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การประเมินความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์กรดซาลิซิลิก
ในเครื่องส�าอางครีมโดยห้องปฏิบัติการ

ด้านเครื่องส�าอางของอาเซียน

สุดธิดา หมีทอง  ชุณห์กฤดา เก้าเอี้ยน  และจ�าเริญ ดวงงามยิ่ง
ส�ำนักเคร่ืองส�ำอำงและวัตถุอันตรำย กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์ ถนนติวำนนท์ นนทบุรี 11000 

บทคัดย่อ	 ประเทศไทยได้น�ำเสนอวิธีวิเครำะห์ปริมำณกรดซำลิซิลิก	 โดยใช้เอชพีแอลซี	 ซ่ึงมีห้องปฏิบัติกำรของประเทศ 

สมำชิกอำเซียนสมัครเข้ำร่วมทดสอบวิธีจ�ำนวน	 8	 แห่ง	 แต่ละแห่งได้รับวิธีวิเครำะห์ที่ได้ผ่ำนกำรทดสอบควำมถูกต้องของวิธี 
โดยห้องปฏิบัติกำรเดียว	และตัวอย่ำงผลิตภัณฑ์ครีมผสมกรดซำลิซิลิกร้อยละ	0.5	โดยน�้ำหนัก	จ�ำนวน	1	ตัวอย่ำง	ผลที่ได้คือ	 
มีห้องปฏิบัติกำรสมำชิกส่งผลทดสอบ	 5	 แห่ง	 ไม่ส่งผลทดสอบ	 3	 แห่ง	 ปรับเปลี่ยนวิธีวิเครำะห์	 1	 แห่ง	 จึงมีข้อมูลที่ใช้ได้
จ�ำนวน	4	แห่ง	จำกกำรศึกษำและประเมินผลทำงสถิติ	 โดยประเมินค่ำที่ผิดปกติด้วย	Cochran’s	 test	และ	Grubb’s	 test	 
ไม่พบผลทดสอบเป็น	outlier	และกำรประเมินควำมเที่ยงของวิธีอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้	โดยมีค่ำ	repeatability	standard	
deviation	(Sr)	เท่ำกับ	0.002,	repeatability	relative	standard	deviation	(RSDr,%)	เท่ำกับ	0.43,	repeatability	 
limit	 (r95)	 เท่ำกับ	 0.006,	 reproducibility	 standard	 deviation	 (SR)	 เท่ำกับ	 0.039,	 reproducibility	 relative	 
standard	deviation	(RSDR,	%)	เท่ำกับ	7.68,	reproducibility	limit	(R95)	เท่ำกับ	0.109	และร้อยละกำรกลับคืน	(%	R)	 
อยู่ระหว่ำง	 95.60-101.38	 จำกผลกำรศึกษำจึงได้ถูกก�ำหนดเป็นวิธีวิเครำะห์เคร่ืองส�ำอำงของอำเซียนช่ือ	 ACM	 009	 
และให้ประเทศไทยเป็นหน่วยงำนจัดกำรทดสอบควำมช�ำนำญทำงห้องปฏิบัติกำรของกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี	ACM	009	
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บทน�า
งำนด้ำนเครื่องส�ำอำงภำยใต้ประชำคมเศรษฐกิจอำเซียน	 (ASEAN	Economic	 Community;	 AEC)	 

เริม่ด�ำเนนิกำรตัง้แต่ปี	พ.ศ.	2540	โดยคณะกรรมกำรเครือ่งส�ำอำงอำเซียน	หรอื	ASEAN	Cosmetic	Committee;	ACC	 
ภำยใต้คณะกรรมกำรทีป่รกึษำด้ำนมำตรฐำนและคุณภำพผลติภณัฑ์ของอำเซียน	(ASEAN	Consultative	Committee	 
on	Standards	and	Quality;	ACCSQ)	ได้ด�ำเนนิกำรปรบักฎระเบยีบด้ำนเครือ่งส�ำอำงของประเทศสมำชกิ	(ASEAN	 
Member	States;	AMS)	เรียกว่ำ	บทบัญญัติเครื่องส�ำอำงแห่งอำเซียน	(ASEAN	Cosmetic	Directive;	ACD)	 
ในกำรประชมุ	ACC	ครัง้ที	่9	เมือ่ปี	2550	ได้ให้กำรรบัรองกำรจัดตัง้	ASEAN	Cosmetics	Reference	Laboratories	 
(ACRL)	จ�ำนวน	4	ประเทศ	ได้แก่	สำธำรณรฐัอินโดนเีซีย,	สหพนัธรฐัมำเลเซีย,	สำธำรณรฐัสิงคโปร์	และรำชอำณำจกัรไทย	 
ACC	 ได้แต่งตั้งคณะกรรมกำรห้องปฏิบัติกำรเครื่องส�ำอำงอำเซียน	 (ASEAN	Cosmetic	 Testing	 Laboratory	 
Committee;	ACTLC)	เมือ่วนัที	่12	กรกฎำคม	2555	โดยมหีน้ำทีค่วำมรบัผิดชอบพฒันำศักยภำพของห้องปฏบิตักิำร 
ของประเทศสมำชิกตำมวิธีทดสอบที่ได้ก�ำหนดเป็นวิธีวิเครำะห์เครื่องส�ำอำงอำเซียน	(ASEAN	Cosmetic	Method; 
ACM)	ACRL	ท�ำหน้ำท่ีให้ควำมช่วยเหลือด้ำนเทคนิคให้แก่ภำครัฐเก่ียวกับกิจกรรมกำรก�ำกับดูแลหลังออกสู่ตลำด 

และด้ำนห้องปฏิบัติกำรอำเซียน	 กำรทดสอบควำมช�ำนำญทำงห้องปฏิบัติกำร	 (proficiency	 testing)	 ที่เก่ียวข้อง	 
และพัฒนำวิธีกำรใหม่	เพื่อรองรับควำมต้องกำรกำรทดสอบในอนำคต	(1) 

กำรจัดท�ำวิธีวิเครำะห์เครื่องส�ำอำงเพื่อก�ำหนดเป็นวิธีวิเครำะห์เครื่องส�ำอำงอำเซียน	 (ASEAN	Cosmetic	
Method:	ACM)	มีขั้นตอนตำม	Guideline	on	Establishing	ASEAN	Cosmetic	Method	(ACM)	(2)	กล่ำวคือ	 
ACTLC	จะคัดเลอืกสำรทีส่นใจซ่ึงอำจเป็นสำรห้ำมใช้	หรอือยู่ในรำยกำรสำรควบคุมทีร่ะบไุว้ใน	ACD	และมวีธีิวเิครำะห์
ทีไ่ด้ทดสอบควำมถูกต้องของวธิแีล้ว	หรอือำจเป็นกำรทดสอบสำรที	่ACC	ร้องขอ	หลงัจำกนัน้จะเวยีนเอกสำรวธีิวเิครำะห์ 

ให้ประเทศสมำชกิทบทวนและให้ข้อคิดเหน็เพือ่เสนอเป็นร่ำงวธีิวเิครำะห์	ซ่ึงจะจดัให้มกีำรทดสอบควำมถูกต้องของวธีิ 
โดยห้องปฏิบัติกำรหลำยแห่งที่มีควำมเชี่ยวชำญ	 (interlaboratory	 comparison	 study)	 โดยประเทศที่เป็น 

ห้องปฏบิตักิำรเริม่ต้น	(initiating	laboratory)	จะส่งร่ำงวิธีวเิครำะห์ทีน่�ำเสนอ	พร้อมตวัอย่ำงทดสอบให้ห้องปฏบิตักิำร 
ที่เข้ำร่วมกำรทดสอบ	 และน�ำผลกำรวิเครำะห์ท่ีด�ำเนินกำรทดสอบตำมร่ำงวิธีวิเครำะห์ที่น�ำเสนอมำทดสอบทำงสถิติ 
เพื่อประเมินควำมถูกต้องและแม่นย�ำของวิธี	เป็นข้อมูลในกำรปรับปรุง	หรือน�ำเสนอวิธีเป็น	ACM	ใหม่ต่อไป	

