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บทคัดย่อ   คณะผู้วจัิยได้พฒันาวธีิวเิคราะห์หาปริมาณโคลเบทาซอลโพรพโิอเนต (clobetasol propionate) ในเคร่ืองส�าอาง 
โดยการสกัดตัวอย่างด้วย methyl alcohol และตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณโดยใช้เคร่ืองโครมาโทกราฟชนิดของเหลว
ประสิทธิภาพสูง (HPLC) ด้วยคอลัมน์ Hypersil BDS C18 (250 mm × 4.6 mm I.D., 5 µm) อัตราการไหลของเฟส
เคลื่อนที่เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที โดยเฟสเคลื่อนที่เป็นระบบ gradient เร่ิมแรกใช้อะซีโตไนไตรล์ : น�้า อัตราส่วนโดย
ปริมาตร 33:67  เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปรับอัตราส่วนโดยปริมาตร 50:50 ภายในเวลา 10 นาที และคงที่ที่อัตราส่วนนี้เป็น
เวลา 15 นาที ปริมาตรตัวอย่างที่ฉีด 10 ไมโครลิตร ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตร จากผลการทดสอบความถูกต้อง 
ของวิธีวิเคราะห์ พบว่ามีความจ�าเพาะเจาะจง โดยสาร clobetasol propionate มีค่า retention time เท่ากับ 30 นาที และไม่
ถูกรบกวนจากสารอ่ืน มคีวามสมัพนัธ์เชงิเส้นระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานกับพืน้ทีใ่ต้พคีตลอดช่วงความเข้มข้น 

0.8 – 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9996 และมีความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง
ความเข้มข้นของสารที่เติมในตัวอย่างกับความเข้มข้นที่ตรวจพบตลอดช่วง 3.2 – 480 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่า r เท่ากับ 
0.9995 ขีดจ�ากัดของการตรวจพบเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และขีดจ�ากัดของการวัดเชิงปริมาณเท่ากับ 3.2 มิลลิกรัม
ต่อกิโลกรัม โดยมีความแม่นแสดงด้วยร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) ในช่วง 90 - 94 ความเที่ยงในการวิเคราะห์ 
วันเดียวกัน แสดงด้วย %RSD มีค่า 0.8 - 4.7 ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์การยอมรับ ความเที่ยงของการวิเคราะห์ต่างวัน แสดงด้วย 

%RSD มค่ีา 2.2 - 2.6 และพบว่าวธีิน้ีมค่ีาความไม่แน่นอนสมัพทัธ์ร้อยละ 7.7 ซ่ึงได้น�าวธีิทีพ่ฒันาและทดสอบแล้วน้ีไปใช้ในการ
วิเคราะห์ปริมาณ clobetasol propionate ในตัวอย่างครีมทาผิวในปี 2556 จ�านวน 11 ตัวอย่าง และตรวจพบสาร clobetasol 
propionate ซ่ึงเป็นสารห้ามใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตเคร่ืองส�าอางทั้ง 11 ตัวอย่าง โดยพบในความเข้มข้น 8.0 – 449.8 
มลิลกิรัมต่อกิโลกรัม จากผลการทดสอบสรุปได้ว่าวธีิน้ีมคีวามเหมาะสมในการน�าไปวเิคราะห์หาปริมาณ clobetasol propionate 
ในเครื่องส�าอางเพื่อประโยชน์ในการคุ้มครองผู้บริโภคให้มีความปลอดภัย
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บทนำา
โคลเบทาซอลโพรพิโอเนต (clobetasol propionate) เป็นสารที่จัดอยู่ในกลุ่ม glucocorticoids 

(corticosteroids) มีลักษณะเป็นผงสีขาว น�้าหนักโมเลกุล 467.0 ไม่ละลายในน�้าแต่สามารถละลายได้ในอะซีโตน 
(acetone) และไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) และละลายได้บ้างในเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol)(1) มี
สูตรโครงสร้างดังภาพที่ 1(2)  

ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมีของ clobetasol propionate

clobetasol propionate จัดเป็นยาสเตียรอยด์ทาภายนอกชนิดรุนแรงสูง ใช้อย่างกว้างขวางในการรักษา
อาการทางผิวหนัง ใช้รักษาผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน โรคผื่นผิวหนังที่ดื้อยาสเตียรอยด์ชนิดรุนแรงปานกลาง หรือใช้ใน
บริเวณผิวหนังที่หนา เช่น ที่ขาหรือส้นเท้า แต่เมื่อใช้ไปนานๆ  จะท�าให้ผิวหนังบางลง  เกิดจ�้าเลือดง่าย หรือมีรอยแตก
ที่ผิวหนัง  เป็นต้น ปริมาณที่ใช้ในยาคือร้อยละ 0.05 ส�าหรับในเครื่องส�าอางได้ก�าหนดให้สารกลุ่ม Glucocorticoids 
(Corticosteroids) เป็นสารห้ามใช้ ซึ่งรวมถึง clobetasol propionate ด้วย(3) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

เรื่อง ก�าหนดวัตถุที่ห้ามใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตเครื่องส�าอาง ในราชกิจจานุเบกษาลงวันที่ 12 พฤษภาคม 2551 
ล�าดับที่ 300 

วิธวิีเคราะห์ clobetasol propionate ในผลติภณัฑ์ทางด้านยา (pharmaceutical formulations) โดยใช้วิธี
การสกดัด้วยตวัท�าละลาย และตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลคิวิดโครมาโทกราฟี (High Performance  
Liquid Chromatography, HPLC) ด้วยระบบ reversed phase โดยใช้คอลัมน์ชนิด C18 และสารละลายตัวพา 
(mobile phase) ประกอบด้วยน�้า และตัวท�าละลายอินทรีย์ เช่น เมทิลแอลกอฮอล์ (methyl alcohol) 
อะซีโตไนไตรล์ (acetonitrile) หรือสารละลายอินทรีย์และบัฟเฟอร์ (buffer) ในอัตราส่วนต่างๆ(4, 5, 6, 7) มีรายงานว่า 
การตรวจหา clobetasol propionate ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอางโดยใช้คอลัมน์ Purospher-Lichracart ขนาด 

5 ไมโครเมตร สารละลายตัวพา (mobile phase) ประกอบด้วยส่วนผสมระหว่างอะซีโตรไนไตรล์และน�้า อัตราส่วน 
40:60 โดยปรมิาตร และเครือ่งตรวจวัดชนิดยวีูทีค่วามยาวคลืน่ 237 นาโนเมตร จะได้ค่าร้อยละของการกลบัคนืมากกว่า
ร้อยละ 94 และค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ไม่เกนิร้อยละ 3(8) คณะผูวิ้จยัจงึได้พฒันาวิธวิีเคราะห์ปริมาณ clobetasol 
propionate ในเครื่องส�าอางชนิดครีมทาผิวโดยเทคนิค HPLC ด้วยระบบสารละลายตัวพาแบบ gradient ที่สามารถ
วิเคราะห์สารผสมของสเตียรอยด์ได้พร้อมกัน 10 ชนิด และ clobetasol propionate สามารถแยกออกจากสารอื่นได้
โดยทีไ่ม่ถกูรบกวน รวมถงึการตรวจสอบความถกูต้องของวิธ ีโดยศึกษาความจ�าเพาะเจาะจง ความเป็นเส้นตรง และช่วง
ของการวิเคราะห์ ความแม่น ความเทีย่ง ขดีจ�ากดัของการตรวจพบ และขดีจ�ากดัของการวัดเชิงปรมิาณโดยตัง้เป้าหมาย
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Determination of Clobetasol propionate in Cosmetic Products by hpLC Nuanpan  Paiboonsrinakra et al.

ให้ค่าร้อยละของการคืนกลับ และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน เพื่อให้ได้วิธีวิเคราะห์ส�าหรับใช้
ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของ clobetasol propionate ในเครื่องส�าอาง และใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นตรวจ
วิเคราะห์ตัวอย่างครีมทาผิวที่ได้รับจากส�านักงานสาธารณสุขจังหวัดเพชรบุรีในปี พ.ศ. 2556 เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการ
เฝ้าระวังด้านคุ้มครองผู้บริโภค 

วัสดุและวิธีการ
สารมาตรฐานและสารเคมี 

สารมาตรฐาน : clobetasol propionate ผลติภณัฑ์ของ Sigma-aldrich ความบรสิทุธิไ์ม่น้อยกว่าร้อยละ 98
สารมาตรฐานกลุ่มสเตียรอยด์ ได้แก่ beclomethasone, cortisone acetate และ triamcinolone 

