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ABSTRACT 

 

The aim of this research thesis study was to develop the Tabernaemontana 

divaricata alkaloidal extract loaded transdermal delivery system by microemulsion 

which is able to inhibit the enzyme associated with Alzheimer’s disease. 

Acetylcholinesterase terminates the transmission of nerve impulse by rapid hydrolysis 

of acetylcholine. Inhibition of acetylcholinesterase will enhance the acetylcholine 

level and therefore be one of the most promising approaches for treating Alzheimer’s 

disease. Since most of current Alzheimer’s drugs cannot cease the disease 

accompanying with their adverse effects, it necessitates the interest in finding better 

acetylcholinesterase inhibitor and better way to deliver these compounds.  
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T. divaricata, used in traditional Thai rejuvenation remedies as a neurotonic, 

would be a good candidate for finding new cholinesterase inhibitor. Alkaloids, its 

major constituents, possess high acetylcholinesterase inhibition with IC50 value of 

131.17±20.06 ng/mL. Beside the equivalent anti-acetylcholinesterase activity as 

galantamine, the most obvious finding to emerge from this study is the higher 

selectivity on acetylcholinesterase. Morris water maze test revealed the same potential 

in cognitive enhancement of transdermal T. divaricata alkaloidal extract in propylene 

glycol (1,000 and 500 mg/kg) as oral galantamine (1 mg/kg).  

Since the T. divaricata alkaloidal extract is natural mixtures, the qualitative 

control was done by the mean of thin layer chromatography and high performance 

liquid chromatography fingerprints. The bisindole alkaloid, 3’-R/S-

hydroxyvoacamine, was purified and used as a reference marker in the quantification.  

The preformulation study was undertaken by the means of physicochemical 

properties, stability and cytotoxicity. The calculated log P value was 3.03±0.07 which 

was in an acceptable range of drug candidates for the passive transdermal delivery. Tg 

of T. divaricata alkaloidal extract was at 48.67°C and the decompositions were 

occurred after exposure to very high temperature (150.86°C). The cytotoxicity study 

by tetrazolium-based colorimetric assay revealed its safety on peripheral blood 

mononuclear cell with 46 times higher IC50 against the cell than acetylcholinesterase. 

 Regarding to microemulsion development, pseudoternary phase diagrams 

were constructed and the findings suggested that oil types, surfactant types, co-

surfactant types and surfactant to co-surfactant ratio influenced microemulsion region 

in the phase diagrams while pH and ionic strength of aqueous phase had no effect. 

The selected microemulsions were characterized by means of photon correlation 
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spectroscopy, polarizing light microscopy, freeze fracture transmission electron 

microscopy, differential scanning calorimetry, electrical conductivity and rheology. 

The system comprising Z. cassumunar oil, Triton X-114, ethanol and water was 

selected for incorporation of 5 mg/mL T. divaricata alkaloidal extract. The 

concurrence of various characterizations suggested that reverse micellar phase, liquid 

crystal and coarse emulsion were formed along dilution line A (oil:Smix = 1:5) and 

dilution line B (oil:Smix = 2:5). 

 A4, A6 and B4 were selected to be representatives of microemulsion, B6 was 

selected as a representative of liquid crystal, and A8 was selected as a representative 

of liquid crystal in microemulsion in further in-depth studies. Encapsulation of the T. 

divaricata alkaloidal extract in microemulsions, liquid crystalline system and liquid 

crystal in microemulsion exhibited higher stability after 180 day storage in various 

temperatures when compared with the propylene glycol solution.  Moreover, both 

microemulsions and liquid crystalline system show an enhancing effect on skin 

permeation of T. divaricata alkaloidal extract. These results were in a good agreement 

with the skin retention results. The cumulative amount of the T. divaricata alkaloidal 

extract per unit area of skin that has passed through the skin after 24 hours of B4 and 

B6 were 0.37±0.20 and 0.54±0.28 µg/cm
2
, respectively. 

