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บทคดัย่อ 

วตัถุประสงค์ของงานวจิยันี้คอืเพื่อศกึษาพฤตกิรรมวฏัภาค (phase behavior) ของระบบ ซึ่ง

ประกอบดว้ยส่วนประกอบซึ่งเป็นทีย่อมรบัทางเภสชักรรม เพื่อตัง้ต ารบัและหาลกัษณะเฉพาะของต ารบัไม

โครอมิลัชนัของเบนโซฟีโนน 3 (benzophenone-3) รวมทัง้ศกึษาเสถียรภาพของไมโครอมิลัชนันี้ และ

ประเมนิชนิดของไมโครอมิลัชนัที่มผีลต่อการปลดปล่อยนอกกาย การซึมผ่านและการสะสมทีผ่วิหนังของ

ต ารบัไมโครอมิลัชนัของเบนโซฟีโนน 3 ส าหรบัการศกึษาพฤตกิรรมวฏัภาค ระบบการกระจายประกอบดว้ย 

Tweens (20, 40, 60 และ 80) เป็นสารลดแรงตงึผวิ, Eutanol G เป็นวฏัภาคน ้ามนั และน ้าทีผ่่านการฆ่าเชือ้

เป็นวฏัภาคน ้า มกีารใชไ้ดอะแกรมไตรภาคเพื่อหาพืน้ทีข่องไมโครอมิลัชนัทีเ่กดิขึน้ มกีารเกดิไมโครอมิลัชนั

ในทุกระบบทีศ่กึษา โดยระบบไมโครอมิลัชนัซึ่งประกอบด้วย Tween 80 มพีื้นทีไ่มโครอมิลัชนัมากทีสุ่ด 

รองลงมาคอืระบบทีป่ระกอบดว้ย Tween 20 ดงันัน้จงึเลอืกทัง้สองระบบนี้เพื่อศกึษาในขัน้ตอนต่อไป โดยมี

การผสมระบบทัง้สองดว้ยสารลดแรงตงึผวิร่วมคอื ไอโซโพรพลิ แอลกอฮอล์ (isopropyl alcohol, IPA) ใน

อตัราส่วนโดยน ้าหนัก คอื 1:1 และ 2:1 มกีารเตรยีมต ารบัทัง้หมดหกต ารบั ในอตัราส่วน 18:72:10 (น ้ามนั, 

สารลดแรงตงึผวิ หรอื ของผสมของสารลดแรงตงึผวิและสารลดแรงตงึผวิร่วม) หลงัจากนัน้จงึผสมไมโคร

อมิลัชนัแต่ละต ารบักบัเบนโซฟีโนน 3 ทีป่รมิาณ 5% โดยน ้าหนกั ต ารบัทีเ่ตรยีมขึน้ถูกประเมนิในแงข่องชนิด 

และสมบตัทิางเคมฟิีสกิส ์(ความหนืด, ความเป็นกรด-ด่าง (pH), ประจุบนผวิ (zeta potential), ขนาดอนุภาค 

และสณัฐานวทิยา) เมื่อทดสอบดว้ยการทดสอบการเจอืจาง (dilution test) และ การน าไฟฟ้า (electrical 

conductivity) พบว่า ไมโครอมิลัชนัสองต ารบัทีไ่ม่ม ีIPA เป็นไมโครอมิลัชนัชนิดน ้าในน ้ามนั (w/o) ส่วนไม

โครอมิลัชนัทัง้สีต่ ารบัทีม่ ีIPA เป็นสว่นประกอบ เป็นไมโครอมิลัชนัชนิดน ้ามนัในน ้า (o/w) ซึง่ชนิดของไมโคร

อมิลัชนัไม่เปลีย่นแปลงเมื่อมกีารเตมิสารกนัแดด ต ารบัไมโครอมิลัชนัทีศ่กึษามลีกัษณะการไหลเป็นแบบนิว

ตนั (Newtonian) โดยความหนืดของต ารบัไมโครอมิลัชนัสองต ารบัทีไ่ม่ม ีIPA มคี่าสงูกว่าต ารบัทีม่ ีIPA เป็น

ส่วนประกอบ ค่าความเป็นกรด-ด่างของต ารบัทีไ่ม่มสีารกนัแดดและต ารบัทีม่สีารกนัแดด อยู่ในช่วง 7.43-

8.20 ขนาดของอนุภาคเฉลีย่ต ่ากว่า 300 นาโนเมตร ขนาดของหยดมคีวามสม ่าเสมอโดยพจิารณาจากค่า

