
v 

 

Thesis Title   Transfollicular Delivery Systems of Fatty Acids 

from Natural Sources Entrapped in Nanovesicles for 

Anti-hair Loss 

 

Author      Ms. Warintorn  Ruksiriwanich 

Degree      Doctor of Philosophy (Pharmacy)  

Thesis Advisory Committee Prof. Dr. Aranya Manosroi  Advisor  

Prof. Dr. Jiradej Manosroi  Co-advisor  

Prof. Dr. Masahiko Abe  Co-advisor  

 

ABSTRACT 

 

    This study aimed to develop transfollicular delivery systems for fatty acids from 

natural sources entrapped in nanovesicles for anti-hair loss.  The bioactive compounds 

and biological activities (antioxidative, tyrosinase inhibition, cell proliferation activity 

on aged normal human skin fibroblasts) of the extracts from bran of Oryza sativa by 

the two extraction methods including ethanolic maceration and supercritical carbon 

dioxide fluid technique (scCO2), were investigated.  The crude extract prepared by 

scCO2 gave lower yields, but higher unsaturated fatty acid and total phenolic contents 

than those from the ethanolic maceration.  Moreover, the crude extract from both 

methods did not only show no significant difference of biological activities, but also 

gave no cytotoxicity to the aged human skin fibroblasts.  The crude extracts from the 

three edible plants including O. sativa, C. tinctorius and S. bicolor prepared by the 

scCO2 method which showed high unsaturated fatty acids contents and biological 

activities , were selected from ten edible plants to prepare the semi-purified fractions.  

Fraction No.3 of the O. sativa crude extract (OSF3) gave the highest content of 

unsaturated fatty acids, high biological activities and the highest 5α-reductase (type 1) 
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inhibition on DU-145 prostate cancer cell line.  Blank neutral niosomes (Tween 

61/Cholesterol at molar ratio 1:1) from chloroform film method and scCO2 were 

developed and loaded with the bran of O. sativa crude extract as a model.  The 

maximum loading of the extracts in niosomes from both methods was 0.25 % w/v.  

The physical characteristics including the vesicular size, morphology, phase transition 

temperature and the membrane microviscosity of the niosomes entrapped and not 

entrapped with the crude extracts prepared by scCO2 technique were not significant 

different from those by the chloroform film method.  The morphology of all niosomes 

were in unilamellar structure investigated by TEM with the average particle size of 

60.34 ± 30.91 nm with the phase transition (gel-liquid) temperature at about 80°C.  

The scCO2 method appeared to be a suitable alternative technique for the preparation 

of niosomes entrapped with the extract because of not only its environmental friendly, 

but also its less step requirement as well.  Blank cationic niosomes with the 

composition at 20 mM of Tween61 mixed with cholesterol and cationic surfactants 

(CTAB, CPC, SA, BZKC, BZT and DDAB) at 1:1:0.05, 1:1:0.25 and 1:1:0.5 molar 

ratios were prepared by scCO2 method.  The best physical stability (size and zeta 

potential) and low toxicity on human skin fibroblast of the three blank niosomes 

including blank cationic niosomes [Tween 61/ cholesterol/ cationic surfactants 

(CTAB, BZKC) at 1:1:0.5 molar ratios] and the neutral blank niosomes (Tween 

61/cholesterol at 1:1 molar ratio) were selected to investigate by loading with the 

OSF3.  The CTAB niosomes at 1:1:0.5 molar ratio loaded with OSF3 were the best 

formulation when kept for 3 months at 4 ± 2, 27 ± 2 and 45 ± 2°C, respectively , since 

it gave the white dispersion with no layer separation or color change with the particle 

size of about 160 nm and the zeta potential values of about 55 mV after  stored for 3 

months.  The OSF3 was loaded in CTAB cationic niosomes at 0.1, 0.5, 1.0 and 2.0% 

(w/v).  The niosomal sizes were slightly increased from 120 to 220 nm and the zeta 

potential value of the blank niosomes was decreased from 80 mV to the range of 40-

60 mV after loaded with various concentrations of OSF3.  Both FF-TEM and SAXS 

analysis of all niosomal formulations showed the uni-lamellar niosomes.  The 

transitions temperature (Tc) of the niosomes significant increased from 75 to 80°C 

when loaded with 0.1 and 0.5% OSF3.  Moreover, the blank cationic niosomes gave 

the highest microviscosity indicating the most rigid membrane at 25 °C and followed 
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by 0.1, 0.5, 1.0 and 2.0% OSF3 niosomes, respectively.  The gel incorporated with 

2.0% OSF3 loaded in CTAB cationic niosomes (gel OSF3 niosomes) was developed.  

