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ABSTRACT 

 

   This study aimed to develop the topical hair lotion containing fatty acid ester 

loaded in niosomes for canities treatment.  Four saturated fatty acid methyl esters 

including lauric acid methyl ester (LM), myristic acid methyl ester (MM), palmitic 

acid methyl ester (PM) and stearic acid methyl ester (SM), were synthesized by the 

Fischer esterification reaction and investigated for cell cytotoxicity and 

melanogenesis stimulation in B16F10 melanoma cells in comparing to their 

corresponding saturated fatty acids.  For cell cytotoxicity by sulforhodamine B assay, 

all methyl esters, lauric acid (LA) and myristic acid (MA) at 2.5 to 50.0 g/ml 

demonstrated high cell viability (>80%), while palmitic acid (PA) and stearic acid 

(SA) at 25.0 and 50.0 g/ml gave moderate cytotoxicity.  In melanogenesis 

stimulation assay, MM at 50.0 g/ml exhibited the highest melanin content and 

tyrosinase activity of 1.58 and 1.67 folds of the control, respectively.  Also, MM 
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demonstrated the melanin stimulation almost equal to theophylline, a positive control, 

at 10.0 g/ml.  MM was selected to load in niosomes.   Three charged niosomes, 

including neutral (Brij72/cholesterol at 7:3), cationic (Brij72/cholesterol/dimethyl 

dioctadecyl ammonium bromide at 7:3:0.65) and anionic niosomes (Brij72/ 

cholesterol/dicetyl phosphate at 7:3:0.65), were loaded with MM and evaluated for 

physicochemical characteristics and in vitro cytotoxicity as well as the melanogenesis 

induction activity.  The maximum loading and percentage entrapment of MM were 

4.5, 90.68+7.95 in neutral; 11.0, 92.54+6.32 in cationic and 0.1% w/w, 74.43+1.86% 

in anionic niosomes, respectively.  All blank and MM loaded niosomes were in 

unilamellar structure under transmission electron microscope and in the nanosize at 

initial and after the 3-month storage at various temperatures.  The remaining 

percentages of MM loaded in neutral, cationic and anionic niosomes when kept at 

4+2, 30+2 and 45+2ºC for 3 months were about 82, 74 and 72%, respectively, while 

the dry MM indicated 97.82+1.74, 96.56+2.91 and 91.39+4.32%, respectively.  Blank 

neutral, blank cationic and MM loaded in neutral and cationic niosomes showed cell 

viability of fibroblasts and B16F10 melanoma cells at 56.64+3.19, 59.72+1.51; 

73.81+2.86, 82.51+0.20; 47.34+2.13, 52.67+2.78 and 73.20+3.49, 84.34+2.75%, 

respectively.  Blank anionic and MM loaded in anionic niosomes demonstrated no 

cytotoxicity in both cells.  According to the cytotoxic ratio of cell viability in normal 

and cancer cells, all niosomes indicated no toxic effect on normal cells.  Cationic 

niosomes loaded with MM at 34.80 M (8.43 g/ml) demonstrated the highest 

melanin induction with the tyrosinase activity of 1.42 and 1.70 folds of the control 

and 1.14 and 1.59 folds higher than theophylline, respectively.  Also, for 

transfollicular penetration using vertical Franz diffusion cells, the cationic niosomes 
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loaded with MM exhibited higher cumulative amounts of MM than that loaded in 

neutral and anionic niosomes of 1.09, 1.21 and 1.15 , 1.23 times, respectively, both in 

skin and receiver compartment.  The cationic niosomes loaded with MM were 

selected to incorporate in the hair lotion.  Hair lotion containing MM loaded in 

cationic niosomes was developed and investigated for physical appearances, 

transfollicular penetration and in vivo skin irriration as well as the melanogenesis 

induction activity in comparing to MM not loaded in cationic niosomes.  All hair 

lotions showed good physical appearances.  The remaining percentages of MM loaded 

in cationic niosomes when incorporated in the hair lotion were higher than that not 

loaded in cationic niosomes at all storage temperatures (4+2, 30+2 and 45+2°C) for 3 

months.  Transfollicular penetration of MM loaded in cationic niosomes incorporated 

in the hair lotion showed higher cumulative amounts and fluxes than that not loaded 

in cationic niosomes of 1.45 and 1.32 times in skin and receiver compartment, 

respectively.  The in vivo skin irritation in rabbit of the hair lotions containing MM 

loaded and not loaded in cationic niosomes indicated slight irritation.  For in vivo 

melanogenesis induction in aged (9-month-old) mice for 2 months, the peak of the 

skin and hair pigmentation was first observed in the hair lotion containing MM loaded 

in cationic niosomes, indicating the enhanced penetration of MM loaded in niosomes.  