ดชันีการกระจายตวั (polydispersity index) ทีต่ ่า ค่าประจุบนผวิเป็นลบ สณัฐานวทิยาของไมโครอมิลัชนัทีม่ ี

เบนโซฟีโนน 3 ตรวจสอบดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลคตรอนแบบส่งผ่าน (TEM) แสดงใหเ้หน็ถงึรปูร่างทรงกลม 
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ส าหรบัการศกึษาเสถยีรภาพทางฟิสกิสแ์ละทางเคมขีองไมโครอมิลัชนัโดยเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูมติ่างๆ (6 องศา

เซลเซยีส, อณุหภมูหิอ้ง (ประมาณ 30 องศาเซลเซยีส) และ 45 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา สองเดอืน พบว่ามี

การเปลีย่นแปลงของความเป็นกรด-ด่าง, ขนาดอนุภาค และค่าประจุบนผวิของต ารบัทีเ่กบ็ไว ้อย่างไรกต็าม 

ต ารบัยงัคงมลีกัษณะใส และไม่สงัเกตเหน็การแยกเฟส มกีารเปลีย่นแปลงของสใีนต ารบัที่เกบ็ทีอุ่ณหภูม ิ45 

องศาเซลเซยีส การวเิคราะหโ์ดยโครมาโทกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) แสดงใหเ้หน็ว่าปรมิาณ

ของเบนโซฟีโนน 3 ไม่มกีารเปลี่ยนแปลงอย่างมนีัยส าคญัทางสถติ ิการศกึษาการปลดปล่อยนอกกายผ่าน

เมมเบรนสงัเคราะห์ด้วย Franz diffusion cell พบว่าการปลดปล่อยของเบนโซฟีโนน 3 เป็นไปตาม

จลนพลศาสตรอ์นัดบัศนูย ์อตัราการปลดปล่อยสงูสุดพบในต ารบั o/w ไมโครอมิลัชนัซึง่ม ี1:1 Tweens:IPA 

ส่วนอตัราการปลดปล่อยของ ต ารบั w/o ไมโครอิมลัชนั และ ต ารบั o/w ไมโครอิมลัชนั ซึ่งมี 2:1 

Tweens:IPA ไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญั ส าหรบัการซมึผ่านผวิหนังนอกกายผ่านหนังลูกหมแูรก

เกดิ พบว่า ต ารบั o/w ไมโครอมิลัชนัมกีารซมึผ่านของสารกนัแดดมากกว่าต ารบั w/o ไมโครอมิลัชนั 

นอกจากนี้พบว่าต ารบั o/w ไมโครอมิลัชนัซึง่ม ี1:1 Tweens:IPA  มอีตัราการซมึผ่านผวิหนังสงูกว่า ต ารบั 

o/w ไมโครอมิลัชนั ซึง่ม ี2:1 Tweens:IPA  ธรรมชาตขิองไมโครอมิลัชนั (ชนิด และส่วนประกอบ) เป็นปจัจยั

ส าคญัในการควบคมุการปลดปล่อยและการซมึผ่านผวิหนังของสารกนัแดด การศกึษาการสะสมผวิหนังนอก

กายแสดงว่าเบนโซฟีโนน 3 สามารถสะสม (accumulation) อยู่ในผวิหนัง โดยต ารบัทีม่2ี:1 Tweens:IPA มี

การสะสมของสารกนัแดดสงูกว่าต ารบัอื่นๆ อนัดบัของอตัราส่วนระหว่างการสะสมทีผ่วิหนังและการซมึผ่าน

ผวิหนังเมื่อเรยีงจากมากไปน้อยคอื ต ารบั o/w ไมโครอมิลัชนั ซึง่ม ี2:1 Tweens:IPA  มากกว่า w/o ไมโคร

อมิลัชนั มากกว่า o/w ไมโครอมิลัชนัซึง่ม ี1:1 Tweens:IPA ในการศกึษานี้ o/w ไมโครอมิลัชนั ซึ่งม ี2:1 

Tweens:IPA อาจเป็นกระสายยาทีเ่หมาะสมทีส่ดุส าหรบัการน าสง่เฉพาะทีข่องเบนโซฟีโนน 3  

ค าส าคญั: เบนโซฟีโนน 3, ไมโครอมิลัชนั, การศกึษาการปลดปล่อย, การซมึผ่านผวิหนัง, การสะสมที่