The gel OSF3 niosomes, OSF3 niosomes, gel OSF3 and OSF3 solution were 

investigated for physicochemical characteristics and transfollicular penetration 

through porcine skin using follicular closing technique by Franz diffusion cells.  Gel 

OSF3 niosomes demonstrated physicochemical stability with the zeta potential values 

of -36.28 mV and the total unsaturated fatty acid contents of more than 84 % after 

stored at 25 °C for 3 months.  Although the gel OSF3 niosome gave less 

transfollicular penetration of the unsaturated fatty acids into the receiver compartment 

than the OSF3 niosomes, it was a more convenient system for topical use because of 

the superior occlusion effect that will be beneficial for the saturation of the 

unsaturated fatty acids (the key bioactive compounds for 5α-reductase inhibition) in 

the skin with less risk of systemic effects than the OSF3 niosomes.  Various 

formulations containing 2.0% (w/v) of OSF3 (OSF3 solution, OSF3 niosomes, gel 

OSF3 niosomes) were investigated for skin toxicity and in vivo hair growth promoting 

activity in C57BL/6 mice model.  Gel OSF3 niosomes exhibited similar anagen 

induction to OSF3 niosomes in C57BL/6 mice.  But, OSF3 niosomes showed slightly 

higher skin toxicity both in vitro on human skin fibroblasts and in vivo on rabbit skin.  

Gel OSF3 niosomes exhibited higher in vivo hair growth promotion activity with the 

hair growth score and the mean hair length at day 21
st
 of sample application than the 

standard dutasteride of 1.50 and 1.92 times, respectively.  Furthermore, from the 

histological analysis, all formulations containing OSF3 including gel OSF3 niosomes 

induced the hair follicle to differentiate from telogen to anagen phase.  Therefore, this 

study has suggested that the gel containing 2.0% w/v OSF3 loaded in cationic 

niosomes (gel OSF3 niosomes) was the best formulation for transfollicular delivery 

systems of fatty acids from natural sources entrapped in nanovesicles for anti-hair loss 

because of its non-toxicity, high hair growth score, long hair length and producing 

anagen induction in hair follicles. 
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บทคัดย่อ 

 

งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาระบบน าส่งผา่นรูขมุขนของกรดไขมนัจากธรรมชาติท่ีเก็บ

กกัในถุงขนาดนาโนเพื่อป้องกนัผมร่วง โดยศึกษาเปรียบเทียบสารส าคญัและฤทธ์ิทางชีวภาพ (ฤทธ์ิ

ตา้นอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมไ์ทโรสิเนส และฤทธ์ิกระตุน้การเจริญของเซลล์ไฟโบรบลาสต์

จากผวิหนงัมนุษย)์ ของสารสกดัหยาบจากร าขา้ว (Oryza sativa) ท่ีไดจ้ากการสกดั 2 วิธีคือ วิธีการ

หมกัในเอธานอล และวิธีซุปเปอร์คริติคลัคาร์บอนไดออกไซด์ฟลูอิด พบวา่ สารสกดัหยาบจากร า

ขา้วโดยวิธีซุปเปอร์คริติคลัคาร์บอนไดออกไซด์ฟลูอิด มีเปอร์เซ็นต์ผลผลิตน้อยกว่าแต่มีปริมาณ

กรดไขมนัไม่อ่ิมตวั และกรดฟีนอลิกมากกวา่สารสกดัจากวิธีการหมกัในเอธานอล นอกจากน้ี สาร

สกดัหยาบจากร าขา้ว จากทั้ง 2 วิธีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ และความไม่เป็นพิษต่อเซลล์ ไม่แตกต่างกนั

อย่างมีนยัส าคญั ไดเ้ลือกสารสกดัหยาบจากร าขา้ว (O. sativa) สารสกดัหยาบจากดอกค าฝอย 

(Carthamus tinctorius) และ สารสกดัหยาบจากขา้วฟ่าง (Sorghum bicolor) ท่ีเตรียมจากวิธี

ซุปเปอร์คริติคลัคาร์บอนไดออกไซด์ฟลูอิด ไปเตรียมสารสกัดก่ึงบริสุทธ์ิ จากสารสกัดจากพืช

