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คำนำ 

 ในปจจุบันเครื่องสำอางเปนผลิตภัณฑที่ไดรับความนิยมมากขึ้น มีหลากหลายรูปแบบ และ

จำหนายในราคายอมเยา อีกทั้งพบวามีการอวดอางสรรพคุณเกินจริง จึงเสี่ยงตอการที่เครื่องสำอาง

เหลานี้จะมีการใสสารปนเปอน โดยเฉพาะสารสเตียรอยดซึ่งพบการปนเปอนมากในประเทศไทยใน

เครื่องสำอางรูปแบบครีมและอาจมีการใสสารสเตียรอยดมากกวาหนึ่งชนิด ซึ่งหากใชไปในระยะ

เวลานานจะกอใหเกิดอาการไมพึงประสงคและเกิดอันตรายแกผูใชไดตั้งแตระดับเล็กนอยจนถึงมาก  

ในเครื่องสำอางท่ีมีการปนเปอนสารสเตียรอยด ผูบริโภคไมสามารถทราบไดวาผลิตภัณฑนั้นมี

สารสเตียรอยดชนิดใดบาง ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสำคัญในการพัฒนาวิธีวิเคราะหท่ี

สามารถตรวจสอบระบุชนิดและหาปริมาณของสารสเตียรอยดในการวิเคราะหโดยใชสภาวะ         

การวิเคราะหเดียวได 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาหาสภาวะในการวิเคราะหท่ีสามารถตรวจสอบหาสาร 

สเตียรอยดและแยกชนิดของสารสเตียรอยดทั้ง 3 ชนิดออกจากกัน ซึ่งใชการสกัดสารสเตียรอยดจาก

เครื่องสำอางโดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง 
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 คอรติโคสเตียรอยด จัดเปนวัตถุหามใชในผลิตภัณฑเครื่องสำอางตามประกาศของกระทรวง

สาธารณสุข การตรวจสอบหาคอรติโคสเตียรอยดที่ปนเปอนในผลิตภัณฑเครื่องสำอางดวยวิธี HPLC 

จึงเปนวิธีที ่นิยมใช เนื ่องจากสามารถตรวจสอบไดทั ้งชนิดและปริมาณของสาร แตเนื ่องจากใน

ผลิตภัณฑเครื่องสำอางมีสารอ่ืน ๆ รวมอยูดวยการสกัดแยกคอรติโคสเตียรอยดออกจากองคประกอบ

อ่ืนในเครื่องสำอาง จึงมีความสำคัญเพ่ือลดการรบกวนจากสารอ่ืน งานวิจัยนี้จึงจัดทำข้ึนเพ่ือพัฒนาวิธี

วิเคราะหสำหรับการตรวจสอบสารสเตียรอยด 3 ชนิด ไดแก ไตรแอมซิโนโลน อะเซโทไนด, เบตาเม-

ธาโซน วาเลอเรท และคลอเบทาซอล โพรพิโอเนต ที่ปนเปอนในเครื่องสำอางดวยเทคนิคโครมาโท-

กราฟของเหลวสมรรถนะสูงรวมกับการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง โดยใชสภาวะการวิเคราะหเดียวใน

การแยกสารคอรติโคสเตียรอยดทั้ง 3 ชนิด ซึ่งสภาวะการวิเคราะหที่เหมาะสมคือ คอลัมน C18 เฟส

เคลื่อนเปนระบบ gradient ที่มีอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตรตอนาที โดยใชอะซีโตไน-

ไตรลและน้ำ เวลาที่ใชในการวิเคราะห คือ 55 นาที ตรวจวัดสารโดยใชเครื่องตรวจวัดชนิดโฟโตได-

โอดอารเรย ท่ีความยาวคลื่น 240 และ 254 นาโนเมตร ในการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

โดยทำการสกัดสารคอรติโคสเตียรอยดใน spiked sample ดวยวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม พบวาพีคของ

ไตรแอมซิโนโลน อะเซโทไนด, เบตาเมธาโซน วาเลอเรท และคลอเบทาซอล โพรพิโอเนต แยกออก

จากกันไดชัดเจนและไมถูกรบกวนจากสารอ่ืน โดยมีคาเวลาชะ (retention time) เทากับ 9, 28 และ 
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32 นาที ตามลำดับ มีความสัมพันธเชิงเสนระหวางความเขมขนของสารกับพื้นที่ใตกราฟตลอดชวง

