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  This study aims at investigating potential applications of rhamnolipid biosurfactant for 
rhamnolipid/n-butanol/water/oil microemulsion system. The rhamnolipid used in this study was 
produced from crude palm oil by Pseudomonas aeruginosa sp.A41. In this study, the experiment 
were divided into three parts. First, critical micelle concentration of rhamnolipid was determined 
at 50 mg/l. In addition, rhamnolipid showed severe cytotoxicity against L929 mouse fibroblast 
cell at minimum concentration of 350 µg/ml, while no cytotoxicity at maximum concentration of 
10 µg/ml. In the second part of the experiments, suitable oil types was determined at 37 oC. 
Decanol was found to be most suitable for formation of W/O microemulsion in comparison to 
three other solvents which were isopropyl myristate, ethyl oleate, and heptane. Decanol was 
selected for further study due to its capability to form large area of W/O microemulsion, thus high 
water loading was achieved. In addition, decanol showed no cytotoxic effect on L929 mouse 
fibroblast cell. In the last part, the rhamnolipid/n-butanol/decanol system was then tested with 
acetate buffer pH 5.5 and phosphate buffer pH 7.4 .  Suitable microemulsion compositions of 
51% surfactant, 9% decanol, 40% acetate buffer, and 60% surfactant, 10% decanol, 30 % 
phosphate buffer, respectively. Using acetate buffer pH 5.5 and phosphate buffer pH 7.4 was 
tested for methotrexate (MTX) loading and MTX loading efficiency. The amount of MTX which 
is loaded in acetate buffer microemulsion is 603.62 µg/ml and MTX loading efficiency is 73.61%. 
Moreover, MTX loading in phosphate buffer microemulsion is 324.14 µg/ml and MTX loading 
efficiency is 29.52%. It was found that the microemulsion prepared from acetate buffer pH 5.5 
was able to encapsulate MTX higher than phosphate buffer pH 7.4.   Department  Chemical Engineering StudentFs signature11111111.1.1. 
Field of  study  Chemical Engineering Principal advisorFs signature1111111 
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����� 1 ���%� 
 1.1  �����$&����'�(�) ���	����!)�6�"
"%�$�������	����!)�6�"��6	�!0��01	������ ���������5��*�����	�1	�������5"� 2 �&"� �9� �&"����*�("�	���&�*�(" ���7�5���	����!)�6�"�����?���0��!�"��'&���"&�� 2 "�F%�����*�("�!�!&�������5 (Banat �	��.�, 2000) �M001�������������	����!)�6�"���
"%�$��7
5�����
�����*)(� ��9���0����"������$�,!��� �����?�&���	����5!������
�!� ���!�(�!5�����5�&������?'� �	�6	�!0�����!�(�!5��������?6	�!*)(�7��&��5 (renewable feedstock) 
(Desai �	� Banat, 1997) ���	����!)�6�"
"%�$�����?��������	 ��@������	��������"�������7��1!������������ �� �	����9��������� ���0���(��������?7
5������	����!)�6�"���
"%�$���
���7��������$��� �
&� 
&"�!&�!5��01	������ (antimicrobial) ��9�!&�!5���
9(��� 
(antifungal) ����!5� (Singh �	� Cameotra, 2004) 
 ���������	
���������5"����	����!)�6�" �(����� �	��(�� ������������"����!�"����"���5�� �	��	��,.�7���9��&��*5��7� (Aboofazeli �	� Lewrence, 1994) ���	����!)�6�"�������7
57�����!������������	
�����'&�	��
��� �!&���������������	
��������1�!�7
5����%��
�������$��M-������������9���	��"������$�,*�����	����!)�6�"��	&���(� �����(����	����!)�6�"
"%�$0)���5����"����70���*)(� (Shinoda �	��.�, 1991)  )�������	�����������	����!)�6�"���
"%�$
�����)�� ������7
5���������1�7��	1&���	��	���� �����?6	�!��5��(�0��������� �	�0���������������*)(�  )���M001������,�� Jeneil  Biosurfactant ����6	�!�����	����*���!&������&��*5���'� �����(����"�0���(0)�7
5�����	������6	�!*)(���� ���7
5������� 
Pseudomonas sp. A41 �	�7
5�(�������	�����������	&��������  )���������!�(�!5��������?'� �	����������6	�!%�./� 0���5���	����!)�6�"
"%�$����"������1���4����&"�  )�����(��!�	���5 ����"��9� 
 ��������� ! (Methotrexate) ���������������
�����)�� ���=���4�����(������&�!�"*��� 		��&����� �������7
57�������,��������B����� (Psoriasis) ��������������� �!&���7
5��
����(0�����6	*5������ (side effect) ������&����� ����8$����&������0�����$�,!&�!���	��! 
(Van �	��.�, 1994) 0)�����+)�,����7�5��
����(6&�����6�"���� �!&��9���0����������� !����������"��
���(���'���� �&"�6�"����
�(�����&��*5��
���*��� ���7�5����*5�0�����7�����$�&6&��*���� �	���9���"����������&��7�����".�&�����!&����� �����������0�����	�	���	��"���������	1&��5��  )��0��&�6	!&���������%�$*���������&��� �����(�0)�����+)�,���������&����
&� ���������	
�� �	� �>����0	 ����!5� �$9��7
5�$�����������%�$�������&������������ !
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6&�����6�"���� (Lu �	� Jun, 1998) 0�����"�0��*�� Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez 
(2001) +)�,���������&������������ !������������	
�� 2 ���� �����������������5"����	����!)�6�"�9� �"� 80 : ���� 80 : 1,2-����������	 (3:1:1.2 v/v/v) �	�7
5�(������9�    ��� �$�$�	 ������!! (isopropyl myristate) �&"����������7
5���	����!)�6�"�9� 	���� �	 
(labrasol) : $	'��	 ��� ��!���� (plurol isostearique) (3:1 v/v) �	�7
5�(������9�����	��	���! 
(ethyl oleate) $�"&����������	
����(�����������������%�$7��������&�������"&����7
5���	�	��*������������� �����(����"�0���(0)���70+)�,���������&������������ !���   ���������	
�� ���7
5���	����!)�6�"
"%�$
��������	����  )��6	�!*)(����7��5���F���!���� ������R������$9��7�5��5�������������	
������������������������01����������� ! 
 1.2  '��*+���
��,$&����'�(�) 
 1.2.1  �$9��+)�,�
���*���(�������������������������!������������	
��*�� �(�����/�����	����/�(�� 
 1.2.2  �$9�����������������	
������������������������01����������� ! 
 1.3 $&�-$����'�(�) 

1.3.1  7
5���	����!)�6�"
��������	���� ��6	�!0��������� Pseudomonas sp. A41 ���7
5�(�������	�����������	&�������� �	����������6	�!%�./�0���5���	����!)�6�"
"%�$����"������1���4����&"� 
1.3.2  ���������!���9(��!5�*�����	����!)�6�"�����	������6	�!*)(� ��5��& ������&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		��	����������"������$�,!&�� 		�  

 1.3.3  �*���6�%�$"�F%�����"&�� �(��/�����	����/��"����	 ���7
5��!���&"�����"	*�������	����!&���"����	��&���� 2:1 ������������(����� 4 
����9� ��� �$�$�	������!!, ����	��	��!, �>���� �	�������	 �$9���	9���(������	���!���&"���������������������!������������	
�� �����������	�����1.�%'�� 37 oC 
 1.3.4  ����������$	*������������� !!&�����!������������	
��*������������	9����50��*5� 1.3.3 �����������	�����1.�%'�� 37 oC  
 1.3.5  !�"0�������!����������%�$*���������������	
�� ��5��&  

• ���!�"0���	��,.�������%�$�5"�!���	&� 
• ���!�"0���
���*���������������	
��������*)(� 
• ���"���������5"�����$	��� � �$9�������"&���������5�����!����� 

     ��� ��������9������� ������ 
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1.4  ���.)/�,�����0'1�(�20���� 
 1.4.1  ������!���&"���������������������������������	
��������	����!)�6�"
��������	���� �$9��������"���7��������1�!�7
5���!&��� 
 1.4.2  ��5��������&������������������������������ ! �$9�����������
������������������1�!�7
57�������,����6�"����!&��� 
 1.4.3  ������"�������������$�S����������&���������������	
���������������-   ����� ! 



����� 2 �345� 
 
 ���"�0���(+)�,����7
5���	����!)�6�"�����	����7����6	�!���������	
���$9�����01����������� !�$9��������"���7����$�S����������&������6�"����*��!�"��
����( �����(�0)���"��0������!5������?)�	��,.�������"��*�����	����!)�6�"
"%�$��5��& 	��,.�������5���	����0�����
���*�����	����!)�6�"
"%�$ �������7���"*5� 2.1 �	����!5������?)����	�����*������ 3 ���������� ����!��	��M00�����6	!&�����������������	
�� �"�?)�"��������������!�*�����������	
�� �������7���"*5� 2.2 �	� 2.3 !��	����� �	���9���0�����"�0���(!5��������01����������� !	�7����������	
���$9������1�!�7
5������������&������6�"���� 0)�!5���������	�����*����������&������6�"�����	����	�����*����
����(�5"� �������7���"*5� 2.4 �	� 2.5 !��	����� 
 2.1  
��607���8�9�'���/�'��� (Biosurfactant) 
 2.1.1  6��4:�.���
����$&�
��607���8�9�' 
 ���	����!)�6�"���
"%�$ �������	����!)�6�"��6	�!0��� 		������
"�!  )���&"����6	�!0��01	��������(� ������� �� ��!� ���	�1	*�����	����!)�6�"�������5������������@�@�!�� (amphipatic structure)  )���������5"� 2 �&"��9� �&"����*�("�����?	�	���(����5 ������"��0������&"���"*�����	�1	 ����"&� �&"��>���@�	��  (hydrophilic group) ��5��&���0��$"� ���!� �	��(��!�	  )��0��������	�1	�����'&������� �	�� ��'&�>���� �	 ��'&������ ��'&@���@! ����!5� ���&"���)�������&"�����&�*�(" ������"��0������&"����*�����	�1	 ����"&� �&"��>����@��� (hydrophobic group) �&"�7�-&�������	�1	*������������>���������� �
&�   ����*���
�������!�" (saturated fatty acid) �	���&����!�" (unsaturated fatty acid) (Fiechter, 
1992) ����������5��*�����	����!)�6�" ����'��� 2.1 
 

Hydrophilic head Hydrophobic tailHydrophilic head Hydrophobic tail        ������ 2.1 ������5��*�����	����!)�6�"    ������ 2.2 ������0��!�"*�����	�1	���	����!)�6�" 
 

�����
����

�����
����
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 �1.����!��������-*�����	����!)�6�" �9� �����?
&"�	����!)�6�"���"&��"�F%�� ���"�F%�� ������	�1	*�����	����!)�6�"0�����!�"��'&���"&��6�"���6��*����(����"�F%�� �
&� 6�"���6�����"&��*����	"�5"���� *����	"�����T�  ��9����"&��*���*B����*����	" !�"��&��*��������0��!�"*�����	�1	*�����	����!)�6�"��5��& ������0��!�"*�����	�1	*�����	����!)�6�"���"&��6�"���6�����"&���(���������+ ���	�1	*�����	����!)�6�"0�����&"����*�("��9�����01�*5������	�1	*���(�� �	�0�����&"���&�*�("���������+ ������	�1	*�����   	����!)�6�"0����0��!�"��&�������������6�"*���(�� �������7��'� �� 2.2  
 ��9�����	����!)�6�"	�	����'&7�!�"���	�	���
&� �(��  ���	����!)�6�"0�������7����	����!)�6�"*���(���������+ �����9���$����"���*5�*5�*�����	����!)�6�"���*)(����!)�6�"0���&�	�	� ��9�����	����!)�6�"��"���*5�*5��'�0���&�����?����!�"���"&��6�"���6�����"&��  "�F%����5�� ���	�1	*�����	����!)�6�"�&"�����0�0��0������!�"���������� 		� (micelle)  )���"���*5�*5�*�����	����!)�6�"���5�����1������7�5��������"�!�"������� 		�����"&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		� (critical micelle concentration, CMC)  )��*�(�!��������&��"���*5�*5�"��=!*����� 		������5�������!������	����!)�6�"���"���*5�*5�!&��C��� �	�������"���&����!)�6�"��	�	� �������7��'��� 2.3 
 

  ������ 2.3 ������&��"���*5�*5�"��=!*����� 		� (Gilman, 1993) 
 ���0���'�0���B�"&���9����	��"���&����!)�6�"*�����	����!)�6�"���"���*5�*5�!&��C 01����"���*5�*5�*�����	�	��!������1������7�5���	�	����&����!)�6�"!������1� �9� 01��������"���*5�*5�"��=!*����� 		� 
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 2.1.2  ���(%�7��
��607���8�9�'���/�'��� 
 ���0��������	����!)�6�"���
"%�$!������������*��������5��%��7� �����?��&�������� 4 ����%���5��& (Healy �	��.�, 1996) 
 2.1.2.1 ��	��	���� (glycolipids) 
 ���	�1	*����	��	�����������5"��������>���! �
&� �	'��� ������ ���	B��!� ����	'�'����� ������ �	� ���	B��!� �	�@!  �
9���!&�����*��� �
&� �����	�@�!�� (aliphatic 
acid) �	� �>���� ��	�@�!�� (hydroxyaliphatic) 
 2.1.2.2 @���@	���� (phospholipids) 
 ���	�1	*��@���@	�����������5"��	� ���	��������5"�����*��� 2 !�" @���@! �	���	��>�	� ���01	��������6	�!@���@	������5��& Candida spp. Micrococcus spp. 
 2.1.2.3 �	�$�$$�����	��	�$���!� (lipopeptides and lipoproteins) 
 ������5�����	�1	�������5"��*����
9���!&�������� &*��$�	��$$���� (polypeptide 
chain) 
 2.1.2.4 � ����@��!���
���$�	������ (polymeric surfactant) 
 ���	����!)�6�"
"%�$����%��(��(���������	�1	�'� ���	�1	�������5"���&"� (�����*��� ������� (saccharide unit) �	�����*��� (fatty acid)  
 ��9���0�����"�0���(7
5���	����!)�6�"�����	���� (Rhamnolipid) 7����6	�!���������	
�� ��������	����0����'&7�����%���	��	���� 6	�!0��01	������ Pseudomonas aeruginosa ������5�����	�1	��&�������� 4 
�������'��� 2.4 ����������5"����	�1	*���(��!�	������ 1 ��9� 2 ���	�1	 �
9���!&���� 1 ��9� 2 ���	�1	*������!5��>���� �	��������� (β- hydroxyl 
decanoic acid) 

        

       ������ 2.4 	��,.�������5��*�������	���� 4 
�����6	�!0�� Pseudomonas aeruginosa  
(Tahzibi, 2004) 
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2.2  ���� 3 &��,����&� 
 2.2.1  79����'�;��� 
 ��9��6���(�� �(������	����	����!)�6�"7���!���&"�!&��C 0������������������5"� ����	
�� ��� 		� ��"������� 		� ���������	
�� �	� mesomorphic phase �����5��& 	���	���,  �>� �����	, �0	 �	� �(��������0��!�" (oily dispersion) ��(��(0���5������5��
���7�*)(���'&���	��,.��������	��"���*5�*5�*���!&	��&"������� �"���(��1.�%'���	��"�����  )�����+)�,�	��,.��������������5��!&��C��	&��(��������6	���+)�,��5"��6�%�$"�F%��������������� (ternary phase diagram) ����'��� 2.5  )���	��,.����������	��������!� ����1���(���������!&	�������������5��&�(�� �(����� �	����	����!)�6�" ���7�5��!���&"�*�����	����!)�6�"�	����	����!)�6�"�&"� (cosurfactant) ��&����� ����6�%�$"�F%��0������&"�!&��C7����� ��5��& ���������	
��
����(��7��(������	�
����(�����7��(��, ��� 		�, ��"������� 		� �����	��"�F%�� (multiphase) �	� bicontinuous phase (Swarbrick �	� Boylan, 1988) 

 

 ������ 2.5 �6�%�$"�F%�������&"�!&��C7����� (Lawrence �	� Rees, 2000) 
 

 0���'��� 2.5 �&"�������������&"�*������ 1 "�F%��  )���������5"���� 		��	�       ��"������� 		���9����������	
��
����(��7��(������	����������	
��
����(�����7��(�� �	�           ���������"��� ���������	
�� (bicontinuous microemulsion) �&"�����&��5�������!���������(��-�(����� �����&"�*�������	��"�F%�� �&"�����&��5���������'&����".������	����!)�6�"��������&"�*��	���	��� (lamellar) ��9�6	)�*����	" (liquid crystalline) ��9�"�F%���0	 (gel 
phase) 
  

SS++CC  
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 $=!�����"�F%��*���������������5"����	����!)�6�" �(������	��(�� $�"&������?��&�$=!������������ 4 ��� �������7��'��� 2.6 
 

 ������ 2.6 !�"��&��*��$=!�����"�F%�� (Kumar �	� Mittal, 1999) 
 

 ����� 1  ��0����"&� IWinsor IJ �����������������5"���� 		� (��9����������	
��
����(�����7��(��  )���(�����0�	�	����'&�5��7�����	��*����� 		�)  )����� 		��(0���'&7�	��,.����1	���"�F%���(����� $=!������(0���'&7�����".�����	��"�F%�� (polyphasic) *���6�%�$"�F%�� $=!�����"�F%������(���0��*������5"� 2  �$9������"&����� 2 "�F%�� ���"�F%��������	����!)�6�"��� (����"�F%��*�����������	
��) �9�"�F%���(��  )����'&
�(�	&�� 
 ����� 2  ��9� IWinsor IIJ 0��$=!�����!��*5����� IWinsor IJ �����?�*������5"�  
2   )���&"�*�������	��"�F%��0��������5"���"������� 		� )����(��	�	����'&*5��7� ��'&7�	��,.����1	���"�F%���(�� ���"�F%�����������������	
�� �9�"�F%���(�����  )����'&
�(��� 
 ����� 3  ��9� IWinsor IIIJ ��'&7�����".�����	��"�F%��*���6�%�$"�F%�� 0��������5"� 3 "�F%��  )���&"����������������	
������0���'&!���	���	�?'�	5������5"��&"��������� 2 "�F%�� �9��(���	��(�������0 �������������	
���("&�"�F%���	�� (middle phase) �$�����'&!���	�����"&��"�F%��*���(���	��(����� ��9���0���"�������&���&���'&���"&���&��"�������&�*���(������	��(�� ��(����"�F%���(��'&7�	��,.����1	 ���7�5�����(��&�����??'�     �09�0����5�����(��(����9��(����� �!&0������������������"��� ���������	
����� 
 ����� 4  ��9� IWinsor IVJ ��������".������ 1 "�F%��  )����0�������5"�6	)�*����	" 	���	��� ��9�������5���9�� C 



 9

 	���	��� (lamellar) ��9�6	)�*����	" (liquid crystalline) 0�������9��������"���*5�*5�*�����	����!)�6�"�'� ������	�1	*�����	����!)�6�"0������?"��� 2 
�(� ����
�(�*���(���	��(������	����������'��� 2.6 
 
 2.2.2  &���6/�� 
 ����	
�������������������5"�*����	" 2 
������*5������&��5 ����*����	"
�����)�����0��!�"��������	B�C��'&7���*����	"��)�� ��5�6&��+'����	��*����1%�����"&�� 0.5 K 100 �������!� ������������"����!�"�������������������!��� 0)�!5�������!�����	����!)�6�"	����$9��
&"��$����"����!�"*������	
�� �������	
����&�������� 4 
�����5��& (��./��, 2544) 
 2.3.2.1 ���������	
�� (simple emulsion, macroemulsion) 
 ��������	
�����*�����1%�� 1 K 10 �������!� ����0����� 	��,.�����*����	"�*�"*1&��)��	5���� ��&�������� 2 ����9� �(�����/�(�� (O/W) �9� ��(��������0��!�"���������'&7��(�� �	�����(��/�(����� (W/O) �9� ��(�����0��!�"��'&�������7��(����� 
 2.3.2.2 ����	
��
��� 5�� (multiple emulsion, double emulsion) 
 ��������	
���� 5����'&%��7�����	
����&����� 2 
����9� 
��� �(��/�(�����/�(�� (W/O/W) ��������(�������0��!�"��'&7��(����� )������"�H%��7�*������	
��
����(�����/�(�� �	�
��� �(�����/�(��/�(����� (O/W/O) ��������(����������0��!�"��'&7��(�� )������"�H%��7�*������	
��
����(��/�(����� 
 2.3.2.3 ���������	
�� (transparent emulsion, microemulsion) 
 ��������	
�������1%��*����	B� ��&����0����� ���	�	��*�����������	
���	��,.����&�7���9����&����  
 2.3.2.4 ��� 		�������	
�� (micellar emulsion) 
 ��9����	�	����� 		� �	��,.����&�7��	5�����������	
�� ����0������������&	�	���(���
&��(����� �*5���	�	��7��&"�����&
���(��*����� 		� (micelle) 
 
 ����������"�0���(+)�,�����!�������	
�����&�7���9����������	
�� �����(�0)�*��	&�"?)��8$�����	�����*�����������	
����&���(� 
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 2.2.3  2�.��&���6/�� 
 2.2.3.1 �+:
�����76�.���
����$&�2�.��&���6/�� 
 ���������	
������?)��������������5"� �(�� �(����� �	����	����!)�6�"  )�������(�����!���� ������ ���&���� �	���"����!�"������������������� �	��,.�7���9��&��*5��7� �	���������������5"����	����!)�6�"�&"�  )�����������	��>�	�
������� &��(� 
(Aboofazeli �	� Lawrence, 1994) *�����1%�����������	
����'&���"&�� 10-140 nm 
 
 *5��!�!&�����"&�����������	
���	����������	
�� 
 ���������	
��    ���������	
�� 
1. ��&��?�� ��9��!�(���(��"50�������� 1. ���?��%�$     ���"�F%�� 
2. ��1%��*���7�-& (1-10µm)  2. ��1%��*����	B� (10-140nm) 
3. !5��������	����!)�6�"�����. 3. !5��������	����!)�6�"�����.���     ����	�� 
4. �"����5����"&���(������(�����!��� 4. �"����5����"&���(������(������'� 
 

                   ������ 2.7 	��,.����!�!&�����"&�����������	
���	����������	
�� 
(Holmberg, 2003) 

 
 ���������	
������������*����	"
�����)�����0��7�*����	"��
�����)����&����!�"  )��*����	"�����0��!�"��'&0��	��,.���������	��	B�C ��9�	��,.��	5��������5���&���� ����*����	"!�"�	��	5�������'&  ������	����!)�6�"0�0������!�"������������� &�>�����������*5��'&"�F%���(����� �	�����&"����*�("�*5��'&"�F%���(�� �������7��'��� 2.8 �	�0���'� (�) �	� (�) �������0������!�"*�����	����!)�6�"����������������	
��
����(�����7��(���	�
����(��7��(�����!��	����� �&"����������"��� ���������	
�� (*) 0�����*)(���9��"�F%���(���	��(�����������.7�	5�������  )�����!)�6�"���"&�����!&��	�	��,.��"����5�0�����
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��	�����	���&����� (Kaisri, 1990) ������	�1	*����� 		�0�����7
5���	����!)�6�"�&"�������	�1	*����"������� 		� 
 