Meanwhile, the peak pigment recovery of hair lotion containing theophylline was 

slowly observed after 56 treatment days, due to the low tyrosinase activity in the aged 

mice.  This study has demonstrated the potential of cationic niosomes for MM to 

increase the stability, the transfollicular penetration and the recovery of the skin and 

hair pigmentation in the aged mice which will be beneficial for the development as a 

topical anti-canities product. 
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บทคัดย่อ 

 

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาต ารับโลชนัทาเฉพาะท่ีโดยมีเอสเทอร์ของกรดไขมนัเก็บ
กกัในนีโอโซมเพื่อใชรั้กษาภาวะผมขาว  ไดส้ังเคราะห์อนุพนัธ์เมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัอ่ิมตวั 
4 ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ เมธิลเอสเทอร์ของกรดลอริก เมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติก เมธิลเอสเทอร์ของ
กรดปาล์มิติก และเมธิลเอสเทอร์ของกรดสเตียริก โดยปฏิกิริยาฟิชเชอร์เอสเทอริฟิเคชันและ
ประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์และการกระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินในเซลล์มะเร็งผิวหนัง 
(B16F10) เปรียบเทียบกบักรดไขมนัอ่ิมตวัท่ีใชใ้นการสังเคราะห์  จากการประเมินความเป็นพิษต่อ
เซลล์โดยใชสี้ซัลโฟโรดามีนบี พบวา่อนุพนัธ์เมธิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัอ่ิมตวัทั้ง 4 ชนิด กรด 
ลอริก และกรดไมริสติก ท่ีความเขม้ขน้ 2.5 - 50.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไม่เป็นพิษต่อเซลล์ แต่
กรดปาลมิ์ติกและกรดสเตียริกท่ีความเขม้ขน้ 25.0 และ 50.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีความเป็นพิษ
ต่อเซลลป์านกลาง  ส่วนการกระตุน้การสร้างเมด็สีเมลานิน เมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีความ
เขม้ขน้ 50.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานินและเอนไซมไ์ทโรสิเนสสูงสุด 
มีค่า 1.58 และ 1.67 เท่าของกลุ่มควบคุม ตามล าดบั นอกจากน้ี เมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกยงั
กระตุ้นการสร้างเม็ดสีเมลานินได้ใกล้เคียงกับสารมาตรฐานธีโอฟิลลินท่ีความเข้มข้น 10.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังนั้นจึงเลือกเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกมาเก็บกักในนีโอโซม        
ไดเ้ตรียมเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกเก็บกกัในนีโอโซมท่ีมีประจุแตกต่างกนั 3 ชนิด ซ่ึงไดแ้ก่ 
ชนิดไม่มีประจุท่ีประกอบดว้ยบริดจ ์72 และโคเลสเตอรอล ในอตัราส่วน 7 ต่อ 3, ชนิดประจุบวกท่ี