กรดซำลิซิลิก	(Salicylic	Acid)	เป็นกรดอินทรีย์ที่เป็นอนุพันธ์ของสำรฟีนอล	ใช้เป็นส่วนผสมเครื่องส�ำอำง 
หลำยชนิด	 โดยเป็นสำรส�ำคัญส�ำหรับใช้ลอกผิว	 และผลัดเซลล์ผิว	 ซ่ึงจะช่วยเร่งวงจรกำรผลัดเซลล์ผิวท�ำให้สีผิว 
มคีวำมสม�ำ่เสมอ	ช่วยต้ำนเชือ้แบคทเีรยี	ลดอำกำรเกิดสวิ	และกำรอุดตนัของสวิ	กำรออกฤทธ์ิส�ำหรับกำรลอกผลดัเซลล์ผิว 
ของกรดซำลิซิลิกเกิดจำกกำรออกฤทธ์ิลดควำมเป็นกรด-ด่ำงของผิว	 ท�ำให้เกิดกำรบวมน�้ำของเครำตินในชั้นผิวหนัง 
เร่งกำรผลัดผิวของชั้นถัดไป	 นอกจำกนี้ยังใช้เป็นส่วนผสมของน�้ำยำท�ำควำมสะอำดที่ใช้ส�ำหรับร่ำงกำย	 และเป็น 

ส่วนประกอบของเคมีภัณฑ์เครื่องส�ำอำงเพื่อจุดประสงค์ในกำรต้ำน	และก�ำจัดเชื้อแบคทีเรีย	เชื้อรำ	และจุลินทรีย์ชนิด
อ่ืนๆ	โดยกรดซำลิซิลิกท�ำให้สำรละลำยมีสภำพเป็นกรด	ช่วยต่อต้ำน	และยับยั้งกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรียได	้(3,	4,	5)	

ASEAN	 Cosmetic	 Document	 (Update	 September	 2007)	 (5)	 ก�ำหนดสำรควบคุมปริมำณ 

และเงื่อนไขใน	Annex	III	Part	1	-	List	of	Substances	Which	Cosmetic	Products	Must	Not	Contain	
Except	 Subject	 to	 Restrictions	 and	Conditions	 Laid	Down	 ล�ำดับที่	 a	 98	 อนุญำตให้ใช้กรดซำลิซิลิก	 
ในผลติภณัฑ์ส�ำหรบัเส้นผมทีใ่ช้แล้วล้ำงออกในปรมิำณไม่เกิน	3.0%	ผลติภณัฑ์ประเภทอ่ืนๆ	ใช้ในปรมิำณไม่เกิน	2.0%	
และห้ำมใช้ในผลิตภัณฑ์ที่ใช้กับเด็กอำยุต�่ำกว่ำ	3	ปี	และก�ำหนดปริมำณและเงื่อนไขสำรที่ใช้เป็นวัตถุกันเสียใน	Annex	
VI	-	List	of	preservatives	allowed	for	use	in	cosmetic	products	ล�ำดับที่	a	3	อนุญำตให้ใช้กรดซำลิซิลิก	
และเกลอืของสำรนีเ้ป็นวตัถุกันเสยีในเครือ่งส�ำอำงได้ในปรมิำณไม่เกิน	0.5%	(ค�ำนวณในรปูกรด)	ห้ำมใช้ในผลติภณัฑ์
ที่ใช้กับเด็กอำยุต�่ำกว่ำ	 3	 ปี	 ยกเว้นในแชมพู	 ทั้งนี้ข้อก�ำหนดดังกล่ำวรำชอำณำจักรไทยได้น�ำมำเป็นประกำศกระทรวง
สำธำรณสุขด้วย	(6),	(7)
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รำชอำณำจักรไทยโดยส�ำนกัเครือ่งส�ำอำงและวตัถุอันตรำย	กรมวทิยำศำสตร์กำรแพทย์	กระทรวงสำธำรณสขุ	
เป็นห้องปฏิบัติกำรอ้ำงอิงของประเทศด้ำนเครื่องส�ำอำงได้เสนอวิธีวิเครำะห์ปริมำณกรดซำลิซิลิกในเครื่องส�ำอำงครีม
โดยวธีิเอชพแีอลซีให้เป็นวธีิวเิครำะห์ของอำเซียนครัง้แรกในกำรประชมุคณะกรรมกำรเครอืข่ำยห้องปฏบิตักิำรอำเซียน	
(ASEAN	Cosmetic	 Testing	 Laboratory	Network;	 ACTLN)	 ซ่ึงเป็นคณะกรรมกำรเร่ิมต้นก่อนที่จะเป็น	 
ACTLC	วิธีนี้ได้รับกำรทวนสอบโดยห้องปฏิบัติกำรเดียว	(single	laboratory	validation)	ของส�ำนักเครื่องส�ำอำง 
และวัตถุอันตรำย	 และได้รับกำรรับรองมำตรฐำน	 ISO/IEC	 17025:	 2005	 ส�ำหรับกำรวิเครำะห์กรดซำลิซิลิก 

ในผลติภณัฑ์เครือ่งส�ำอำง	เพือ่ควบคุมคุณภำพของผลติภณัฑ์ทีมี่ส่วนผสมของกรดซำลซิิลกิตำมข้อก�ำหนดของอำเซียน
และรำชอำณำจักรไทย

กำรศึกษำนี้เป็นกำรท�ำ	 Interlaboratory	 comparison	 study	 จัดเป็น	multi-laboratory	method	 
validation	ทีม่กีำรด�ำเนนิกำรตำมขัน้ตอน	(protocol)	ทีน่ำนำชำตยิอมรบั	เพือ่ได้ข้อมลูสนบัสนนุให้วธีิมคีวำมน่ำเชือ่ถือ 

และยอมรับให้เป็นวิธีวิเครำะห์เครื่องส�ำอำงอำเซียน

วัสดุและวิธีการ
การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์โดยห้องปฏิบัติการเดียว
1.	 การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (8)	กรดซาลิซิลิกในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส�าอางโดยวิธีเอชพีแอลซี

1.1	 เครื่องมือและอุปกรณ์	
	 High	 Performance	 Liquid	 Chromatography	 (HPLC)	 (Waters,	 USA)	 ประกอบด้วย	 

ระบบ	HPLC	 (Alliance	 2698,	Waters,	USA)	 คอลัมน์	 (Hypersil	 gold,	 5	 µm,	 4.6	mm	 x	 150	mm	 
(Thermo	SCIENTIFIC)	และ	photodiode	array	detector	(2998,	Waters,	USA),	Hot	air	 incubator	
(Thermark,	Germany)	

1.2	 สำรเคมีและสำรมำตรฐำน	
	 -	 สำรเคมี	:	methyl	alcohol	(HPLC),	glacial	acetic	acid	(AR),	น�้ำบริสุทธิ์	(pure	water)
	 -	 สำรมำตรฐำน	:	salicylic	acid	พร้อมใบรับรอง	(COA)	
1.3		 ตัวอย่ำงทดสอบ	
	 	 ผลติภณัฑ์เคร่ืองส�ำอำงประเภทครมีผลติจำกสตูรครมีพืน้ฐำนผสมกรดซำลซิิลกิควำมเข้มข้นร้อยละ	2.0	 

โดยน�้ำหนัก	 จ�ำนวน	 1	 ตัวอย่ำง	 (ควำมเข้มข้นนี้ก�ำหนดให้ใช้ได้สูงสุดในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงท่ีไม่ต้องล้ำงออก	 
เช่น	ประเภทครีม)	

1.4		 วิธีวิเครำะห์
	 	 ละลำยตัวอย่ำงด้วย	 methyl	 alcohol	 10	 มิลลิลิตร	 ปรับปริมำตรด้วยตัวท�ำละลำยโมบำยเฟส	 

ฉีดสำรละลำยและวิเครำะห์ปริมำณสำรกรดซำลิซิลิกด้วยเครื่องของเหลวประสิทธิภำพสูง	(HPLC)	โดยมีรำยละเอียด
ตำมวิธีวิเครำะห์ที่ส่งให้ห้องปฏิบัติกำรในกำรท�ำ	interlaboratory	comparison	

1.5		 กำรทดสอบควำมเป็นเส้นตรงและช่วงกำรทดสอบ	(Linearity	and	Range)
	 	 เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนกรดซำลิซิลิก	 5	 ระดับควำมเข้มข้น	 2,	 6,	 10,	 20	 และ	 30	 ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร	 วิเครำะห์ควำมเข้มข้นละ	 7	 ซ�้ำ	 ค�ำนวณค่ำสัมประสิทธ์ิสหสัมพัทธ์	 (correlation	 coefficient,	 r)	 
ต้องมีค่ำไม่น้อยกว่ำ	0.995
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1.6		 กำรทดสอบควำมเที่ยง	(precision)
	 	 1.6.1	 ควำมท�ำซ�้ำได้	(repeatability)	
	 	 	 		 วิเครำะห์ปริมำณกรดซำลิซิลิกในตัวอย่ำงครีม	ซ�้ำ	7	ครั้ง	ค�ำนวณค่ำเฉลี่ยและร้อยละค่ำเบี่ยงเบน