ผลติภณัฑ์ของ Sigma-aldrich ความบรสิทุธิไ์ม่น้อยกว่าร้อยละ 99, fludrocortisone acetate และ hydrocortisone 
ผลติภณัฑ์ของ Sigma-aldrich ความบรสิทุธิไ์ม่น้อยกว่าร้อยละ 98, methylprednisolone ผลติภณัฑ์ของ ASEAN 

reference substance ความบรสิทุธิร้์อยละ 99.40, betamethasone ผลติภณัฑ์ของ ASEAN reference substance 

ความบริสุทธิ์ร้อยละ 100.69, prednisolone ผลิตภัณฑ์ของ ASEAN reference substance ความบริสุทธิ์ร้อยละ 
99.65, dexamethasone ผลิตภัณฑ์ของ DMSc reference standard ความบริสุทธิ์ร้อยละ 99.5 

สารเคมี : acetonitrile (HPLC grade) ผลิตภัณฑ์ของ RCI Labscan, methyl alcohol (HPLC 
grade) ผลิตภัณฑ์ของ Merck และน�้าปราศจากอิออน

เครื่องมือและอุปกรณ์
High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) เครื่องชั่งความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม และ 

0.01 มิลลิกรัม, เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge), อ่างน�้าความถี่สูง (ultrasonic bath), คอลัมน์ชนิด reversed 
phase Hypersil BDS C18 (250 มิลลิเมตร × 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร), หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร, 
centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร, กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1, nylon syringe filter 0.45 ไมโครเมตร 
และขวด HPLC vial ขนาด 2 มิลลิลิตร        

ตัวอย่าง
1. ตวัอย่างครมีทาผวิทีต่รวจวิเคราะห์แล้วว่าไม่ม ีclobetasol propionate ใช้เป็น sample blank ส�าหรับ

การทดสอบความถูกต้องของวิธี และในส่วนของการวิเคราะห์ปริมาณ clobetasol propionate 
2. ตัวอย่างครีมทาผิวที่ส่งมาจากส�านักงานสาธารณสุขจังหวัดเพชรบุรีจ�านวน 11 ตัวอย่าง แบ่งเป็นครีม 

4 ประเภท ได้แก่ ครีมแบ่งขายใส่กระปุกที่มีฉลากระบุสรรพคุณใช้แล้วผิวขาว ลดจุดด่างด�า ครีมแบ่งขายใส่กระปุก 

ที่ไม่มีฉลาก ครีมที่มีฉลากภาษาจีน และครีมที่มีฉลากภาษาจีนที่ข้างกล่องมีตัวย่อ OTC ซึ่งมีข้อมูลว่าใช้เป็นส่วนผสม
ของครีมที่ผสมใช้กันเองในกลุ่มนักเรียน

สภาวะของเครื่อง HPLC
HPLC column : Hypersil BDS C18 (250 มิลลิเมตร × 4.6 มิลลิเมตร, 5 ไมโครเมตร)
Mobile phase : Acetonitrile : น�้า ใช้ระบบ gradient ดังนี้
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วิธีวิเคราะห์
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate stock solution

ช่ังสารมาตรฐาน clobetasol propionate 0.025 กรัม ละลายใน methyl alcohol ปรับปริมาตรเป็น 

25 มิลลิลิตร จะได้สารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน สำาหรับกราฟมาตรฐาน
เตรียมสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate ความเข้มข้น 0.8, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเจือจางจากสารละลายมาตรฐาน (stock solution)

การเตรียมสารละลายตัวอย่าง
ช่ังตัวอย่าง 2.5 กรัม ใส่ในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร เติม methyl alcohol 10.00 มิลลิลิตร 

คนให้เข้ากัน น�าไป sonicate ใน ultrasonic bath 10 นาที หลังจากนั้นถ่ายใส่ centrifuge tube ขนาด 15 มิลลิลิตร 
แล้ว centrifuge ที่ความเร็ว 4,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที กรองส่วนใสด้วยกระดาษกรอง Whatman 
เบอร์ 1 จากนั้นกรองผ่าน nylon syringe filter 0.45 ไมโครเมตร เก็บใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น�าไปวิเคราะห์ 
ด้วยเครื่อง HPLC