ความเขมขน 2.5-50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (r) ของสเตียรอยดท้ัง 

3 ชนิด เทากับ 0.9999 ขีดจำกัดของการตรวจพบเทากับ 1.11, 3.62 และ 0.86  ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลำดับ และขีดจำกัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณ 3.35, 10.98 และ 2.61  ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร ตามลำดับ โดยมีความถูกตองแมนยำแสดงดวยรอยละของการคืนกลับ (% recovery) 

ในชวง 98.72-110.33 ความเที่ยงตรงในการวิเคราะหวันเดียวกันแสดงดวย %RSD มีคา 0.35-2.15 

ซึ่งอยูในเกณฑที่ยอมรับได ความเที่ยงของการวิเคราะหตางวันแสดงดวย %RSD มีคา 1.24-6.41 

อยางไรก็ตามสำหรับงานวิจัยนี้พบวายังไมสามารถสกัดสารคอรติโคสเตียรอยดท่ีตองการดวยตัวดูดซับ

ของแข็งได เนื่องจากข้ันตอนการปรับสภาวะของตัวดูดซับของแข็งยังไมเหมาะสมทำใหสารไมสามารถ

เกาะติดกับตัวดูดซับของแข็ง เมื่อนำวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยการสกัดแบบดั้งเดิมมาประยุกตใชกับตัวอยาง

เครื่องสำอางจริงที่ขายในทองตลาด มีการพบสารสเตียรอยดปนเปอนอยู 2 ตัวอยาง จากทั้งหมด 3 

ตัวอยาง และสามารถคาดการณชนิดและทราบปริมาณของสเตียรอยดท่ีพบได ดังนั้นวิธีการวิเคราะห

นี้สามารถแยกสารสเตียรอยดในเครื่องสำอางชนิดครีมไดพรอมกันหลายชนิด เหมาะสมที่จะนำไปใช

ในการเฝาระวังการปลอมปนสารสเตียรอยดในเครื่องสำอาง  
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ABSTRACT 

Corticosteroids are forbidden to be used in cosmetics on the lists of restricted 

and prohibited cosmetic ingredients by The Ministry of Public Health. In order to 

examine the corticosteroids as the contaminants in cosmetics, the HPLC method has 

been the popular technique because of its efficacy for identification and quantity. To 

reduce the interferences in the analysis, the separation and purification of the 

corticosteroids are important due to the various components of the cosmetic 

formulation. The aim of this study was to develop a simultaneous analytical method 

for determination of three steroid adulterants in cosmetics, triamcinolone acetonide, 

betamethasone valerate and clobetasol propionate, using high-performance liquid 

chromatography with solid-phase extraction. The suitable analytical condition is 

performed using the C18 column and the mobile phase consisted of water and 

acetonitrile in gradient elution. The flow rate was fixed at 1 mL/min and the total 

analysis time was 55 minutes. The corticosteroids were detected by photo diode array 

detector at 240 nm and 254 nm. The method validation was performed with spiked 

sample by conventional extraction technique showed completely separated peaks of 

3 types of corticosteroids without interference of excipients peak. The retention times 
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of triamcinolone acetonide, betamethasone valerate and clobetasol propionate were 

at 9, 28, and 32 minutes, respectively. The correlation coefficient were 0.9999 in all 

corticosteroids. The limits of detection were 1.11, 3.62, and 0.86 µg/mL, and the limits 

of quantitation were 3.35, 10.98, and 2.61 µg/mL, respectively. The accuracy was 

analyzed and the percent recovery was in the range of 98.72-110.33. The precision of 

the method was demonstrated by percent relative standard deviation (%RSD) in 

acceptable range of 0.35-2.15 and intermediate precision was shown by %RSD in 

acceptable range of 1.24-6.41. However, the extraction of corticosteroids using SPE was 

not optimized as required due to the corticosteroids in the spiked sample were not 

retained in the SPE. The developed method with conventional extraction were applied 

for determination of corticosteroids in three cosmetic products. Two of the three 

samples were contaminated with corticosteroids, and could be predicted as the type 

and quantity of corticosteroids. Therefore, this method could be useful for separation 

and determination of corticosteroid adulterants in cosmetic products. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1. ความสำคัญและที่มาของปญหา 

คอรติโคสเตียรอยด (Corticosteroids) เปนสารที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบ นิยมนำมาใชเปน