Form all of the above results, it was concluded that T. divaricata alkaloidal 

extract loaded microemulsions which comprising Z. cassumunar oil, Triton X-114, 

ethanol and water was able to be delivered via transdermal route and possess 

acetylcholinestersae inhibitory activity. With the further development to transdermal 

patch, it would be probably considered as a potential formulation for further use in the 

treatment of Alzheimer’s disease.  
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บทคัดย่อ 

วตัถุประสงค์ของการศึกษาวิจยัวิทยานิพนธ์น้ี เพื่อพฒันาระบบน าส่งยาผ่านผิวหนังใน

รูปแบบไมโครอิมลัชันของสารสกดัพุดจีบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรคอลัไซม์เมอร์ 

เอนไซม์อะเซทิลโคลินเอสเทอเรสสามารถยุติการส่งผ่านสัญญาณประสาทโดยการสลายสารส่ือ

ประสาทอะเซทิลโคลินอยา่งรวดเร็ว การยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลินเอสเทอเรสจึง

ช่วยเพิ่มปริมาณของอะเซทิลโคลินดงักล่าว และเป็นวธีิการหน่ึงท่ีจะท าใหเ้กิดผลดีส าหรับการรักษา

โรคอลัไซเมอร์ แต่เน่ืองจากยาท่ีใชใ้นผูป่้วยโรคอลัไซเมอร์ในปัจจุบนัยงัไม่สามารถยุติโรคน้ีไดแ้ละ

ยงัมีผลขา้งเคียงจากการใชย้า จึงเป็นเหตุจ าเป็นท่ีจะตอ้งให้ความสนใจกบัการคน้ควา้หายาตวัใหม่ๆ

ท่ีจะสามารถยบัย ั้งเอนไซมอ์ะเซทิลโคลินเอสเทอเรสไดดี้กวา่เดิม และหาวธีิการท่ีดีกวา่ในการน าส่ง

สารดงักล่าว 

พุดจีบซ่ึงถูกน ามาใชใ้นต ารับยาบ ารุงระบบประสาทของไทยตั้งแต่สมยัโบราณเป็นตวัเลือก
หน่ึงส าหรับการคน้ควา้หาสารท่ีจะมายบัย ั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลินเอสเทอเรส อลัคาลอยด์ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบหลกัของสารสกดัจากพุดจีบสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์อะเซทิลโคลินเอส
เทอเรสไดเ้ป็นอย่างดี โดยสารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบท่ีความเขม้ขน้ 131.17±20.06 นาโนกรัม
ต่อมิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมไ์ดร้้อยละ 50 และนอกเหนือจากสารสกดัอลัคา
ลอยดจ์ากพุดจีบจะสามารถยบัย ั้งการท างานของเอนไซมอ์ะเซทิลโคลินเอสเทอเรสไดดี้เทียบเท่ากบั
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ยากาแลนตามีนแลว้ ยงัพบวา่สารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบยงัมีความไวต่อเอนไซม์อะเซทิลโคลิน
เอสเทอเรสมากกว่ายากาแลนตามีนอีกดว้ย จากการทดสอบด้วยวิธีมอร์ริสวอเตอร์เมสพบว่าหนู
ทดลองท่ีไดรั้บสารสกดัอลัคาลอยดจ์ากพุดจีบผา่นทางผวิหนงั (1,000 และ 500 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกั
ตวั 1 กิโลกรัม) มีความสามารถในการเรียนรู้ท่ีจะข้ึนจากน ้ าไปอยู่บนแท่นได้ดีเทียบเท่ากบัหนู
ทดลองท่ีกินยากาแลนตามีน (1 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัตวั 1 กิโลกรัม) 

เน่ืองจากอลัคาลอยด์จากพุดจีบเป็นสารสกดัจากธรรมชาติ ดังนั้นจึงได้ท าการควบคุม
คุณภาพโดยใช้การพิมพ์ลายน้ิวมือสารทั้งแบบโครมาโตกราฟีแบบชั้นบางและโครมาโตกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง ในการหาปริมาณของสารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบไดใ้ช ้3’-R/S-ไฮดรอก
ซีโวอาคามีนเป็นสารมาตรฐาน 

ก่อนการพฒันาต ารับ ผูว้ิจยัได้ท าการศึกษาคุณสมบติัทางเคมีกายภาพ ความคงตวั และ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบ ค่า log P ท่ีค  านวณไดเ้ท่ากบั 3.03±0.07 

ซ่ึงอยูใ่นช่วงท่ียอมรับไดส้ าหรับยาท่ีจะน าไปใชผ้า่นทางผิวหนงั ส่วนอุณหภูมิทีจีของสารสกดัอลั
คาลอยด์จากพุดจีบอยูท่ี่ 48.67 องศาเซลเซียส และพบวา่สารสกดัเกิดการสลายตวัหลงัจากอุณหภูมิ
เพิ่มข้ึนถึง 150.86 องศาเซลเซียส ความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบซ่ึง
ทดสอบโดยวิธี tetrazolium-based colorimetric assay ไดแ้สดงให้เห็นถึงความปลอดภยัของสาร
สกดัต่อเซลล์เม็ดเลือด (PBMC) เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสารสกดัท่ีท าให้จ  านวนเซลล์มีชีวิต
เหลืออยู่ร้อยละ 50 มีค่ามากกว่าความเข้มข้นของสารสกัดท่ีใช้ในการยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซมอ์ะเซทิลโคลินเอสเทอเรสไดร้้อยละ 50 ถึง 46 เท่า 