การคำานวณ

Flow rate : 1 มิลลิลิตรต่อนาที
Column oven : 35 องศาเซลเซียส
Injection volume : 10 ไมโครลิตร
Detector : ตั้งค่าการดูดซับคลื่นแสงสูงสุดที่ 240 นาโนเมตร
Run time : 45 นาที

 0 33 : 67
 10 33 : 67
 20 50 : 50
 35 50 : 50
 35.1 33 : 67
 45 33 : 67

  เวลา (นาที) Acetonitrile :  น�้า (โดยปริมาตร)

ความเข้มข้นของตัวอย่างที่ได้จากกราฟมาตรฐาน × ปริมาตรของตัวท�าละลาย
น�้าหนักตัวอย่าง

ปริมาณ clobetasol
propionate ที่พบ =
(มิลลิกรัมต่อกิโลกร้ม)

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) 
 ด�าเนินการตามวิธีของ Tavernier, Loose และ Bockstaele ดังนี้(9)
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การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง (Specificity/Selectivity)
เตรียมสารละลายผสมของสารสเตียรอยด์ 10 ชนิด ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ได้แก่  

triamcinolone (TAL), prednisolone (PNL), hydrocortisone (HCS), methylprednisolone (MPS), 
betamethasone (BTS), dexamethasone (DXS), beclomethasone (BCS), fludrocortisone (FCA), cortisone 

acetate (CSA) และ clobetasol propionate (CP) ฉีดเข้าเครื่อง HPLC เพื่อศึกษาความแตกต่างของ retention 
time ของสารแต่ละชนิด ซึ่งสาร clobetasol propionate จะแยกออกจากสารอื่นโดยไม่ถูกรบกวนจากสารอื่น 

การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity and range)
ฉีดสารละลายมาตรฐานส�าหรับกราฟมาตรฐาน ความเข้มข้น 0.8, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60  ไมโครกรัม 

ต่อมิลลิลิตร เข้าเครื่อง HPLC สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน clobetasol  
propionate กับค่าพ้ืนที่ใต้พีค ค�านวณค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) จะต้องไม่ 
น้อยกว่า 0.995

ความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์ (Method linearity)
ทดสอบโดยวิเคราะห์ตัวอย่างที่เติมสารมาตรฐาน clobetasol propionate (spike sample) ความเข้มข้น 

3.2, 8, 15, 30, 60, 120, 240 และ 480 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม แล้วสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น
ของสารมาตรฐานที่เติมกับความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่พบ ค�านวณค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ (Correlation 

coefficient, r) ซึ่งต้องใกล้เคียง 1

ขีดจำากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD)
ฉีดสารละลายตัวอย่างเตรียมโดยเติมสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate ใน sample blank 

ทีร่ะดบัความเข้มข้นต�า่สดุทีใ่ห้ขนาดสญัญาณเป็น 3 เท่าของขนาดสญัญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) วิเคราะห์ซ�้า 
7 ครั้ง ค�านวณค่า LOD เป็นความเข้มข้นของ clobetasol propionate ต่อน�้าหนักตัวอย่าง

ขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ)
วิเคราะห์ตวัอย่างโดยเตมิสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate ใน sample blank ทีร่ะดบัความเข้มข้น 

ที่ให้ขนาดสัญญาณเป็น 10 เท่าของขนาดสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) วิเคราะห์ซ�้า 10 ครั้ง ค�านวณ
ร้อยละของการคืนกลับ (%Recovery) ต้องอยู่ในช่วงร้อยละ 80 – 110 และร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 
(%RSD) ต้องไม่เกินร้อยละ 8.8 ค�านวณค่า LOQ เป็นความเข้มข้นของ clobetasol propionate ต่อน�้าหนักตัวอย่าง

การทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเที่ยง (Precision)
การทดสอบความเที่ยงของระบบโครมาโทกราฟ โดยฉีดสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร และสารละลายตัวอย่างฉีดซ�้า 10 ครั้ง ค�านวณร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของ
ค่าพื้นที่ใต้พีคไม่ควรเกินร้อยละ 5