  ������ 2.8 ������5��*�����������	
�� (�) 
����(�����7��(�� (*) ���������"��� �	� (�) 
����(��7��(����� (Lawrence �	� Rees, 2000) 
 

 2.2.3.2 �<((�)�����96�1&���-��02�.��&���6/�� 
 1. ������5���	����0������!�"*�����	����!)�6�" (Kaisri, 1990; Friberg, 1990) 
 	��,.����0������!�"*�����	����!)�6�"�����!&��	�	��,.�����&�!�"�������������	
�� *)(���'&����&���!���&"�*������"�!�" (packing ratio) ��������!&����( 
    

cola

v
P =     (2.2.3-1) 

 ��9��   P   �9� ��!���&"�*������"�!�" 
  v   �9� �����!�*�����	�1	*�����	����!)�6�" 
  oa  �9� $9(���*���&"����*�("*�����	�1	���	����!)�6�" 
  cl   �9� �"����"*���&"������������1����1.�%'����)��  
 ����&� P  ������".��5�����?���������5����( 
  -  �&� P  �5���"&� 1/3  ���	�1	0��&�!�"������� 		� 
  -  �&� P  ���"&�� 1/3-1/2  ���	�1	0��&�!�"�����'���������� 
  -  �&� P  ���"&�� 1/2-1  ���	�1	0��&�!�"����	���	��� 
  -  �&� P  ����"&� 1.0  ���	�1	0��&�!�"������"������� 		� 
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 ����&���!���&"�*������"�!�" ( P ) 0�*)(���'&����&��"����������&�� �1.�%'�� �	��"�����*�����01 (ionic strength) 
 
 0�����"�0��*�� (Kaisri, 1990) �	� Friberg (1990) ���	&�"���	5"*5��!5� �����?$�0��.��	�������	�����	�"�F%��*�����	����!)�6�"��5����'��� 2.9 
 

  ������ 2.9 �	�������	�����	�"�F%��*�����	����!)�6�" (Lawrence �	� Rees, 2000) 
 

 2. 
���*�����	����!)�6�" 
 �����?0��������	����!)�6�"!�����01������� 4 
��� ��5��& 
1. ���	����!)�6�"
�������01	� (anionic surfactant) 
2. ���	����!)�6�"
�������01�"� (cationic surfactant) 
3. ���	����!)�6�"
������(�������01 (zwitterionic surfactant) 
4. ���	����!)�6�"
�����&����01 (nonionic surfactant) 
 �����!����	����!)�6�"
�������01�������!�������������	�1	���	����!)�6�"*5������ ���7�5����	��,.��	5��
�(�*���*B� (solid layer) 0)���&�����?�����������������	
����5���1.�%'���5�� �!&0���������6	)�*����	" �����(�7�������7�5�������������	
��0)�!5��������1.�%'���'�*)(� (��0�'�?)� 50 oC) ��9���0�!�����	����!)�6�"�&"�	��� (Kumar �	� Mittal, 1999) 
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 ���	����!)�6�"��7
5�"��	��,.�����( (Swarbrick �	� Boyland, 1988) 
-  �����?	����!)�6�"��5!������ 
-  ���7�5����@�	�����9���1&��	��&�!�"������*����	" 
-  ��&� HLB �����������0�7�5�����"����5����"&�����!&��$9��7�5�������������	
�� 
 3. ���	����!)�6�"�&"� 
 ����!��������	����!)�6�"�&"� 0���������$��������!�*�����	�1	*�����	����!)�6�" ���0����������"&�����	�1	*�����	����!)�6�" �����5�������	1&�������01���0����� 0)�
&"�	��"���*�("�	��$����"���9���1&�*�����	�1	 (Kumar �	� Mittal, 1999) 
 4. �1.�%'�� 
 ����$����1.�%'��0����7�5���	�1	������	9��������*)(��	����7�5���	�1	��"���9���1&����*)(� (Kumar �	� Mittal, 1999) 
 5. �"����� 
 6. �"����������&�� 
 7.����!���!&����!���*5���7����� �
&����	B��!��	!� �	��� 
 
 2.2.3.3 ����0
&�
�����$&�2�.��&���6/�� 
 ��������7
57�������������!�*�����������	
�����'&������  )�������?��&���������������%�� (macroscopic) �	������01	%�� (microscopic) (Lawrence �	� Rees, 2000) ���"�������7���������$%�������( 
 
 1. ���"���������5"�����$	��� �  
 ������������	
�� �	��,.������&�7���9����&���� 	��,.�����	&�"�(��"������"*5������"���!�!&��*���&���
������������ (refractive index) ���"&��"�F%���	�*���*�����������!�!�" �!&��&�����B!����������!�"�����&�7���&7
&������./����7�������"&�����������������	
����9���& ��9���0����������9�� C �B�����?�	��,.����&�7���5 0)������?�����"&���������5�����!�������� ��������9������� ���������"���������5"�����$	��� �6&���	5��01	���+�� 0����7�5�����?��&�������������	
������� ���������0��	���	�����9�   �>� �����	 (hexagonal) �������!����������� ������ ��9���0������$	��� ������������"����"�	9�����" �	��������*���	9����������" ����0�����6&����������� ��������*���	9���	������� ������$	���� ��� )�����5����������7�5���������	���������������7���������" (�	�����������*���$	���� ��� ��������'��� 2.10) ���!�"��&�����������������	
��0������!���� ������ �9������!����9�����7��1���+��� ��9���0����1%�������0����'&
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�5��7��	��,.���������	� �����(���9���&���5"�����$	��� �0)���&��&"�7������������$	��� � ���7�5%�$����B��	��,.��9����� �!&!�"��&�������������� ������ �
&� 6	)���	" ��1%�����	��,.����9���&� (rodlike) ��9���1%�����	��,.����9��0�� (disclike) ����!5� ���7�5��9����������1����������$	��� � 0�$�"&������&"������������$	��� � (Prince, 1977) �	���9������$	��� �����������6	)���	" )�������!��������������" (Birefringence) �9� ��9�������!������"�!?1�	5"������������6&��"���1!�"�	���	5"����������������5� �����������������!������	9����&��	B��@@R���9����	9�����6&��"���1������ ������ 0����7�5���������������������&"� )�����7�5����$	��� ������������������ �&�6	7�5%�$����B��	��,.�"�"��� (www.vchakarn.com) 

  ������ 2.10 �	�����������*���$	���� ��� (www.vchakarn.com) 
 
 2. ���"���"����9� 
 ��9�������������0��!�"��'&7����������	
��������!����*)(� �&��"����9���"����50���&����*)(� �	��&��"����9���	������������?)�������5��*�����������	
������	�����	��� �
&� ����$�������&"���������!�*���(�� 0����7�5�"����9�*���������������	
��
����(��7��(�������&����*)(� ��9���0������$��������.�(�����7�5*���*�������������0��!�"��'&��&��$���*)(� 
 3. ���"���&��������@@R� 
 �&��������@@R������?�����5"&��������������	
���������"����������(��"�F%����!&���9��������(����9��(����� ���"����5�&��������@@R�7�	5��������(������"&��������������	
��
����(�����7��(�� ��9���0���(�������?���������@@R���5 ?5���&��������@@R���9��������@@R���&�!��� ����"&��������������	
��
����(��7��(����� ��9���0���(����� )������"�F%�������&���������@@R� 
(Djordjevic �	��.�, 2004) 
 4. ����������?��%�$ 
 �����?�������?��%�$*�����������	
������5�������������1���"������"����B"�'� 
(centrifuge) �������"��� 60000g �����"	� 1 
��"��� ($��.�$B-, 2540) ���������&���?��%�$0�����������
�(� (Djordjevic �	��.�, 2004) 
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 5. ����09�0���5"�"�F%�����0��!�" 
 �����?!�"0���
���*���������������	
��������*)(�"&�����
����(�����7��(�� ��9��(��7��(����� �������09�0���5"�"�F%���(���	��(����� �����.��&����!�"��&�� ����09�0���5"��(���	5"��&���������	�����	�0���������������	
������
����(�����7��(�� �&"�!�"��&�����09�0���5"��(������	5"��&���������	�����	�0���������������	
������
����(��7��(�����  
 
 �&"�"�������7������01	%�������( 
 1. Dynamic light-scattering (DLS)  
 ������������7
5����������!�"0"��*���*����1%�� ����������"�0���(0�7
5"��������*���*�������������0��!�"��'&7����������	
�� ��1%������'&7�����*"�	��0�����F�������������	�1	*��������7�5���������	9���������1&� ��������.�����	9�����*����1%��?'�����".�5"��"����9��	��1.�%'��*������*"�	�� �	�*���*����1%�� �����(�0)������?�����&�*��*�����5��9�������&��"����9��	��1.�%'��*������*"�	�� ($��.��$��, 2006) 
 2. Small-Angle Neutron Scattering (SANS) 
 ��9��������������0����"!�������1���� 7�5*5��'	����"*5�����*��� �'��&�� �	����0������!�"*��������5�����	�1	����8	�� 7
5+)�,�	��,.�������5��*�����������	
�� �����+�����"������������&"���������!� (volume fraction) *�����	����!)�6�"!&������!���(���� �
&� ���+)�,������$	*���"������	��1.�%'�����6	!&�	��,.�������5��*�����������	
�� 
(Nagao �	��.�, 1998) 
 3. Freeze-fracture transmission electron microscope (FFTE) 
 �	5��01	���+�����	B�!���
���	������&��6&�� 7
5�	�����7�5	��������	B�!����&���	16&��!�"��&������"����������. 70 ������!� ���7�5�����?�����B����	�����!&��C %��7�
�(����!�"��&����5
���0� ����������"�0���(0�7
5+)�,�	��,.�%��!��*"��*��
�(����!�"��&�� �	�+)�,�*����	�	��,.�*�������������0��!�"��'&7����������	
����&����&�"C (Xie �	��.�, 2006) 
 
2.3  -�.=-���->� (Methotrexate) 
 ��������� ! (Methotrexate) ���������������
�����)�� ���=���4�����(������&�!�"*��� 		��&����� �������7
57�������,��������B����� (Psoriasis) �������� �	����*5��������'��-!���� (Rheumatoid arthritis) ���0���(��������?7
57�������,��������B��	��
��� �
&� ����B���B��	9��*�" (Leukemia) ����!5� ���� 		�����&�!�"��&���"���B" 0��"!&����(����$��+, ��5��& � 		�����B� � 		��*����'� � 		�6�"���� � 		���9���17���� � 		���9���1	����5 �	�� 		���9���1
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����$���M���"� ����!5� (��"��, 2543) ���7
5��
����(���,�����9������&7
&����B� !5��7
57���.��7
5���9�����,��	5"��&��56	��&���(� ($���O, 2546) ���7�5�����7
5"�������������� �!&��
����(���6	*5��������&������
&� ���7�5�'5�)��"�+�,��	����9���	5� �����?���!15�7�5���������� ���	��� 		����
����
&� � 		���B��	9��*�" �	��������$�,!&�!���	��!��&���1���� �����(�7����7
5��
����(�$9�����,�������0B��W"����6�"�����"�7�5����6�"�������!���$9��	�6	*5������*���� (Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez, 2001) 
 ��������� !�
9���������9� N-[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinyl)methyl]methyl amino] 
benzoyl]-l-glutamic acid ����������5������������'��� 2.9 �	���'!��������9� C20H22N8O5 ��������� !�
9���������5��������
&� amethoptherin, antifolan, emtexate, ledertrexate, 
metatrexan, rheumatrex methylaminopterin, mexate ����!5� 

 

 (�)                                                                   (*) ������ 2.9 ������5��������*����������� ! ��� R=NH2 (�) �&"� pteroic acid �	� (*) �&"� glutamic acid (Kreilgard �	��.�, 1982) 
 

  ����!����������*����������� ! (www.chemicalland21.com) 
  	��,.�    ����6����	9�� 
  �(���������	�1	   454.44 g/mol 
  01��	����	"   195 oC 
  �"�������?7����	�	���(�� 2600 mg/L 
  �"�����?��%�$  ���?��%�$%��7!5�%�"���!� �!&�"!&���� 
  6	*5������*����  �6	*5�������1����!&��*����'� !�� �	��! 
 
2.4  �����%�
1�)����9�'���� (Transdermal Drug Delivery Systems) 
 6�"������&�������� 3 
�(� ���
�(�����9� epidermis �������5"��&"�!&��C �
&� stratum 
corneum  )���&��*5��
���*��� 
�(�?�����9� dermis  )���������5"���9(���9������"$�� )������!�"������������� �	���	9���	������(����	9�� ���0���(����������5"��'*1�*� (hair follicle) !&�����9�� (sweet ligand) �	�!&���*��� (sebacuceous gland)  )������������������??'�*�
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�&�6&����5 6�"����
�(�7��1��9� hypodermis  )������
�(�*���*���7!56�"���� (subcutaneous fat) 
(Nitti �	��.�, 2005) ������5��*��6�"������������'��� 2.10 
 
 ��������&������6�"����������7
5�����'&�9�7��'����	�	�� �0	 *(6)(� ��� �	
�� ����	��
���������&��5"�"���( �
&� ��	�������"������� �����,��"������	��!�'� ���	���1��� ����!5� 7������&�����%�*����������&������6�"���� �����?��&������5���� 2 
���7�-&C ��5��& 

 ������ 2.10 ������5��*��6�"���� (Mills �	� Cross, 2006) 
 

 1. �������"��1�����	��	&�����5"�������� �����(0���&"���������	&���B�!�"����'&%��7�  )��!�"������	&�"0��$�&6&���������  )���"��1���!������$�&*��!�"��0��%��7����������".6�"������0������'� )�!�"�� *5��*�������(�9������?�"��1�7�5��!������	��	&��!�"���&��*5������ �!&�*5�����������-�9�������������7
57�����"��1�����	��	&��!�"��8�*�� !�"��0�?'��	��	&�����������0���"����7������"	������(�  )����0���7�5����$�,*����*)(���5 
 2. �������"��1�����	��	&�����5"������� � �����(!�"��	�	����9����0��!�"��'&7�$�	������������ � �������	��	&��!�"��0�������� �0��	��,.����� ?5��"���*5�*5�*��!�"����	�	��7�$�	������������ ����������!�"!	���"	� 
 �&"���������&������6�"�����9��C ��	������	5����� 2 �	���������	&�"*5��!5�  
 



 18

 �M00�����6	!&���� )�6&��6�"���� (Chein,1982; Govil, 1988) 
1. �"���*5�*5�*���� �����M00�������-���1� ��������.*������?'��'� )�6&��6�"����!&���)����&"�$9(���!&���)����&"��"	�0��$���*)(� ?5��"���*5�*5�*�����$���*)(� 
2. �"���"5��*������".��7�5�� 
3. �1.����!����@���������*���� 
4. �"	�7������?'�� ���?'���C ��0������'� )�� 
5. ����".���
�(� stratum corneum ��� �
&� 6�"��������".�	���' 0�?'��'� )���5����"&�����".���
�(� stratum corneum ��� 

 
 *5��*���������&������6�"���� ��5��& (Gale, 1999; Guy, 1996; Delgado-Charro �	� 
Guy, 2001) 
 1. �����?�	��	���������	����0������ ����9�����&��7������������� 
 2. 	��"�������"�*���������7�������	��! 
 3. ���7�5�����������7��������7�5������,� �	�	������*5������*���� 
 4. ���7�5�����=���4���0)�	�0���"����(�*�����7�5��  )��
&"��$����"�����"�7���� 
     7
5����9���1���*��6'5�W"� �	�
&"�	�!5��1�7����7
5�� 
 
 *5�0�����*���������&������6�"���� ��5��& (Delgado-Charro�	� Guy, 2001) 
 1. 7
5��5��������=���4����	��"���1.����!����@������������������ �
&�����	�	�����$��$���(�7������"�	5���������*����	��(�� �$9��7�5�����?	�	���	��'� )��*5��'&�&������$9���*5��'&������	�"���	��!��5 ��������?6&���&"� stratum corneum  )����1.����!��&��*5��
���*��� �	�6&���&"�����"��
���(���'��9� viable epidermis �	� upper dermis 
 2. ��&���������������������?�������9��6�"������9��&�������$5��5 
  



����� 3 ��'(-&�
�� 
 

 ���"�0���(6	�!���	����!)�6�"
"%�$
��������	���� 0��01	������ Pseudomonas 
sp.A41 ���7
5�(�������	��������	&��������  )���01	������ ��	&�������� �	�*�(�!�����6	�!�
&����"��� 0���%�.��	��.� (2004)  )����5+)�,�������5���	�����!���9(��!5�*�����	����!)�6�"��6	�!��5 �����"*5� 3.1 �	���9���0�����	����!)�6�"���(�
�������01�	�
�����&����01  )�������!����!�!&����� ���	����!)�6�"��(����
���0)���M00�����&�6	!&�����������������	
���!�!&����� �	���9���0�����	����!)�6�"�����	���� )��7
57����"�0���(�������	����!)�6�"
�������01 6'5�*��0)�*��	&�"?)����!�"0��������9����M00�����6	!&�����������������	
��*�����	����!)�6�"
�������01��&���(� �������7���"*5� 3.2 �	��������+)�,����"�0����7
5�����	���������&"�������*�����������	
�� ���7
5���������	
��������������&������6�"���� �	���������&��������������������� ! �������7���"*5� 3.3, 3.4 �	� 3.5 !��	����� 
 
3.1 ���	8�4�.���
����76�
�����-�AB&����$&�
��607���8�9�'7��.�6��C0 
 3.1.1 ���	8�4�.���
����$&�
��607���8�9�'7��.�6��C0 
 0�����"�0��*��0���%�.��	��.� (2004) ��5������6	�!���	����!)�6�"
"%�$
��������	���� 0��01	������ Pseudomonas sp.A41 ���7
5�(�������	��������	&�������� �	�����+)�,�������5��*�����	����!)�6�"
"%�$��6	�!��5 �������(���	(���
9(�����������������F��������>����	 ������&"���	�	��7��(���	��&"���	�	��7��*������0����� �	5"��&����"�������������������&"� ��5��& 
 �&"�����9����"���������&"���	�	��7��*��� ���������!���7�5������1$����*������	�������� �	�"���������5"������� GC-MS  )����9�������!5������	��0���5������!��������'� 3.1 
(�)  )������$�*������*�������'&7��(�������	�� ��9���"	�7�����	(���
9(�6&���� ����*���!&��C0���	�����	�������6	�!%�./�7��'� 3-hydroxyl C10 methyl ester (3OH-C10:0) ���*)(���9���C0���(��1������	��0���5������!��������'� 3.1 (*) ���0���(�������!�"0$���� 3-hydroxy 
octanoic acid (3OH-C8:0), 3-hydroxydodecenoic acid (3OH-C12:1),  3-hydroxydodecanoic acid 
(3OH-C12:0) �&"��5"� ��������9����������������	��	������5��&��
���0�  
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            (�)             (*) ������ 3.1 ������!���� GC-MS (�) ���"	������!5� (*) ���"	� 72 
��"���  (0���%�.��	��.�, 2004) 
 

 �&"�������9����!�"0"���������(��!�	�������5"�"�� HPLC  )����9��������	����!)�6�"
"%�$������1���4����&"� ��"���������5"� HPLC $�"&���&�����?!�"0$�$�*���(��!�	       ��������5��&��
���0� �������7�������!����7��'��� 3.2 (*)  )����0����6	��9���0���������>����	 ���5"���� ���7�5�(��!�	����&"���	���������5���� ���7�5��&�����?!�"0$�$�*���(��!�	������  )������7����������"���������!����*���(��!�	��������!�O����6&������>����	 �� ����'� 3.2 (�) 
 
 0�����"���������5"� HPLC ��&�����?�&������5��&��
���0�"&����	����!)�6�"
"%�$��6	�!��5���������	���� 0)�!5��������"�����������(��!�	������ )������������������)��*�������	���� ����������������'"-"������	����!���*�����	����!)�6�"
"%�$������1���4����&"���6	�!��5 �������!���*���(��!�	������ ����'��� 3.3 0���B�"&����	����!)�6�"
"%�$������1���4����&"��'��	9����������1��� 398.12 nm �&"��(��!�	�������'��	9����������1��� 
399.81 nm ����"&����	����!)�6�"
"%�$��6	�!��5��(��!�	�������������������� 

4.00         8.00         12.00        16.00         20.00           24.00 4.00         8.00         12.00        16.00         20.00           24.00 
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 ������ 3.2 ������!���� HPLC (�) �(��!�	��������!�O��  (*) �(��!�	��������!�O����6&������>����	 ��  (�) ���	����!)�6�"
"%�$������1���4����&"� ��6&������>����	 �� (0���%�.��	��.�, 2004) 

 ������ 3.3 �'"-"������	����!��� (�) ���	����!)�6�"
"%�$������1���4����&"� �	� (*) �(��!�	������ (0���%�.��	��.�, 2004) 
 

(�) 

(�) 

(�) 

(�) (�) 
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 ���0���(�������"�0��*�� Pornsunthorntawee �	��.� (2007) 6	�!���	����!)�6�"�����	����0�� 01	������ Pseudomonas aeruginosa strain SP4 ���7
5�(�������	��������	&�������� �	5"������+)�,�������5��*�������	������6	�!*)(� ��������0�����7
5���9��� HPLC-ELSD  
(evaporative light scattering detector) �$9���������������!&��C*�������	��������� $�"&�������������	����'& 6 �&"� 0����(�7
5������ ATR-FTIR (attenuated total reflectance - fourier 
transform infrared spectroscopy) �&"���� 1H NMR (nuclear magnetic resonance analysis) �	� 
mass spectrometry �$9��"��������������5��*��������������(� 6 �&"�����5  )�������������	�������5��������*�����	����!)�6�"�����	�����������!������ 3.1 
 
 �������� 3.1 �����������	�������5��������*�����	����!)�6�"�����	���� 

Fraction Retention time 
(min) 

Peak area (%) Chemical structure MW 
A 4.68 0.68 Rha-Rha-C8-C10 Rha-Rha-C10-C8 

622 
B 14.58 1.54 Rha-C8-C10 Rha-C10-C8 

476 
C 19.38 73.48 Rha-C10-C10 504 
D 22.25 9.55 Rha-C10-C12:1 Rha-C12:1-C10 

530 
E 25.12 13.55 Rha-C10-C12 Rha-C12-C10 

532 
F 29.62 1.39 Rha-Rha-C10-C14:1 Rha-Rha-C12:1-C12 

604 
 
 0��!������ 3.1 0���B�"&������������	��*�����	����!)�6�"�����	������6	�!��5�9� 
Rha-C10-C10  )��������. 73.48 % *��������������(����  0����(�������"�0�����	&�"���	5"*5��!5�  )��7
501	�������	���	&��������
������"�����7
57����"�0���( 0�$�"&�������5��*�����	����!)�6�"�����	������6	�!��5�&"�7�-&0��������5"��&"����*�("�9��(��!�	������ 1 ���	�1	 �
9���!&�����&"�����&�*�(" �9� 3-hydroxyl 
C10 methyl ester (3OH-C10:0) 2 ���	�1	 
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 3.1.2  ���	8�4�
�����-�AB&����$&�
��607���8�9�'7��.�6��C0 
 �����?+)�,�����!���9(��!5�*�����	����!)�6�"��6	�!��5 ���"���&����!)�6�"���"���*5�*5�!&��C �	5""�����@���"&���"���*5�*5��	��&����!)�6�" �$9�����"���*5�*5�"��=!�*��   ��� 		� ��5���@����'��� 3.4 0���B�"&����	����!)�6�"��6	�!��5��&��"���*5�*5�"��=!�*��        ��� 		���&���� 50 mg/l  