ผวิหนงั 
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Abstract 

The aims of this work were to investigate the phase behavior of systems 

composed of acceptable pharmaceutical components; to formulate and characterize 

benzophenone-3 loaded microemulsions; to investigate the stability of benzophenone-3 

loaded microemulsions; and to evaluate the effect of microemulsion type on the in vitro 

release, skin penetration and retention of benzophenone-3 from microemulsions. For the 

phase behavior examination, the dispersion systems were composed of Tweens (20, 40, 60 

and 80) as surfactants, Eutanol G as oil phase and sterile water as aqueous phase. With the 

aid of ternary phase diagram, the microemulsion regions were determined. It was found that 

microemulsion regions were achieved with every studied system. The microemulsion 

system consisted of Tween 80 provided the largest microemulsion regions followed by the 

system composed of Tween 20. Therefore, these two systems were selected for further 

investigation. Both systems were incorporated with a co-surfactant, isopropyl alcohol (IPA), 

at weight ratios of 1:1 and 2:1. Overall, six microemulsion formulations at ratio of 18:72:10 

(oil: surfactant or mixtures of surfactant and co-surfactant: water) were selected from these 

systems. Each blank microemulsion formulation was then incorporated with 5% w/w 

benzophenone-3, a sunscreen agent. These prepared microemulsions were evaluated for 

type and physicochemical property (viscosity, pH, zeta potential, particle size and 

morphology). Using dilution test and electrical conductivity, the type of these 

microemulsions were assessed. The two blank microemulsion formulations which did not 

contain IPA were indicated as w/o whereas; the four blank microemulsions containing IPA 

were classified as o/w microemulsions. The types of microemulsion systems did not change 

after the incorporation of the sunscreen. All studied microemulsions displayed Newtonian 

flow characteristics. The microemulsions without IPA had much higher viscosity than the 

microemulsions with IPA did. The pH values of both blank and benzophenone-3 loaded 

microemulsions were in the ranges of 7.43 to 8.20. The average particle sizes of both blank 

and benzophenone-3 loaded microemulaions were found to be less than 300 nm. The 

microemulsion droplets were uniform as indicated by a low polydispersity index. The 

negative values of zeta potential were obtained. The morphology of all benzophenone-3 

loaded microemulaions was investigated by transmission electron microscope (TEM). The 

TEM results showed the spherical shapes. For the stability study, both physical and 

chemical stabilities of the studied microemulsions were evaluated at various temperatures 

(6 °C, room temp (about 30 °C) and 45 °C for up to two months. There were some changes 
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in pH, viscosity, particle size, and zeta potential values of the stored microemulsions. 

Nevertheless, all microemulsions remained transparent and no phase separation was 

observed. The color changes were found in the samples kept at 45 °C. The high 

performance liquid chromatography (HPLC) analysis revealed that the content of 

benzophenone-3 of all stored microemulsions did not differ significantly from that of the 

freshly prepared formulations. From the in vitro release study through synthetic membrane 

using modified Franz diffusion cell, the results showed that the plots of cumulative released 

of benzophenone-3 were fitted best to zero order kinetic (r
2
 > 0.99). The greatest release 

rate was achieved with the o/w microemulsions which contained 1:1 Tweens:IPA. The 

release rates of the w/o formulations and the o/w microemulsions which contained 2:1 

Tweens:IPA were not significantly different. For the in vitro skin permeation through 

excised newborn pig skin, the o/w microemulsions gave higher skin permeation of 

benzophenone-3 than the w/o microemulsions. In addition, the o/w microemulsions with 

1:1 Tweens:IPA provided higher trandermal flux than those with 2:1 Tweens:IPA. The 

natures of microemulsions (types and compositions) played a crucial role in controlling the 

release and the percutaneous absorption of the sunscreen. The in vitro skin retention study 

demonstrated that benzophenone-3 could be accumulated in the skin. The skin 

accumulation of the o/w microemulsions containing 2:1 Tweens:IPA appeared to be higher 

than the other formulations. The rank order of the ratio between skin retention and skin 

permeation was found to be o/w microemulsions (2:1 Tweens:IPA) > w/o microemulsions > 

o/w microemulsions (1:1 Tweens:IPA). In the present study, the o/w microemulsions with 

2:1 Tweens:IPA may be promising carrier systems for topical delivery of benzophenone-3. 