มำตรฐำนสัมพัทธ์	(relative	standard	deviation,	%	RSD)	
	 	 1.6.2	 Intermediate	precision
	 	 	 		 วิเครำะห์ปริมำณกรดซำลิซิลิกในตัวอย่ำงครีม	 ซ�้ำ	 7	 ครั้ง	 5	 วัน	 ค�ำนวณค่ำเฉลี่ยและร้อยละ 

ของค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนสัมพัทธ์
1.7		 กำรทดสอบควำมแม่น	(accuracy)
	 	 เตรียมตัวอย่ำงที่เติมสำรมำตรฐำนกรดซำลิซิลิกที่	 3	 ระดับควำมเข้มข้น	 ควำมเข้มข้นละ	 7	 ซ�้ำ	 คือ	 

ร้อยละ	 50,	 100	 และ	 150	 ของระดับควำมเข้มข้นที่พบกรดซำลิซิลิกในตัวอย่ำงครีมที่เตรียม	 ค�ำนวณค่ำร้อยละ 
ของกำรคืนกลับ	(%	recovery)	

1.8		 กำรประเมินค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวัด	(measurement	uncertainty)
	 	 ประเมนิค่ำควำมไม่แน่นอนของกำรวเิครำะห์กรดซำลซิิลกิ	โดยกำรคิดควำมไม่แน่นอนของกำรวเิครำะห์

เป็นค่ำรวมของทุกแหล่งที่มีผลกระทบต่อผลทดสอบที่เป็นเชิงปริมำณ	

2.	 การทดสอบคุณสมบัติ (2) ของตัวอย่างท่ีผลิตข้ึนโดยห้องปฏิบัติการก่อนน�าเสนอข้ันตอนการด�าเนินงาน
เตรียมตัวอย่ำงครีมจำกสูตรพื้นฐำนผสมกรดซำลิซิลิกควำมเข้มข้นร้อยละ	2	โดยน�้ำหนัก	จ�ำนวน	40	หลอด

หลอดละ	20	กรมั	เพือ่ทดสอบคุณสมบตัทิีมี่ควำมเป็นเนือ้เดยีวกันและมคีวำมคงตวัต่อสภำวะต่ำงๆ	ได้แก่	อุณหภมูห้ิอง 
อุณหภูมิบ่มเร่ง	และสภำวะขนส่ง

2.1		 กำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกัน	(homogeneity	test)	
	 	 โดยกำรสุ่มตัวอย่ำงแบบคละ	จ�ำนวน	10	หลอด	ทดสอบหลอดละ	2	ซ�้ำ	น�ำผลวิเครำะห์ที่ได้ประเมินผล

ทำงสถิต	ิโดยทดสอบควำมเบีย่งเบนภำยในตวัอย่ำง	(within	sample	variation)	เพือ่ศึกษำควำมเทีย่ง	(precision)	 
ของเนื้อครีมในแต่ละหลอดใช้	Cochran’test	 ค่ำ	 Ccal	 ต้องน้อยกว่ำค่ำจำกตำรำง	 (Cochran’s	 table:	Ctable)	 ซึ่ง	
Ctable	เท่ำกับ	0.602	(C95%,	n	=	10)	และทดสอบควำมเบี่ยงเบนระหว่ำงตัวอย่ำง	(between-sample	variation) 
โดยประเมินค่ำ	 between-sample	 standard	 deviation;	 ss	 ต้องน้อยกว่ำ	 0.3σp	 ที่ค�ำนวณจำก	Horwitz’s	 
equation	(σp	=	0.02	c

0.8495)	แสดงว่ำ	ตัวอย่ำงมีควำมเป็นเนื้อเดียวกันเพียงพอ	
2.2		 ทดสอบควำมคงตัว	(stability	test)	
	 	 โดยสุ่มตัวอย่ำงแบบคละ	จ�ำนวน	10	หลอด	แบ่งตัวอย่ำงเก็บในสภำวะอุณหภูมิห้อง	(25	±	5	องศำ 

เซลเซียส	:	๐ซ)	จ�ำนวน	5	ตวัอย่ำง		และเก็บตวัอย่ำงในสภำวะอุณหภมูบ่ิมเร่ง	(42	±	1๐ซ)	จ�ำนวน	5	ตวัอย่ำง	น�ำมำทดสอบ
แต่ละสภำวะทกุ	10	วนั	รวมทดสอบ	5	ครัง้	เป็นเวลำ	50	วนั	เปรยีบเทยีบค่ำควำมแตกต่ำงระหว่ำงค่ำเฉลีย่ของผลทดสอบ
ทุก	10	วัน	กับค่ำเฉลี่ยจำกกำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกันจำกข้อ	2.1	ต้องมีค่ำน้อยกว่ำ	0.3σp	แสดงว่ำ	ตัวอย่ำง 
มีควำมคงตัวเพียงพอตลอดระยะก�ำหนดเวลำศึกษำ
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การทดสอบคุณสมบัติของตัวอย่าง (2) ก่อนส่งให้ห้องปฏิบัติการสมาชิก
1.	 ตัวอย่ำงทดสอบ	
	 ผลติภณัฑ์เครือ่งส�ำอำงประเภทครมี	ผลติจำกสตูรครีมพืน้ฐำนผสมกรดซำลซิิลกิเช่นเดียวกับกำรทดสอบ

คุณสมบตัติวัอย่ำงโดยห้องปฏบิตักิำรเดยีวก่อนน�ำเสนอให้เป็นวธีิใหม่	เพือ่คัดเลอืกเป็นวธีิวเิครำะห์เคร่ืองส�ำอำงอำเซียน	
(ACM)	แต่ปรบัให้มส่ีวนผสมของกรดซำลซิิลกิเข้มข้นร้อยละ	0.50	โดยน�ำ้หนกั	จ�ำนวน	1	ตวัอย่ำง	เนือ่งจำกกรดซำลิซิลกิ 

ที่ควำมเข้มข้นดังกล่ำวถูกก�ำหนดให้เป็นวัตถุกันเสียในเครื่องส�ำอำงที่ยังไม่มีข้อจ�ำกัดด้ำนควำมปลอดภัยเหมือนวัตถุ 

กันเสียชนิดอ่ืน	เช่น	สำรกลุ่มพำรำเบน	เป็นต้น
2.	 กำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกัน
	 ทดสอบและประเมินเช่นเดียวกับกำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกันของกำรทดสอบควำมถูกต้องวิธี

วิเครำะห์โดยห้องปฏิบัติกำรเดียว	
3.	 กำรทดสอบควำมคงตัว	
	 ทดสอบและประเมินผลควำมคงตัวของตัวอย่ำง	2	ช่วงเวลำ	คือ	ก่อนส่งตัวอย่ำงให้ห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

และหลังจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกส่งผลทดสอบ	ดังนี้
	 3.1		 เปรยีบเทยีบค่ำเฉลีย่ของผลวเิครำะห์ตวัอย่ำงก่อนส่งให้ห้องปฏบิตักิำรสมำชกิ	(

1
)	กับค่ำเฉลีย่จำก

กำรศึกษำควำมเป็นเนื้อเดียวกัน	( )	จำกข้อ	2.	ค่ำแตกต่ำงต้องไม่เกิน	0.3σp

	 3.2		 เปรยีบเทยีบค่ำเฉลีย่ของผลวเิครำะห์ตวัอย่ำงหลงัจำกห้องปฏบิตักิำรสมำชกิส่งผลกำรทดสอบ	( 2)

กับค่ำเฉลี่ยจำกกำรศึกษำควำมเป็นเนื้อเดียวกัน	( )	จำกข้อ	2.	ค่ำแตกต่ำงต้องไม่เกิน	0.3σp

	 3.3		 เปรียบเทียบค่ำควำมแตกต่ำงของค่ำเฉลี่ยของผลวิเครำะห์ตัวอย่ำงก่อนส่งตัวอย่ำงให้สมำชิก	 (
1
) 