  ������ 3.4 ���@�����"�����$�������"&���"���*5�*5��	��&����!)�6�" (0���%�.��	��.�, 2004) 
 

 ���0���(�������"�0��*�� Zhang �	� Miller (1992) ������"���������&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		�*�����	�	�������	����7�@���@!��@�@��� $��
 7 $�"&���&���&���� 40 
mg/l �&"� Clifford �	��.� (2007) ��������������7
5!�"���	�	��
������"��� $�"&���&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		���&���� 30 mg/l �&"� Nitschke �	� Costa (2005) ��5�!������	�	�������	����7��(���	������"���*5�*5�!&��C $�"&���&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		���'&���"&�� 10-230 mg/l  

 
3.2  �<((�)�����96�1&���-��02�.��&���6/��$&�
��607���8�9�'/��0�����(+ 
 3.2.1 &��=��6$&�
��607���8�9�' 
 ���7
5���	����!)�6�"����"&� 1 
���6����� ��0���7�5��5��������%�$����"&����7
5���	����!)�6�"�$��
������" �����06�����"&�����	����!)�6�"
�������01�"�������	����!)�6�"
�������01	� ��9���06�����"&�����	����!)�6�"
�������01������	����!)�6�"
�����&����01 �
&� ����!�����	����!)�6�"
�������01�����.�	B��5��	���7����������	
��*�����	����!)�6�"
�����&����01 0�
&"��$��������.*���(����	�	����'&7����������	
��
����(��7��(�������5 �!&0���&�&���6	!&������.*���(�������	�	����'&7����������	
��
����(�����7��(�� �!&����!�����	����!)�6�"
�������010����7�5��5*����	"����"����9����*)(� �	���9���
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�"���*5�*5�*�����	����!)�6�"
�������01�'�0���&�������������	
�� �!&0��������5������6	)�*����	"  )������!�����	����!)�6�"
�������01	������7�5!5��7
5���	����!)�6�"�&"������.���*)(��$9��������1��&� hydrophilicKlipophilic balance (HLB)  )��������!���&"����"&���&"����*�("�	���&�*�("*�����	�1	 �����?����".��50�����������(    ( )
( )BA

BBAA
AB WW

WHLBWHLB
HLB

+

∗+∗
=      (3.2.1-1) 

 ��� AW  �9�   �����.*�����	����!)�6�" A  
 BW  �9�   �����.*�����	����!)�6�" B      (Rodriguez �	��.�, 2003) 
 
 0�����"�0����+)�,��������������	
����6�����"&�����	����!)�6�"������01�"��	����01	� $�"&�� 2 �M00����������$	!&��"�������?7����	�	���	�$=!�����"�F%����5��& ��!���&"�7����6�����"&�����	����!)�6�"������01�"��	����01	� �	�����!�����	����!)�6�"�&"�  )��0�����6�����	����!)�6�"� ��������� �	 �	�@! (Sodium dodecyl sulphate, 
SDS) �	� ����� �	�!�����	��������������� (dodecyltrimethylammonium bromide, 
DTAB) 7��������������5"� �������� (dodecane) / ���	�	��� ����������� (NaBr 
aqueous) / �>� ���	 (hexanol) $�"&�������.���	�	��*���(������	��(��7����������	
�����*)(� (Li �	� Kunieda, 2003) 
 
 3.2.2  &��=��6$&�
��607���8�9�'�1'� 
 Li �	� Kunieda (2003) +)�,�$�"&���������&�����!�����	����!)�6�"�&"� 0�������.���	�	��*���(������	��(��7����������	
�� !����"&�����������!�����	����!)�6�"�&"�	���  )������!����	��>�	�������� &��(�	���0�
&"������"����5����"&��6�"���6���	�
&"�������1��&� 
HLB *�����	����!)�6�" �	�0�����"�0��*�� Binks �	��.� (2003) +)�,�$=!�����"�F%��*���������������5"� ������	����������	����� (dimethyl ammoniumchloride, 2HT) /   ��"�	� (squaline, 2,6,10,15,19,23-hexamethyltetracosane) / 0.4 ��	��� � �����	����� ���������������	����!)�6�"�&"���5��& �$�$���	 ��"����	 �	���� �$�$�	��	��>�	� $�"&���	��>�	����� &!���9� �$�$���	 �	� ��"����	 ���������%�$!����"&���	��>�	����� &�����9���� �$�$�	��	��>�	� �����"����	���������%�$!������1���9���0���*�("��&�$��$���0�
&"�7�5���������������������	
��
����(�����7��(�� 
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 ��9��!5������$��������.���	�	��*���(�����7����������	
��*�����	����!)�6�"������01	� �����?�����5�������!����	��>�	����� &��"  )��0���������$����"��
���*���*������ (Szekeres �	��.�, 2006) 
 
 3.2.3  &��=��6$&��B%���� 
 �(������6	!&�$=!�����"�F%��*������  )��0�����+)�,��������������5"� ������	 ����������	����� / ��� �$�$�	��	��>�	� / � �����	����� ���7
5�(�����
���!&��C��5��& �>� �������, �������� �	���"�	� $�"&���9��	��"����"���� &*���(����� 0�!5��7
5��	��>�	������.���*)(�7�������7�5���������������������	
�� (Binks �	��.�, 2003) �����?�$��������.���	�	��*���(���������&�*�("7����������	
����5�������!����	��>�	� ���� &��"	��� �
&�����*�� 	������ (limonene) / � �������>� �	 �	�@ �� ���! (Sodium 
dihexyl sulfosuccinate) / �(����	9� (salinity)  )��	�����������(���������&�*�(" ��9���!�����������	 )��������	��>�	����� &��"	��� $�"&�������.	��������	�	��7����������	
�����*)(� �!&����"���*5�*5�*�����������	�'������� (��!���&"���������!�����"&� 0.2) 0�	������.���	�	��*��	������ (Szekeres �	��.�, 2005) 
 
 �	���9���0������"�0����7
5���	����!)�6�"
�������017����+)�,������$	*���(�����!&�����������������	
����&������ 0)�*��	&�"?)����"�0����7
5���	����!)�6�"
�����&����017����+)�,������$	*���(�����!&�����������������	
�� ����( 
 Garti �	��.� (1995) $�"&�	��,.�������5���	��"����"���� &*���(����� �6	!&�*���*�������1%������'&7����������	
�� ���0�����+)�,�����������(��������"&�� ������, ��������, �!!�������� �	��>� ������� 7�����*�� Brij 76 (polyoxyethylene 10 stearyl 
ether) / ��"����	 / �(�� / �(����� $�"&�����$����"����"���� &*���(����� 0����7�5������.�(����	�	����'&7����������	
��
����(��7��(��������*)(� ����"&������1%���*���7�-&*)(� ���0���( Bayrak �	� Iscan (2005) +)�,������$	*���"����"*������ &�>����������!&��"��01*�������������	
�� ���7
5�������������5"� Triton X-100 (Polyethylenglycol-[4-
(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl]-ether) / ��"����	 /�(�� / �(����� $�"&�����$����"����"*������ &�>���������� (�>�� �, �>����, ������ �	�������) 0����7�5�"��01*�������������	
�� (emulsion capacity) 	�	���&���"���B" ������7
5�>�� �0����7�5��5$9(���������)��"�F%��������1� �	���9���0�� Triton X-100 	�	����5�7��>����������������� &��(� �����(�����$����"����"*������ &�>����������0����7�5�"���*5�*5�*�� Triton X-100 7�"�F%���(�����	�	� 
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Warisnoicharoen �	��.� (2000) +)�,��������������	
��*�����	����!)�6�"
���!&��C��5��& polyoxyethylene-10-dodecyl ether, polyoxyethylene-10-oleyl ether, N,N-
dimethyldodecylamine-N-oxide �	� N,N-dimethyloleylamine-N-oxide ����(�������7
5����%��
�����	���	��
��� )����&�������� 2 ����%� �������%�����9�����	����������5��& ����	 ��"����! (ethyl butyrate), ����	��$���	! (ethyl caprylate), ����	��	��! (ethyl oleate)  �	��(���������%�������9��!��	� �������5��& �(�����?��"�	9��, Miglyol 812 �	� tributyrin $�"&��(������������ &���" (����	��������) �����?	�	����5��"&��(��������������� & (�!��	� �����) �	�7��(���������'&7�����%����"�����(� �(������������ &��(�0������?	�	����5��"&��(��������         ���� &��" 
 
 3.2.4  &��=��6$&�
��'����D/�D����-��02�.��&���6/�� 
  3.2.4.1  �����$	*���1.�%'�� 
 �1.�%'���6	!&��&� HLB *�����	����!)�6�"  )�����	����!)�6�"
�������010���5��������$	0�������	�����	��1.�%'���5���"&����	����!)�6�"
�����&����01 �����(�����!�����	����!)�6�"
�������01�����.�	B��5��	���7����������	
��*�����	����!)�6�"
�����&����01 0�
&"�	��"��"&���"!&������	�����	��1.�%'����5 (Rodriguez �	��.�, 2003) 
 
 3.2.5  &��=��6$&�
��-���7�1� 
 ����!������!���!&��
&� ��@�@��� ���	B��!��	!� �	��� ����!5� �6	!&�������5���	���?��%�$*�����������	
��  )�����	����!)�6�"
�������010���5���6	0������!���!&�����"&����	����!)�6�"
�����&����01 (Kreilgaard, 2002) ����!�����	�	��� �����	�����	���0�
&"�7�5������.*���(���	��(�������	�	����'&7����������	
�����*)(� �	����	����!)�6�"�����)�������'&������".$9(���6�"���6�����"&���(������(��������*)(� (Li �	� Kunieda, 2003) 
 Khoshkbarchi �	� Vera (1995) +)�,������$	*�����	�	��� �����	�����!&����������	
��
����(��7��(��������!���0�����	����!)�6�"
������01	� (anionic surfactant) 3 
��� ��5��& bis (2,4,4-trimethylpentyl) sodium phosphinate (NaPOO), bis (2,4,4-trimethylpentyl) 
sodium monothiophosphinate (NaPSO), �	�  bis (2,4,4-trimethylpentyl) sodium 
dithiophosphinate (NaPSS) ���7
5���	����!)�6�"�&"��9��$�����	 �(�������7
5�9���� ������ �	�7
5�&"��(���9����	�	��� �����	��������"���*5�*5�!�(��!& 0-300 ��		���	��� 	��,.����0������!�"*�����	�1	���������	
��
����(��7��(�����������*)(��������7��'��� 3.5 $�"&������.�(��7����������	
��	�	� ��9���$����"���*5�*5�*�����	�	��� �����	����� ��9���0����������$����"�����*�����01 (ionic strength) 7����������	
�� �	��������6	��������"&��
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�&"���"*�����	����!)�6�"��$9(���6�"���6��*���(���	��(����� ���7�5�&"���"*�����	����!)�6�"�"�!�"�����5	�	� ���������	
��0)��*����	B�	� �&�6	7�5�����.�(�����������	
�������01��5	�	� 

 �'��� 3.5 ���0������!�"*�����	�1	7����������	
��
����(��7��(�����  ��� �9����	�1	���	����!)�6�" �	�  �9����	�1	���	����!)�6�"�&"�  
(Khoshkbarchi �	� Vera, 1995) 

 
 Mitra �	 Paul (2005) +)�,������.�(����	�	��7����������	
��
����(��7��(����� *���������������5"� ���	����!)�6�"
�������01	� �9� sodium bis (2-ethylhexyl) sulfosuccinate 
(AOT) �	����	����!)�6�"
�����&����01 ��5��& Brij-30, Brij-35, Brij-52, Brij-56, Brij-58, Brij-
76, Tween-20, Tween-40, Span-20, Span-40, Span-60, Span-80 ���7
5�&"��(������9���� �$�$�	������!! $�"&������.�(����	�	����57�7����������	
��
����(��7��(����� *)(���'&������	����!)�6�" ��5��&*������	�1	 �	���!���&"�*�����6�����*�����	����!)�6�"
�������01�	���&����01  )��0��&�6	!&��&"����*�("�	��&"�����&�*�("*�����	����!)�6�" �	����$�"&�����!�� ���	B��!��	!� (���	�	��� �����	�����) 	�7������������
&"��$����"��01*���(����	�	����57����������	
�� �!&����!�������.��������� 0����7�5�����.�(����	�	��7����������	
��	�	�  )�������.���	�	��� �����	�������7
5 *)(���'&�����!���&"����"&�����	����!)�6�"��(����
��� �	����0���(����!�����	�	��� �����	��������
&"��$�����?��%�$����"���5��*�������(���5"� 
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 ���0���( Polizelli �	��.� (2008) +)�,��������������5"� �(�����?��"��	9��/AOT/�(���	��� $�"&���&�����?�������������	
�� �	����7
5���	�	��� �����	����� �����?���7�5�������������	
��
����(��7��(�����7��6�%�$"�F%����5 �������$����"���*5�*5�*��� �����	�����!�(��!& 0-11% ����(������ 0����7�5��5����".*�����������	
�����*)(� �$�������$��������.� �����	�����  )������������!�!�"��5 0��&�6	!&��&��"�����*�����01%��7����������	
���$���*)(�  )��0��&�6	7�5�&� oa  ($9(���*���&"���"*�����	�1	���	����!)�6�") 7��������!���&"�����"�!�"��&�	�	� (������� 2.2.3-1) ����"&����	����!)�6�" AOT �����"�!�"�����5�*)(� 0)������������������	
��
����(��7��(��������*)(� �
&����"�������*�� α-oleifin sulfonate/��������	/�(�� ����$����"���*5�*5����	�	��� �����	�����!�(��!& 0.5-2.0 % 0�
&"�7�5��5����".*�����������	
�� 1 "�F%��7��6�%�$"�F%�����*)(� (Nedjhioui �	��.�, 2007) 
 
3.3  2�.��&���6/���������&�0�')
��607���8�9�'/��07��.�6��C0 
 0���������"����707
5������������	
��������0�����	����!)�6�"
"%�$7�����5��!&��C������ �
&� �������"������� �1!�������������	��1!��������� ����!5� �!&�������+)�,�$=!�����"�F%��*���������������	
��������0�����	����!)�6�"
"%�$��&������ 0�����+)�,�$�"&���$�� 2 ���"�0����+)�,��������������	
��������0�����	����!)�6�"
��������	���� ��� Xie �	��.� (2004) +)�,�$=!�����"�F%��*���������������5"������	���� / ��	��>�	� / �>���� / �(�� ��������������	��>�	� )�������5����������	����!)�6�"�&"� 6 
��� ��5��& �$�$���	 ��"����	 �$�����	 �>� ���	 �>�����	 �	��������	 ������	����!)�6�"�&"���!&�����0��6	!&��&� HLB *�����6�� ����"��1���!���&"�����"	*����	��>�	�!&������	����������&���� 2/1 �	���	�����	������.�(���	��(��������!��	��� �*�&�7�5���!�"��&��6�������&�����'�.� �	5"!�(���(��"50��"&�0��*5��'&���1	����"��1��1.�%'����&���� 25 ��+�� 	� �� �	5"�����!	��,.�������*)(� $�"&����	����!)�6�"�&"���(� 6 
��������?���7�5�������������	
��
��� 1 "�F%���	� 2 "�F%����5 �����"����	�����?���7�5�������������	
��
��� 1 "�F%����������".�"5�����1� �	���&� HLB *�����������������&���� 
12.0-12.7 �	����$�"&����	��>�	� 4 
��������7�5����6	)�*����	" (liquid crystal) �9�           �$�����	 �>� ���	 �>�����	 �	��������	 �&"����7
5�$�$���	��&����6	)���	"��9���0������� &��(� 0)���"��!5������5�� 
 Xie �	��.� (2006) +)�,��������������	
�� )���������5"� �����	���� / ��"����	 
/ �(�� / �>���� ����"��1���!���&"�����"	*����"����	!&������	������&���� 2/1 �	����������!�!&��C ������"���&����!)�6�"*�����	�	�������	�������"���*5�*5�!&��C�$9�����&��"���*5�*5�"��=!�*����� 		� (Critical micelle concentration, CMC) �	��������"���&��������@@R�
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*���������������	
���������.�(��!&��C���  )���6�%�$"�F%������5 ��������'��� 3.5 ��� S1 �9����������	
��
����(��7��(�����, B �9� ���������"������������	
��, S2 �9� ���������	
��
����(�����7��(��, L2 �9� ���������	
�����"�F%��, E �9� ����	
�� ���7�5�����?������$=!�����*��"�F%����5����( ��9����(�������.�5�����	����!)�6�"0�@����!�"������"������� 		��9�����  ���������	
��
����(��7��(�����  )���&��������@@R���"����50�7�	5�������"�F%���(����� ��9����(�������.���*)(�0�"���&��������@@R���5���*)(���&���"���B" 0���9����(�������. 50%����(������ �&��������@@R���"����50���	��������$���*)(���&��
5�C  )��?9�"&����� bicontinuous microemulsion 0����(��(��0�������.������7�5���	����!)�6�"@����!�"������� 		���!� �9��������������	
��
����(�����7��(��  )���&��������@@R���"����50�7�	5�������"�F%���(�� ���0���(�����?��*���*����1%����5����5"��������������0����� (dynamic light scattering) $�"&����������	
��
����(��7��(������*����	B��	���������������"&����������	
��
����(�����7��(�� �	�0��"�� freeze 
fracture electron microscope (FFEM) ���0���'�����5���7�5�����?�9����6	����50���������������0����� 

 ������ 3.6 �6�%�$"�F%��*������ �����	����/��"����	/�(��/�>���� (Xie �	��.�, 2006) 
  
3.4  ���D/�2�.��&���6/��-�E������%�
1�)����9�'���� 
 ���7
5��������&�����5����"����70�������"	������9���0�������?��������'&�"��"���R�������!5����� 
&"�7�5!�"����&��9����%�$�	����
&"�	�6	*5������*���� �!&�����. 40% *����7��M001���0��������������*���*���  )�������?	�	���(����5�5�� �����(�0)�����"�0����������+)�,���"�������5�*�M-�����	�	���(��*������	&��( �
&� ������7�5������01	�
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�$9��7�5����������	9��������?	�	���(����5 �!&"���(�*5�0������9���&�����?7
5���������&�����?������	9���5 ������7�5��1%��*�����*����	B��B������"���������?���7�5��	�	���(����5���*)(� ���0���(�������"�0����������+)�,����7
5$�����$9�����01���	�*��&����'&�"��"���R����� �
&� �	��� � ����	
�� �	����������	
�� ����!5�  )�����������	
������"����)������5����"����70�����9���0�����?��%�$ �����?������5�&�� ��"����9�!��� �	����1%��*����	B� ���0���(��������?7
5��5�	��"����(������������� ���7
56&��6�"���� �	����$&�����	����*����	"�$9���*5��'&������!�� (Kogan �	� Garti, 2006) ���0���(���������	
���������$����7�����&���������������%�$7�!�"����&���8$���0��0��	�
&"�7�5!�"����&��9����%�$ ��(�������7�5����	&�����9��"	����*)(��	��R���������������9����9���0��6	*���� 
 
 ���7
5���������	
���$9������&������6�"�����*5���9������?���01����5��� �	������?��	9�����6&��6�"������5���*)(���9���0��6�"����
�(����(�9�
�(� stratum corneum) ��"��
���*��� ���0���(���	����!)�6�"7����������	
�����
&"�	����!)�6�" )������!�"*��*"������$�&6&��*���� (Delgado-Charro �	� Iglesias-Vias, 1997) ����������!����������"&���������01�*5���������������	
����!&������6	���7�5�����.�������01�	���� )�6&��6�"����*����7������.!&����� 0)�!5�������	9������������!&��C��������������������������������	
�� �������������*�����������	
����������������&������6�"����0�!5����&����$�,!&��&����� �����?��&�����������*�����������	
����������������&������6�"����������� 4 �&"�����( 
(Williams �	� Barry, 2004) 
 
 3.4.1  
1'��B%���� 
 ���7
5����*�������!�"�	�����*�����&����!�" ��9���0��
�(� stratum corneum ��"��
���*��� 0)����7�5�������?��	9�����6&��
�(��(��5���*)(�  )������*���������7
5������1��9�������	��� 0�����+)�,�$�"&������?���7�5!�"���9���� �	� �	�� (salicylic acid) �	�@	�"�'�� �	 (5-
flourouracil) ��	9�����6&��6�"����*������5���*)(� 28 �	� 56 ��&�!��	����� (Goodman �	� 
Barry, 1989) ���0���(�����(�����
����9�������7
57��������&���6&��6�"������5��& ��� �$�$�	 ������!! (isopropyl myristate, IPM) (Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez, 2001), ��� �$�$�	 ��	����!! (isopropyl palmitate) (Gallarate �	��.�, 1999) �	��!��� �!�� (triacetin) (Rhee �	��.�, 2001) ����!5� 0�����"�0����+)�,����������	
���$9�����01����������� !$�"&�����7
5�&"��(���������( ������	 (Trotta, 1996), ����	��	��! (Alvarez-Figueroa, 2001), ��� �$�$�	������!! (Muller, 2004) ������	���������7���"*5� 3.5 
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 3.4.2  
��607���8�9�' 
 �&"�������7
5���	����!)�6�"
�����&����01��9����	����!)�6�"
��������(�������01 
(zwitterionic surfactant) �
&� $�	� �����! �"� 80 �	��"� 20 ����!5� ��9���0����"������$�,�5���"&����	����!)�6�"
�������01 0�����+)�,�$�"&����7
5�"� 80 �����?
&"�7�5�� 	������ (lidocaine) �	� �>�������!�� � (hydrocortisone) �����$�&6&��6�"������5��B"*)(� 
(Sarpotdar �	� Zatz, 1986) �&"��"� 20 �����?
&"�7�5�� 5-flourouracil �$�&6&��6�"����*����'��5��B"*)(� (Rigg �	� Barry, 1990) �	��������	����!)�6�"
����9������5����"����707��M001������������ �
&� caprylocaproyl macrogolglyceride, �������	� ����  �	�@ �� ���! (dioctyl sodiumsulphosuccinate) (Osborne �	��.�, 1991), $	'��	 ��� 	�!���� (Plurol 
Isostearique) (Kreilgaard �	��.�,  2000) �	� $	'��	 ���	��� (Plurol Oleique) (Spiclin �	��.�, 2003) ����!5�  )�����	����!)�6�"��7
57����"�0��+)�,����������	
���$9�����01����������� !�����( �	 �!�� (lecithin) (Trotta, 1996), 	���� �	 (Labrasol) (Alvarez-Figueroa, 2001), �"� 
80 (Tween 80) �	����� 80 (Span 80 ) (Muller, 2004) 
 