สวนประกอบของผลิตภัณฑยาใชภายนอกในการรักษาภาวะผิวหนังท่ีมีการอักเสบและโรคท่ีเกิดความ

ผิดปกติของผิวหนังภาวะที่ผิวหนังมีการแบงตัวมากเกินหรือภาวะที่ผิวหนังผิดปกติจากความบกพรอง

ของภูมิคุมกันรางกายการใชสารในกลุมนี้อยางไมถูกตองหรือเกินความจำเปนอาจสงผลใหเกิดผล

ขางเคียงทั้งภายนอกและภายในรางกายได เชน รอยแตกลาย (striae), ภาวะการขยายของเสนเลือด

ฝอยบนใบหนา (telangiectasia), stellate pseudoscars, ผิวบาง (fragile skin), แผลเปอย, รอยจ้ำ 

(purpura), แผลหายชา (impaired wound healing), มีขนเพิ่มที่ใบหนา (facial hypertrichosis) 

และมีผลขางเคียงที่ทำใหผิวขาวขึ้น(1) จากกลไกที่สเตียรอยดมีฤทธิ์ยับยั้งการสรางสารเคมีสื่อกลาง 

(mediators) เชน โพรสตาแกรนดิน (prostaglandin) และลิวโคไตรอีน (leukotriene) ที่ใชในการ

สรางเม็ดสี (melanin) ทำใหปริมาณเม็ดสีลดลงสงผลใหผิวขาวขึ้น(2)  จึงมีผูขายบางรายนำมาผสมใน

เครื่องสำอาง เชน ครีมหนาขาว แตไมคำนึงถึงผลขางเคียงอื่น ๆ ที่จะตามมาจากการใช เนื่องจาก

เครื่องสำอางมักเปนสิ่งท่ีใชเปนประจำทุก ๆ วันหากผูบริโภคใชเครื่องสำอางท่ีมีสารตองหามติดตอกัน

เปนระยะเวลานานยอมทำใหเกิดอันตรายและผลขางเคียงตามที่กลาวมาขางตนได ดังนั้นคอรติโคส

เตียรอยดจึงจัดเปนวัตถุหามใชลำดับท่ี 300 ในผลิตภัณฑเครื่องสำอางตามประกาศของกระทรวง

สาธารณสุข(3) 

 ในปจจุบันผูคนหันมามีความสนใจในผลิตภัณฑเสริมความงามมากขึ้น ทำใหมีการปรับปรุง

พัฒนาสวนประกอบและทำออกมาจำหนายกันท่ัวไปตามทองตลาด ท้ังผลิตภัณฑท่ีข้ึนทะเบียนถูกตอง

ตามกฎหมายและจำหนายโดยไมมีการข้ึนทะเบียนและรับรองโดยสำนักงานคณะกรรมการอาหารและ

ยา ซึ่งผูบริโภคไมสามารถรูไดเลยวาในเครื่องสำอางมีสารสเตียรอยดปนเปอนหรือไม เนื่องจากไมมี

การบอกสวนผสมท่ีชัดเจนและมีการอวดอางสรรพคุณเกินจริง อีกท้ังราคาท่ีไมสูงมากเม่ือเทียบกับ 
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แบรนดชั้นนำ ซ่ึงจากการศึกษาสารหามใชท่ีปลอมปนในเครื่องสำอางชนิดครีมทาผิวในป 2556 พบวา

สารทำใหผิวขาวที่หามใชที่พบมากที่สุด คือ สเตียรอยดชนิดโคลเบทาซอลโพรพิโอเนต (Clobetasol 

propionate) รองลงมาคือ ไฮโดรควิโนน (Hydroquinone) เทรทิโนอิน (Tretinoin) เบตาเมทาโซน

ไดโพรพิโอเนต (Betamethasone dipropionate) เดกซาเมทาโซน (Dexamethasone) ไฮโดรคอร

ต ิ โซนอะซ ิ เตท (Hydrocortisone acetate) และฟล ูโอซ ิโนโลนอะเซโทไนด (Fluocinolone 

acetonide) ตามลำดับ(4) และจากประกาศกระทรวงสาธารณสุขวาดวยวัตถุที่หามใชเปนสวนผสมใน

การผลิตเครื่องสำอาง พ.ศ. 2559 ไดมีการกลาวถึงสเตียรอยดที่มีการใชในเครื่องสำอางที่ทำใหหนา