ทดสอบความแม่นและความเที่ยงของการวิเคราะห์ในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรงโดยวิเคราะห์ตัวอย่าง 
โดยเติมสารมาตรฐาน clobetasol propionate ใน sample blank ที่ระดับ LOQ, 7.5 × LOQ และ 30 × LOQ 
ได้แก่ที่ความเข้มข้น 3.2, 24 และ 96 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ แต่ละความเข้มข้นทดสอบ 10 ซ�้า ค�านวณร้อยละ
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิโอเนต ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง โดยวิธี hPLC นวลพรรณ ไพบูลย์ศรีนครา และคณะ

ของการคืนกลับ (%Recovery) ต้องอยู่ในช่วงร้อยละ 80 - 110, ร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) 
ต้องไม่เกิน 8.9, 6.5 และ 5.3 ตามล�าดับ ซึ่งเป็นค่า predicted %RSDr ตาม Horwitz’s equation

ทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์ในช่วงการวิเคราะห์ที่เป็นเส้นตรงต่างวัน (Intermediate precision) 
โดยเติมสารมาตรฐานใน sample blank ที่ความเข้มข้น 24 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ท�าการวิเคราะห์วันละ 10 ซ�้า เป็น
เวลา 3 วันต่อเน่ืองกัน ร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ต้องไม่เกิน 6.5 ซ่ึงเป็นค่า predicted 
%RSDr ตาม Horwitz’s equation

การประเมินค่าความไม่แน่นอน (Measurement uncertainty)
ท�าการประเมนิค่าความไม่แน่นอนตามวิธกีารประเมนิค่าความไม่แน่นอน(10) โดยค�านวณค่าความไม่แน่นอน

รวม โดยรวมความไม่แน่นอนมาตรฐานจากองค์ประกอบต่างๆ และค�านวณค่าความไม่แน่นอนขยายโดยใช้ k = 2 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

ผล
การทดสอบความจำาเพาะเจาะจง 

จากการฉีดสารละลายผสมของสารสเตียรอยด์ 10 ชนิด และสารละลายตัวอย่างภายใต้สภาวะของ HPLC 

ทีพั่ฒนาพบว่าสาร clobetasol propionate ให้ค่า retention time 30 นาท ีโดยไม่มกีารรบกวนของสารอืน่ (ภาพที ่2)

ภาพที่ 2  Chromatogram ของ 1) สารละลายสเตียรอยด์ 10 ชนิด 2) สารละลายตัวอย่าง 
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การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ 
พบว่าความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate กบัพืน้ทีใ่ต้พคีมี

ลักษณะเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้น 0.8 ถึง 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัม โดยมีค่า r = 0.9996 และกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร clobetasol propionate ที่เติมกับความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่พบ 

มีความเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้น 3.2 ถึง 480 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม โดยมีค่า r = 0.9995 (ภาพที่ 3)

(1)

(2)

ภาพที ่3  กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง   1) ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate กับพืน้ที่
ใต้พีค   2) ความเข้มข้นของ clobetasol propionate ที่เติมกับความเข้มข้นของ clobetasol propionate ที่ตรวจพบ
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิโอเนต ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง โดยวิธี hPLC นวลพรรณ ไพบูลย์ศรีนครา และคณะ

การทดสอบขีดจำากัดของการตรวจพบและขีดจำากัดของการวัดเชิงปริมาณ
ผลการทดสอบขีดจ�ากัดของการตรวจพบ (LOD) มีค่าเท่ากับ 0.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และขีดจ�ากัดของ

การวัดเชิงปรมิาณ (LOQ) มค่ีาเท่ากบั 3.2 มลิลกิรมัต่อกโิลกรมั โดยมค่ีาร้อยละของการคนืกลบั (%Recovery) เฉลีย่
ร้อยละ 90.3 และมีค่าร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) เท่ากับ 4.7

การทดสอบความแม่นและความเที่ยง
จากการฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตวัอย่าง 10 ซ�า้ พบว่าร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 

(%RSD) ของค่าพื้นที่ใต้พีคเท่ากับ 0.48  และ 0.96 ตามล�าดับ (ตารางที่ 1)

ตารางที ่1 ร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) และพืน้ทีใ่ต้พคีของสารละลายมาตรฐานและสารละลาย
ตัวอย่าง