 3.4.3  
��607���8�9�'�1'� 
 �������7
5��	��>�	����� &��(��������	����!)�6�"�&"� �$9��
&"�������1��"�������?7�����$�&6&��6�"����*���� ���������	������	��>�	�������7
5������1���9���0�������?7
5��5������	��
��� �
&� �	�"���0����	 (Levonorgestrel) (Friend �	��.�, 1988) ���!��-  ����	 (estradiol) (Liu �	��.�, 1991) �	�����	@���� (diclofenac) (Obata �	��.�, 1993) ���������	0�
&"����7�5��	�	��7�$��������&�����5���*)(���9���0��	�����	�������5��*���������0)�
&"�7�5�������$�&6&����5���*)(� �	�����������"&�������	�����?����*������
������0��
�(� strarum corneum 0)�
&"�7�5�������?�$�&6&��6�"����
�(��(��5���*)(� 
(Williams �	� Barry, 2004) ���0���(�������7
5��	��>�	�����"����"���� &����	���	����� &��"
&"�7��������&��� �
&� �$�$���	, ������	 (Friend �	��.�, 1988) �	��$�$�	���	��	 (Williams �	� Barry, 2004) ����!5�  )�����	����!)�6�"�&"���7
57����"�0��+)�,����������	
���$9�����01����������� !�����( ��� �	��	��>�	� (Trotta, 1996), $	'��	���	��� 
(Alvarez-Figueroa, 2001), ����������	 (Muller, 2004) 
 
 3.4.5  
1'��B%� 
 7����+)�,��&"�������7
5�(�� �!&7�������(���07
5@���@!��@�@�������&��"����������&����&���� 7.4 (Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez, 2001) ��9� aerosil 200 ��9����	�	����@�@�������&��"����������&����&���� 5.5 ����������"�0����+)�,����������	
���$9�����01�� 
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��������� !����7
5�&"��(����5��& �(�� (Trotta, 1996; Muller, 2004), ���	�	��� �����	����� 
154 mM ����&��"����������&����&���� 7.4 (Alvarez-Figueroa, 2001)  
 �������� 3.2 !�"��&��*�����7
5���������	
��������������&������6�"���� 

Drug Microemulsion Reference 
Oil phase Surfactants/cosurfactants Aqueous phase 

5-Fluorouracil isopropyl 
myristate 

AOT water Gupta, 2005 
8-Methoxsalen isopropyl 

myristate 
Tween 80, Span 80, 

1,2-octanediol 
water Baroli, 2000 

Ascorbic acid isopropyl 
myristate, 
cetearyl 
octanoate 

dodecylglucoside cocoamide 
propylbetaine, phosphatidyl 

choline/2-ethyl-1,3-hexanediol 
water Gallarate, 1999 

Diclofenac isopropyl 
myristate 

Lecithin water Dreher, 1997 
Diclofenac Diclofenac 

diethylamine 
Lecithin water Kriwet, 1995 

Diclofenac isopropyl 
myristate 

Labrasol/Plurol Oleique water Djordjevic, 
2004 

Lidocaine iostearylic 
isostearate 

Labrasol/Plurol Oleique water Kreilgaard, 
2000 

Piroxicam isopropyl 
myristate 

hexadecyltrimethylammonium 
bromide 

Aqueous buffer 
(pH 5.5) 

Dalmora, 2001 
Retinoic acid isopropyl 

myristate 
Epikuron 200, Oramix 

NS10/ethanol, 1,2 hexanediol 
phosphate 
buffer 

Trotta, 2003 
Methotrexate decanol lecithin, benzyl alcohol water, PG Trotta, 1996 
Methotrexate ethyl oleate Labrasol/Plurol Oleique Aq. 154 mM 

NaCl (pH 7.4) 
Alvarez-

Figueroa, 2001 
Methotrexate isopropyl 

myristate 
Tween 80, Span 80, 

1,2-octanediol 
water Muller, 2004 
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3.5  �����%�
1�)�
%�����)�-�.=-���->� 
 ���7
5����������� !�$9�����,�������0B��W"����6�"���� �
&� �������B����� �����!��	5"�$���0�7�5������������������	�7�������,�0�!5��7
5��7������"	���� �!&��9���0����
����(���6	*5��������&������
&� ���7�5�'5�)��"�+�,��	����9���	5� ���	��� 		����
��� �
&� � 		���B��	9��*�" ���0���(�������$�,!&�!���	��! �����(�7����7
5��
����(�$9�����,���������6�"���� 0)��"�7�5����6�"�������!���$9��	�6	*5������*���� �
&� ���������������9��0	�$9����%�����  )��7��M001����(�����&����6	�!����������� !�$9��7
5��%������&�����7��������5� ��9���0����������� !��"��
���(���	���(���������	�1	�'� ���7�5�*5�0�����7���9�������$�&6&��6�"����*���� (Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez, 2001) 0)��6'5+)�,���������&��������������������� !�	��"�� �
&� ���7
5���������	
�����!������7
5���	����!)�6�"      @��@�����	��	� (phosphatidylcholine) �	��	�����!���	 ��	��! (cholesteryl oleate) 7���!���&"� 2:1 $�"&������?���01����������� !��5 �!&��9�������7� serum-free media $�"&���0��=���4!&�� 		� L1210 murine leukemia �5���"&����7
5����������� !7��'�����������. 
500 ��&� (Halbert �	��.�, 1984) ����+)�,��������&������������ !�����+�����7�5�����@@R�����6�"���� �$9��
&"�7�5���	�1	������01��9��*�("�����?�$�&6&������5���*)(� $�"&������������ !�����$�&6&��6�"������5���*)(���9������������������$�&0�����	�	��*������������� !�����&�������!15� ���0�����7
5���	�	��*�������"&�� 2.0-3.0 mg/ml !�"0$�"&������$�&*����6&��6�"�������"���*5�*5�!�(��!& 2.8 mg/ml *)(��� �	�����$����"���*5�*5�*�����	�	����&�&���6	!&��"�������?7�����$�&6&��6�"����*���� �!&0��&�6	7�5������.*����!��5����6�"�������*)(� �&"�������!15����7
5�����@@R�$�"&��"�������?7�����$�&6&��6�"����*������&*)(�����"���*5�*5�*�����	�	�����
&���� �!&0�*)(���'&����"���*5�*��������@@R��	��"�����*�����01 (ionic strength) �������$����"���*5�*��������@@R�0����7�5�����$�&6&��*�������*)(� (Alvarez-Figueroa �	��.�, 2001)  
 0�����+)�,���������&������������ !��������������������$�&6&��6�"���� ���"&�����7
5�>����0	���!���0�����������*����������	�� �	��>����0	���!���0�����������*����������	�� �����	����� (acrylamide) ��!���&"� 1:1 ���7�*�(�!��������������$�&6&��6�"�����������!15��5"������@@R���6�"�����5"� ���������������7
5���������	
��������� )�������������*����������( 
 ������ 1 7
5���	����!)�6�"�9�	���� �	 ���	����!)�6�"�&"��9�$	'��	��� ��!���� �&"��(������9�����	��	��! �	��&"����	�	���9����	�	��� �����	����� �"���*5�*5� 154 ��		���	��� �"����������&�� 7.4 ������!���&"���������!�*��	���� �	!&�$	'��	��� -��!���� ��&���� 3:1  
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 ������ 2 7
5���	����!)�6�"�9� �"� 80 �	����� 80 ��&���� ���	����!)�6�"�&"��9� 
1,2-����������	 �&"��(������9���� �$�$�	������!! �	��&"����	�	���9��(�� ���!���&"���������!�*�� �"� 80 : ���� 80 : 1,2-����������	 ��&���� 3:1:1.2 
 6	��������$�"&������.����7�&�*5���7��>����0	�6	!&�����$�&6&��6�"�����$���	B��5�� �	������?"����������5���"���*5�*5�*�������"&�� 120 - 200 µg/ml ��&���(� �$������"���*5�*5��5���"&��(���9��� HPLC 0���&�����?!�"0"����5 �	����"���*5�*5�����"&��(��0���&������9(����"��� �&"������.����!��5����'7�6�"������(���&*)(���'&�����(�����������*���>����0	�	��"���*5�*5�*���� �&"�0�����7
5���������	
��$�"&��������?	�	��7������� 
1 ��5����"&������� 2 ��9���0����������������������	
��
����(�����7��(�� �&"�����������������������	
��
����(��7��(�����  )�����(�����?	�	����5�7��(�� ��9�����������$�&6&��6�"����0��	�� $�"&�������.��������	9�7����������	
������"&���6�"�����	����	�	��!�"��� �	��"�������?7�����$�&6&��*����*)(���'&����"���*5�*5�*����  )��0�����������������.�� 50% �	� 80% *�������.������!�" $�"&����������	
����������.�� 50% �����!��5����'&7�6�"��������"&� 0�������	����(����$�"&����7
5���������	
����������%�$��"&�����$�&6&��*����0�����	�	��*��������&����������1�7�C �!&���������%�$!����"&����7
5"�����!15��5"�������@@R� (Alvarez-Figueroa �	� Blanco-Mendez, 2001) 
 
 Trotta �	��.� (1996) +)�,��"�������?7���� )�6&��6�"����*������������� !  ���!������������	
��
����(��7��(�����������	����!)�6�"�9��	 �!�� 12.3% ����"	, ���	����!)�6�"�&"��9���� �	��	��>�	� 6.9% ����"	, �(������9�������	 59.4% ����"	 �	��&"��(���9��(���	��$�$�	���	��	 (70:30) ��$��
 4 �	� 5 �����. 21.4% ����"	 0�����+)�,�$�"&�������.����������� !��	�	����'&7����������	
��$��
 4 �	� 5 ��&���� 2.5±1 �	� 
2.8±1 mg/g !��	����� �	����!������$�&6&��6�"������&���� 4 �	� 5 µg/cm2.h !��	�����  )���&�����"&����7
5���	�	��*������������� !��$��
 4 �	� 5 �������?6&��6�"������5�$�� 
0.5±0.2 �	� 0.8±0.4 µg/cm2.h !��	����� 
 
 ���0���( Karasulu �	��.� (2007) +)�,��������������	
���$9������&������������ ! �$9�����,��������B���������������� �����(��&"��(������9��(�����?��"��	9�� ���	����!)�6�"�9� Cremophore EL/ ���� 80 ��!���&"�����(������ 7:1 �	�7
5���	����!)�6�"�&"��9���� �$�$�	 ��	��>�	� ��!���&"�����(������*�����	����!)�6�"�	����	����!)�6�"�&"���&���� 
2:1 ���7�5��5�&� HLB ��&���� 5.63  )���&� HLB �������?�������������	
��
����(��7��(�������5�"���&���'&���"&�� 3-6 ������!��	5"��
����(�����?	�	����5�7����	�	����	���	���>����
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� ���09�0�� ���"�0���(0)�7
5�&"����	�	���9� 0.2 M � �����>����� �� �����.����7
5�9� 2500 
µg/ml  )��0�7�&��7�*�(�!���1��5��*������!������������	
�� $�"&�����!�����*5�����(���&�6	!&�	��,.��	���?��%�$*�����������	
�� �	���1%�����������	
��������*)(��*��� 13.4 ± 0.1 ������!� �	�7
5�"	�7�����	��	&������&���� 36 
��"��� 
 
 0�����+)�,����"�0����6&����$�"&������!������������	
���$9��+)�,��������&������������ !�$�� 4 ������&���(� �	����	����!)�6�"��7
5����
�����&����01��(���(� �����(����"�0���(0)�������	����!)�6�"
"%�$�����	����  )���������	����!)�6�"
�������01	� �������?6	�!*)(����7��5���F���!���� ��+)�,�����!������������	
������(���������������!������������	
����������	���� (�>����) �	��(���������������!������������	
���������������� ! 
(����	��	��! ��� �$�$�	������!! �	�������	) ������R������$9������	9����������������������������01����������� ! 



����� 4 ��	�
������ 
 4.1 ���
��������������� 4.1.1 ���
��� 

1. ��������	
�� (laminar flow) ����� ISSCO, ���� VS-124, ������������������ 
2. ���
�� �!"���#$�%  ����� Kubota Corporation, ���� Kubota 5100, ������&$���'� 
3. ���
�� (����� (vortex mixer) ����� Scientific Industries, Inc., ���� G-560E,  ������������������ 
4. ����*���	
����#%+���,� (Autoclave) ����� Hirayama Manufacturing Corporation,  ���� HL24ADY, ������&$���'� 
5. -� ���� (Fermenter) 0��� 10 ���� ����� B Braun Biotech Internation, ���� Biostat ®ED, �������%����� 
6. ���
�� #������#����3�������  (pH Meter) ����� Mettler Toledo, ���� MP220,  �������#���4��56���5 
7. ���
�� #��6� �7 (�# (Ring tensiometer) ����� Kruss, ���� K6, �������%����� 
8. �����#�����8�9��� (Hot Air Oven) ����� Memmert, ���� ULM 500, �������%����� 

 4.1.2  ��������� 
1. ��,�������5��� �����	��:�������������,�������5�;,����, ������+�% 
2. 6��<���$%����+��5 (NH4Cl) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
3. 6��<���$%�4���=� ((NH4)2SO4) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
4. <4��$%�4���=� (Na2SO4)  ����� J.T.Baker, ������������������1 5. <4��$%�+����� (NaNO3) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
6. <4��$%����+��5 (NaCl) ����� J.T.Baker, ������������������1 
7. <4��$%�+>����+4�5 (NaOH) ����� J.T.Baker, ������������������1 
8. <4��$%�+><���;����5���� (NaHCO3) ����� BDH laboratory supplies,  �������� �?�1 
9. <4��$%�<������ (Na2MoO4.2H2O) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 10. 6���$�4$%�4���=� (MgSO4.7H2O) ����� J.T.Baker, ������������������1 11. <�6���4$%����+��5 (KCl) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 
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12. �������54���=� (CuSO4.5H2O) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 13. 6���4$%����+��5 (CaCl2.2H2O) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 14. 6� ���$�4���=� (MnSO4.H2O) ����� J.T.Baker, ������������������1 15. 4� �54���=� (ZnSO4.7H2O) ����� J.T.Baker, ������������������1 16. �=����4���=� (FeSO4.7H2O) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
17. <������+��5 (CoCl2.6H2O) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
18. ���4��=����� (H2SO4) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 19. ���=��=���� (H3PO4) ����� BDH laboratory supplies, �������� �?�1 20. ������� (H3BO3) ����� E.Merck, Darmstadt, �������%�����1 
21. �$�$�$�� (EDTA) ����� Sigma chemical., ST Louis, ������������������1 
22. 6���4$%�-6:�<��$��� (Calcium-Pantothenate) ����� Sigma chemical., ST Louis, ������������������1 
23. +<���� (Biotin) ����� Sigma chemical., ST Louis, ������������������1 
24. ���:�������<���<4��� (p-aminobenzoic acid) ����� Sigma chemical., ST Louis, ������������������1 
25. +:�����4$�-+><����+��5 (Pyridoxine-HCl) ����� Sigma chemical., ST Louis,  ������������������1 
26. +�<=��#�� (Riboflavin) ����� Sigma chemical., ST Louis, ������������������1 
27. +����$�+><�����+��5 (Thiamine-HCl) ����� Sigma chemical., ST Louis,  ������������������1 
28. +�<4<:�:��+������� (Isopropyl myristate) ����� Fluka, Switzerland 
29. �>���� (Heptane) ����� Fisher Scientific, �������� �?�1 
30.  ������� (1-Decanol) ����� Acros, ������������������ 
31. �����<��$��� (Ethyl oleate) ����� Fluka, �������#���4��56���5 
32. �#����� (n-Butanol) ����� Fisher Scientific, �������� �?�1 

 
 ���%���� 1 ������$�$�#�������@�AB����� ��� �C������� 
 
4.2 � !"�#���$���%� 
 B�������� B	�;������$%5 Pseudomonas sp.A41 �$�+��;��������6%�B� ��#�;�%0� ���$%5 (2542) 9��#�	�;��	$##��%� �8�#��%������5 ;�G�� ��85���#��%���% 
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4.3 ��	�
������ 4.3.1 
�����"%�� !"�#���$���%��&!��'��()������(*�'�� ����& 
  4.3.1.1 ������$%���#�	
�� (8� �5, 2543) 
 �,�;������$%5 Pseudomonas sp.A41 B������������$% �$�+�����#�����������5;��9��#�	�;��	$##��%� �8�#��%������5 ;�G�� ��85���#��%���% ��-��%�	
��� B��������$% ���$���8�9������ ��3��#�� 24 	��#<� ;�������,�+���J�$���8�9��� 4 � ���4��4$%��:
����J��3���#�	
���,����B	�B��������  ��
����� �������  -��%�	
��;�������������$% �� ����#� B������������$% �$�����  6�����$���8�9������ ��3��#�� 24 	��#<�  ;��������� �4��5���;���������$% ��#%��,�������$�(������*���	
��6��# �#����#���0��0��0� �������%�4��5�$�+��<�%#�������������
�6�  �$��#��%�#��
�� 600 ��<�����B���%��B�	�#  0.7-0.8 ;�������N����������%�4��5 5 ��������� � B�������,��������B�0#����	�:�� 0��� 500 ��������� 6��#�,�+�������
�� �0%���#����J#�� 200 ��������$ �$���8�9������  ��3��#�� 16 	��#<�   
 
  4.3.1.2 �����$�% �	
���:
��(��������6� �7 (�#	$#9�: (8� �5, 2543) 

• ����:����$�% B�0#����	�:���0%�� 
 -��%��#�	
���$����$%�;��0�� 4.2.1.1 �����8 8 ����5�4J��5<�%������� � B�������,�������� <�%B��6��� ���5�� �
� ��,�������5��� B������8 20 ����������� B�0#����	�:��0��� 
500 ��������� ������
�� �0%���#����J#�� 200 ��������$ �$���8�9������   
 

• ����:����$�% B�-� ����6+�������
��  (8� �5, 2543) 
 -��%�	
����� ��� 8 ����5�4J��5<�%������� � B�-� �����$��$��������# 5 ���� �,�����:����$�% �$� ��8�9��� 30 � ���4��4$%� �#����#����3������3���� �$� 7.5 6���#�����������B��������$� 60 ����5�4J��50� �����������# �#����J#��B:���#� 600 ��������$ 
 

• �������6%������6� �7 (�#	$#9�:  �,���,�������#�%�� ������� 100 ��������� �!"�6%��4��5�����#%���
�� ������#$�% �$��#����J#�� 3000 ��������$ ��3��#�� 30 ���$ 6��#�,���,�������#�B������������#% 6 N 
HCl ;��$�#����3������3���� ������ 2 47� <���$��
��O�$����%��;��������6%�	�������� 47� �#���� ��� 0����
��$� 4 °C �:
��B����������%�� ����85 ;�������,����!"���#$�% �:
��6%�������$��#����J# 3000 ��������$ ��3��#�� 30 ���$ <�%�#�����8�9����$� 4 � ���4��4$%� ;�������,�������$�+����� B���,�������$��$�#����3������3���� ������ 2 6��#�!"���#$�% ��#%���
�� �#�����8�9����$� 4 °C �#����J#�� 3000 ��������$ ��3��#�� 30 ���$ 6��#�,������������%B�  
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����+><�����+��5�=�=��5 �#���0��0�� 1 <����5 �$��$�#����3������3���� ������ 8 ;����������%���:��$ (;���9�85 6���8�, 2547) 
 ;�������,�������<�%B	���#%6%���#%�������%�������4$��� �0%����3��#�� 3 ���$ ��� +#�B��6%�	���;���3�+��#��	������ ;���3�	���0� ��#�,�����%�����$%5+0	������ ��J+#� �,��������4�,� 3 ����  6��#�,���#�,�����%�����$%5�$�����+�����,�;����,���#%<4��$%�4���=��$�����;����,�;��#��;���J�������$0�# (��,����;����#�,�����%�����$%5���) ��� 6%������6��<���$%�4���=� ;�������,���#�,�����%�����$%5�$�����;����,���6%������#%���
�� ����% (Evaporator) �#�����8�9����$� 40 °C ;�+�������6� �7 (�#	$#9�:�$������@�A� ��#� 47� �$�$��,����+��� ���$%#��
� 
(Wei 6���8�, 2005) 
 
 4.3.2 
���)��)���(���!"��(+$,��)������(*�'�����'��(,*"$  
  4.3.2.1 ���������#���0��0��#��?��0� +��4��5  
 �,������6� �7 (�#	$#9�:�$�(���+��;��0�� 4.2.1.2 �� 100 ��������� ����%B�����+><�����+��5�=�=��5�#����3������3���� ������ 8 �$��$�#���0��0�� 50 �����<����5 ;�������,����;
�;� ��� 6�� 0.00001 - 10 ��������������������� �,�6�����#���0��0����#�����6� �7 (�#��#%#�@$        
Du Nouy Ring (�������6�������85�$�B	�#�� 6�� �� 9��(�#� 0) ;�������0$%����=���#�� �#���0��0��6�����6� �7 (�# �:
����;���#���0��0��#��?��0� +��4��5  
  
 4.3.3 
�������&!�����'$��&��-��� 
 �,�������� �:
�����������#�0� ���B���+��6�� ��,� ��,���������6� �7 (�# 6�� �����6� �7 (�#��#� �$������-������3���3�+�<�������	��+�� <�%���$%��$%��,���� 4 	��� +��6�� +�<4<:�:��+������� �����<��$��� ������� 6���>���� 47� ���$��,�����7���6� ��3� 4 �� �����-����+���� ���� �$� 4.1 <�%B	��������#�<�%�#����#�� �����6� �7 (�#6�������6� �7 (�#��#������� 0.5 47� �����6� �7 (�#6��<����N��$�B	�;���� �$������:$��	��#%�������%<4��$%�+>����+4�5B���$���:$��	������ 9 �:
��B���������5��4����B�<�� ���� ���$�%���3����
�0� ������5��4���� (RCOO)2HNa) <�%�����8�����6� �7 (�#6����,�����$�B	�B�6������6�� B����� �$� 4.2-4.5 6�������8��,��$�B	�6�� �� ���� �$� 4.6 (�����B���0�������#%���
�� (����� (vortex mixer) 6��#��� ��� +#�B���� �#�����8�9����$� 37 oC ;��#����;��0���������� (��+���$������$�%�6�� ) �� �������8��$�����07��0� �����  O 6��#���7�(������ ���� B�6(�9�:#�C9������ �5����� 
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���� �$� 4.1 � �5�����0� ���$��,�����7��� �� ��,���� �����6� �7 (�# �����6� �7 (�#��#� ��,� 
1 +�<4<:�:��+������� 6��<����N� �#����� ��,�������� ����  
2 �����<��$��� 6��<����N� �#����� ��,�������� ����  
3 ������� 6��<����N� �#����� ��,�������� ����  
4 �>���� 6��<����N� �#����� ��,�������� ����  

 ���� �$� 4.2 �����8����$�B	�B����$� 1 
 

S:O 
������� 6��<����N� 
(ml) 

������� �#����� 
(ml) 