กับค่ำเฉลี่ยของผลวิเครำะห์ตัวอย่ำงหลังสมำชิกส่งผลกำรทดสอบ	( 2)	ต้องไม่เกิน	0.3σp

การส่งตัวอย่างทดสอบและเอกสารส�าหรับห้องปฏิบัติการสมาชิก
บรรจุตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิกควำมเข้มข้นร้อยละ	0.5	โดยน�้ำหนัก	จ�ำนวน	1	หลอด	ที่ห่อหุ้มด้วยวัสดุ

กันกระแทก	วิธีวิเครำะห์	แบบตอบรับตัวอย่ำง	ค�ำแนะน�ำ	แบบรำยงำนผล	รวมใส่ซองกระดำษปิดผนึก	ส่งทำงไปรษณีย์
ลงทะเบียนด่วนพิเศษ	

ในค�ำแนะน�ำระบใุห้ห้องปฏบิติักำรเก็บรกัษำตวัอย่ำงทีอุ่ณหภมูห้ิอง	ตรวจวเิครำะห์ตำมวธีิทีก่�ำหนด	ส่งผลกลบั 

ภำยในก�ำหนด	โดยรำยงำนข้อมลูสำรมำตรฐำนทีใ่ช้	ควำมเข้มข้นของสำรละลำยมำตรฐำน	5	ระดบั	และข้อมลูของกรำฟ
มำตรฐำนที่ได้	สภำวะเครื่องมือ	ผลทดสอบในแบบฟอร์มที่ก�ำหนดด้วยทศนิยม	2	ต�ำแหน่ง	ร้อยละของกำรคืนกลับ	

วิธีวิเครำะห์ประกอบด้วยรำยละเอียดของวิธีวิเครำะห์	กำรทดสอบร้อยละกำรคืนกลับของกรดซำลิซิลิก	ดังนี้
1.	 กำรทดสอบตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิก
	 1.1		 กำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำง	(sample	preparation)
	 	 	 	 1.1.1	 ชั่งตัวอย่ำงครีม	0.5	กรัม	หรือน�้ำหนักที่ได้จำกกำรค�ำนวณให้ได้ควำมเข้มข้นอยู่ในช่วงกรำฟ

มำตรฐำน	(ควำมละเอียด	±	0.0001	กรัม)	ในขวดวัดปริมำตร	ขนำด	25	มล.	ซ�้ำ	2	ครั้ง	ระบุฉลำก	A	และ	B	
	 	 	 	 1.1.2	 เติมเมทลิแอลกอฮอล์	10	มล.	ละลำยตัวอย่ำงด้วยเคร่ืองวอร์เทคสลบักบัเครือ่งเขย่ำควำมถ่ีสงู	 

ปรับปริมำตรด้วยวัฏภำคเคลื่อนที่	(mobile	phase)
	 	 	 	 1.1.3	 กรองด้วยแผ่นกรองชนิด	 PVDF	 ขนำด	 0.45	 ไมโครเมตร	 ใส่ในขวดฉีดส�ำหรับเคร่ือง 

เอชพีแอลซี
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	 1.2		 กำรค�ำนวณ	(calculation)

	 	 	 	 กรดซำลิซิลิก	(ร้อยละของน�้ำหนัก)	=		

		 	 	 	 เมื่อ	 c	 =	 ควำมเข้มข้นของกรดซำลิซิลิกที่ได้จำกสมกำรเส้นตรง	(ไมโครกรัมต่อกรัม)

	 	 	 	 	 	 w	 =		น�้ำหนักของตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิก	(กรัม)

2.	 กำรทดสอบร้อยละกำรคืนกลับของกรดซำลิซิลิก	(%	recovery)
	 2.1		 กำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำงครีมที่เติมสำรมำตรฐำนกรดซำลิซิลิก
	 	 	 	 2.1.1	 ชั่งตัวอย่ำงครีมเช่นเดียวกับกำรเตรียมสำรละลำยตัวอย่ำง	ข้อ	1.1.1	โดยท�ำ	2	ซ�้ำ	ระบุฉลำก	

C	และ	D
	 	 	 	 2.1.2	 เติมสำรละลำยมำตรฐำนให้มีควำมเข้มข้นเท่ำกับปริมำณกรดซำลิซิลิกที่พบในตัวอย่ำงครีม 

ที่ยังไม่ได้เติมสำรมำตรฐำนกรดซำลิซิลิก	(คิดเป็นร้อยละ	100	ของปริมำณกรดซำลิซิลิกที่พบในตัวอย่ำงครีม)
	 	 	 	 2.1.3	 ท�ำตำมขั้นตอน	ข้อ	1.1.2	และ	1.1.3
	 2.2		 กำรค�ำนวณ

%	recovery	=	

	 	 	 	 เมื่อ
		 	 	 	 C

1 
=	 ปริมำณกรดซำลิซิลิกในตัวอย่ำงครีมรวมกับปริมำณกรดซำลิซิลิกที่เติมในตัวอย่ำงครีม	

	 	 	 	 	 	 (ร้อยละโดยน�้ำหนัก)	

	 	 	 	 C2	 =	 ปริมำณกรดซำลิซิลิกที่พบในตัวอย่ำงครีม	(ร้อยละโดยน�้ำหนัก)

		 	 	 	 C3	 =	 ปริมำณกรดซำลิซิลิกที่เติมในตัวอย่ำงครีม	(ร้อยละโดยน�้ำหนัก)

การประเมินผลทดสอบของสมาชิกด้วยวิธีทางสถิติ (2, 9) (statistic evaluation of member results)
1.	 ทดสอบหำค่ำผิดปกติระหว่ำงห้องปฏิบัติกำร	(interlaboratory	outlier	test)	
	 1.1		 ทดสอบควำมแตกต่ำงของผล	within-laboratory	ของห้องปฏิบัติกำรสมำชิกจำก	Cochran	test	

โดยเปรยีบเทยีบค่ำ	C	จำกกำรค�ำนวณกับตำรำง	Cochran	ส�ำหรบัค่ำ	P	=	2.5%	(1-tail)	และ	L	=	จ�ำนวนห้องปฏบิตักิำร

C		=	

	 1.2		 ทดสอบควำมแตกต่ำงของผล	between-laboratory	ของห้องปฏิบัติกำรสมำชิกจำกกรณีค่ำสงสัย
มีค่ำเดียว	(single	Grubbs’	test)	
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	 	 	 	 ค�ำนวณค่ำเฉลี่ยผลกำรทดสอบแต่ละห้องปฏิบัติกำรสมำชิก	 ( )	 ค�ำนวณค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำน 

ของผลทดสอบจำกห้องปฏบิตักิำรสมำชกิ	(S)	ค�ำนวณค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำนของข้อมลูเมือ่ไม่มค่ีำต�ำ่สุดของข้อมลู	(SL)  

และค�ำนวณค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำนของข้อมลูเมือ่ไม่มค่ีำสงูสดุของข้อมลู	(S
H
)	ค�ำนวณค่ำร้อยละของค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำน

ที่ลดลง	ดังนี้

GL	=	100	x	[1-(SL/S)]	และ	GH
	=	100	x	[1-(S

H
/S)]

เมื่อ	 	 GL	 =	ร้อยละของค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ลดลงเมื่อไม่มีค่ำต�่ำสุดของข้อมูล	

	 	 	 G
H
	 =	ร้อยละของค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนที่ลดลงเมื่อไม่มีค่ำสูงสุดของข้อมูล	

เปรียบเทียบค่ำ	GL	 และค่ำ	 GH
	 ที่ค�ำนวณได้กับค่ำวิกฤติในตำรำง	Grubb’s	 table	 ที่จ�ำนวน	 L	 ข้อมูล	 

ถ้ำค่ำ	G	สูงกว่ำค่ำวิกฤติที่	P	=	2.5%	(2-tail)	แสดงว่ำ	ค่ำที่สงสัยนั้นเป็นค่ำผิดปกติ

2.	 ค�ำนวณควำมเที่ยงของวิธี	(precision)
	 ค�ำนวณจำกผลกำรทดสอบจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่ทดสอบค่ำผิดปกติแล้ว	 ถ้ำไม่พบให้ใช้ผลกำร

ทดสอบทั้งหมดในกำรค�ำนวณ
	 2.2.1	 Reproducibility	standard	deviation	(SR)