 ครั้งที่ พื้นที่ใต้พีค ครั้งที่ พื้นที่ใต้พีค
 1 321702 1 381370
 2 322989 2 379324
 3 324225 3 382737
 4 324419 4 378122
 5 323514 5 383753
 6 324368 6 388916
 7 323986 7 383670
 8 326318 8 383609
 9 326675 9 379818
 10 322550 10 388913
 %RSD 0.48 %RSD 0.96

 สารละลายมาตรฐาน 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สารละลายตัวอย่าง

จากการวิเคราะห์ตวัอย่างทีเ่ตมิสารมาตรฐาน (spiked sample) ทีร่ะดบั LOQ, 7.5 × LOQ และ 30  ×  LOQ 

ได้แก่ ที่ความเข้มข้น 3.2, 24 และ 96 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ วิเคราะห์ระดับละ 10 ซ�้า พบว่าความแม่นที่
ประเมินจากร้อยละของการคืนกลับ (%Recovery) เฉลี่ยทั้ง 3 ระดับ อยู่ในช่วง 90 – 94 และความเที่ยง (precision) 
ทีป่ระเมนิด้วยร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (%RSD) มค่ีาร้อยละ 4.7, 3.3 และ 0.8 ตามล�าดบั (ตารางที ่2)

 3.2 90 ± 4 4.7
 24 94 ± 3 3.3
 96 90 ± 1 0.8

ตารางที่ 2 ความแม่น และความเที่ยง ของวิธีวิเคราะห์เครื่องส�าอาง (ครีมทาผิว) เมื่อเติมสารมาตรฐาน clobetasol 
propionate ที่ระดับ 3.2 มก./กก. (LOQ), 24 มก./กก. (7.5 × LOQ) และ  96 มก./กก. (30 × LOQ)

  %Recovery (n=10) Spike level (มก./กก.)  %RSD  Mean ± SD 
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ตารางที ่3 ผลการทดสอบความเทีย่งของการวิเคราะห์ต่างวัน โดยเตมิสาร clobetasol propionate ในตวัอย่างทีร่ะดบั 
7.5 × LOQ ท�าการวิเคราะห์ 3 วันต่อเนื่องกัน วันละ 10 ซ�้า

 
การทดสอบ ปริมาณ clobetasol propionate (มก./กก.)
 ระหว่างวัน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 เฉลี่ย %RSD
วันที่ 1 22.0 23.1 22.6 21.8 22.9 22.4 22.6 23.1 23.1 22.0 22.6 2.2
วันที่ 2 22.9 21.9 21.9 22.3 22.1 21.5 21.7 21.8 23.2 22.2 22.2 2.4
วันที่ 3 21.4 22.3 23.5 22.9 22.6 22.2 22.6 22.6 21.8 22.8 22.5 2.6

ตารางที่ 4 การวิเคราะห์ clobetasol propionate ในตัวอย่างครีมที่ส่งมาจากส�านักงานสาธารณสุขจังหวัดเพชรบุรี
จ�านวน 11 ตัวอย่าง 

ปริมาณที่พบ 8.0 20.3 27.7 87.7 124.7 111.7 17.4 71.0 59.1 449.8 345.6
(มก./กก.)

ตัวอย่าง A1 A2 A3 A4 B1 B2 B3 C1 C2 D1 D2

หมายเหตุ :  A คือ ครีมแบ่งขายใส่กระปุกที่มีฉลากระบุสรรพคุณใช้แล้วผิวขาว ลดจุดด่างด�า
 B  คือ ครีมแบ่งขายใส่กระปุกที่ไม่มีฉลาก
 C  คือ  ครีมที่มีฉลากภาษาจีน
 D  คือ ครีมที่มีฉลากภาษาจีนที่ข้างกล่องมีตัวย่อ OTC ซ่ึงมีข้อมูลว่าใช้เป็นส่วนผสมของครีมที่ผสม 

   ใช้กันเองในกลุ่มนักเรียน

การทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์ต่างวัน (Intermediate precision) โดยวิเคราะห์ตัวอย่างที่เติม
สารมาตรฐานที่ระดับ 7.5 × LOQ ได้แก่ ที่ความเข้มข้น 24 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ท�าการวิเคราะห์ 3 วันต่อเนื่องกัน 
วันละ 10 ซ�้า พบว่าความเที่ยง (precision) ที่ประเมินด้วยร้อยละของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) อยู่ใน
ช่วง 2.2 – 2.6  (ตารางที่ 3)