������� �����6� �7 (�# 
(ml) 

������� 
IPM 
(ml) 

5:1 0.1500 0.3459 0.4959 0.1196 
2:1 0.1200 0.2767 0.3967 0.2393 
1:1 0.0900 0.2076 0.2976 0.3589 
1:2 0.0600 0.1384 0.1984 0.4786 
1:5 0.0300 0.0692 0.0992 0.5982 ���%���� S �
� �����6� �7 (�# 

  O �
� ��,���� 
  IPM �
� +�<4<:�:��+������� 
 ���� �$� 4.3 �����8����$�B	�B����$� 2 

 
S:O 

������� 6��<����N� 
(ml) 

������� �#����� 
(ml) 

������� �����6� �7 (�# 
(ml) 

������� 
EO 
(ml) 

5:1 0.1500 0.3459 0.4959 0.1169 
2:1 0.1200 0.2767 0.3967 0.2338 
1:1 0.0900 0.2076 0.2976 0.3507 
1:2 0.0600 0.1384 0.1984 0.4676 
1:5 0.0300 0.0692 0.0992 0.5845 ���%���� EO �
� �����<��$��� 
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���� �$� 4.4 �����8����$�B	�B����$� 3 
 

S:O 
������� 6��<����N� 
(ml) 

������� �#����� 
(ml) 

������� �����6� �7 (�# 
(ml) 

������� ������� 
(ml) 

5:1 0.1500 0.3459 0.4959 0.1226 
2:1 0.1200 0.2767 0.3967 0.2451 
1:1 0.0900 0.2076 0.2976 0.3677 
1:2 0.0600 0.1384 0.1984 0.4903 
1:5 0.0300 0.0692 0.0992 0.6129 

 ���� �$� 4.5 �����8����$�B	�B����$� 4 
 

S:O 
������� 6��<����N� 
(ml) 

������� �#����� 
(ml) 

������� �����6� �7 (�# 
(ml) 

������� �>���� 
(ml) 

5:1 0.1500 0.3459 0.4959 0.1498 
2:1 0.1200 0.2767 0.3967 0.2996 
1:1 0.0900 0.2076 0.2976 0.4493 
1:2 0.0600 0.1384 0.1984 0.5991 
1:5 0.0300 0.0692 0.0992 0.7489 

 ���� �$� 4.5 �����8��,��$�B	�B��������  
% ��,� 10 20 30 40 50 60 70 80 90 �������(ml) 0.0678 0.1526 0.2615 0.4068 0.6102 0.9153 1.4238 2.4408 5.4918 
 
 4.3.4 
���)��)���(�,������.�/������� �$  
  4.3.4.1 �����#;������8��� ��%9�:��#%������� (:��8�:J&, 2540) 
 ;��������� B���#0�� 4.3.3 �����-6� 6%����$�(���+�� �
�� �����#%����� �������8����#+���#%������� �������$�+���$����8�<��� 6�  6�����# ;����3�+�<�������	�� ����$�+���$����8��76�  ;����3������	�� 6������$�+���$����8�<��� 6� 6��+��+��+�� ;����3�(�7����#��
��;� 
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4.3.4.2 �����#;��	���0� ��+�<�������	���$�����07�� (:��8�:J&, 2540) 
 �����-��#;��	���0� ��+�<�������	���$�����07��#����3�	�����,����B���,� ��
���,�B���,���� <�%����;
�;� ��#%#�C9����,�6����,���� �����8��������#�%��  ����;
�;� ��#%��,�6��#+������������$�%�6�� ;����3�+�<�������	����3�	�����,����B���,� ��#���#�%�� �$��;
�;� ��#%��,����6��#+������������$�%�6�� ;����3�+�<�������	����3�	�����,�B���,����  
 
  4.3.4.3 ���#�������5��#%6� <:��+�45 (Xie 6���8�, 2006) 
 �����-����#�����$�+���$�������3�+�<4<���N���
�6��+�<4<���N�+��<�%����%���#�%�� � ����;��+��5 6��#�N�����#%���;��+��5 ;������#�������5��#%6� <:��+�45(������� ;�������5 �$��,��� 0%�% 20 �����:
��6� 6%�+�<�������	���$��$�����+�<4<���N����;���������5�$��$�������3�6��+�<4<���N� <�%��#�%�� �$���3�+�<�������	����
����� ��#%6� <:��+�45;�+���$��#�B��$�����;� 6� <:��+�45 �,�B��9�:�$���J��$����8��
����� 6����#�%�� �$���3�+�<4<���N� ��
���,������������6� <:��+�45 ;�:#���$� ��#��$�����;� 6� <:��+�45 
(Prince, 1977)  
 
 4.3.5 
������!�
.�/������� �$)0�1������#�%���/	���
�2( 
 ;��������� B���#0�� 4.3.3 6�� 4.3.4 �,�B�������-��
����,����	����$���������,�����������+�<�������	����6��<����N� �#����� 6����,� ;�������,���,�����$������
��+�������� ��6(�9�:#�C9����=���=��=�=��5 :$��	 7.4 �:
��B���$�9�#�����%��(�#���  6��   ��4$����=�=��5 :$��	 5.5 �:
��B���$�9�#�����%����
�� <�%�,�������� �����#0�� 4.3.3 6�� 
4.3.4 6��#�����
��+�<�������	���$��$�������#��$������-��;���,�+������$����0� ��� �� :$��	 �:
���,�+���;�%���<@�����4����+� 
 
 4.3.6 
�����#�%���/	���
�2(��3$.�/������� �$ 
 ��
�� ;���,�+�<�������	�����  2 �� �$������
��+��;��������� B���#0�� 4.3.5 ���� B	��������%�=�=��5��3�#�C9����,� �� ������������,�����;�%���<@�����4� ��� ���� ������#�������-B��������%0� %���<@�����4�B��������%�=�=��5���  2 	��� #�@$������� �� ��#0�� 4.3.6.1  
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 4.3.6.1 ���#�������-B��������%0� %���<@�����4�B��������% 
  �=�=��5 ����%������8�������:�� B��������%�=�=��5 5 ml (��B���0�����6��#��� ��� +#�B��#���
� 6���!"��#�+#������#�� ��3��#�� 24 	��#<�  6��#�,�+��!"���#$�% �$��#����J# 10000 ��������$ ��3��#�� 15 ���$ �,���#�B������ <�%B	���������� :���+#���=����+��5 0��� 0.45 

µm �:
���,�;��%��$��������:� 6��#�;
�;� ��#%�������%�=�=��5�����8�$�������� ;�������,�+��������8%��$�����%B�+�<�������	��<�%B	����
�� #����������
�6�  �$��#��%�#��
�� 303 nm 
(Alvarez-Figueroa 6�� Blanco-Mendez, 2001) 

 
  4.3.6.2 ���$%�+�<�������	���$���;�%���<@�����4� 
 ���$%��������%0� %���<@�����4�B��������%�=�=��5�$��#�������-B��������%�� �$���� ;���������$%�+�<�������	������������#��$������
��+��B���#0�� 4.3.5 6�����$�%�#�C9����,�;�����B	��������%�=�=��5 ����3�B	��������%0� %���<@�����4�B��=�=��5�$��#���0��0�� 100% 6�� 80% 0� �#�������-B��������%�� ��� (�����B���0�������#%���
�� (����� (vortex mixer) 6��#��� ��� +#�B��$��
�6����8�9��������� 37 oC ;��#����;��0����������  
 
  4.3.6.3 ���#�������-B��������%0� %���<@�����4�B�+�<�������	�� 
 �,�+�<�������	���$���;�%���<@�����4��$����$%�+��;����#0�� 4.3.6.2 �����#�������-B��������%0� %���<@�����4�B�+�<�������	���$�6��;��  <�%��#%���
��  High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) <�%B	� column ascentis-C18 (150 x 4.6 ���������.), ��������+�� 1 ���������/���$, �=����
����$� (mobile phase) �
� ������� : �������%�=�=��5 (10:90), 
UV-detector #���$��#��%�#��
�� 303 nm, ��������$�R$� (injection volume) �
� 20 µl 6�����$%��$%:
���$�B�����=0� %��$�#�������5+�� ���������%�������0� %���<@�����4�B��������%�=�=��5�$�B	� ;�������,��#8���#�������-B������;�%�6��������@�9�:�����;�%�0� +�<�������	�� 
 



����� 5 ��	
�������������
�����	
����� 
 
 ������������	
�������������������������������	 ��� �!���������"�#�$#%�&�	������	��'(� �����)��������������'*	 3 ��#	  ��� 	��#	����������������+,��!	-����������"�#�$."���-�,	 ��!��� ���/�����#���-!�-!	#��0��-�������1������������#���'*	&���������1 2��	�,	 	��#	�$.��������"	%�&#�3%����/#������	��'(�/	,
�/	,
���	 ��� �!���������"�#��#��+���#��	�� �
������������	,
���	 4 �	���+� �����&�&��         �������� ��������$��� �4'��	 �������	�� �&+.���+��	,
���	����������#	�$.�/������
�/���������$��������������	 ����
���������$.�56/%7�� 37 oC ��������$.�����+����!	$,2�	
��'�������� 	��#	�$.��� �+������&�-���������������������������������	 ��!��� �#�������) 	������25�� 
 5.1 ������������� !��
�������"�������# ��$%� 
 5.1.1  ����#���-!�-!	#��0��-�������1  
 ���/�����#���-!�-!	#��0��-�������1 �
���!���������$��������������	��'(� 	�����4���������1��;�;��1 &$���8 �$.�#���-!�-!	���< ��!#�
����#���������"�#��/#��-��/�#���������$.��� ��!"������ 	�7'�$. 5.1 2���7'2�&�#���������"�#�����)��������!�'*	 2 ��# ��� 	��#����������"�#2�-�,	��7�����#���-!�-!	 �+���+.��&�.��#���-!�-!	-�����	��'(� ����"�#2��$������ �	+.�2�������5�-�����	��'(����2����#��7���/#��"�#���"��-�	,
��������� ��������5�-����������"�#2�/�	��#	�$.�$-�,#/�+��$'��25�-!�/������5�-�	,
� ���2�/�	��#	����$-�,#�'������� ����&�.��#���-!�-!	-�����	��'(���"� /!�������������#-������5�-�����	��'(��&�.����-�,	����#6"�#���"����/#��#�3%�� ��+.��&�.��#���-!�-!	-�����	��'(�)�'����6 500  mg/l  ����"�#2��$������	-!���$. (���-�,	����#���-!�-!	) �	+.�2������#6"�#���"����/#��#�3%����.���#�'�!#������5�-�����	��'(���!# ��	�,	����&�.�'����6-�����	��'(�2���������)������"�#��!�$� �����5�-�����	��'(��$.��������)������#��/#��"�#���"����/#��#�3%����! 2��#���#��	�'*	������1 ��.�#���-!�-!	-����������"�#�$.	!���$.�5��$.�
� /!��������#���#�'*	������1��$��#���#���-!�-!	#��0��-�       ������1 2���������&�#������	��'(��$����#���-!�-!	#��0��-�������1������� 50  mg/l ��.���	$,��!2��25������/#����!	���"��-����;�$.-�,	����#���-!�-!	 (��!	�$. 1) �����!	���"��-����;�$.���-�,	����#���-!�-!	 (��!	�$. 2) ��.�#���-!�-!	#��0��-�������1�'*	����$.���)�'�������@%�&-����������"�# 	��2��	$,����#���-!�-!	#��0��-�������1 �������)�����!
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#��&�!���$.2����������!��5���%7�� ���	  ������1 (micelle) ��������1 (bilayer) ��� �#������� 
(vesicles) ��.�����������#���#��	-������5�-����������"�#�$#%�& �'*	�����!����< 2�-�,	��7�����#�����5�-���#	�$.���	,
������#	�$.������	,
�-������5�-������������7�/�+���"���-���#	�$.������	,
�������	,
�-������5�	�,	  
 
 ��+.��'�$����$������#���-!�-!	#��0��-�������1�$.��!����6�"7!#�2�����	�+.	&�#���$���������	/�+� ��!��$���	 ���2����������-�2���%�61����6� (2004) ��. �!25��	��$�1 �/�����1��	 �����#�
�������	����$�#��	 &�#������#���-!�-!	#��0��-�������1�$���������	�+� 50 
mg/l 	��2��	$,�	#�2��-� Zhang ��� Miller (1992) &�#���$���������� 40 mg/l ��#	 Clifford ����6� (2007) &�#���$���������� 30 mg/l ��.��, 2 �	#�2��	$,���$��������������	��'(���� �!;���;���;�;��1 &$��� 7 	��2��	$, Nitschke ��� Costa (2005) ��!���$��������������	��'(� 		,
����.	 &�#���$�����7���/#�� 10-230 mg/l 2������'�$����$������	#�2���+.	 )���!#��2��$������$��������������	��'(���� �!��#�
����������	����	 ���&�#������#���-!�-!	#��0��-�  ������1�$��� ��!��$���	 
 

 �&$��� 5.1 �������"�#-�������������	��'(� 
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5.1.2 �#���'*	&���������1 
 ����	��'(��'*	���������"�#�$#%�&�$."���-�,	�� 	/!�'3�������� ��	�,	��+.�2�	
��''���5��1 �! 	������&��1 �#�2��$���������#���'*	&���������1 (Cytotoxicity test) ���	���	
��' �! ��.2��"���������-�/	�#�'3����������������$#%�&�
�/���#���5������&��1 �	/!�'3�����������+.��+��������.#�' �7	�1����	���$��/����#���5�/����� ��� �!���	�� agar overlay �+����	
���#�����������#��#!�	"�#-�����1 L929 mouse fibroblast �$.��$,� 	��/��#5!	�-A (agar medium) �'*	�#�� 24 ��.#�� 2��	�,	�
�����!���$�!#� 0.01% neutral 
red ��!#'�����	"�%�� �!��!�25�����	1�&+.�&�2��6��#���'*	&���$.�����������1 ����7����6�-�����1 ���������# (reactivity zone) �$.����-�,	 &�#������	��'(��-!�-!	�$�#���'*	&������� 
4 �+�������#���'*	&���$.�5	���$.�5� ��	�,	����$.2�	
�����	��'(��� �!�	 2��!��
�����2+�2�2	�����.����'*	&�� /�+��2+�2�2	)�������#���'*	&���$.��������! ��.�����)�����/��#���-!�-!	-�����	��'(��$.����'*	&����!���#��$���������������C�	 ISO 10093-5: 1999(E) ���#��$�������� ����� 	%��"	#� � �����!�
���������$.�#���-!�-!	-�������������	��'(� 10, 50, 150, 300, 350 ��� 400 µg/ml ��.�$����'�$����$��"�������������5��#��5��$.������ /!�����#���'*	&���������1 (negative control) �+� Thermanox coverslips1 ����5��#��5��$.��� /!�����#���'*	&���������1 (positive control) �+� Portex positive control2 ��������)���"����������������$. 5.1 
 
 �
�
���� 5.1 "����������#���'*	&���������1 �5������ �#���-!�-!	 (µg/ml) % �������$#��-�����13 

positive control - 3.65 
negative control - 97.65 

 
 ������������	��'(� 
 

10 95.82 
50 89.86 
150 82.90 
300 4.57 
350 1.30 
400 3.65 

1 ��������	, ������������������������ ISO 10093-5: 1999(E), ���������������� !�"�#��	  
  cytotoxic response 
2 ��������	, ������������������������ ISO 10093-5: 1999(E), �������������� !�"�#��	   cytotoxic response 



47 
 

 

 2�������$. 5.1 2��/A	#��"���������-� positive control ��� negative 
control �$�'��1��A	�1�������$#��-�����1������� 3.65 ��� 97.65 ����
���� ��.�$.2����!# positive 
control �#��$����'��1��A	�1�������$#��-�����1������� 100 �	+.�2���'*	#���5�$.������ /!�����#���'*	&���������1 �������C�	 ISO 10093-5: 1999(E) ��#	��� �! negative control ��.�'*	#���5�$.��� /!�����#���'*	&���������1 �������C�	 ISO 10093-5: 1999(E) ����#��$����1�$.����$#�� ��.����$.��������		$,��� /!�/A	#�����+.��+��$�#��"��&���'����6 3.65% ��+.��'�$����$�����"���������-�������������	��'(� 2�&�#���$.�#���-!�-!	-�������������	��'(��.
��#�� 
10 µg/ml 2�����$�#���'*	&���������1 ����$.�#���-!�-!	-�������������	��'(��7�#�� 300 
µg/ml 2��
� /!����1�����,/�� ��	�,	�����+�� �!�	����	��'(��$.�#���-!�-!	������	�,	 2��!��
�	�)��#���'*	&���������1�$.�����)��������!-��������� �!�	 
 5.2 ( ��!� �)
�� ������
����)
����	
��	��*�#������(�  
 �������	$,�$#��)5'����1�&+.������+��	,
���	�$. �/������
�/���������$��������������	��� 	,
� ����	��'(������#��	�� (����������#	����#�-�����	��'(������#��	�� ������� 1:2) �$.�56/%7�� 37 oC 2��	�,	2�	
�	,
���	�$.�����+����!�������������$��������������	�������������;�;��1 &$��� 5.5 ��� 7.4 ��.�'*	���&$���-����"�#/	������+������
���� �&+.���+���������#	�$.�/������
�/���	
��'���25�����������������' 
 �����#	 /D���!#���������"�#�$.���	,
�2��/����
�/���������$��������������	�	��	,
���	 		,
� ��#	���������"�#�$.����-��	2��/����
�/���������$��������������	�	��	,
� 		,
���	 (Garti ��� Aserin, 1996) ��.����	��'(��'*	���������"�#�$.����-��	 �������!2������$.����	��'(��������!�$ 		,
���	 ����������!	!�� 		,
� ����	+.�2������	��'(��$��#	/�2�� ß-hydroxyl decanoic acid �$.���	-!���# (�����!�����	��'(���� 	�7'�$. 2.4) �
� /!�$-!�2
���� 	��������	,
� 2���	#�2��-� Xie ����6� (2005) ��!�
�����&�.��#�������) 	��������	,
�-�����	��'(�����������������������$���4�������1��' �&+.��'�$.�	/�7�  ���1�������� (RCOOH)  /!�����'*	 ��	����	-�������1�������� (RCOO2)2- ����#���#��� 
Na+ �����'*	 (RCOO)2HNa ��,/�� ���2���!��� HLB -�����	��'(��$.�/������
�/�����������	,
��+� 22-24 ������ HLB ����	$,2�����������������	��!	!����� 2��$����������������"�#��#��+���#��	���&+.�'���'�5��� HLB ������ �!�������#	����#�����	��'(������#��	�� ������� 2:1 2���!��� HLB ������� 12.0-12.7 ��.2������)����������������	�	��	,
� 		,
���	��!������$&+,	�$. 	�"	%�&#�3%������#6�#!���+.���$�������� �!���������"�#��#��	���+.	   
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 �����#��	��2�������7�����#6��#	/�-�����	��'(� �+���7��$."�#-�#�3%��	,
���	 ���7'�$. 5.2 �
�/	!��$.��#��&�.��#���+�/�5�	�����)$��%�&-�������������	�	��	,
� 		,
���	�$.����-�,	 (Garti ��� Aserin, 2006) �����!������������-� Clint (1992) ��.���������#���#-������5����������"�#�$#%�& &�#�����������"�#�$.�$��#	������	,
��'*	��������$�# �����#	���	,
��$-	�� /D� ���2��#���#��	�'*	������1 ��#	���������"�#�$.�$��#	������	,
��'*	�����.���#�����#	���	,
��$-	����A� ��+.��#���#��	���2������'*	�$�#��1�������1 ��	�,	����	��'(�2������'*	�$�#��1�������1 /�+�������������	�	��	,
� 		,
���	��!�$ 
 
 

 
 �&$��� 5.2 ���2����$���#-����������"�#������������"�#��#� 
 
 2�����������+,��!	&�#�������$.'������!#� 	,
�/����	��'(� ���	,
���	��, 4 �	�� ��+.���� �!���������"�# ��������)����������������	��! �'*	"�2����� HLB -�����	��'(��$.�7���	�'2���������)�#���#��	�'*	������������	��! �����!�����	#�2��-� Xie ����6� 
(2005) ���$.����#����!# ��	�,	�	#�2��	$,��+�� �!��#��	���'*	���������"�#��#� ����$�������#	����#�������������"�#����	��'(�������� 2:1  	���������"	%�&#�3%�����	,
���	��, 4 �	�� ���"��������� 	������"	%�&#�3%�� ��!2������
��������2
�	#	 45 25� ��� 	����������.�2��������$�����������"�#���	,
���	 �$.�������#	����#���������	 5 ��� ����
�����&�.�'����6	,
����,�� 10% ����#� ��!#�����&0������#�3%���$.�'�$.�	�'��'�	+.�2���	#�2��	$,�!�������$��������������	�	��	,
� 		,
���	 �$.�����)���25	,
���!'����6�7�$.�5��&+.����	
��''���5��1 �!�	����' 
 
 �&+.� /!��.	 2#�������$.�
���������$����6��'*	������������	������!2�� 2��$#��$���������!#���	 2 #��$ ��!������������#���'����/�+��'�� �-����������!#����'��� ������������������2����&�����1-��������� 
 

Cosurfactant 

Surfactant 
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 ��� 	��#	#��$����+�������������6�-�������������		�,	 �
���!���������������6��$.����-�,	-�������� <�$.���5� �!#����'��� ���/������$.��!�$ 1 #�3%�� �$�#��/	+��.
�����$����6��'����/�+��'�� � �	+.�2���	5%���$-	����A��#���#����#��+.	-����$.     �����/A	 (400-700 nm) ��+.���������������2���������������2���2�2��#���'*	������������	 /������$.��!�$����6�	���/	+�2��	$,2����2���'*	������������	 (&��6�&AD, 2540) ��."���������$.��!�����%��"	#�  2��	�,		
���#�����$.���#���'*	������������	���
����#������/1��� 	��#	�$.���+������#2����������2����&�����1"��	��!�25�����	1 �����#�����$.�'*	������������	2��$�������������'(� �+��$�������/�+�	��	 	�5������ �	+.�2���	5%���$.���2����7��!�	 	�$����6��'*	����� ��	�,	��+.�����!#����&�����12�����$��#	 ��$./���/���&�����1 �
� /!%�&�$.�/A	�$����6��+��	�� �����#�����$.�'*	�������'(� ���	 "����/�# �	5%���$.�$����6��/�+�	��� (rodlike) /�+��	5%���$.�$����6��/�+�	2�	 (disclike) �'*	�!	 �
� /!��+.��
����/�5	��	�����&�����1 2�&�#���$����#	�$./���/���&�����1 ��"� /!%�&�$.�/A	�$����6�#�#�� (Prince, 1977) 2����������$��#�����$.��������6�#�#���'*	2
�	#	������ 2�-���#����-�"����/�#�$.��!2�����#������/1�!#����&�����1������7'�$. 5.3 (�) ��� (-) �$.�'*	��#�����$.���$��2���'��1��A	�1����#�-�	,
� 	,
���	 ������������"�# ������� 
(60, 7, 33) ��� (90, 8, 2) ����
���� 2���7'2�&�#����#������,����������$�������������'(� �	+.�2���$����#	�$.�����������2����&�����1  