ทั้งหมด 10 ชนิดเน่ืองจากมีปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั และมีฤทธ์ิทางชีวภาพสูง พบวา่ สารสกดัก่ึง 
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บริสุทธ์ิแฟรคชัน่ท่ี 3 จากสารสกดัหยาบจากร าขา้ว (OSF3) มีปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูงท่ีสุด 

ฤทธ์ิทางชีวภาพสูง และมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซม ์ 5-อลัฟ่า รีดกัเตส (ชนิดท่ี 1) สูงท่ีสุดในเซลล์มะเร็ง

ต่อมลูกหมาก (DU-145)  นีโอโซมเปล่าท่ีเตรียมจากทวีน 61 คอเลสเตอรอล ในอตัราส่วนโมล่าร์ 

1:1 จึงถูกเตรียมข้ึนเพื่อใชเ้ป็นแบบจ าลอง ทดสอบการเก็บกกัสารสกดัหยาบจากร าขา้ว พบวา่นีโอ

โซมเปล่าดงักล่าวสามารถเก็บกกัสารสกดัหยาบจากร าขา้วไดม้ากท่ีสุด 0.25 % โดยน ้ าหนกัต่อ

ปริมาตร เม่ือเตรียมดว้ยวิธีดั้งเดิมการระเหยแห้งคลอโรฟอร์มจนเป็นฟิล์ม และวิธีซุปเปอร์คริติคลั

คาร์บอนไดออกไซดฟ์ลูอิด พบวา่สมบติัทางกายภาพ (ขนาดอนุภาค ลกัษณะของอนุภาค อุณหภูมิท่ี

มีการเปล่ียนแปลงวฏัภาค และ ค่าความยดืหยุน่ของผนงันีโอโซม) ของนีโอโซมท่ีเตรียมจากทั้งสอง

วธีิ ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั โดยนีโอโซมทุกสูตรมีผนงัชั้นเดียว โดยมีขนาดประมาณ 60.34 

± 30.91 นาโนเมตร และมีอุณหภูมิท่ีมีการเปล่ียนแปลงวฏัภาค ประมาณ 80 องศาเซลเซียส จึงเลือก

วิธีซุปเปอร์คริติคลัคาร์บอนไดออกไซด์ฟลูอิด เพื่อใช้เตรียมนีโอโซมเปล่าประจุบวกจากทวีน61 

คอเลสเตอรอล และ สารลดแรงตึงผิวประจุบวก (CTAB, CPC, SA, BZKC, BZT และ DDAB)  ท่ี

อตัราส่วนโมล่าร์ 1:1:0.05, 1:1:0.25 และ 1:1:0.5 พบวา่ นีโอโซมเปล่าสูตรทวีน61 คอเลสเตอรอล 

และ สารลดแรงตึงผิวประจุบวก (CTAB และ BZKC) ท่ีอตัราส่วนโมล่าร์ 1:1:0.5 และนีโอโซม

เปล่าจากทวนี61 คอเลสเตอรอล ท่ีอตัราส่วนโมล่าร์ 1:1 มีความคงตวัทางกายภาพ (ขนาดอนุภาค ค่า

ศกัยซี์ตา้) ดีท่ีสุด และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ไฟโบรบลาสตจ์ากผิวหนงัมนุษย์ต ่า จึงน านีโอโซมทั้ง 

3 สูตรมาเก็บกกั OSF3 และศึกษาความคงตวัท่ี 4 ± 2, 27 ± 2 และ 45 ± 2 องศาเซลเซียส  พบวา่ นีโอ

โซมสูตรทวีน61 คอเลสเตอรอล และ สารลดแรงตึงผิวประจุบวกเซทิลไตรเมทิล แอมโมเนียมโบร

ไมด ์(CTAB) ท่ีอตัราส่วนโมล่าร์ 1:1:0.5 เก็บกกั OSF3 มีความคงตวัมากท่ีสุด โดยไม่มีการแยกชั้น

หรือการเปล่ียนแปลงสี และมีขนาดอนุภาคประมาณ 160 นาโนเมตร และค่าศกัยซี์ตา้ประมาณ 55 

มิลลิโวลท ์เม่ือเก็บไวท่ี้ 3 อุณหภูมิเป็นเวลา 3 เดือน จึงเก็บกกั OSF3 ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 0.5, 1.0 

และ 2.0% โดยน ้ าหนกั ต่อปริมาตร ในนีโอโซมสูตรดงักล่าว พบว่า ขนาดของอนุภาคนีโอโซม