ix 

ประกอบด้วยบริดจ์ 72 โคเลสเตอรอล และไดเมธิลไดออกตะดิซิลแอมโมเนียมโบรไมด์ ใน
อตัราส่วน 7 ต่อ 3 ต่อ 0.65 และชนิดประจุลบท่ีประกอบดว้ยบริดจ ์72 โคเลสเตอรอล และไดซิติล
ฟอสเฟต ในอตัราส่วน 7 ต่อ 3 ต่อ 0.65  ไดป้ระเมินลกัษณะทางกายภาพ ความเป็นพิษและการ
กระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานินในหลอดทดลอง  ปริมาณสูงสุดและเปอร์เซนต์การเก็กกักเมธิล    
เอสเทอร์ของกรดไมริสติกในนีโอโซมชนิดไม่มีประจุ ชนิดประจุบวก และชนิดประจุลบ ซ่ึงมีค่า 
4.5, 90.68+7.95; 11.0, 92.54+6.32 และ 0.1 เปอร์เซนตน์ ้ าหนกัต่อน ้ าหนกั, 74.43+1.86 เปอร์เซนต ์
ตามล าดบั นีโอโซมเปล่าและนีโอโซมท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกมีรูปร่างกลมท่ี
ประกอบดว้ยผนงัชั้นเดียวเม่ือตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่น และมีขนาด
อนุภาคในระดับนาโนเมตรหลังเตรียมใหม่และเม่ือเก็บไวเ้ป็นเวลา 3 เดือน  เปอร์เซนต์เมธิล       
เอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีเหลืออยู่ในนีโอโซมเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ 4+2, 30+2 และ 45+2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 เดือน มีค่าประมาณ 82, 74 และ 72 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ในขณะท่ีเปอร์เซนต์
เมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกแบบแห้ง มีเหลืออยู่ 97.82+1.74, 96.56+2.91 และ 91.39+4.32 
เปอร์เซนต์ ตามล าดบั นีโอโซมเปล่าชนิดไม่มีประจุ ชนิดประจุบวก และนีโอโซมท่ีเก็บกกัเมธิล 
เอสเทอร์ของกรดไมริสติกชนิดไม่มีประจุ และชนิดประจุบวก มีค่าความเป็นพิษต่อเซลล ์            
ไฟโบรบลาสและมะเร็งผิวหนัง (B16F10) เท่ากับ 56.64+3.19, 59.72+1.51; 73.81+2.86, 
82.51+0.20; 47.34+2.13, 52.67+2.78 และ 73.20+3.49, 84.34+2.75 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ส่วน     
นีโอโซมเปล่าชนิดประจุลบและนีโอโซมท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกชนิดประจุลบไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ทั้งสองชนิด  ส าหรับอตัราส่วนความเป็นพิษของเซลล์ปกติกบัเซลล์มะเร็ง พบว่า         
นีโอโซมทุกชนิดไม่เป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  ส่วนการกระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานิน พบวา่นีโอโซม
ชนิดประจุบวกท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกความเขม้ขน้ 34.80 ไมโครโมลาร์ (8.43 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) กระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานินและเอนไซมไ์ทโรสิเนสสูงสุด เท่ากบั 1.42 
และ 1.70 เท่าของกลุ่มควบคุม และมีค่าสูงกว่าสารมาตรฐานธีโอฟิลลิน 1.14 และ 1.59 เท่า 
ตามล าดบั  นอกจากน้ี การทดสอบการน าส่งสารผ่านเซลล์รูขุมขนของนีโอโซมชนิดประจุบวกท่ี
เก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติก พบวา่ปริมาณสะสมของเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกมี
ค่ามากกวา่ในนีโอโซมชนิดไม่มีประจุและชนิดประจุลบท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติก  
1.09, 1.21 และ 1.15, 1.23 เท่า ในหนงัหมูและรีซีฟเวอร์ ตามล าดบั  ดงันั้นจึงเลือกนีโอโซมชนิด
ประจุบวกท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกมาพฒันาเป็นต ารับโลชนัส าหรับผม  ไดพ้ฒันา
ต ารับโลชนัส าหรับผมท่ีมีนีโอโซมชนิดประจุบวกท่ีเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกและ
น ามาประเมินลกัษณะทางกายภาพ การน าส่งสารผา่นเซลลรู์ขมุขน การระคายเคือง และการกระตุน้
การสร้างเม็ดสีเมลานินในสัตวท์ดลองเปรียบเทียบกบัต ารับโลชนัส าหรับผมท่ีมีเมธิลเอสเทอร์ของ
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กรดไมริสติกท่ีไม่เก็บกกัในนีโอโซมชนิดประจุบวก พบวา่ต ารับโลชนัส าหรับผมทุกต ารับมีความ
คงตวัทางกายภาพดี มีเปอร์เซนต์เมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีเหลืออยูใ่นต ารับโลชนัส าหรับ
ผมท่ีมีนีโอโซมชนิดประจุบวกเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกสูงกวา่ในต ารับโลชนัส าหรับ
ผมท่ีมีเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีไม่เก็บกกัในนีโอโซมชนิดประจุบวกเม่ือเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ
ต่างๆ (4+2, 30+2 และ 45+2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 เดือนการทดสอบน าส่งเมธิลเอสเทอร์ของ
กรดไมริสติกผา่นเซลลรู์ขุมขนของต ารับโลชนัส าหรับผม พบวา่ปริมาณสะสมและอตัราเร็วในการ
ซึมผา่นของเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกจากต ารับท่ีมีนีโอโซมชนิดประจุบวกท่ีเก็บกกัเมธิลเอส
เทอร์ของกรดไมริสติกสูงกวา่ต ารับท่ีมีเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีไม่เก็บกกัในนีโอโซมชนิด
ประจุบวก 1.45 และ 1.32 เท่า ตามล าดบั   ส าหรับการทดสอบการระคายเคืองในผิวหนงักระต่าย
ของต ารับโลชนัส าหรับผมท่ีมีเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกท่ีเก็บกกัและไม่เก็บกกัในนีโอโซม
ชนิดประจุบวก พบว่าทั้งสองต ารับก่อให้เกิดการระคายเคืองเพียงเล็กน้อย  ส่วนการทดสอบการ
กระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานินในหนูแก่อายุ 9 เดือน เป็นเวลา 2 เดือน พบว่ามีการเปล่ียนแปลง
สูงสุดของผิวหนงัและขนของหนูในกลุ่มท่ีทาต ารับโลชนัส าหรับผมท่ีมีนีโอโซมชนิดประจุบวกท่ี
เก็บกักเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกเร็วกว่ากลุ่มท่ีทาต ารับโลชันส าหรับผมอ่ืนๆ ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองจากการเพิ่มประสิทธิภาพการน าส่งสารของนีโอโซมเก็บกกัเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติก 
ส่วนการเปล่ียนแปลงสูงสุดของผิวหนงัและขนของหนูในกลุ่มท่ีทาต ารับโลชนัท่ีมีธีโอฟิลลินหลงั
จากทาต ารับเป็นเวลา 56 วนั อาจเน่ืองจากฤทธ์ิของเอนไซมไ์ทโรสิเนสลดลงในหนูแก่  การศึกษาน้ี
ไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของนีโอโซมชนิดประจุบวกส าหรับเมธิลเอสเทอร์ของกรดไมริสติกใน
การเพิ่มความคงตวั การน าส่งผ่านเซลล์รูขุมขน และการกระตุน้การสร้างเม็ดสีเมลานินในผิวหนงั
และขนในหนูแก่ ซ่ึงจะสามารถน าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑส์ าหรับใชรั้กษาภาวะผมขาวได ้