 

            (�)                                                                            (-) 
 �&$��� 5.3  ��#����-�"����/�#��+.�����!#����&�����1 �
���-��� 20 ���� (�) 60% 	,
� 

33% ���������"�# 7% ����	�� ��� (-) 90% 	,
� 8% ���������"�# 2% ����	�� 
 

 ��+.��
�����+	��	#����#�����$.��!�'*	������������	��!# 2��	�,	��!�
������#2����	��-�����������������	�$.����-�,	�������2+�2��!#�#�3%��	,
����	,
���	 '����6���������#���� �����#�����$.�2+�2��!#�	,
���!#�����������'�$.�	�'�2���'*	������������	�'*	�	��	,
���	 		,
� 
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��#	��#�����$.�2+�2��!#�	,
���	��!#�����������'�$.�	�'�2���'*	������������	�'*	�	��	,
� 		,
���	 (&��6�&AD, 2540)  
 
 'F22���
���D�$.��"��������6�����#���#-������5��&+.������'*	������������	 �+� -	�������5�-�	,
���	 ��������5��$.�$-	�� /D� ���	 �����$������1 2��$'�������%�&-����2����$���#�.
� ��"� /!����-!��'2����$���#��7�����#6��#	/�-����������"�#�'*	�'��!��� ��.�����)��� /!�/A	��!2������#6�$.�$�������������'(� 	�"	%�&#�3%���$.��� (Garti ��� Aserin, 2006) ��.����6����2����$���#-����������"�#�$.������-�#�3%���������6���������#�'*	������������	 -�,	��7��������������#	-�����#���# ���$.����#����!# 	/�#-!� 
2.2.3.2 ��������5�	,
���	�$.�����-!��'	�,	 2�������#��7�����#6��#	/�-����������"�# �����+.�&�2��6�������$. 2.2.3-1 2�&�#������$.�����5�-�	,
���	�-!��'������#��7�����#6��#	/�-����������"�#	�,	 2��
� /!'������-������5�-����������"�# ( v ) �$����&�.�-�,	 ����'*	"� /!����������#	-�����#���# ( P ) �&�.�-�,	 ����#�+������)����������������	�	��	,
� 		,
���	��!���-�,	 (Lagevin, 1992) �����+.�&�2��6���������'�$.�	�'�#�3%��-����������"�# ���7'�$. 2.9 2�&�#������&�.���� v  2������$.	,
���	������#��!�$	�,	 �
� /!���������"�#��������#���#��	�'*	������������	�	��	,
� 		,
���	��!���-�,	 (Lawrence ��� Rees, 2000) 
 
 �
�/�����������&0������#�3%��-�������$��������������		�,	 	,
���	 �+� #�3%��-������	��$�1�$.����$-�,# ��.����'*	�	+,���$�#���	,
� ��!��� �4������1��	 �����	�������� ���	�������1�$.�$-�,# (polar monoester) �����4��1��������# �����$������1 ���&��������������������� (polycyclic cholesterol) ��.��#		,
���	�$. �! 	�	#�2��	$, �$ 4 �	�� ��������)2����7� 	 
3 '���%� ��!��� 

- �4'��	 (�����	��������) 
- ��������$��� ��� �����&�&���������� (���	�������1�$.�$-�,#) 
- ����	�� (�����4��1��������#) 

 
 2���������&�#����� �!����	��'(������#��	��  	�������#	����#� 1:2 �����)����������������	�	��	,
� 		,
���	��!���	,
���	��, 4 �	�� �����!�����	#�2���$.��!����#����!#-!��!	 (Clint, 1992; Xie ����6�, 2005; Garti ��� Aserin, 2006) ��.�"	%�&#�3%���$.��!2���������������7'�$. 5.4-5.7 �����!	'���������#6�$.����������������	�	��	,
� 		,
���	 ��!	25��������#6�$.����������������	�	��	,
���	 		,
� ����#6	���/	+�2��	$,2��'*	�����$.�$/���#�3%����!��� ������������	�$.�$ 2 #�3%�� (�$#�3%����#	���	), �������	 ����������1 ("���



51 
 

 

�/�#) ���2���"	%�&#�3%��2�&�#����� �!	,
���	������	��2���!����6�-��"	%�&#�3%���$.��������	 �'*	"�2��-	�������5�-�	,
���	 ���$.����#����!# (Kaisri, 1990; Lagevin, 1992; 
Lawrence ��� Rees, 2000; Garti ��� Aserin, 2006) ��.�����!������$-�	,
���	��, 4 �	�� ����� 	�7'�$. 5.8 
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 �&$��� 5.4 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	 -����� 	,
� (W) / ����	��'(� / ��#��	�� (S/C) / �����&�&���������� (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
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 �&$��� 5.5 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	 -����� 	,
� (W) / ����	��'(� / ��#��	�� (S/C) / ��������$��� (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
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 �&$��� 5.6 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	 -����� 	,
� (W) / ����	��'(� / ��#��	�� (S/C) / ����	�� (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
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 �&$��� 5.7 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	 -����� 	,
� (W) / ����	��'(� / ��#��	�� (S/C) / �4'��	 (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
  

 

                       (�)                                                                             (-) 
 

                                                           (�)                                                                              () 
 �&$��� 5.8 �����!������$-�	,
���	 (�) �����&�&����������  

(-) ��������$��� (�) ����	�� ��� () �4'��	 
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 ��+.�&�2��6������!������$-�	,
���	��, 4 �	�� 2�&�#�� �����&�&���������������������$����'*	���'������������1 ���������-!����	,
� (www.ilo.org) 2�������!������$ 	�7'�$. 5.8 (�) ��� (-) 2��/A	#��)���!2��$/�7��$.�$-�,#�7�+�/�7����1������ ����	+.�2�������5��$-	�� /D���� (	,
�/	�������5� 270.45 ��� 310.51 ���������� ����
����) �'*	"� /!�����#�������-������5�-��-#�����-!��'2����$���#����#6��#	/�-����������"�# 2��
� /!�$����#6�$.����������������	�	��	,
� 		,
���	��!	!����+.��'�$����$�����	,
���	�$� 2 �	�� ��#	����	���'*	�����4��1�������� �$/�7��4������� (-OH) �$.�$�#�����	,
� �����)�����	,
���!��A�	!�� (����������� 		,
�������� 0.37g/100ml) �$2
�	#	���1��	������������ 10 ����� (	,
�/	�������5� 158.28 ����������) 2���'*	�����4��1��������# ����$-	�������5���A��#��   �����&�&���������������������$����'*	������� 2��$'�������%�& 	���2����$���#����#6��#	/�-����������"�#��!�$�#��	,
���	 2 �	��-!��!	 2������)������7�����#6��#	/�-���������"�#��!���-�,	 2��$����#6�$.����������������	�	��	,
� 		,
���	���-�,	  
 
 ��#		,
���	�	���5��!���+��4'��	�'*	�4������1��	�������� �$	,
�/	�������5��.
��$.�5�2���$.��+��	
�������� (������� 100.21 ����������) �$����#6�$.����������������	�#!��$.�5� �'*	"�2������$.�4'��	�'*	�4������1��	�$.�$��������,	�$.�5� 	������� ��.�#�������) 	��������������	2������+.��&�.��#����#-��������4������1��	 ���2���	#�2��-� Bayrak ��� Iscan (2005) ����������&�-��#����#-��������4������1��	����#��25-���������������	 ��� �!�����$.'������!#� Triton X-100/ ��#��	�� /	,
� / 	,
���	 (�4���	, �4'��	, �����	 ��������	) &�#������&�.��#����#-��������4������1��	 2��
� /!�#�������) 	��������������	��������#���A# ������ �!�4���	2��
� /!��!&+,	�$.����/	�.#�3%������$.�5� �����!�����	#�2��-� Warisnoicharoen ����6� (2000) �$.&�#��	,
���	�$.�$�����5�-	�� /D� ���	 	,
���	)�.#��+� ��� ��������$��� �����)����� 	������������	��! 	'����6	!���#��	,
���	�$.�$-	�������5���A� ���	 ethyl butyrate ��� ethyl caprylate ���	,
���	�$.�$�����5�-	����A�2��$&0�������/�+�	���������"�#��#� 
 
 	��2��	$,�����$. �!�4'��	�'*	��#		,
���	���$����#6�$.����������������	 2 ����#6 �+�������������	�	��	,
� 		,
���	 ����	��	,
���	 		,
� ���2�������+.	<�$.�$�H&��������������	�	��	,
� 		,
���	 ����	+.�2���	#�2��	$,�!����"���������������	�	��	,
� 		,
���	�$.�����) �!���25���$.�����	,
���! ��	�,	 	��������+�������$.2�	
��'�������� 2���+���$.'����6	,
� 	     ������������	��.2���"����'����6���$.)7����25�#! 	������������	 ��������$. �!	,
���	�+� 
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�4'��	�������	�������)���25	,
���!����$.�5� �+�'����6 50 %����#� ��#	�����$. �!	,
���	�+������&�&���������� �����������$��������)���25	,
���!'����6 40 %����#� 
 
 �	+.�2���	#�2��	$,�$�'I�/��� 	������$��������������	�&+.�'���5��1 �! 	���%������� 2��#������#���'*	&���������1-���1'��������<�$. �! ����#���'*	&��-�����	��'(���!��� /!�/A	��!# 	/�#-!� 5.1.2 ��#	"����������#���'*	&���������1-�	,
���	��, 4 �	�� �$. �! 	�����������������$. 5.2 ��.�'*	"�2����������-�/	�#�'3����������������$#%�&�
�/���#���5������&��1 �	/!�'3�����������+.��+��������.#�' �7	�1����	���$��/����#���5�/����� 
 
 �
�
���� 5.2 �#���'*	&���������1-�	,
���	��, 4 �	�� 
 ��� ������#���'*	&�� /����/�5 �����&�&���������� 4 �5	�� ��������$��� 0 - ����	�� 0 - �4'��	 2 '�	��� 
  
 2�������$. 5.5 2��/A	#���4'��	�$�#���'*	&���������1����� 2 ��#	����	���$�#��'���%���������1 ��	�,	�����)��5'��!#������	���$�#���/������$.�5��$.2�	
������$��������������	�&+.�'���5��1 �! 	������25�����������������' 

 
5.3  *�#������(� �)
�������+,-
��#.���	�/� 
 "�#/	��$����#���'*	������ 7.35-7.45 (Kung, 1980) ��#	��+���$����#���'*	������ 
5.00-6.00 (Waugh, 2007) 2�	
�	,
���	�$.�����)�����+����!��!# �+�����	�� ���
���������������$��������������	���;���;���;�;��1 &$��� 7.4 �&+.� /!�$�%�#���!�����"�#/	� ������$�����;�;��1 &$��� 5.5 �&+.� /!�$�%�#���!�������+�� ��.��� �!����������;�;��1��	��� �!	,
����.		�,	�'�$�����+�	������������������ 	���� 2���2�$"���������!������)$��%�&-�     ������������	 ������������"�#�	���$'��252���!���"�2����������������#�����������"�#�	������$'��25 (Kreilgaard, 2002) ����	+.�2����;�;��1�'*	���������$.�$��1'�������
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������7��!#���	�+� ������	������+�-�������	 /�+�������	������+�-�������	 ��.������	/�+�������	��+.������	,
�2������#�'*	���+���!������7�61 ��������$. 5.3-1  
 [ ] [ ] [ ]−+ +↔ AHHA       (5.3-1) 
 2�������2��/A	#�� 	-6��$.������	�����# /!���+�-�������	��7�	�,	 ���+�-�������	�A�����)�#���#����'����	 �������'*	������	��!  	%�#����5��1/	�. < 2�&����+�-�������	���������	 	�����#	�$.��$. �����$.��������#-�������	 ( Ka ) 	�,	 �-$�	��!������� Henderson-Hasselbalch ��	$, 
 
 [ ] [ ]

[ ]HA

AH
Ka

−+
⋅

=       (5.3-2) ��� KapKa log−=       (5.3-3) 
 
 ���  HA  =   ���  
  −A  =   ��	25������ -� HA  
  Ka   =   �����$. 	��������#-����    (�5����, 2551) 
  
 pKa �'*	����'������$.��������#-���� )!�����$��� pKa 	!�� �+� ���	�,	�����# /!�'���	��!�$  	��������	)!�����$��� pKa ��� �+����	�,	�����# /!�'���	��!����$ ������ 
pKa -����$�����;�;��1�$���������� 4.76 ����$��������#��������$. (5.3-4) ��#	;���;���;�;��1 �$ pKa 3 �����!��� 2.15 7.21 ��� 12.33 �	+.�2�������)�����#��! 3 ���, ��������$. 
(5.3-5)- (5.3-7) ����
���� (Thompson, 2004) ��.2���������������# ������ pKa 2��/A	#��;���;���;�;��1�$��������#����#���������!�	�#�����$�����;�;��1  
 +− +↔ HCOOCHCOOHCH 33     (5.3-4) 
 +− +↔ NaPOHPONaH 4242      (5.3-5) 
 +− +↔ NaHPOPONaH 22

442     (5.3-6) 
 +−− +↔ HPOHPO 3

4
2

4      (5.3-7) 
 (www.nextnano.de) 
 
 '��25-�����	�$.��!2����������# ����#���-!�-!	-���;�;��1�$. �!2���"��������#����'��25  (ionic strength) -����� ��� 	������� �!���$�����;�;��1 �#���-!�-!	 0.1 
mol/dm3 ��#	;���;���;�;��1 �#���-!�-!	 0.2 mol/dm3 ��+.�	
����
�	#6����#����'��25-�
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��;�;��1��,���	����������$. (5.3-8) &�#�����$�����;�;��1���;���;���;�;��1�$����#����'��25������� 0.1 ��� 1.7 ����
���� 
 ∑

=

=

n

B
BB zcI

1

2

2

1       (5.3-8) ���    Bc    �+�   �#���-!�-!	-�����	 B (mol/dm3) 
 Bz     �+�   '��25-�����	 B  
 
  	���������"�����$.��������	2����� �!����������;�;��1��,���	���'*	��#		,
�-�������������		�,	 �����)��������!���/��������$�#������ �!������������$��������1�'*	#�3%��	,
� 	������������	 �	+.�2���'*	�����������$.�$'��25� 	������������	�/�+�	��	 ��"� /!����#����-�'��25�'�$.�	�'� 	����6���$�#��	 2�-�����#�����	#�2���$.�����"�-��������������������$��������1�$.�$���'����6	,
� 	������������	�	��	,
� 		,
���	�$.���$��2�����������"�#�	���$'��25�����	��$�#�������	��'(� 2
�	#	 4 �	#�2�� ��	$, 
 
 Khoshkbarchi ��� Vera (1995) ����������&�-�������������$��������1���������������	�	��	,
� 		,
���	�$.���$��2�����������"�#�	��'��25�� (anionic surfactant) 3 �	�� ��!��� bis (2,4,4-trimethylpentyl) sodium phosphinate (NaPOO), bis (2,4,4-trimethylpentyl) 
sodium monothiophosphinate (NaPSO), ���  bis (2,4,4-trimethylpentyl) sodium 
dithiophosphinate (NaPSS) ��� �!���������"�#��#��+��&	��	�� 	,
���	�$. �!�+����������	 ��� �!��#		,
��+�������������$��������1�$.�#���-!�-!	��,��� 0-300 ����������1 &�#��'����6	,
� 	������������	��� ��+.��&�.��#���-!�-!	-�������������$��������1 �	+.�2���'*	����&�.��#����-�'��25 (ionic strength)  	������������	 ���������"�����	��/#����#	/�#-����������"�#�$.&+,	�$."�#���"��-�	,
����	,
���	 �
� /!��#	/�#-����������"�#�-!� ��!��	���-�,	 ������������	2��$-	����� ���'����6	,
�������������	�$.���25��!2���� ��."��������	$,��������!�����	#�2��-� Mitra ��� Paul (2005) �����'����6	,
��$.����� 	������������	�	��	,
� 		,
���	-������$.'������!#� ���������"�#�	���$'��25�� �+� 
AOT ������������"�#�	������$'��25/���/����	�� ��� �!��#		,
���	�+������&�&���������� &�#��'����6	,
��$.�������! 	 	�$�#��1�������1 -�,	��7����-	�������5�-����������"�# ����������#	-����������"�#�	���$'��25�������$'��25 �����&�#�������������A�������1 (������������$��������1) � 	�����'*	�����#��&�.��#��25-�	,
��$.�������! 	������������	 ���/������'����6������	�' 2��
� /!'����6	,
��$.����� 	������������	��� ��.
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�#���-!�-!	-�������������$��������1�$.�
� /!��!'����6	,
��$.����� 	������������	����$.�5� -�,	��7�����������#	��/#�����������"�#��,���	�� 
 
 2��"�������� �!��;�;��1��,���	���'*	#�3%��	,
� �����)���"����������'*	�"	%�&#�3%�������1'����� ���7'�$. 5.10 ��� 5.11 ����
���� 2���7'2�&�#����� �!���$�����;�;��1 &$��� 5.5 2���!����#6�$.����������������	�	��	,
� 		,
���	�#!��#�� ��������)���25����������;�;��1 	������������	��!����#����+.��'�$����$�������� �!;���;���;�;��1 &$��� 
7.4  �����+.���$����������$. �!	,
����.	�����,�'*	#�3%��	,
� (�7'�$. 5.7) &�#��������������	�$.��!2����� �! �!	,
����.	 2 ���, �����)���25	,
���!����$.�5� �+� '����6 50% ����#� ������+�;���;���;�;��1������$�����;�;��1��.�����)���25	,
���! '����6 40% ��� 30% ����#� ����
���� ��� /!�/A	#������������;�;��1�$. �! �����!�$��#	��#� /!������������	���25	,
���!���-�,	 ��,�$.2��<��!#2�����������;�;��1��.�'*	����$.�����)�����#��!	�,	 �#�2���"� /!�#����-�'��25%�� 	������������	�$����&�.�-�,	 ��.2��$"� /!&+,	�$.-���#	/�#-������5����������"�#��� �������������#	����#���#-����������"�#���-�,	 (Nedjhioui ����6�, 2007; Polizelli ����6�, 2008) ��2�'*	�&���#��;���;���;�;��1�$��������#�$.����#���������!�	�#�����$�����;�;��1 2���"� /!%�� 	������������	�	��	,
� 		,
���	�$.����-�,		�,	 �$�#����-�'��25�$.�7���	�' ��"� /!�������"�����	-���#	/�#-����������"�#����#6��/#��#�3%��-�	,
����	,
���	 �'*	"� /!&+,	�$.-���#	/�#-������5����������"�#���-�,	 �
� /!��������#���#��	����$ �������#	����#���#-����������"�#2��$����.
� �$���,�#���-!�-!	-�����������;�;��1�$. �!��2������	�' (;���;���;�;��1 200 ����������1 ������$�����;�;��1 100 ����������1) �
� /!%�� 	������������	�$�#����-�'��25������	�' 2���"� /!���25	,
���!	!�� ���/�5"��$.����#����!#-!��!	 (Khoshkbarchi ��� Vera, 1995; Mitra ��� Paul, 2005) �����+.��'�$����$������7'�$. 2.9 2�&�#������&�.�&+,	�$.-���#	/�#-������5����������"�# �
� /!����������������	�	��	,
� 		,
���	��!	!��� �'*	"� /!������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 �!� �!'����6���������"�#�$.����#�� ��������)���25	,
���!	!���#��������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1  
 
 2��"���������
� /!�����)�����+������������������	�&+.�	
�������������&�-������������������"	%�&#�3%����������&�-������������������#�������) 	������25�� �������$. 5.3 ��������D����61 (   ) �#! 	�"	%�&#�3%�� 
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 ������ 5.9 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	-����� ;���;���;�;��1 &$��� 7.4 (PB)/ ����	��'(�/��#��	�� (S/C) / ����	�� (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
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 ������ 5.10 �"	%�&#�3%��-����������1'����������#	�$.����������������	-����� ���$�����;�;��1 &$��� 5.5 (AB) / ����	��'(�/��#��	�� (S/C) / ����	�� (O) �$.�56/%7�� 37 oC 
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�
���� 5.3 ����������������	�$.�����+��	
�������� 
 �����$. �+.����� S/C (%) O (%) W (%) 

1 ME-PB 60 10 30 
2 ME-AB 51 9 40 /����/�5  ME-PB �+� ������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 

     ME-AB �+� ������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1 
 
 ��+.��
�	#6�#���-!�-!	-����������"�#�$. �! 	������������	�����$.�����+����2�������$. 5.3 &�#�������$. 1 �$�#���-!�-!	-�����	��'(�'����6 200 µg/ml ��#	�����$. 2 �$�#���-!�-!	-�����	��'(�'����6 170 µg/ml ��+.�	
��'�'�$����$����������$. 5.1 2�&�#����� �!������,�� �$�#���-!�-!	-�����	��'(���7���/#�� 150-300 µg/ml  2���!����'��1��A	�1�����7����-�����1��/#�� 4.57-82.90  
 
5.4 �
��
�
�����
�������
����������	����������� !" � 
 ������25����' 	������������	�����)�
���!���������$��������������������� 	����������;�;��1 2��	�,	 �!��������	$,��		,
� 	������$��������������	 ��� �!�������#	-��������$.�����+���#! 	�����$. 5.3  	���������!�
����/�����#�������) 	��������-�������������� 	����������;�;��1��, 2 �	�� ��!"��������$. 5.4 ��� 	������$��������������		�,	2� �!�����������$.�#���-!�-!	����$.�5� ����$. 80 % -��#���-!�-!	����$.�5� �&+.������"�-��#���-!�-!	-����$.���25��' �&�����������������$�#�����	,
��7 ��+.�	
������������$.�#���-!�-!	��.���#�� �!�	 ��+.���7� 	�����$.�$����	���+.	�+� ����	�� ����	��'(������#��	�� ��.�$�#�����	,
��.
��#�� ��2�
� /!���������!��� �����2�-#	���/�+�������	��7� 	�������� ��"� /!��������)���25��7� 	������������	��! '����6-����$. ����' 	������$��������������	�����)�
�	#6��!�������$. 5.5    
 	
�
���� 5.4 �#�������) 	��������-�������������� �$.�56/%7�� 37 oC ���� ����������� (µg/ml) ;���;���;�;��1 &$��� 7.4 3400.00 ���$�����;�;��1 &$��� 5.5 2050.00 
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�
���� 5.5 '����6������������� 	������������	 ���� '����6 MTX (µg/ml) /����/�5 
100 ME-PB 1009.08 100% MTX in PB 
80 ME-PB 807.26 80% MTX in PB 
100 ME-AB 820.00 100% MTX in AB 
80 ME-AB 656.00 80% MTX in AB /����/�5 PB  �+� ;���;���;�;��1 