		 	 	 	 	 	 SR	 =	

	 	 	 	 	 เมื่อ	 yi		 =	 ค่ำเฉลี่ยของกำรท�ำ	2	ซ�้ำของแต่ละห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

	 			 	 	 	 p		 =	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

		 	 	 	 	 	 SL
2	 =	 	-	

	 	 	 	 	 	 T
1
	 =	 ∑P

i=	1		yi 

		 	 	 	 	 	 T2	 =	 ∑P
i=	1		yi

2

	 2.2.2	 Reproducibility	relative	standard	deviation	(%	RSDR)

	 			 	 	 %RSDR	 =	  

	 	 	 	 	 เมื่อ		 X	 =	 ค่ำเฉลี่ยผลกำรทดสอบของห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

	 2.2.3	 Reproducibility	limit,	R	=	2.8SR

	 2.2.4	 The	Horwitz	Ratio	(HORRAT)	

	 	 	 	 	 ค่ำ	HORRAT	ใช้เป็นค่ำกำรยอมรับควำมเที่ยงของวิธี	ค�ำนวณจำก

	 	 	 	 	 	 	 	 HORRAT		=	
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	 	 	 	 	 เมื่อ
		 	 	 	 	 	 	 RSDR(Calc.)%	 =	 %	RSD	ที่ค�ำนวณได้จำกกำรทดสอบ

	 	 	 	 	 	 	 RSDR(Exp.)%		 =		%	RSD	ที่ค�ำนวณได้จำก	Horwitz’s	equation

	 2.2.5	 Repeatability	standard	deviation	(Sr)

	 	 	 	 	 	 Sr	 =	

		 	 	 	 	 เมื่อ	 T3	 =	 ∑P
i=1	wi

2 

		 	 	 	 	 	 wi	 =	 ค่ำต่ำงของกำรท�ำ	2	ซ�้ำของแต่ละห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

	 			 	 	 	 p	 =	 จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำรสมำชิก

	 2.2.6	 Repeatability	relative	standard	deviation	(%	RSDr)

	 	 	 			 	 %	RSDr		=		

		 	 	 	 	 เมื่อ	 X	 =	 ค่ำเฉลี่ยผลกำรทดสอบของห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่ทดสอบค่ำผิดปกติแล้ว

	 2.2.7	 Repeatability	limit,	r	=	2.8Sr	

3.	 กำรทดสอบควำมแม่นของวิธี
	 ค�ำนวณค่ำร้อยละกำรคืนกลับของกรดซำลิซิลิก	(%	recovery)	จำกกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงครีมที่เติมสำร 

มำตรฐำนกรดซำลิซิลิกในควำมเข้มเท่ำกับควำมเข้มข้นของกรดซำลิซิลิกที่ตรวจพบในตัวอย่ำง	 ต้องได้ค่ำร้อยละของ 
กำรคืนกลับไม่น้อยกว่ำร้อยละ	90

ผล
การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์และคุณสมบัติของตัวอย่างโดยห้องปฏิบัติการเดียว

ทดสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์กรดซำลิซิลิกในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงโดยวิธีเอชพีแอลซี
ผลกำรทดสอบและประเมิน	 ควำมเป็นเส้นตรงในช่วงควำมเข้มข้น	 2	 ถึง	 30	 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ของห้องปฏิบัติกำรด้ำนเครื่องส�ำอำงทำงเคมีของส�ำนักเครื่องส�ำอำงและวัตถุอันตรำย	 กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย	์ 
กระทรวงสำธำรณสุข	ได้ค่ำสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์เท่ำกับ	0.9996	ทดสอบควำมเที่ยงของวิธีได้ร้อยละของค่ำเบี่ยงเบน
มำตรฐำนสมัพนัธ์	เท่ำกับ	0.04	อยู่ในเกณฑ์ยอมรบั	(%	RSD	<	3)	ควำมแม่นจำกกำรทดสอบตวัอย่ำงเตมิสำรมำตรฐำน
ในช่วงใช้งำน	3	ระดับ	ระดับละ	7	ซ�้ำ	ได้ค่ำร้อยละกำรคืนกลับอยู่ระหว่ำงร้อยละ	96.79	ถึง	104.57	จำกกำรทดสอบ 

ค่ำขีดจ�ำกัดของกำรตรวจพบเชิงคุณภำพ	 (LOD)	 เท่ำกับร้อยละ	 0.005	 และทดสอบขีดจ�ำกัดของกำรตรวจพบ 

เชิงปริมำณ	 (LOQ)	 เท่ำกับร้อยละ	 0.01	 ค่ำควำมไม่แน่นอนของวิธีวิเครำะห์ที่ควำมเชื่อม่ันร้อยละ	 95	 เท่ำกับ 

ร้อยละ	0.11	โดยน�้ำหนัก	(ตำรำงที่	1)
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ตารางท่ี 1		ผลกำรตรวจสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์กรดซำลิซิลิกในเครื่องส�ำอำงโดยวิธีเอชพีแอลซี

Parameter Results
1.	Linearity	and	range
	 1.1		System	linearity:	standard	solution
	 	 	-	 correlation	coefficient	(r)
	 1.2		Method	linearity:	spiked	sample	at	level	50%,	100%	and	150%	
	 	 	of	salicylic	acid	in	cream	sample

1	-	30	µg/mL
0.9996

0.9988
2.	Precision
	 2.1		Precision	(method)
	 	 	2.1.1	 Repeatability:	%	RSD:	n	=	7
	 	 	2.1.2	 Intermediate	precision:	%	RSD
												 	 	 -	 between	days:	5	days,	n	=	7
												 	 	 -	 between	analysts:	n	=	2

0.04%

0.08%
0.04%

3.	%	recovery:
	 (spiked	sample	at	levels	50%,	100%,	and	150%	of	salicylic	acid	
	 in	cream	sample)

97	-	104%

4.	Limit	of	Detection	(LOD) 0.005%	w/w
5.	Limit	of	Quantitation	(LOQ) 0.01%	w/w
6.	Expanded	uncertainty	at	95%	confidence	level,	U95 0.11%	w/w

การทดสอบคุณสมบัติของตัวอย่างท่ีผลิตข้ึนโดยห้องปฏิบัติการก่อนน�าเสนอวิธีด�าเนินการ
ควำมเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่ำงทดสอบสูตรต�ำรับ
จำกกำรทดสอบตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิกเข้มข้นร้อยละ	 2.0	 โดยน�้ำหนัก	 จ�ำนวน	 10	 ตัวอย่ำง	 

ตัวอย่ำงละ	2	ซ�้ำ	น�ำผลกำรทดสอบประเมินทำงสถิติ	โดยค�ำนวณจำก	Cochran	test	ได้ค่ำ	Ccal	=	0.393	<	Ctable	=	0.602  

แสดงว่ำ	 ไม่มีควำมแตกต่ำงภำยในตัวอย่ำง	 และค�ำนวณค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน	 (ss)	 ได้เท่ำกับ	 0.0001	 เปรียบเทียบ 

กับค่ำเบีย่งเบนมำตรฐำนเป้ำหมำยทีค่�ำนวณจำก	Horwitz’s	equation	ได้ค่ำ	0.3σp	เท่ำกับร้อยละ	0.0217	โดยน�ำ้หนกั	 
จึงได้	 ค่ำ	 ss	 <	 0.3σp	 แสดงว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงระหว่ำงตัวอย่ำง	 ดังนั้น	 ตัวอย่ำงที่ผลิตข้ึนโดยห้องปฏิบัติกำร 
มีควำมเป็นเนื้อเดียวกันเพียงพอ	

ความคงตัวของตัวอย่างทดสอบสูตรต�ารับ
จำกกำรทดสอบตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิกเข้มข้นร้อยละ	 2.0	 โดยน�้ำหนัก	 โดยสุ่มตัวอย่ำงแบบคละ 