 

Key words: benzophenone-3, microemulsions, release study, skin penetration, skin 

retention 

 

 

 

 

 



vii 
 

LIST OF CONTENTS 
 

 Page 

TITLE PAGE i 

ACKNOWLEDGEMENTS ii 

ABSTRACT (THAI) iii 

ABSTRACT(ENGLISH) v 

LIST OF CONTENTS vii 

LIST OF TABLES ix 

LIST OF FIGURES x 

CHAPTER  

    1   INTRODUTION AND OBJECTIVES 1 

1. Introduction 1 

2. Objectives 11 

   2  MATERIALS AND METHODS 12 

1. Materials 12 

2. Construction of pseudoternary Phase Diagram by Preparing a  Large 

Number of Individual Tubes 

12 

3. Preparation of microemulsions and of Benzophenone-3 Loaded 

Microemulsions 

13 

4. Characterization of the prepared microemulsions 15 

5.   Stability of benzophenone-3 loaded microemulsions 17 

6. In vitro release study of benzophenone-3 loaded microemulsions 17 

7. In vitro skin penetration study of benzophenone-3 loaded 

microemulsions 

20 

8. In vitro skin retention study of benzophenone-3 loaded 

microemulsions 

21 

9. High performance liquid chromatographic determination of 

benzophenone-3  

22 

10. Statistical analysis 30 

  

 



viii 
 

LIST OF CONTENTS (continued)  

                                                                                                                                                                 Page 

3  RESULTS AND DISCUSSION 31 

1. Construction of pseudoternary phase diagram by preparing a large 

number of individual tubes 

31 

2. Benzophenone-3 loaded microemulsions 35 

3. Characteristics of prepared microemulsions 

 

35 

4. Stability of benzophenone-3 loaded microemulsions 45 

5. In vitro release study of benzophenone-3 loaded microemulsions 66 

6. In vitro skin penetration study of benzophenone-3 loaded 

microemulsions  

76 

7. In vitro skin retention study of benzophenone-3 loaded microemulsions 82 

8. HPLC Validation of Benzophenone-3 88 

   4  CONCLUSIONS 101 

REFERENCES 105 

VITAE 113 

 

  



ix 
 

LIST OF TABLES 
 

Table  Page 

1. FDA sunscreen final monograph ingredients 2 

2. Physicochemical properties of benzophenone-3 3 

3. The properties of oil used in the study 8 

4. The properties of surfactants used in the study 9-10 

5. The properties of co-surfactant used in the study 11 

6. Compositions of microemulsion formulations 14 

7. Kinetics of drug release  20 

8. Dilution test and conductivity measurement of blank and benzophenone-

3 loaded microemulsions 

38 

9. Viscosity and pH of the freshly prepared microemulsion 42 

10. Particle size, polydispersity index and zeta potential of freshly prepared 

blank and benzophenone-3 loaded microemulsions 

44 

11. pH of stored microemulsion in three different conditions in comparison 

with freshly prepared microemulsions 

47 

12. Viscosity of stored microemulsions in three different conditions in 

comparison with freshly prepared microemulsions 

61 

13. Particle sizes of stored microemulsions in three different conditions in 

comparison with the freshly prepared microemulsions 

63 

14. Polydispersity index of stored microemulsions in three different 

conditions in comparison with the freshly prepared microemulsions 

64 

15. Zeta potential of stored microemulsions in three different conditions in 

comparison with the freshly prepared microemulsions 

64 

16. Release parameters of benzophenone-3 from different formulations 72 

17. Skin permeation fluxes of benzophenone-3 79 

18. Linearity, intra-day, inter-day, accuracy, limit of detection (LOD) and 

limit of quantification (LOQ) of benzopheone-2 from HPLC assay 

100 

 



x 
 

LIST OF FIGURES 

 

Figure  Page 

1. Representation of the three encountered microemulsion types: (a) oil-in-

water, (b) bicontinuous, and (c) water-in-oil microemulsion 

6 

2. Pseudoternary phase diagrams of the system of water, Eutanol G and 

Tweens; white area: unstable dispersion, shaded area: microemulsion 

region 

33 

3. Psuedoternary phase diagrams of the systems of water and Eutanol G at 

different ratios of Tween20/80 and isopropyl alcohol (1:1 and 2:1); 

white area: unstable dispersion, shaded area: microemulsion region 

34 

4. Appearances of blank and benzophenone-3 loaded microemulsions: 

1=ME-1; 2=ME-1-B3; 3=ME-2; 4=ME-2-B3; 5=ME-3; 6=ME-3-B3; 

7=ME-4; 8=ME-4-B3; 9=ME-5; 10=ME-5-B3; 11=ME-6; 12= ME-6-B3 

35 

5. Polarized-light microscopy pictures showing dark view of (A) ME-1, (B) 

ME-1-B3, (C) ME-2, (D) ME-2-B3 

36 

6. Flow property of freshly prepared microemulsions determined at 32 C. 

Each point represents mean ± SD, n = 3, where n is the number of 

samples. 