  AB  �+�  ���$�����;�;��1 
 
 ��������������������	 ��;�;��1 ����A�������1 ����� �'*	�!	 �$"���������!������)$��%�&-�������������	 ��.���������"�#�	���$'��252���!���"�2����������������#�����������"�#�	������$'��25 (Kreilgaard, 2002) ��.2���	#�2��-� Alvarez-Figueroa ��� 
Blanco-Mendez (2001) �����������25�������������� 	������������	 2 ���� ����������$��2�����������"�#�+� Labrasol ��� Plurol Isostearique, 	,
���	�+���������$���, ��#		,
��+� 154 mM NaCl pH 7.4 ��#	�����$.�����$��2�����������"�#�+� Tween80 Span 80 ��� 
1,2-octanediol 	,
���	�+������&�&�� ��������, ��#		,
��+�	,
����.	�����, &�#����+.���������������������!# ������������	����$����6��'���� ����$�$-�#-5�	 �'*	������$, /!�/A	#�������������������$"������)$��%�&-�������������	 
 
. 2���������&�#��������25�������������� 	������������	2���$.���$��2�����������"�#����	��'(� ��,�$.���25���������25������������� �$����6��'�����/�+�	��	 �����+.���,��,�#!�'*	�#�� 2 ��'��/1 &�#��������������	����$��)$��%�&������ ��	�,	������������������'�'*	����������-�������������	�$. ���$��-�,	 	�	#�2��	$,  ����$"������)$��%�&-�������������	 ���	��$�#����	#�2��-�-� Alvarez-Figueroa ��� Blanco-
Mendez (2001) ���2���0�L$��!#����������������������'������������	�$.���$��2�����������"�#�	���$'��25 	��2��$"���������!������)$��%�&-�������������	 �	+.�2�������!������5�-�������������������'*	 2 ��#	 �+���#	 pteroic acid ��+.����������#	 
glutamic acid �!#�&�	�������1 �����������2��
�/	!��$.���+�	�'*	������	 (2�� COOH -���#	 glutamic acid ) ����'*	������	 (2����#	 pteroic acid) (���7'�$. 2.9) ��+.������	,
�2������#��!����#	 �
� /! 	���������$����	-������5��$.�����# ��	�,	2���������'�$.�	�'�-��#����-�'��25 	������������	 �������'�$.�	�'�	$,��2�$����������&$�&��$.2��$"���������!������)$��%�&-�������������	 
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 5.4.1  �����&�-������������������#�������) 	������25�� 
 �#�������) 	��������-��� 	������������	 -�,	��7���� 2 'F22�� ���'F22������+���1'�����-�������������	 ��#	'F22���$.���+�	,
�/	�������5�-��� ������$.�$	,
�/	�������5����2��$-!�2
���� 	������������#�����$.�$	,
�/	�������5�	!�� (Kumar ���Mittal, 
1999) ��.�����������2��#���'*	���$.�$	,
�/	�������5��7�	��/	�. (354.4 g/mol) 2���2�$-!�2
���� 	�������� 	������������	 
 
 ���#������/1/�'����6��������������$.���25 	������������	��� �!���	�� High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC)  	��+,��!	��!��!����;����C�	-��������������2��������������C�	������������� 	���$�����;�;��1�#���-!�-!	 25, 100, 200 ��� 
400 ���������/��������� �����!����;����C�	-��������������2��������������C�	������������� 	;���;���;�;��1�#���-!�-!	 25, 100, 200 ��� 300 ���������/���������  �! 
column �	�� C18 (150 x 4.6 ���������.), ���������/�(flow rate) 1 ���������/	��$, �;����+.�	�$. 
(mobile phase) �+� ����	�� : ����������;�;��1 (10:90), UV-detector #���$.�#����#��+.	 303 
nm, '�������$.H$� (injection volume) �+� 20 µl "��$.��!'���3&$�-���������������$. retention 
time '����6 9 	��$ ���7'�$. 5.11 ��� 5.12 ��.�'*	&$�2��-���������������C�	���2��������������	����
���� ��+.�#�����;��/#���#���-!	-!	-�������������C�	����������������&+,	�$. �!���; 2���!���;����C�	-�������������� 	��������;���;���;�;��1 &$��� 
7.4 ���7'�$. 5.13 ������;����C�	-�������������� 	�����������$�����;�;��1 &$��� 5.5 ���7'�$. 5.14 
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 ������ 5.11 ��#�������; HPLC -������������ 	;���;���;�;��1 
 
 

 ������ 5.12 ��#�������; HPLC -�������������	�$.���25������������ 
 

����������	 

����������	 
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  ������ 5.13 ���;����C�	-�������������� 	���$�����;�;��1 &$���5.5 2��������������C�	��������������#���-!�-!	 20, 60, 200 ��� 400 ���������/��������� 
 

  ������ 5.14 ���;����C�	-�������������� 	;���;���;�;��1 &$��� 7.4 2��������������C�	��������������#���-!�-!	 25, 100, 200 ��� 300 ���������/��������� 
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 ��+.��'�$����$��&+,	�$. �!���;-���������������$.���25 	������������	 ������;����C�	 �����)��5''����6���$.���25��!�������$. 5.6 ��.'����6���$.���25���'�������%�&������25�� �����)�
�	#6��!��������$. 5.4.1-1 ��� 5.4.1-2 ����
���� 
  '����6���$.���25  =  '����6���$.#����!2�� HPLC   (5.4.1-1) 
                 '����6�����,/�� 
 
  '�������%�&������25��  =  '����6���$.���25��!      x  100   (5.4.1-2) 
              '����6�����.��!	 
  	
�
���� 5.6  '����6��������������$.���25 	������������	 (���$���$.�56/%7�� 37oC) 
 ���� &$��� '����6�����.��!	 

(µg/ml) 
'����6���$.���25 

(µg/ml) 
'�������%�& ������25�� (%) 

100 ME-PB 7.4 1009.08 301.09 29.52 
80 ME-PB 7.4 807.26 329.14 40.34 
100 ME-AB 5.5 820.00 603.62 73.61 
80 ME-AB 5.5 656.00 656.00 100.00 

 
 2�������$. 5.6 2�&�#��������������	��,��������;�;��1 �$.���$��2�����������#���-!�-!	 80 % -����������������.���# �����)���25����!�$�#����� �!������������.���# ��2�	+.�2�����$����#���#��	�'*	��5���!�	 ��+.���7� 	����������������	�$.�$�#�����	,
��.
��#������������;�;��1 2���������)���25��7� 	������������	��! ���2�������$. 5.6 ����� /!�/A	#��������������������)����� 	������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1��!�$ �$'�������%�&������25�� 73.61-100.00% ��+.���$�����������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 ��.�$'�������%�&������25�����	-!��.
� �+� 29.52-40.34%  ��.�'*	"�2���#�������) 	��������#-���;�;��1�$.��������	���$.����#����!# 	/�#-!� 5.3 ����	+.�2��������������'*	���$.�$-�,# �$��� pKa 2 ��� �+�������� 4.8 ��� 5.5 �+������)�����#��!�����, ��	�,	��+.��$��������#2��'*	����&�.��#����-�'��25 	������������	 ��"� /!���������"�#�$����#���#��	��!��� �$���,��������������)7������	�1 (ionize) �$.&$��� 7.4 (www.wikepedia.org) ��	�,	��+.���7� 	������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 &$��� 7.4 ��.�$�#����-�'��25����#��2���2�
� /!��)7������	�1 /�+���+.���%�&�����'*	���'������	���+.	 �����2�#���#��	
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�'*	��5���!�	�-#	�����7� 	������������	 ��!#)7��
�2������' 	��/#��-�,	��	������$����#�������	�-!��7����+.� HPLC ��"� /!'����6���$.#������/1��!�$���	!���#��������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1 &$��� 5.5 ��	�,	�������������2��/������$.���25��7� 	������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1 &$��� 5.5 ����#�� �	+.�2���$����#����-�'��25�$.�.
��#���$���,���$&$��� ��!��$������� pKa -��� �
� /!���$. ����'�$��)$��%�&�$�#��������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 &$��� 7.4  
 ��+.��'�$����$��'����6��������������$.���25 	������������	2���	#�2��	$,����	#�2���+.	 �������$. 5.7 &�#���$'����6 ��!��$�����	#�2��-� Alvarez-Figueroa ����6� (2001) ����������������	�	��	,
� 		,
���	 ����$���	!���#��'����6�$.���25 	������������	�	��	,
���	 		,
� �	+.�2�����	��	$,�����)�������!�$ 		,
� �	+.�2������$.�$	,
��'*	#�3%������	+.�2��$'����6���$.�������7���� ���������������	�	��	,
���	 		,
�����/����
�/������'���5��1 �! 	������"��	"�#/	� ��#	��+.��'�$����$������	#�2��-� Trotta ����6� (1996) &�#��������������	�$.���$��2���	#�2��	$,�����)���25����!�7�#����� �����+.��'�$����$������	#�2��-� 
Karasulu ����6� (2007) &�#���$'����6���.
��#�� ���'����6��-��	#�2��	$,�'*	'����6�����.��!	�$. �� 	������������	��,/�� 2���2��� ��'����6�$.��!2���$.)7����25��7� 	������������	 	
�
���� 5.7  '����6������������� 	������������	��$������	#�2���+.	 ��1'����� �	�� '����6���$.���25 

(µg/ml) 
�!��� 	,
���	 ���������"�#/ ���������"�#��#� 	,
� 

Decanol Lecithin/ 
benzyl alcohol 

water, PG w/o 2.5-2.8 Trotta, 1996 
Ethyl 
oleate 

Labrasol/ 
Plurol Oleique 

Aq. 154 
mM 

NaCl (pH 
7.4) 

o/w 977-1358 Alvarez- 
Figueroa, 
2001 

Isopropyl 
myristate 

Tween 80, Span 80/ 
1,2-octanediol 

water w/o 596-670 
Soybean 

oil 
Cremophore EL, Span 80/ 

Isopropyl alcohol 
0.2M 
NaOH 

w/o 2500 Karasulu, 
2007 

Decanol Rhamnolipid/ 
Butanol 

0.1M AB w/o 603-656 �	#�2��	$, 
0.2M PB w/o 301-329 



67 
 

 

����� 6 ����%!�
��&!��'!(�)�����'�( 
 6.1  ����%!�
��&!�� 6.1.1 ��������+,��!	-����������"�#����	��'(� 1.  ����	��'(��$."���2��	,
���	'��1���� ��� �!25��	��$�1 Pseudomonas sp.A41 �����)���������"�#-�	,
�����5���@��!)� 32 mN/m ����#���-!�-!	#��0��-�������1�$���'����6 50 mg/l 

2. ����	��'(��$�#���'*	&���������1 L929 ����� 4 ��	�,	���	
��� �!�	2��!��
�����2+�2�2	�����.)�������#���'*	&���$.��������! ����#���-!�-!	�$.����'*	&��-�������������	��'(�������� 10 µg/ml ����$.�#���-!�-!	����#�� 350 µg/ml 2��$�#���'*	&��������7�$.�5� 6.1.2 	,
���	�$.�/������
�/���������$��������������	 
1. 	,
���	�$.�$�#���/������$.�5��$.2�	
������$��������������	��� 	,
� ����	��'(������#��	�� (�������#	����#�-�����	��'(������#��	�� ������� 

1:2) �$.�56/%7�� 37 oC �&+.�'���5��1 �!���%��������+� ����	�� 6.1.3  ������������	�
�/������25������������� 
1. ��� �!���$�����;�;��1 &$��� 5.5 2���!����#6�$.����������������	�	��	,
� 		,
���	�#!��#�� ��������)���25����������;�;��1 	������������	��!����#����+.��'�$����$�������� �!;���;���;�;��1 &$��� 7.4 
2. ����������������	�$.�/����
�/���������25����������� ��	$, 

• ���������"�# 60%, ����	�� 10% ���;���;���;�;��1 30% 
• ���������"�# 51%, ����	��   9%  ������$�����;�;��1 40% 

6.1.4 �����&�-�����������������������$��������������	 
1. ��+.�	
�����������������������$.�#���-!�-!	��.���#�� �!�	 ��+.���7� 	�����$.�$����	���+.	�$.�$�#�����	,
��.
��#�� �
� /!���#���#��	�'*	��5���!�	 ��"� /!��������)���25��7� 	������������	��! ��������'*	����-#	�����7� 	������������	 
2. '����6��������������$.���25 	������������	2��;���;���;�;��1 ������� 

329.14 µg/ml ����'*	'�������%�&������25�� 29.52% 
3. '����6��������������$.���25 	������������	2�����$�����;�;��1 ������� 

603.62 µg/ml ����'*	'�������%�&������25�� 73.61% 
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4. ������������	�$.���$��2�����$�����;�;��1 &$��� 5.5 �����)���25������   ���������!����#��������������	�$.���$��2��;���;���;�;��1 &$��� 7.4 
 6.2 �)�����'�( 1. 2���������&�#���������������������"�#�$#%�&	�,	�$-�,	��	�$.�5���� �$���,�� �!������$�$.�'*	��	���� 2�	��2��$��������#��$�������������������"�#�$#%�&��� �!������$�$.����'*	��	������������)�������#���$. �! 	���������! ����56������-��������'�$.�	�'� 2. �	+.�2��������������	�$.���$��-�,	 	�	#�2��	$, �$�'I�/����&+.� �!	
�����"��	"�#/	� 2��#��$������������������+����"�#/	�-�����	��'(����   ������������	 ���	���	
��' �!�	2�� 
3. �#��$���������'�$����$��������������"�#�	���+.	 �$.�$��� �!�	���%������� 
4.  	����'�$����$��#�3%��	,
�-�����������������		�,	 �#� �!�#���-!�-!	-�����������;�;��1�$.������	 �&+.������)�'�$����$���#����'��25�$.���� 	������������	��! ���'���2��"�-��#���-!�-!	�$.��������	 
 
 

 

 



 

 

69

�
��
��)
���� 
 ,
-
��� 2���%�61 �	$�1#�	, 6�C�	�D �$&�&�O	1�&�7��1 ���	&���	1 #�	���5-������. ���������

  ����2��D������"������������"�#�$#%�&�$."������ Pseudomonas sp. A41  
  	��/���$.�$	,
���	�������-��	�'*	�/�����1��	. ����	"����#�2���5	#�2�� 
 ���5	�����%�������%�. 25P����61�/�#�������, 2547. 

 6��1 ����6�%����1. ���"������������"�#�$#%�& ��� Pseudomonas sp.  
A41  	)�/�������������	+.�. #����	�&	�1'��DD��/���6Q�� %��#��� #��#�������$ ��6Q��#������� 25P����61�/�#�������, 2543. 

 &��6�&AD #�O	�������2. ��������������$��������������	�	��H$�. ������#�2�� 
  ���%��������1 �6��%��������1 25P����61�/�#�������, 2540. 
 ��6Q	� %�	5��%�61. �������	������/	A�. %��#����%������� �6��%��������1  
  �/�#��������/��� ��5��&R, 2544. 
 /	�#�'3����������������$#%�&�
�/���#���5������&��1. ����	"��������� 
  ��-�$. HT 0285/51. �	/!�'3���������������.#�', �7	�1����	���$��/���� 
  #���5�/�����, 2551. 
 ,
-
� ��.- 
 Aboofazeli, R. and Lewrence, M.J. Investigations into the formation and characterization 
  of phospholipid microemulsions. II. Pseudo-ternary phase diagrams of systems  
  containing water-lecithin-isopropyl myristate and alcohol: influence of purity of  
  lecithin. Inter. J. Pharm. 106(1994): 51-61 
 Alvarez-Figueroa, M.J. and Blanco-Mendez, J. Transdermal delivery of methotrexate:  
  iontophoretic delivery from hydrogels and passive delivery from  
  microemulsions. Inter. J. Pharm. 215(2001): 57-65. 
 Banat, I.M., Makkar, R.S., and Cameotra, S.S. Potential commercial applications  
  of microbial surfactants. Appl Microbiol Biotechnol. 53(2000): 495-508. 
 Bayrak, Y. and Iscan, M. Studies on the phase behavior of the system non-ionic  
  surfactant/alcohol/alkane/H2O. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and 
  Engineering Aspects. 268(31) 99-103. 



 

 

70

 Binks, B. P., Espert, A., Fletcher, D. I. and Soubiran, L. Phase behaviour of   
  microemulsions stabilised by double chain cationic surfactants and   
  alcohol co-surfactants. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and  
  Engineering Aspects. 212(2003) 135-145. 
 Clifford, J.S., Ioannidis, M.A., Legge, P.L. Enhanced aqueous solubilization of  
  tetrachloroethylene by a rhamnolipid biosurfactant. Journal of Colloid and  
  Interface Science. 305 (2007):361K365. 

Clint, J.H. Micelle formation. Surfactant aggregation, pp. 82-129. New York  
 : Chapman  and Hall, 1992. 

 Delgado-Charro, M.B. and Iglesias-Vias, G. Delivery of hydrophilic solute through the  
  skin from novel microemulsion systems.European Journal of pharmaceutics and 
  Biopharmaceutics. 43(1997): 32-42. 
 Delgado-Charro, M.B. and Guy, R.H. Transdermal drug delivery. London: Taylor  
  & Francis. 2001: 421-441. 

Desai,J.D. and Banat,I.M. Microbial production of surfactant and their  
 commercial potential. Microbiol.Mol.Biol.Rev. 61(1997):47-64. 

 Djordjevic, L., Primorac, M., Stupar, M. and Krajisnik, D. Characterization of  
  caprylocaproyl macrogolglycerides based microemulsion drug delivery  
  vehicles for an amphiphilic drug. International Journal of Pharmaceutics.  
  271(2004): 11-19. 

Fiechter, A. Biosurfactants: moving towards industrial application. Trends. 
Biotechnol. 10(1992): 208-217. 

 Friberg, S. E., Sun, W. M., Yang, Y. and Ward, J. I. Molecular interactions in a  
  nonaqueous catanionic system. Journal of Colloid and Interface Science.  
  139(1990): 160-168. 
 Feiend, D., Catz, P., Heller, J. Reid, J., Baker, R. Transdermal delivery of levonorgestrel. 
  I: Alkanols as permeation enhancers in vitro. Journal of controlled release.  
  7(1988): 243-250. 
 Gallarate, M., Carlotti, M.E., Trotta, M. and Bovo, S.On the stability of ascorbic  
  acid in emulsified systems for topical and cosmetic use. Int J Pharm.  
  188(1999): 233-241 



 

 

71

 Garti, N., Aserin, A., Ezrahi, S. and Wachtel, E. Water Solubilization and Chain  
  Length Compatibility in Nonionic Microemulsions. Journal of Colloid and  
  Interface Science. 169(1995): 428-436. 
 Goodman, M. and Barry, B.W. Lipid-protein-partitioning (LPP) theory of skin enhancer 
  activity: finite dose technique.  International journal of pharmaceutics. 57(1989): 
  29-40 
 Guy, R.H. Current status and future prospects of transdermal drug delivery.  
  Pharm. Res. 13(1996): 1765-1769 
 Halbert, G.W., Stuart, J.F.B., Florence, A. The incorporation of lipid-soluble  
  antineoplastic agents into microemulsions-protein-free analogues of low density 
  lipoprotein. International journal of pharmaceutics. 21 (1984): 219-232. 
 Healy, M.G., Devine, C.M. and Murphy, R. Microbial production of  
  biosurfactants. Resources, Conservation and Recycling. 18(1996): 41-57 
 Holmberg, K. Surfactants and polymers in aqueous solution. John Wiley & Sons.  
  England. 2(2003): 139. 
 Kaisri, U. Microemulsions. J. Pharm. Sci. 15(1990): 43-54. 
 Karasulu, H.Y., Karabulut, B.; Goker; E., Guneri, T., Gabor, F. Controlled Release of 
  Methotrexate from W/O Microemulsion and Its In Vitro Antitumor Activity.  
  Drug delivery. 14(2007): 225K233. 
 Khoshkbarchi, M.K. and Vera, J.H. Formation of Water in Oil Microemulsions with  
  Three Dialkyl Sodium Phosphinates in Alcohol/Isooctane Mixtures. Journal of 
  Colloid And Interface Science. 170(1995): 562-568. 
 Kogan, A. and Garti, N. Microemulsions as transdermal drug delivery vehicles.  
  Advances in Colloid and Interface Science. 123K126(2006) 369K385. 
 Kreilgaard, M., Pedersen, E.J. and Jaroszewski, J.W.NMR characterisation and  
 transdermal drug delivery potential of microemulsion systems. Journal of  
  Controlled Release., 69(2000): 421-433. 
 Kumar, P. and Mittal, K.L. Handbook of microemulsion science and technology.  
  New York : Marcel Dekker. (1999). 247-253Lawrence ��� Rees, 2000 
 Kung, H.F. and Blau, M. Regional Intracellular pH Shift:A Proposed New Mechanism 
  for Radiopharmaceutical Uptake in Brain and Other Tissues J NucI. Med.  
  21(1980):147-152. 



 

 

72

 Lawrence, M.J. and Rees, G.D. Microemulsion-based media as novel drug  
  delivery systems. Advanced Drug Delivery Reviews. 45(2000): 89K121. 
 Langevin, D. Micelles and Microemulsions. Annual Reviews in Physical Chemistry. 
  43(1992):341-369. 
 Li, X. and Kunieda, H. Catanionic surfactants: microemulsion formation and  
  solubilization. Current Opinion in Colloid & Interface Science. 8(2003):   
  327-336 
 Lu, G. and Jun, H.W. Diffusion studies of methotrexate in carbopol and  
  paloxamer gels. Inter. J. Pharm. 160(1994): 1-9 
 Mills, P.C. and Cross, S.E. Transdermal drug delivery: Basic principles for the  
  veterinarian. The Veterinary Journal. 172(2006) 218K233 
 Mitra, R.B. and Paul, B.K. Effect of temperature and salt on the phase behavior of  
  nonionic and mixed nonionic-ionic microemulsions with fish-tail diagrams.  
  Journal of Colloid and Interface Science.201(2005):550-559 
 Nedjhiouia, M., Canselierb, J.P., Moulai-Mostefaa, N., Bensmailic, A., Skendera,  
  A. Determination of micellar system behavior in the presence of salt and  
  water-soluble polymers using the phase diagram technique.  
  Desalination. 206 (2007): 589K593. 
 Nitti, V.W., Sanders, S., Staskin, D.R., Dmochowski, R.R., Sand, P.K.,  
  MacDiarmid, S. and Maibach, H.I. Transdermal delivery of drugs for  
  urologic applications: basic principles and applications. Urology.  
  67(2006): 657K664. 
 Nitschke, M., Costa, S.G.V.A.O. Oil Wastes as Unconventional Substrates for  
  Rhamnolipid Biosurfactant Production by Pseudomonas aeruginosa  
  LBI. Biotechnol. Prog. 21(2005): 1562-1566. 
 Polizelli, M.A., Santos, A.L.,Feitosa, E. The effect of sodium chloride on the  
  formation of W/O microemulsions in soy bean oil/surfactant/water  
  systems and the solubilization of small hydrophilic molecules.  
  Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects. 315 (2008): 
   130K135 



 

 

73

 Rigg, P.C. and Barry, B.W. Shed Snake Skin and Hairless Mouse Skin as Model  
  Membranes for Human Skin During Permeation Studies. Journal of Investigative 
  Dermatology. 94(1990): 235K240. 
 Sarpotdar, P.P. and Zatz, J.L. Evaluation of penetration enhancement of lidocaine by 
  nonionic surfactants through hairless mouse skin in vitro. Journal of  
  pharmaceutical sciences. 75(1986):176-181. 
 Shinoda, K., Arak, M., Sadaghiani, A., Khan, A. and Lindman, B., Lecithin-based  
  microemulsions; phase behaviour and microstructure. J. Phys. Gem. 95  
  (1991): 989-993. 
 Singh, P. and Cameotra, S.S. Potential applications of microbial surfactants in  
  biomedical sciences. Trends biotechnol. 22(2004): 142-146. 
 Spiclin, P., Homar, M., Zupancic-Valant, A., Gasperlin, M. Sodium ascorbyl phosphate 
  in topical microemulsions. International Journal of Pharmaceutics. 256(2003): 
   65-73 
 Szekeres , E., Acosta, E., Sabatini ,D.A., Harwell, J.H. Preferential solubilization of  
  dodecanol from dodecanolKlimonene binary oil mixture in sodium dihexyl  
  sulfosuccinate microemulsions: Effect on optimum salinity and oil solubilization  
  capacity. Journal of Colloid and Interface Science. 287 (2005): 273K287. 
 Szekeres , E., Acosta, E., Sabatini ,D.A., Harwell, J.H. Modeling solubilization of oil  
  mixtures in anionic microemulsions II. Mixtures of polar and non-polar oils. 
  Journal of Colloid and Interface Science. 294 (2006): 222K233. 
 Swarbrick, J. and Boylan, J.C. Encyclopedia of pharmaceutical technology. 9 
  (1988): 375-413. 
 Szekeres, E., Acosta, E., SAbatani, D.A., Harwell, J.H. Modeling solubilization of oil 
  mixtures in anionic microemulsions II. Mixtures of polar and non-polar oils  
  Journal of Colloid And Interface  Science., 294(2006): 222-233. 
 Tahzibi, A., Kamal, F., and Assadi, M.A. Improved production of rhamnolipids by  
  a Pseudomonas aeruginosa mutant. Iranian Biomedical Journal. 8(2004):  
  25-31. 
 Trotta, M., Pattarino F., Gasco, M. R., Influence of counter ions on the skin permeation 
  of methotrexate from water-oil microemulsions. Pharmaceutica Acta Helvetiae. 
  71(1996): 135-140. 