การประเมินค่าความไม่แน่นอน
ค่าความไม่แน่นอนของการวิเคราะห์ โดยใช้องค์ประกอบของความไม่แน่นอนจากการช่ังน�า้หนักของตวัอย่าง

และสารมาตรฐาน การเตรียมสารละลายโดยใช้เครื่องแก้ว การสร้างกราฟมาตรฐาน repeatability และ %recovery 
ค�านวณค่าความไม่แน่นอนรวมและความไม่แน่นอนขยายโดยใช้ k=2 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ได้ค่าความไม่แน่นอน
ขยายสัมพัทธ์ร้อยละ 15.51 

การสำารวจปริมาณ clobetasol propionate ในตัวอย่างเครื่องสำาอาง
ผลวิเคราะห์ปรมิาณ clobetasol propionate ในตวัอย่างครมีทีส่่งมาจากส�านักงานสาธารณสขุจงัหวัดเพชรบุรี

จ�านวน 11 ตัวอย่าง ผลการวิเคราะห์พบ clobetasol propionate ในตัวอย่างทุกตัวอย่าง โดยมีปริมาณอยู่ในช่วง 
8.0 – 449.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (ตารางที่ 4) 
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิโอเนต ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง โดยวิธี hPLC นวลพรรณ ไพบูลย์ศรีนครา และคณะ

วิจารณ์
วิธีวิเคราะห์ clobetasol propionate ในเครื่องส�าอางครีมทาผิว มีวิธีการเตรียมตัวอย่างที่ง่ายไม่ซับซ้อน 

โดยอาศัยการสกัด clobetasol propionate ออกจากเครื่องส�าอางทาผิวด้วย methyl alcohol แต่เน่ืองจาก 

เครื่องส�าอางมีส่วนประกอบของไขมันซ่ึงสามารถละลายใน methyl alcohol ได้บางส่วน จึงท�าให้พบตะกอนของไข
มันในสารละลายตัวอย่างที่ผ่านการเตรียมแล้ว ดังน้ันจึงควรตั้งสารละลายทิ้งไว้ให้เกิดการตกตะกอนในตู้เย็นเป็นเวลา 
1 คนื ก่อนท�าการวิเคราะห์ด้วย HPLC เพือ่ป้องกนัไม่ให้ column อดุตนั และสาร clobetasol propionate มคีวามไว 

ต่อแสง จึงต้องใช้เครื่องแก้วสีชาในการวิเคราะห์ตัวอย่าง
สภาวะของระบบ HPLC ที่พัฒนาใช้ระบบสารละลายตัวพาแบบ gradient โดยใช้ระยะเวลา (run time) 

เท่ากับ 45 นาที มีความเหมาะสมในการแยกสาร clobetasol propionate ออกจากสารในกลุ่มสเตียรอยด์อ่ืนอีก 

9 ชนิด โดยสาร clobetasol propionate มีค่า retention time เท่ากับ 30 นาที แสดงถึงความจ�าเพาะเจาะจงของ
วิธีผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ อยู่ในเกณฑ์ยอมรับตามมาตรฐานสากล ได้แก่ ความเป็น 

เส้นตรงและช่วงของการวิเคราะห์ ซึ่งมีค่า r เท่ากับ 0.9996 ตลอดช่วงความเข้มข้น 0.8 – 60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ร้อยละของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 90 – 94 ซึ่งอยู่ในช่วงยอมรับคือร้อยละ 80 - 110  ค่า %RSD ของพื้นที่ใต้พีค 

ของสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอย่างเท่ากับ 0.48 และ 0.96 ตามล�าดับ ค่า %RSD ของการวิเคราะห์ซ�้า 
ในวันเดียวกันเท่ากับร้อยละ 4.7, 3.3 และ 0.8 ที่ระดับ 3.2, 24 และ 96 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งไม่เกินค่า predicted 
%RSDr ตาม Horwitz’s equation คือ ไม่เกินร้อยละ 8.8, 6.5 และ 5.3 ตามล�าดับ และพบว่าไม่มีความแตกต่าง
ของผลวิเคราะห์ต่างวันเป็นเวลา 3 วัน โดยมีค่า %RSD อยู่ในช่วง 2.2 – 2.6  ซึ่งไม่เกินค่า predicted %RSDr 