40 

7. Flow property of a stored microemulsion, ME-1, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-1 

49 

8. Flow property of a stored microemulsion, ME-1-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-1-B3 

50 

9. Flow property of a stored microemulsion, ME-2, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-2 

51 

10. Flow property of a stored microemulsion, ME-2-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-2-B3 

52 

11. Flow property of a stored microemulsion, ME-3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-3 

Figure   
 

53 

 



xi 
 

LIST OF FIGURES (continued) 

 
Figure                                                                                                                            Page 

12. Flow property of a stored microemulsion, ME-3-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-3-B3 

54 

13. Flow property of a stored microemulsion, ME-4 kept in three conditions, 

6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison with a freshly 

prepared microemulsion, ME-4 

55 

14. Flow property of a stored microemulsion, ME-4-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-4-B3 

56 

15. Flow property of a stored microemulsion, ME-5, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-5 

57 

16 Flow property of a stored microemulsion, ME-5-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-5-B3 

58 

17 Flow property of a stored microemulsion, ME-6, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-26 

59 

18. Flow property of a stored microemulsion, ME-6-B3, kept in three 

conditions, 6 °C, room temperature (≈30 °C) and 45 °C in comparison 

with a freshly prepared microemulsion, ME-6-B3 

60 

19. Chemical stability of benzopheone-3 loaded microemulsions stored in 

three different conditions after 2 months of storage 

66 

20. In vitro release profiles of benzophenone-3 from various micremulsion 

formulations 

67 

21. Curve fitting of the in vitro release data of benzophenone-3 

microemulsions: ME-1-B3 and ME-2-B3; (A) zero order model (B) first 

order model (C) Higuchi model   

69 

22. Curve fitting of the in vitro release data of benzophenone-3 

microemulsions: ME-3-B3 and ME-4-B3; (A) zero order model (B) first 

order model (C) Higuchi model 

70 

   



xii 
 

LIST OF FIGURES (continued) 
 

Figure  Page 
 

23. Curve fitting of the in vitro release data of benzophenone-3 

microemulsions: ME-5-B3 and ME-6-B3; (A) zero order model (B) first 

order model (C) Higuchi model 

71 

24. Relationship between apparent viscosity and release rate 75 

25. In vitro permeation profiles of benzophenone-3 through newborn pig 

skin from various microemulsion formulations 

79 

26. Relationship between release rate and transdermal flux of 

benzophenone-3: (A) scatter data; (B) linear regression analysis. 

80 

27. Relationship between conductivity and transdermal flux of 

benzophenone-3: (A) scatter data; (B) linear regression analysis. 

81 

28. Comparison between the amount of benzophenone-3 accumulated in the 

skin and permeated through the skin into the receptor fluid at 24 h 

85 

29. Ratio between the skin retention and permeation of benzophenone-3 85 

30. Releationship between skin accumulation of benzophenone-3 (SC24) and 

cumulative amount of benzophenone-3 in the receptor fluid at 24 h 

(Q24): (A) scatter data; (B) linear regression analysis. 

86 

31. Relationship between skin accumulation of benzophenone-3 at 24 h 

(SC24) and transdermal flux: (A) scatter data; (B) linear regression 

analysis. 

87 

32. HPLC chromatograms of benzopheone-3 in (A) standard solution (B) 

released through synthetic membrane into the receptor fluid (C) 

permeated through pig skin into the receptor fluid 

91 

33. Standard curve of benzophenone-3 in receptor fluid for release study 92 

34. Standard curve of benzophenone-3 in receptor fluid for skin penentration 

study at low concentration 

92 

35. Standard curve of benzophenone-3 in receptor fluid for skin penentration 

study at high concentration 

93 

36  HPLC chromatograms of benzophenone-3 in (A) standard solution (B) 

excised newborn pig skin (supernatant of newborn pig skin homogenate) 

95 

 

  



xiii 
 

LIST OF FIGURES (continued) 
 

Figure  Page 

37. Standard curve of benzophenone-3 in supernatant of newborn pig skin 

homogenate for skin retention study 

96 

38. HPLC chromatograms of benzophenone-3 (A) in standard solution (B) 

remained in donor compartment plus the ethanol wash 

98 

39. Standard curve of benzophenone-3 in absolute ethanol 99 

  


