ภาคผนวก ค 

วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ตารางแสดงการเปรียบเทียบระหว่างความหนืดระหว่าง Microemulsions-ectoin และ 
Microemulsions-blank (t-test independent) 

ตารางที่ 1ค เปรียบเทียบความหนืดระหว่างสูตร IPM o/w-ectoin และ IPM o/w-blank 

Group Statistics 

 

Sample N Mean Std. Deviation 
Std. Error 

Mean 

Viscosity IPM o/w-ectoin 3 59.63776 .431540 .249150 

IPM o/w-blank 3 58.49088 .443050 .255795 

 
 

 
 
 



 

 

ตารางที่ 2ค เปรียบเทียบความหนืดระหว่างสูตร IPM w/o-ectoin และ IPM w/o-blank 
 

 
 

 
 

      ตารางที่ 3ค เปรียบเทียบความหนืดระหว่างสูตร oleic o/w-ectoin และ oleic o/w-blank 
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ตารางที่ 4ค เปรียบเทียบความหนืดระหว่างสูตร oleic w/o-ectoin และ oleic w/o-blank 
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

ชื่อ-นามสกุล  นางสาวนงราม จันทเวช 

วันเดือนปีเกิด  เกิดวันที่ 8 พฤษภาคม 2532 

วุฒิการศึกษา   เภสัชศาสตรบัณฑิต คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ปี
การศึกษา 2555 

ประสบการณ์ท างาน  ปี 2556 – 2557 เภสัชกรประจ าโรงพยาบาลนวมินทร์ 9 

           ปี 2556 - 2558  เภสัชกรนอกเวลาร้านยาฟาแมกซ์ 

การศึกษาต่อ  เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชา
วิทยาศาสตร์เครื่องส าอาง ปีการศึกษา 2556 
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