ในการพฒันาต ารับไมโครอิมลัชัน แผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียมไดถู้กสร้างข้ึน และผล
การศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ ชนิดของน ้ามนั ชนิดของสารลดแรงตึงผวิ ชนิดของสารช่วยสารลดแรงตึง
ผิว และสัดส่วนของสารลดแรงตึงผิวต่อสารช่วยสารลดแรงตึงผิวมีบทบาทต่อพื้นท่ีการเกิดไมโคร
อิมลัชนัในแผนภาพวฏัภาคไตรภาคเทียม ในขณะท่ีค่าความเป็นกรดด่าง และความแรงประจุของน ้ า
ไม่มีผลกระทบใดๆ คุณลกัษณะของต ารับท่ีถูกเลือกได้ถูกตรวจสอบโดยเคร่ืองวดัขนาดอนุภาค 
กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดใช้แสงโพลาไรซ์ กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่านชนิดฟรีซแฟรก
เจอร์  เคร่ืองดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ เคร่ืองวดัน าไฟฟ้า และเคร่ืองวดัการไหล ต ารับ
ท่ีประกอบไปดว้ยน ้ ามนัหอมระเหยจากเหงา้ของไพล ไตรตอนเอ๊กซ์-114 เอทานอล และน ้ า ไดถู้ก
รวมเขา้กบัสารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบโดยใช้ความเขม้ขน้ท่ี 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากการ
ทดสอบคุณลกัษณะต่างๆขา้งตน้ ท าให้ทราบว่าเกิดไมเซลล์ผนักลบั ลิควิดคริสตลั และอิมลัชัน
หยาบบนเส้น A (น ้ ามนั:สารลดแรงตึงผิวผสม = 1:5) และเส้น B (น ้ ามนั:สารลดแรงตึงผิวผสม = 
2:5) 
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ต ารับ A4 A6 และ B4 ถูกเลือกให้เป็นตวัแทนของไมโครอิมลัชนั ในขณะท่ี B6 ถูกใชเ้ป็น

ตวัแทนของลิควิดคริสตลั และA8 เป็นตวัแทนของลิควิดคริสตัลในไมโครอิมลัชัน ส าหรับ

การศึกษาในเชิงลึกขั้นต่อไป การใส่สารสกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบในต ารับไมโครอิมลัชนั ลิควิด

คริสตลั และลิควดิคริสตลัในไมโครอิมลัชนั ส่งผลใหค้วามคงตวัของสารสกดัดีข้ึนหลงัจากเก็บไวท่ี้

อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลา 180 วนั เม่ือเปรียบเทียบกบัสารละลายของสารสกดัในโพรพิลีนไกลคอล 

นอกจากน้ี ทั้งต ารับไมโครอิมลัชนัและลิควิดคริสตลัยงัสามารถเพิ่มการซึมผ่านผิวหนงัของสาร

สกดัอลัคาลอยด์จากพุดจีบได ้ซ่ึงผลการซึมผา่นผิวหนงัดงักล่าวก็สอดคลอ้งกบัผลการสะสมของ

สารสกัดในผิวหนัง โดยปริมาณสะสมของสารสกัดอลัคาลอยด์จากพุดจีบต่อหน่วยพื้นท่ีของ

ผิวหนงัท่ีผา่นผิวหนงัหลงัจาก 24 ชัว่โมงของต ารับ B4 และ B6 เท่ากบั 0.37±0.20 และ 0.54±0.28 

ไมโครกรัมต่อตารางเซนติเมตรตามล าดบั 

จากผลการศึกษาขา้งตน้สรุปไดว้่าไมโครอิมลัชนัของน ้ ามนัหอมระเหยจากเหงา้ของไพล 

ไตรตอนเอ๊กซ์-114 เอทานอล และน ้ า ของสารสกดัพุดจีบสามารถใชน้ าส่งยาทางผิวหนงัได ้โดยมี

ฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม์อะเซทิลโคลีนเอสเทอเรส และหากมีการพฒันาต่อไปให้อยู่ในรูปแผ่นแปะ

ผวิหนงั ก็อาจน าไปพิจารณาประยกุตใ์ชใ้นการรักษาโรคอลัไซเมอร์ไดใ้นอนาคต 