ตาม Horwitz’s equation คือ ไม่เกินร้อยละ 6.5 ส�าหรับค่า LOD และ LOQ พบว่ามีค่าเท่ากับ 0.8 และ 3.2 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล�าดับ จากการประเมินค่าความไม่แน่นอนของวิธีวิเคราะห์ได้ค่าความไม่แน่นอนรวมสัมพัทธ์ 
ร้อยละ 7.7 จากการส�ารวจปริมาณสาร clobetasol propionate ในเครื่องส�าอางครีมทาผิวซ่ึงได้รับจากส�านักงาน
สาธารณสุขจังหวัดเพชรบุรีรวม 11 ตัวอย่าง  พบว่าตรวจพบ clobetasol propionate ทุกตัวอย่าง คือ ไม่เข้ามาตรฐาน
ร้อยละ 100 โดยมีปริมาณอยู่ในช่วง 8.0 – 449.8 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซึ่งเป็นปริมาณที่ต�่าเมื่อเทียบกับยาสเตียรอยด์ 
ใช้ภายนอก โดยทัว่ไปใช้ในปรมิาณร้อยละ 0.05 ทัง้น้ีสาร clobetasol propionate จดัเป็นสารในกลุม่ glucocorticoids 
ซึ่งเป็นสารห้ามใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตเครื่องส�าอางล�าดับที่ 300 ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ก�าหนด
วัตถุห้ามใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตเครื่องส�าอาง

สรุป
วิธีวิเคราะห์ clobetasol propionate ในเครื่องส�าอางครีมทาผิวน้ีพบว่ามีคุณลักษณะเฉพาะอยู่ในเกณฑ์

ยอมรับตามมาตรฐานสากลสามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณได้สะดวก มีวิธีการเตรียมตัวอย่างที่ง่ายไม่ซับซ้อน และยัง
สามารถวิเคราะห์สารสเตียรอยด์ในเครื่องส�าอางครีมทาผิวได้พร้อมกันหลายชนิด เหมาะสมที่จะน�าไปใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์การปนเปื้อนของสารกลุ่มสเตียรอยด์ในเครื่องส�าอาง เพื่อเฝ้าระวังความปลอดภัยของครีมทาผิวที่มีส่วนผสม
ของ clobetasol propionate เพื่อการคุ้มครองผู้บริโภคและการตรวจหาปริมาณเพื่อการศึกษาต่อไป
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วิธีวิเคราะห์ปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิโอเนต ในผลิตภัณฑ์เครื่องส�าอาง โดยวิธี hPLC นวลพรรณ ไพบูลย์ศรีนครา และคณะ

AbStrACt The method for determination of clobetasol propionate in cosmetic products was developed. 
Sample was extracted from cosmetic product by methyl alcohol. Then, the extracted  compound was analyzed 

by HPLC using Hypersil BDS C18 column (250 mm × 4.6 mm I.D., 5 µm) with a 1.0 ml/min flow rate 
of a (v/v) gradient elution of acetonitrile; water mobile phase starting from 33:67 for 10 minutes and 
then using  gradient  to 50:50 within 10 minutes and maintaining at 50:50 for 15 minutes, a 10 µl sample 
injection, and PDA detection monitoring at 240 nm. The results of method validation showed that the 
method was specific to the determination of clobetasol propionate, clobetasol propionate was separated 
with retention time of 30 minute and was not disturbed by other substances. The method was linear 
between concentration of standard solution and peak area over the range of 0.8 – 60 µg/ml with correlation 

coefficient 0.9996 and the correlation between concentration of standard adding to sample and detection 
concentration over the range 3.2 – 480 mg/kg. with correlation coefficient 0.9995. The limit of detection 
was 0.8 mg/kg. and limit of quantitation was 3.2 mg/kg. Accuracy was analyzed by the recovery and found 
in the range of 90 – 94%. The precision was demonstrated by %RSD in acceptable range of 0.8 – 4.7 with 
the acceptable, intermediate precision was shown by %RSD in acceptable range of 2.2 – 2.6. The relative 
uncertainty was 7.7%. In 2013, this validated method was used for quantitative analysis of clobetasol 
propionate in 11 lotion samples. The results showed that  clobetasol propionate was detected in every 
sample in range 8.0 – 449.8 mg/kg. In conclusion, this method was suitable for analysis of clobetasol 
propionate in cosmetic products for consumer protection.
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