จ�ำนวน	10	หลอด	แบ่งตัวอย่ำงเก็บในสภำวะอุณหภูมิห้อง	(25	±	5๐ซ)	จ�ำนวน	5	ตัวอย่ำง	น�ำมำทดสอบแต่ละสภำวะ 
ทุก	 10	 วัน	 รวมทดสอบ	 5	 คร้ัง	 เป็นเวลำ	 50	 วัน	 เปรียบเทียบค่ำควำมแตกต่ำงระหว่ำงค่ำเฉลี่ยของผลทดสอบ
ทุก	 10	 วัน	 กับค่ำเฉลี่ยจำกกำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกัน	 (ร้อยละ	 2.0071	 โดยน�้ำหนัก)	 ได้ค่ำควำมแตกต่ำง 
ร้อยละ	0.0021,	0.0069,	0.0036,	0.0013	และ	0.0034	ตำมล�ำดบั	และเก็บตัวอย่ำงในสภำวะอุณหภมูบ่ิมเร่ง	(42	±	1๐ซ)	 
จ�ำนวน	 5	 ตัวอย่ำง	 น�ำมำทดสอบเช่นเดียวกัน	 ได้ค่ำควำมแตกต่ำงร้อยละ	 0.0026,	 0.0072,	 0.0036,	 0.0048	 
และ	0.0014	ตำมล�ำดับ	ซึ่งทุกค่ำมีค่ำน้อยกว่ำ	0.3σp	(ร้อยละ	0.0217	โดยน�้ำหนัก)	แสดงว่ำ	ตัวอย่ำงมีควำมคงตัว 
เพียงพอต่อสภำวะทดสอบตลอดระยะก�ำหนดเวลำศึกษำ	



การศึกษาการเปรียบเทียบผลกรดซาลิซิลิกในเคร่ืองส�าอางครีมระหว่างห้องปฏิบัติการอาเซียน	 สุดธิดา		หมีทอง	และคณะ

150
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 60 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2561

การทดสอบคุณสมบัติของตัวอย่างก่อนส่งให้ห้องปฏิบัติการสมาชิก
ควำมเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่ำงทดสอบ
จำกกำรทดสอบตัวอย่ำงครีมผสมกรดซำลิซิลิกเข้มข้นร้อยละ	 0.5	 โดยน�้ำหนัก	 จ�ำนวน	 10	 ตัวอย่ำง	 

ตัวอย่ำงละ	 2	 ซ�้ำ	 น�ำผลกำรทดสอบประเมินทำงสถิติ	 จำก	Horwitz’s	 equation	 ได้ค่ำ	 0.3σp	 เท่ำกับ	 0.007	 
ค�ำนวณจำก	Cochran	test		ได้ค่ำ	Ccal	=	0.333	<	Ctable	=	0.602	แสดงว่ำ	ไม่มีควำมแตกต่ำงภำยในตัวอย่ำง	และค�ำนวณ 

ค่ำ	 ss	 เท่ำกับ	 0.001	 มีค่ำน้อยกว่ำ	 0.3σp	 แสดงว่ำ	 ไม่มีควำมแตกต่ำงระหว่ำงตัวอย่ำง	 ดังนั้น	 ตัวอย่ำงทดสอบ 

จึงมีควำมเป็นเนื้อเดียวกันเพียงพอส�ำหรับใช้ประเมินผลทดสอบวิธีวิเครำะห์
ควำมคงตัวของตัวอย่ำงทดสอบ
จำกกำรทดสอบตวัอย่ำงครมีผสมกรดซำลซิิลกิเข้มข้นร้อยละ	0.5	จ�ำนวน	2	ตวัอย่ำง	ก่อนส่งให้ห้องปฏบิตักิำร 

สมำชิก	 	มีค่ำควำมเข้มข้นเฉลี่ยร้อยละ	0.5487	และหลังห้องปฏิบัติกำรสมำชิกส่งผลทดสอบ	 	มีค่ำควำมเข้มข้น 

เฉลี่ยร้อยละ	 0.5491	 เมื่อเปรียบเทียบกับค่ำเฉลี่ยของตัวอย่ำงจำกกำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกัน	 (ควำมเข้มข้น
เฉลี่ยร้อยละ	0.5483)	พบว่ำ	น้อยกว่ำ	0.3σp	แสดงว่ำ	ตัวอย่ำงทดสอบมีควำมคงตัวเพียงพอตลอดระยะเวลำศึกษำ

 

การประเมินผลการทดสอบตัวอย่างโดยห้องปฏิบัติการสมาชิก
สมำชิกสมัครเข้ำร่วมทวนสอบวิธีวิเครำะห์กรดซำลิซิลิกในผลิตภัณฑ์ครีม	จ�ำนวน	8	แห่ง	แต่เมื่อครบก�ำหนด

เวลำห้องปฏิบัติกำรสมำชิกส่งผลเพียง	 5	 แห่ง	 ซ่ึงห้องปฏิบัติกำรสมำชิกท่ี	 4	 ใช้สภำวะของเครื่องมือในกำรทดสอบ 

ต่ำงไปจำกวิธีวิเครำะห์ที่ก�ำหนดให้ทวนสอบ	 จึงมีข้อมูลที่ใช้ในกำรประเมินผลเพียง	 4	 แห่ง	 โดยรำยงำนผลทดสอบ
ปริมำณกรดซำลิซิลิกของตัวอย่ำง	A	และ	B	จำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่	1	เท่ำกับร้อยละ	0.46	และ	0.46	โดยน�้ำหนัก,	 
จำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่	2	เท่ำกับร้อยละ	0.521	และ	0.527	โดยน�้ำหนัก	ตำมล�ำดับ,	จำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่	3	 
เท่ำกับร้อยละ	 0.5487	 และ	 0.5499	 โดยน�้ำหนัก	 ตำมล�ำดับ	 และห้องปฏิบัติกำรสมำชิกท่ี	 5	 เท่ำกับร้อยละ	 0.492	 
และ	0.491	โดยน�ำ้หนัก	ตำมล�ำดบั	นอกจำกนีพ้บว่ำค่ำร้อยละกำรคืนกลบัของห้องปฏบิตักิำรจ�ำนวน	4	แห่ง	อยู่ในเกณฑ์ 

ยอมรับได้ทั้งหมด	(ตำรำงที่	2)

ห้องปฏิบัติการ
ท่ี

ปริมาณกรดซาลิซิลิก (% w/w) ร้อยละการคืนกลับ (%)
A B C D

1 0.46 0.46 101.38 100.12
2 0.521 0.527 NR NR
3 0.5487 0.5499 96.29 95.60
4* - - - -
5 0.492 0491 98.2 100.2

mean 0.51 98.63
SD 0.04 2.33

RSD	(%) 7.84 2.36

ตารางท่ี 2  ผลทดสอบของห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่ใช้วิธีวิเครำะห์เหมือนกัน	4	แห่ง

หมำยเหต ุ NR	หมำยถึง	ห้องปฏิบัติกำรสมำชิกไม่ได้รำยงำน
*ห้องปฏิบัติกำรที่	 4	 ใช้สภำวะของระบบเครื่องมือในกำรทดสอบต่ำงไปจำกวิธีวิเครำะห์ที่ก�ำหนด	จึงไม่น�ำผลทดสอบ
มำประเมิน
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กำรทดสอบหำค่ำผิดปกติระหว่ำงห้องปฏิบัติกำร	 (interlaboratory	 outlier	 test)	 ค�ำนวณโดยใช้สถิติ	
Cochran’s	 test;	 P	 =	 2.5%	 (1-tail)	 ไม่พบค่ำสุดต่ำง	 โดยค่ำ	 Cochran	 statistic	Ccal	 =	 78.67	 <	Ctab	 =	 94.30	 ที่ 
จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำร	L	=	4	และผลทดสอบจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกมีค่ำน่ำสงสัยที่อำจเป็นค่ำผิดปกติ	คือ	ค่ำต�่ำสุด
เท่ำกับ	0.46	ค่ำสูงสุดเท่ำกับ	0.5499	(ตำรำงที่	2)	และจำกกำรค�ำนวณโดยใช้	Grubb’s	test;	P	=	2.5%	(1-tail)	 
ไม่พบค่ำผิดปกติของผลทดสอบจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกในทุกแห่ง	 โดยค่ำ	 GL	 เท่ำกับร้อยละ	 28.14	 และ	GH  

เท่ำกับร้อยละ	9.47	ดังนั้นค่ำ	G	ของค่ำน่ำสงสัยทั้ง	2	มีค่ำน้อยกว่ำ	Gtable	ที่จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำร	L	=	4	ค่ำเท่ำกับ 

ร้อยละ	86.1	แสดงว่ำ	ค่ำน่ำสงสัยต�่ำสุดและค่ำน่ำสงสัยสูงสุดไม่เป็นค่ำสุดต่ำง	
กำรศึกษำควำมเที่ยงของวิธีวิเครำะห์จำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิก	 ท�ำโดยกำรค�ำนวณค่ำ	 Sr,	 %	 RSDr,	 r	 

พบว่ำ	Repeatability	 standard	deviation	 (Sr),	 repeatability	 relative	 standard	deviation	 (%	RSDr)  