 

 

74

 Van Dooren-Greebe, R.J., Kuijpers, A.L.A., Mulder, J., Deboo, T., Van der  
  Kerkhof, P.C.M. Methotrexate revisited: effects of long term treatment in  
  psoriasis. Br. J. Dermatol. 130(1994): 204-210. 
 Warisnoicharoen, W., Lansley, A.B., Lawrence, M.J. Nonionic oil-in-water  
  microemulsions: the effect of oil type on phase behavior. International  
  Journal of Pharmaceutics. 198 (2000): 7K27. 
 Waugh, J.M. Compositions and methods of topical application and transdermal delivery 
  of botulinum toxins without reduced non-toxin proteins. (2007): 1-7. 
 Williams, A.C. and Barry, B.W. Penetration enhancers. Adv Drug Deliv Rev.  
  56(2004):603-618. 
 Xie, Y.W., Li, Y. and Ye, R. Effect of alcohol on phase behavior of   
  microemulsions formed by a biosurfactant-rhamnolipid. J. Dispersion  
  Science and Technology. 26(2005): 455-461. 
 Xie, W., Ye, R. and Liu, H. Microstructure studies on biosurfactant-rhamnolipid/ 
  n-butanol/water/n-heptane microemulsion system. Colloids and Surfaces  
  A: Physicochemical and Engineering Aspects. (2006) 
 Zhang, Y., Miller, R.M. Enhanced Octadecane Dispersion and Biodegradation by a 
  Pseudomonas Rhamnolipid Surfactant (Biosurfactant). Appied and  
  environmental microbiology. 58(1992): 3276-3282. 



  97 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ������� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

76
������� � 

 	
��������������������������������� 
1. ���������	
�����	� (Nutrient Agar) 
 �	������� (beef extract)       3.0  ���� 
 ����������	 (bacto peptone)                 5.0 ���� 
 ���	 � (agar)          20.0  ���� 
 	�!��"�#	        1000  �". 
 	$#�%&��'����#��(�)*�
�"+������	����,�	  
 
2. �������"��!��	��*�� (Define medium) 
 	�!���	��"��1       20.0 ����. 
 ������	���-�"�.� ((NH4)2SO4)     4.0 ���� 
 ���	��-���-�"�.� (MgSO4.7H2O)    0.4 ���� 
 ������-����"�0��� (KCl)     0.2 ���� 
 ��"�-����"�0��� (CaCl2.2H2O)     0.1 ���� 
 ���.���.��
� (H3PO4)      0.5  �". 
 �����"
� (H3BO3)      1.53 �
""
���� 
 ��������-�"�.� (CuSO4.5H2O)     0.284 �
""
���� 
 �����	��-�"�.� (MnSO4.H2O)     1.71 �
""
���� 
 �-�������"
���� (Na2MoO4.2H2O)    0.7 �
""
���� 
 -
���-�"�.� (ZnSO4.7H2O)     2.9 �
""
���� 
 �.����-�"�.� (FeSO4.7H2O)     4.3 �
""
���� 
 ����"�"�0��� (CoCl2.6H2O)     0.1 �
""
���� 
 ������� (EDTA)       200.0 �
""
���� 
 ��"�-���-�1	���	� (Calcium Pantothenate)   1.176 �
""
���� 
 0���
	 (Biotin)      5.88 0�������� 
 ����."
� (Folic acid)      5.88 0�������� 
 �
	�	-
�" (Inositol)      0.588 0�������� 
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 0	��-
" (Niacin)      1.176 0�������� 
 ���1����+�
�	��	�-�
� (p-Aminobenzoic acid)  0.588 �
""
���� 
 01�����-
	-02����"�0��� (Pyrodoxine-HCl)   1.176 �
""
���� 
 0���."��
	 (Riboflavin)     0.588 �
""
���� 
 0���
	-02����"�0��� (Thiamine-HCl)    1.176 �
""
���� 
 0��-�����02����3	.���.� (Na2HPO4.12H2O)   14.0 ���� 
 	�!��"�#	            1000 �". 
 ��������   1 ��"�#�	��"&�������	��4	 �"*��� �"+ 	�!���	��"���
� 5	��
��(�#�&���	 
 �����&�������4	�����4	�&��5��0�� 7.0 �"��	$#�%&��'����#��(�)*�
�"+������	����,�	 �!��������"+"���
���
	0����& ��"�-���-�1	���	� 0����
	 ����."
� �
	�	-
�" 0	��-
	 ���1����+�
�	��	�-�
� 01�����-
	-02����"�0��� 0���."��
	 0���
	-02����"�0���  !�5�����63���'��������������  (3
��)�(� �"+�(+, 2547) 
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 ������������������� �����!������ Du Nouy Ring  
 �������&�����$� 
������
7� ring method ���� Du Nouy Ring method ��	�
���� Lecomte Du 
Nouy 5	�8 1919 -$#��
7�	��3+1
3��(�����	���!���� (platinum ring) 5	�	��+	����������	���!����3+3�5	�����"��"+9*����$�	 -$#�����*�����#5'�5	����$�����	���!����1�	�����"�����&�����$� 
� (surface tension) ��("��:(+�������	���!���������������#9*�!�5����8�� 
(wetted length) ��������6�����	5	�"+���		���������	���!�����#!�5����8����������"� 

  �
"#�$ �.1 ���	��	�������&�����$� 
������
7� Du Nouy Ring 
 ����&�����$� 
������
7� Du Nouy Ring ��4	�
7�������"+"���#�����"�����$� 
� ���	��	9��1��	 
�5��&9*�������$�	�(+!��������&�����$� 
� �'&	���#������	������$�	!�5��0�&�*�1��	 
���&���	&	�	 �"+�&�����$� 
��#���0������"�#�	0� 
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�'"��()#�$*�!*������������� ���� "��:(+�"+������+����������#������&�����$� 
� (Tensiometer) ��&	 K6 �����
:� KRUSS ��+�6������	 ��������*��# �.2 �������#������&�����$� 
�	��!��������#��(�)*�
 25± 2 ��6��-"�-��� �"��!�����"�� 

 ���	��	�������&�����$� 
���������#������&�����$� 
� �����	�� 
1. ���� handwheel with point (2) 5�����"���&�6*	�� 
2. ���� zero adjustment (8) ������	�	����	�<
��5�� balance beam (9) ��*&5	�!���	&�����"�$#��"����� mark (7) 
3. �����+����#�����������&��������	 (10) �"�����$�	5����*&5	�+����#������� 
4. ���	 ring "�5	 balance beam (9) ����5����*&5	�!���	&�����"������	 zero adjustment (8) �������	�<
�� 
5. 5�&��������&��5	�#5�&��������&����+��( 10 > 15 �". ���"��	 sample table (6) �"�����	 

micrometer screw (5) �������	�<
���1�#����#5�&��������&���$�	5����� ����� ring ���5�� ring 3���*&5	�����&��0�&	�����&� 5 ��. 
6. ���#� ring ��� ����������&���"����3�������� balance beam (9) 5����*&5	�!���	&�����"�������� ������	 zero adjustment (8) �	����	�<
�� 
7. ��
#�����&�����$� 
�������	 micrometer screw (5) �	����	�<
����&��'��= 5	�(+�������	�����	 pointer (2) �������	�<
����&��'��=  ������:�5�� balance beam (9) ��*&5	�!���	&�����" 
8. ���#� ring �"�����3�������&���&�	�&�����$� 
�������" (1) ���	&����4	 �
""
	
���	�&����� 
9. ���#�����3����"��"��� ring ����	�!��"�#	�+���5������ (���� &�	��"�0.) ���������"&��0�� �&�	 

vessel "���5���+�������	�!��"�#	-��5������ 
10. �����������#��3+�������� zero adjustment (8) 5�� balance beam(9) ���$�	 �1�#��A����	������&���� balance beam �����#��������&��5����*&5	�+�����
� �"�����	�������������#��(13) 
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 �
"#�$ �.2 ������+����������#������&�����$� 
���&	 K6  ��
:� KRUSS ��+�6������	 
1. Scale in mN/m    7.   Mark 
2. Handwheel with pointer   8.   Handwheel for zero-adjust 
3. Screws for regulation of the level  9.   Balance-beam 
4. Box level     10.  Handwheel for fixing the crossbar  
5. Micrometer screw    11.  Carrier of sample-table  
6. Sample table    12. Handwheel for fixing the crossbar 
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�������+��� 

1. ��������D��#���	�"����� zero adjustment (8) ��������1��+3+!�5�� wire �"��0�� 
2. �������	 zero adjustment (8) ��
	 1 ��� 
3. ���5'� ring ����5'����������+����+�����&�5���
��������1��+9�� ring �����*�3+!�5����������� 
�1"��0�� 
4. ���5'� vessel ����5'����������+����+��� 

 ����	+	!� 
1. �(+����&�����$� 
� 9��!�������	 micrometer screw (5) �"+ pointer(2) ��&��'��=3+!�5����
����� 
�1"��	��� 
2. ring, vessel����(�����
	0. �����9 &�	��"�0.0��5	��(��#3!���4	 
3. �(+���	 ring "��	 balance beam (9)��3����5'�����#�����'&���"��	��� 
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 ������������������,�$�#�	�-�����".�,�/����0��) 
1.  !���������1�#������!�"+"���#����+�� ����"������	�"��
��7
E (absolute ethanol) 
2.  !����"+"�������&��5	���	�"��
��7
E �#�+�������������	 1-100 mg/ml �1�#�������������	      �*������������&���#�����9"+"��0����4	�	��������5	���"+"�����	�"��
��7
E 1 ml ���5'�  
     ultrasonic bath ��4	�����(�'&��5	���"+"�� 
3.  !�����3��3�����"+"�������&���#�+�������������	�#���������������������"�����'���  minimal 
essential medium (MEM) complete medium (��+������� 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 
penicillin, streptomycin) �������3��3�������"+ 10 �&� (10-fold dilution) 0����& 1:10, 1:100 �"+ 
1:1000 
  	����*����#�	�- 	!��-""� L929 �#����������	 1x105 �-""��&�"*���6���-	�
���� 5	������"���� MEM 
complete medium ��
�"�5	3�	�1�+�"����'	
� 96 �"�� 3!�	�	 200 µl/�"�� 	!�0��&��1�+5	�*� CO2 incubator �#��(�)*�
 37 oC, ����'��	���1�7� 95% ��4	��"� 24 '�#���� 3+0���-""�"��:(+'��	���#�� 3��	��	�*�������"�����-""���� ��
�������� (extract) ���'���������"+���"+"�������&���#�����������"�0� �"��"+ 100 µl �����&���4	 

-  '�������� reagent control 0����&������"�����-""��#������)��5���)��+�'&	��������������	 ��&���63�������&���#���� 
-  '�������� negative control material1 0����& ����� Thermanox (Nunc) cover slips ��� 

extraction ratio �#5'�5	���������� 6 cm2/ml �'&5	 extraction vehicle 
-  '�������� positive control material2 0����& ����� Portex positive control plastic strip ��� 

extraction ratio �#5'�5	���������� 3 cm2/ml �'&5	 extraction vehicle 	!�0��&��1�+5	�*� CO2 incubator �#��(�)*�
 37±1.0 oC, 5% CO2, ����'��	���1�7� 95±5% ��4	��"� 24 '�#���� 3��	��	�*��������'���������"+���"+"�������&���#�������������� "������� phosphate buffer saline (PBS) 1 ����� �"����
� MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide] ����������	 0.5% 5	 MEM complete medium "�0�5	3	�1�+�"�����"��"+ 100 µl 3��	��		!�0��&��1�+5	�*� CO2 incubator �#��(�)*�
 37±1.0 oC, 5% CO2, ����'��	
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���1�7� 95±5% ��4	��"� 2 '�#���� ���#������"��*� MTT ��� �"����
� DMSO �"��"+ 100 µl ���&���4	��"� 30 	�� 3��	��		!�0�����&�����*��"�	����#��������"�#	 570 nm ��������#�� microplate 
reader ���5'� dimethyl sulfoxide (DMSO) ��4	 blank !�������3�����������
��� MTT ����-""�5	��'������ ���5'��"���3�"��6	������� '	
� 
phase contrast �1�#������	��	 " -$#� "��������������������# �.1 
 �����#�$ �.1  "�������������4	1
:�&��-""� 
 �'�#�	�- % ���������������0��)3 

reagent control 100.00 
negative control 97.65 
positive control 3.65 ���"+"������	"
�H� ����������	 1 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 95.82 

���"+"������	"
�H� ����������	 5 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 89.86 
���"+"������	"
�H� ����������	 15 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 82.90 
���"+"������	"
�H� ����������	 30 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 4.57 
���"+"������	"
�H� ����������	 35 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 1.30 
���"+"������	"
�H� ����������	 40 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 3.65 

 
1 	
������, ����������������� ���� �!�� ISO 10093-5: 1999(E), "�����#$%��&�'	���()�*&+���  
  cytotoxic response 
2 	
������, ����������������� ���� �!�� ISO 10093-5: 1999(E), ���#$%��&�'	���()�*&+���   cytotoxic response 
3 % ������-.	& /����001 = '������2��0��3��/�� 
	�4�������� � '������2��0��3��/�� DMSO  x 100          '������2��0��3��/��-�'	�'� � '������2��0��3��/�� DMSO 
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�1�#���	��	 "�#0��!�������3���)��5���"���3�"��6	������� '	
� phase contrast ���	�� 

1.  1��-""���'��
������
��� MTT ������ 5	'������ reagent control, negative control �"+      ���"+"������	"
�H� ����������	 1 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 
2.  1��-""��#0�&�����
��� MTT ����&�	 5	'���������"+"������	"
�H� ����������	 5 �"+ 15  
     mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 
3.  1��-""��#0�&�����
��� MTT ������ 5	'������ positive control, ���"+"������	"
�H�      ����������	 30, 35 �"+ 40 mg/ml �#�+�������3��3�� 1:100 
 
(�	&���I
���
���������'��)�1�!����������������1��, 2551) 
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 �����#�����,�$��������,��2��� 3������"�� �� 	�!���	//����	"
�H�/�
��	�"/	�!� 5	������&�	�&��= ��������� 4.3.3 "��:(+�#��
��$�	����+���&��=���#������*&����"�������������# �.1-�.20 
 �+���# 1  0��-�1�1
"0��
����/����	"
�H�/�
��	�"/	�!� 
 �����#�$ �.1 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	���0��-�1�1
"0��
���� (S:O = 1:5) 
 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

1:5 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

86
�����#�$ �.2 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	���0��-�1�1
"0��
���� (S:O = 1:2) 
 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

1:2 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 �����#�$ �.3 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	���0��-�1�1
"0��
���� (S:O = 1:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
 
1:1 
 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
90 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
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�����#�$ �.4 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	���0��-�1�1
"0��
���� (S:O = 2:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
2:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
90 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 �����#�$ �.5 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	���0��-�1�1
"0��
���� (S:O = 5:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 
5:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	���&������	�!���"����   '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
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�+���# 2  ��
"��"����/����	"
�H�/�
��	�"/	�!� 
 �����#�$ �.6 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�����
"��"���� (S:O = 1:5) 
 S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 

1:5 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 3 '��	�	���&��������"����&�	  '��	�"��$�����������&	 '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
60 3 '��	�	���&��������"����&�	  '��	�"��$�����������&	 '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
70 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 �����#�$ �.7 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�����
"��"���� (S:O = 1:2) 
 S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 

1:2 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&��$�����������&	 
50 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
60 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
70 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
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�����#�$ �.8 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�����
"��"���� (S:O = 1:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
 
1:1 
 

10 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
20 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 
 �����#�$ �.9 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�����
"��"���� (S:O = 2:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
2:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&���������&	��� &�	0���"��	��� 

 



 

 

90
�����#�$ �.10 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�����
"��"���� (S:O = 5:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
5:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	���&������	�!���"����   '��	"&����	�!���"��&	��� &�	0���"��	��� 

 �+���# 3  ����	�"/����	"
�H�/�
��	�"/	�!� 
 �����#�$ �.11 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�������	�" (S:O = 1:5) 
 S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 

1:5 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���"������	���&������	�!���"�&�	 
30 1 $�����������&	 
40 1 $�����������&	 
50 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&�����"��	��� 
60 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&�����"��	��� 
70 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&���� 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&���� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&���� 
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�����#�$ �.12 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�������	�" (S:O = 1:2) 
 S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 

1:2 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���"������	���&������	�!���"�&�	 
30 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���"������	���&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&��$�����������&	 
50 1 $�����������&	 
60 1 $�����������&	 
70 1 $�����������&	 
80 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&�����"��	��� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&�����"��	��� 

 �����#�$ �.13 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�������	�" (S:O = 1:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
 
1:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 2 '��	�	���&������	�!���"���� '��	"&���"������	���&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 1 $�����������&	  
90 1 $�����������&	  
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�����#�$ �.14 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�������	�" (S:O = 2:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 
2:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 1 $�����������&	  

 �����#�$ �.15 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	�������	�" (S:O = 5:1) 
 ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 

 
 
 
 
5:1 
 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 1 ���&������	�!���"���� 
60 2 '��	�	�"������	���&������	�!���"�&�	 '��	"&�����&������	�!���"���� 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 1 $�����������&	 
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�+���# 4  �2��	/����	"
�H�/�
��	�"/	�!� 
 �����#�$ �.16 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	����2��	 (S:O = 1:5) 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

1:5 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
30 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
40 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
50 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
60 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
70 3 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	�"��$�����������&	 '��	"&�����&������	�!���"���� 
80 3 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	�"��$�����������&	 '��	"&�����&������	�!���"���� 
90 3 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	�"��$�����������&	 '��	"&�����&������	�!���"���� 

 �����#�$ �.17 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	����2��	 (S:O = 1:2) 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

1:2 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
30 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
40 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
50 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
60 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
70 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
80 2 '��	�	���&������	�!���"�&�	  '��	"&�����&������	�!���"���� 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&����	�!���"�&�	 
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�����#�$ �.18 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	����2��	 (S:O = 1:1) 
 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

1:1 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
40 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
50 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
60 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&����	�!���"�&�	 

 �����#�$ �.19 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	����2��	 (S:O = 2:1) 
 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

2:1 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 1 ���&������	�!���"���� 
60 1 ���&������	�!���"���� 
70 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
80 2 '��	�	���&������	�!���"����  '��	"&�����&������	�!���"�&�	 
90 2 '��	�	$�����������&	  '��	"&�����&����	�!���"�&�	 
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�����#�$ �.20 "��:(+����+�����#�5'�	�!���	����2��	 (S:O = 5:1) 
 
S:O ��
��(	�!� (%) 3!�	�	'��	 "��:(+ 
 
 
 
 

5:1 

10 1 ���&������	�!���"���� 
20 1 ���&������	�!���"���� 
30 1 ���&������	�!���"���� 
40 1 ���&������	�!���"���� 
50 1 ���&������	�!���"���� 
60 1 ���&������	�!���"���� 
70 1 ���&������	�!���"���� 
80 1 ���&������	�!���"���� 
90 1 $������	�!���"��&	 

 3��	��		!������&���#����&���4	0�����
��"'�	 ("��:(+���&����) ��!�������3��������+�3
�����1"�0�-� &�	�"���3�"��6	� �#�!�"������ 20 �&��1�#���&����0�����
��"'�	�#�������
0��-���H����3��"���"����#�������
��4	��	0��-���H� �"��!�������3���'	
�����+��     0�����
��"'�	�#��
��$�	����
7�����"��5	������ 4.3.4 !�5�������9��	$� "����"��3����&"+�+��"�5	� 	)�1��I)��0������*��# �.1-�.4 �������K"��:(����	�� 
                       ���  0�����
��"'�	 
                       ���  �+���#�� 1 ��I)�� ��&0�&5'&0�����
��"'�	 
                       ���  �+���#�� 2 ��I)�� 
                       ���  �+���#�� 3 ��I)�� 
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 �
"#�$ �.1 � 	)�1��I)������+�����������+�������+��  	�!� (W) / ����	"
�H� / �
��	�" (S/C) / 0��-�1�1
"0��
���� (O) �#��(�)*�
 37 oC 
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 �
"#�$ �.2 � 	)�1��I)������+�����������+�������+��  	�!� (W) / ����	"
�H� / �
��	�" (S/C) / ��
"��"���� (O) �#��(�)*�
 37 oC

S:O 

5:1 
2:1 

1:1 
1:2 

1:5 

S:O 

5:1 

2:1 
1:1 

1:2 
1:5 
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 �
"#�$ �.3 � 	)�1��I)������+�����������+�������+��  	�!� (W) / ����	"
�H� / �
��	�" (S/C) / ����	�" (O) �#��(�)*�
 37 oC 
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W/O microemulsion
O/W microemulsion

 �
"#�$ �.4 � 	)�1��I)������+�����������+�������+��  	�!� (W) / ����	"
�H� / �
��	�" (S/C) / �2��	 (O) �#��(�)*�
 37 oC 

S:O 

5:1 
2:1 

1:1 
1:2 

1:5 

S:O 

5:1 
2:1 

1:1 
1:2 

1:5 
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