ใหญ่ข้ึนจากประมาณ 120 เป็น 200 นาโนเมตร ค่าศกัยซี์ตา้เพิ่มข้ึนจากประมาณ 80 เป็น 40-60 มิลลิ

โวลท ์เม่ือเก็บกกั OSF3 ในนีโอโซมเพิ่มข้ึน อยา่งไรก็ตาม นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 ทุกสูตรต ารับ มี

ผนงัชั้นเดียวเม่ือวเิคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผา่นโดยใชส้ารตวัอยา่งท่ีแช่แข็ง 

(FF-TEM) และเคร่ืองมือวดัการกระเจิงของรังสีเอ็กซ์มุมเล็ก(SAXS) และนีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 
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ท่ี 0.1 และ 0.5% มีอุณหภูมิท่ีมีการเปล่ียนแปลงวฏัภาคเพิ่มข้ึนจากประมาณ 75 เป็น 80 องศา

เซลเซียส นอกจากน้ีท่ี 25 องศาเซลเซียส นีโอโซมเปล่าประจุบวกมีความแข็งแรงของผนงันีโอโซม

มากท่ีสุดรองลงมาคือ นีโอโซมประจุบวกท่ีเก็บกกั 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0% ตามล าดบั เจลท่ีมี OSF3 

เก็บกกัในนีโอโซมประจุบวก (CTAB) จึงถูกพฒันาข้ึน และศึกษาความคงตวัและการซึมผา่นทางรู

ขุมขนในหนังหมู เปรียบเทียบกับ นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 เจลท่ีมี OSF3ท่ีไม่ได้เก็บกัก และ 

สารละลาย OSF3 พบวา่ เจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซมมีความคงตวัดี โดยมีค่าศกัยซี์ตา้เท่ากบั -

36.28 มิลลิโวลท ์และมีปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเหลือในต ารับมากกวา่ 84% หลงัจากเก็บไวท่ี้ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 เดือน แมว้า่ เจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซมสามารถซึมผา่นทางรูขุมขน

ลงไปในส่วนรีซีฟเวอร์ไดน้อ้ยกวา่นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 แต่ เจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซม

สะดวกในการใช้ทางผิวหนงั และสามารถท าให้กรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (สามารถยบัย ั้งเอนไซม์ 5-

อลัฟ่า รีดกัเตส ท่ีเป็นสาเหตุส าคญัของอาการผมร่วง) มีความเขม้ขน้ท่ีผิวหนงัมากข้ึน และลดความ

เป็นพิษจากการซึมเขา้ไปในกระแสโลหิตไดดี้กวา่นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 จากนั้นมีการศึกษาความ

เป็นพิษต่อผิวหนงั และฤทธ์ิกระตุน้ผมงอกในหนูด า C57BL/6 ของเจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอ

โซม นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 และสารละลาย OSF3 พบว่า เจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซม

สามารถเหน่ียวน าการเปล่ียนวงจรการเจริญของเส้นขนให้อยูใ่นระยะเจริญไดเ้หมือนกบันีโอโซมท่ี

เก็บกกั OSF3 แต่นีโอโซมท่ีเก็บกกั OSF3 มีความเป็นพิษต่อเซลล์ในหลอดทดลอง และบนผิวหนงั

กระต่ายมากกวา่รูปแบบเจล นอกจากน้ี เจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซมมีคะแนนการกระตุน้ให้

ขนงอก และมีความยาวของเส้นขนมากกวา่สารมาตรฐานดูแทสเทอไรด์ ประมาณ 1.50 และ 1.92 

เท่าตามล าดับ จากการศึกษาทางพยาธิสภาพของเซลล์ท่ีผิวหนังของหนูด า พบว่าทุกต ารับท่ีมี

ส่วนประกอบเป็น OSF3 สามารถเหน่ียวน าให้รากขนท่ีอยู่ในระยะพกัเปล่ียนเป็นระยะเจริญได ้

ดงันั้นเจลท่ีมี OSF3 เก็บกกัในนีโอโซมเป็นสูตรท่ีดีท่ีสุดเพื่อน าส่งกรดไขมนัจากสารสกัดก่ึง

บริสุทธ์ิจากร าขา้วท่ีเก็บกกัในถุงขนาดนาโนผา่นรูขมุขนของเพื่อป้องกนัผมร่วง  