และ	Repeatability	limit	(r)	เท่ำกับ	0.002,	0.43	และ	0.006	ตำมล�ำดับ	โดยที่ค่ำ	Reproducibility	standard	
deviation	(SR),	reproducibility	relative	standard	deviation	(%	RSDR)	และ	Reproducibility	limit	(R)	
เท่ำกับ	0.039,	7.68	และ	0.109	ตำมล�ำดับ	ค่ำ	HORRAT	เท่ำกับ	1.73	(ตำรำงที่	3)

ตารางท่ี 3	 สรุปผลกำรประเมินคุณลักษณะเฉพำะของวิธีวิเครำะห์กรดซำลิซิลิกในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงประเภท 

	 ครีมของผลทดสอบจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิก	4	ประเทศ	รวม	4	แห่ง	

หัวข้อการประเมิน ผลลัพธ์
ควำมเข้มข้นของกรดซำลิซิลิกเฉลี่ยจำกผลทดสอบของห้องปฏิบัติกำร
	 สมำชิก	4	แห่ง	(g/100	g)
จ�ำนวนห้องปฏิบัติกำรสมำชิก	(L)
Repeatability	standard	deviation	(Sr)(g/100	g)
Reproducibility	standard	deviation	(SR)(g/100	g)
Repeatability	standard	deviation	(RSDr)

Reproducibility	standard	deviation	(RSDR)

Repeatability	(r)	(g/100	g)
Reproducibility	(R)	(g/100	g)
relative	reproducibility	standard	deviation	(Horwitz	equation)	(RSDR)	(Exp.)
HORRAT	value

0.5063

4
0.002
0.039
0.43
7.68
0.006
0.11
4.43
1.73

วิจารณ์
กำรท�ำ	 interlaboratory	 comparison	 study	 เป็น	 multi-laboratory	method	 validation	 

ซ่ึงเป็นกำรทดสอบควำมถูกต้องของวธีิวเิครำะห์ทีส่มบรูณ์และน่ำเชือ่ถือ	มขีัน้ตอนทีย่อมรบัในระดบัสำกล	ตัง้แต่กำรเตรยีม 

และกำรประเมินคุณสมบัติของตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรทดสอบ	 ได้แก่	 กำรทดสอบควำมเป็นเนื้อเดียวกันของตัวอย่ำง	 
กำรประเมินควำมแตกต่ำงภำยในตัวอย่ำง	จำกค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนภำยในตัวอย่ำง	(within	standard	deviation)	
ด้วยกำรเปรยีบเทยีบค่ำ	Ccal	กับค่ำ	Ctable	(Cochcran’s	table)	โดยต้องได้ค่ำ	Ccal	<	Ctable	และกำรประเมนิควำมแตกต่ำง 
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ระหว่ำงตัวอย่ำง	จำกค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำนระหว่ำงตัวอย่ำง	(between	standard	deviation)	ด้วยกำรเปรียบเทียบ 

ค่ำ	 ss	 กับค่ำ	 0.3σp	 จำกกำร	 predicted	 standard	 deviation	 โดยใช้	 The	Modified	Horwitz	 Equation	 
ได้ค่ำ	 ss	≤	 0.3σp	 แสดงว่ำตัวอย่ำงมีควำมเป็นเนื้อเดียวกันเพียงพอ	 และกำรทดสอบควำมคงตัวของตัวอย่ำง 
โดยกำรเปรียบเทียบค่ำเฉลี่ยปริมำณของกรดซำลิซิลิกในตัวอย่ำงก่อนกำรส่งตัวอย่ำงให้ห้องปฏิบัติกำรสมำชิกและหลัง
ห้องปฏิบัติกำรสมำชิกส่งผลทดสอบได้น้อยกว่ำ	0.3σp	แสดงว่ำตัวอย่ำงมีควำมคงตัวเพียงพอตลอดระยะเวลำศึกษำ	

กำรศึกษำครั้งนี้ไม่รวมผลทดสอบของห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่ใช้วิธีวิเครำะห์ต่ำงจำกวิธีที่เสนอประเมิน	 
จึงประเมินผลทดสอบที่ได้จำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิกทั้งหมด	 4	 แห่ง	 ไม่พบผลทดสอบจำกห้องปฏิบัติกำรสมำชิก 

เป็น	 outlier	 จำกกำรทดสอบด้วย	 Cochran’s	 test	 และ	 Grubb’s	 test	 ควำมเที่ยงของวิธีเมื่อแสดงด้วยค่ำ	 
Repeatability	Relative	Standard	Deviation;	RSDr	 เท่ำกับ	0.43,	Reproducibility	Relative	Standard	
Deviation;	RSDR	เท่ำกับ	7.68	ค่ำ	HORRAT	เท่ำกับ	1.73	ซึ่งมีค่ำสูงกว่ำ	1.5	แสดงว่ำวิธีวิเครำะห์ไม่มีควำมเที่ยง 
ในกำรวิเครำะห์ต่ำงห้องปฏิบัติกำร	 แม้ว่ำจ�ำนวนห้องปฏิบัติกำรสมำชิกที่ส่งผลทดสอบถูกต้องตำมเกณฑ์มีจ�ำนวนน้อย 

เกินค่ำมำตรฐำนก�ำหนดคือ	ต้องไม่ต�ำ่กว่ำ	6	แห่ง	แต่ได้มตยิอมรบัโดยหลกักำรให้เป็นวธีิวเิครำะห์ปรมิำณกรดซำลซิิลกิ 

ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงโดยวิธีเอชพีแอลซีและประกำศใช้เป็น	 ASEAN	 Cosmetic	 Method	 (ACM)	 
ชื่อ	 ACM	 009	 (10)	 อย่ำงไรก็ตำมจ�ำเป็นต้องศึกษำเพิ่มเติมเพื่อให้ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์โดยกำรเปรียบเทียบผลทำง 
ห้องปฏิบัติกำรในรูปแบบกำรทดสอบควำมช�ำนำญทำงห้องปฏิบัติกำรที่ใช้วิธีวิเครำะห์ที่ก�ำหนด

ห้องปฏบิตักิำรสมำชกิทัง้	4	แห่ง	ทดสอบควำมแม่นของวธีิโดยกำรทดสอบร้อยละกำรคืนกลบัของกรดซำลซิิลกิ 

ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงประเภทครีม	 ซ่ึงเป็นตัวอย่ำงเดียวกับที่ใช้ทวนสอบวิธีวิเครำะห์	 โดยกำรเติมสำรมำตรฐำน 

กรดซำลิซิลิกเพิ่มในตัวอย่ำงครีมด้วยควำมเข้มข้นเท่ำกับปริมำณกรดซำลิซิลิกที่พบในตัวอย่ำง	 (คิดเป็นควำมเข้มข้น 

ร้อยละ	100	ของปริมำณกรดซำลซิิลกิทีพ่บในตวัอย่ำงครมี)	ผลทดสอบของห้องปฏบิติักำรสมำชกิได้ค่ำเฉลีย่ของร้อยละ 
กำรคืนกลบัของกรดซำลซิิลกิร้อยละ	98.63	อยูใ่นเกณฑ์ทีก่�ำหนด	(ในช่วงร้อยละ	97-104	ดงัแสดงในตำรำงที	่1)	แสดงว่ำ	 
มีกำรสูญเสียกรดซำลิซิลิกระหว่ำงกำรเตรียมตัวอย่ำงให้อยู่ในรูปของสำรละลำยตัวอย่ำงน้อยมำกถึงไม่สูญเสียเลย	

วิธีวิเครำะห์ที่จัดท�ำนี้จึงเป็นวิธีมำตรฐำนในกำรตรวจกรดซำลิซิลิกในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำง	 ได้แก่	 
ท�ำให้เส้นผมอ่อนนุม่	(ควำมเข้มข้นของกรดซำลซิิลกิไม่เกินร้อยละ	3.0	โดยน�ำ้หนกั)	(5,6)	ลดรอยหยำบกร้ำนของผิวหนงั	 
(ควำมเข้มข้นของกรดซำลิซิลกิไม่เกินร้อยละ	2.0	โดยน�ำ้หนกั)	(5,6)	และเป็นวตัถุกันเสยีในกำรยับย้ังกำรเกิดเชือ้จลุนิทรย์ี	 
(ควำมเข้มข้นของกรดซำลิซิลิกไม่เกินร้อยละ	0.5	โดยน�้ำหนัก)	(5,6)

สรุป
กำรประเมินควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์โดยกำรท�ำ	 Interlaboratory	 comparison	 study	 ในครั้งนี	้ 

ท�ำให้ได้วิธีวิเครำะห์กรดซำลิซิลิก	 หรืออีกในชื่อเรียกว่ำ	 เบต้ำไฮดรอกซีแอซิดในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำง	 โดยวิธีเอชพี 
แอลซีและได้รับมติเห็นชอบจำกคณะกรรมกำรเครื่องส�ำอำงอำเซียน	 (ASEAN	Cosmetic	 Testing	 Laboratory	 
Committee;	ACTLC)	และจำกคณะกรรมกำรเครื่องส�ำอำงอำเซียน	 (ASEAN	Cosmetic	Committee;	ACC)	
ให้เป็นวิธีวิเครำะห์เครื่องส�ำอำงอำเซียน	 รหัส	 ACM	 009	 พร้อมทั้งให้ประเทศไทยเป็นหน่วยงำนจัดกำรทดสอบ 

ควำมช�ำนำญทำงห้องปฏิบัติกำรกำรวิเครำะห์ด้วยวิธีดังกล่ำวด้วย



ASEAN Interlaboratory Comparison Study on Salicylic Acid in Cosmetic Cream Sudthida  Meethong et al.

153
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 60 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2561

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณห้องปฏบิตักิำรสมำชกิอำเซียนทีใ่ห้ควำมร่วมมอืในกำรเข้ำร่วมประเมนิควำมถูกต้องของวธีิวเิครำะห์ 

กรดซำลิซิลิกในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอำงโดยวิธีเอชพีแอลซี	 ดังรำยชื่อต่อไปนี้	 Cosmetic	 Laboratory	National,	
Quality	Control	Laboratory	of	Drug	and	Food	Indonesia	สำธำรณรัฐอินโดนีเซีย,	Cosmetic	Testing	Unit,	 
Center	 of	 Quality	 Control,	 National	 Pharmaceutical	 Regulatory	 Agency,	Ministry	 of	Health	 
สหพนัธรฐัมำเลเซีย,	ห้องปฏบิตักิำรเครือ่งส�ำอำงด้ำนเคม	ีส�ำนกัเครือ่งส�ำอำงและวตัถุอันตรำย	กรมวทิยำศำสตร์กำรแพทย์ 
กระทรวงสำธำรณสุข	รำชอำณำจักรไทย,	Laboratory	 for	Testing	of	Cosmetics	(NIDQC)	สำขำเมืองฮำนอย	
สำธำรณรัฐสังคมนิยมเวียดนำมและ	Cosmetics	Analysis	Department-Institute	of	Drug	Quality	control	
(IDQC-HCMC)	สำขำเมืองโฮจิมินห์ซิตี้	สำธำรณรัฐสังคมนิยมเวียดนำม

เอกสารอ้างอิง
	 1.	 Terms	 of	 reference	 of	ASEAN	 cosmetic	 testing	 laboratories	 committee	 (ACTLC),	Adopted	 at	 3rd	 

ACTLN,	2012	Jul	10.
	 2.	 ASEAN	guideline	on	establishing	ASEAN	cosmetic	method	(ACM).	Jakarta:	ASEAN	Secretariat;	2016.
	 3.	 Nikitakis	 JM,	Rieger	MM,	Hewitt	GT.	CTFA	 cosmetic	 ingredient	 handbook.	Washington,	D.C.:	 

Cosmetic,	Toiletry,	and	Fragrance	Association;	1988.	
	 4.	 ASEAN	consumer	information	handbook	on	cosmetic	product.	[Online].	2014	[cited	2017	May	27];	 

[20	screens].	Available	from:	URL:	http://www.asean.org/storage/images/Community/AEC/Sectoral/
standarandconformance/Handbook%20web%20publishing.pdf.

	 5.	 ASEAN	cosmetic	documents	(update	September	2007).	Bangkok:	The	Thai	Cosmetic	Manufacturers	
Association,	2008.	Annex	III	Part	1,	Annex	VI	Part	1.

	 6.	 พระรำชบัญญัติเคร่ืองส�ำอำง	พ.ศ.	2535	ประกำศกระทรวงสำธำรณสุข	เร่ือง	ก�ำหนดชื่อและปริมำณของวัตถุที่อำจใช้เป็น
ส่วนผสมในกำรผลิตเคร่ืองส�ำอำง.	รำชกิจจำนุเบกษำ	เล่ม	125	ตอนพิเศษ	162	ง	(วันที่	9	ตุลำคม	2551).

	 7.	 พระรำชบัญญัติเคร่ืองส�ำอำง	พ.ศ.	 2558	 ประกำศกระทรวงสำธำรณสุข	 เร่ือง	 ก�ำหนดวัตถุกันเสียที่อำจใช้เป็นส่วนผสม 

ในกำรผลิตเคร่ืองส�ำอำง	(พ.ศ.	2560).		รำชกิจจำนุเบกษำ	เล่ม	134	ตอนพิเศษ	167	ง	(วันที่	22	มิถุนำยน	2560).
	 8.	 ทิพวรรณ	 น่ิงน้อย.	 แนวปฏิบัติกำรทดสอบควำมถูกต้องของวิธีวิเครำะห์ทำงเคมีโดยห้องปฏิบัติกำรเดียว.	 นนทบุรี	 :	 

กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย์	กระทรวงสำธำรณสุข;	2549.	
	 9.	 Baker	CD.	Statistical	methods	for	collaborative	analytical	trials.	[Online].	1989	[cited	2017	May	27];	

[3	screens].	Available	from:	URL:	https://onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1002/j.2050-0416.1989.
tb04629.x.

	10.	 Report	 reference	 number	 10th	meeting	 of	 ACTLC,	 Final.	 Summary	 report	 The	 tenth	meeting	 of	 
the	 ASEAN	 cosmetic	 testing	 laboratories	 committee	 (ACTLC).	 2017	 Nov	 14-15;	 Bandung,	 
Indonesia;	2017	



การศึกษาการเปรียบเทียบผลกรดซาลิซิลิกในเคร่ืองส�าอางครีมระหว่างห้องปฏิบัติการอาเซียน	 สุดธิดา		หมีทอง	และคณะ

154
วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

ปีที่ 60 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2561

Multi-laboratory Method Validation on 
Determination of Salicylic Acid in 

Cosmetic Cream by ASEAN Cosmetic 
Testing Laboratory Network
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Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract	 	Thailand	proposed	a	testing	for	determination	of	salicylic	acid	in	cosmetic	cream	using	High	
Performance	 Liquid	Chromatography	 (HPLC)	method.	 There	were	 8	ASEAN	 laboratories	 participating	 
in	 validation	 of	 the	 test.	A	 sample	 of	 skincare	 cream	containing	0.5%	w/w	salicylic	 acid	and	a	protocol	 
to	perform	the	test	were	distributed	to	each	laboratory.	A	total	of	five	laboratories	submitted	their	results	
while	no	results	were	obtained	from	the	rest.	However,	only	results	from	4	participating	laboratories	could	
be	analyzed	due	to	the	fact	that	one	laboratory	did	not	conduct	the	test	according	to	the	protocol	provided.	
Cochran’s	 test	 and	Grubb's	 test	were	 used	 for	 statistical	 analysis.	We	 found	 no	 outliers	 of	 the	 results	 
and	precision	of	the	method	was	within	acceptable	criteria:	repeatability	standard	deviation	(Sr)	was	0.002,	 
repeatability	relative	standard	deviation	(RSDr,	%)	was	0.43,	repeatability	limit	(r95)	was	0.006,	reproducibility 
standard	deviation	(SR)	was	0.039,	 reproducibility	 relative	deviation	(RSDR,	%)	was	7.68,	 reproducibility	 
limit	(R95)	was	0.109	and	a	mean	percentage	of	recovery	was	in	a	range	of	95.60-101.38.	Taken	together,	 
the	proposed	testing	method	“Determination	of	Salicylic	Acid	(Beta	Hydroxy	Acid)	in	Cosmetic	Products	
by	High	Performance	Liquid	Chromatography	(HPLC)”	is	approved	to	be	used	as	a	new	ASEAN	Cosmetic	 
Method	 (ACM)	 entitled	ACM	 009.	 In	 addition,	 Thailand	 has	 been	 assigned	 as	 the	 Proficiency	 Testing	 
Provider	(PTP)	for	the	ASEAN	cosmetic	laboratories	on	determining	BHA	using	the	ACM	009.
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