ขาวที่ผิดกฎหมาย ไดแก โคลเบตาซอล (Clobetasol) ไตรแอมซิโนโลน (Triamcinolone) และเบตา

เมาธาโซน (Betamethasone) ซึ่งจัดเปนสารในกลุมกลูโคคอรติคอยด (Glucocorticoids) ซึ่งเปน

สารหามใชในเครื่องสำอางลำดับท่ี 300 เชนกัน(5) 
 จากการสำรวจชุดทดสอบสเตียรอยดในเครื่องสำอางเบื้องตนที่มีจำหนายในประเทศไทย คือ 

การใชชุดทดสอบสเตียรอยดในเครื่องสำอาง (STR Kit) ซ่ึงสามารถหาซ้ือไดท่ัวไป สามารถทำใหทราบ

ไดวามีสเตียรอยดปนเปอนหรือไม แตไมสามารถทราบชนิดและปริมาณของสารสเตียรอยดนั้น ๆ โดย

หลักการของชุดทดสอบนี้ คือ น้ำยาที่ใชในการทดสอบจะทำปฏิกิริยากับสารสเตียรอยด แลวทำใหสี

ของเครื ่องสำอางเปลี ่ยนแปลงไปจากเดิม ไดแก สีมวงคราม สีเขียวขี ้มา และสีเทาเขม ซึ ่งสี

เครื่องสำอางท่ีเปลี่ยนแปลงไปจะข้ึนอยูกับสีเครื่องสำอางเดิม 

จากการคนหาการศึกษาที ่เกี ่ยวของกับการตรวจสอบหาสารสเตียรอยดที ่ปนเป อนใน

เครื่องสำอาง พบวามีการศึกษาวิธีทีส่ามารถตรวจสอบวิเคราะหหาปริมาณสเตียรอยดที่นิยมใช ไดแก 

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography) ซ่ึง

เปนวิธีที่สามารถตรวจไดทั้งชนิดและปริมาณของสาร โดยในการศึกษาที่ผานมาสามารถหาสารสเตยี-

รอยดไดหลายตัวหรือเพียงชนิดเดียว(6,7) อีกทั้งวิธีการสกัดสารจากเครื่องสำอางตัวอยางยังคงใชวิธี

แบบดั้งเดิม (Conventional) ซึ่งเปนวิธีที ่อาจกำจัดสารที่เปนสวนประกอบอื่น ๆ ในตำรับไดนอย 

สงผลทำใหรบกวนผลการวิเคราะหของสารสเตียรอยด(8) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงเล็งเห็นถึงความสำคัญใน

การพัฒนาวิธีวิเคราะหในการตรวจสอบหาปริมาณสเตียรอยดที่ปนเปอนในผลิตภัณฑเครื่องสำอางท่ี

พบบ อยในประเทศไทย ได แก Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ 

Clobetasol propionate โดยใชวิธีการสกัดสารจากผลิตภัณฑตัวอยางเปนวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับ

ของแข็ง (Solid-phase extraction) พรอมทั้งการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Method 

validation) ท่ีพัฒนาข้ึน 



 
 

3 
 

2. วัตถปุระสงค 

2.2 เพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหสำหรับการตรวจสอบสารสเตียรอยดท่ีปนเปอนในเครื่องสำอาง 

2.3 เพ่ือตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

2.3 เพ่ือหาวิธีการสกัดสารสเตียรอยดจากเครื่องสำอางไดอยางเหมาะสม 

2.4 เพ่ือนำมาใชตรวจสอบกับเครื่องสำอางท่ีอาจมีการปนเปอนสารสเตียรอยดในทองตลาด

ได 

3. กรอบแนวคิด 

3.1 ตัวแปรตน 

3.1.1 เครื่องสำอางท่ีวางจำหนายในทองตลาด 

3.1.2 ชนิดและอัตราสวนของวัฏภาคเคลื่อนท่ี (Mobile phase) 

3.1.3 อัตราการไหล (Flow rate) ของ mobile phase 

3.1.4 ความเขมขนของสารตัวอยาง 

3.2 ตัวแปรตาม 

3.2.1 ชนิดและปริมาณสารสเตียรอยดท่ีตรวจพบในผลิตภัณฑเครื่องสำอาง 

3.2.2 ความถูกตอง และความแมนยำของผลการวิเคราะห 

3.2.3 Retention time 

3.2.4 Peak area 

3.2.5 ระยะเวลาท่ีใชในการวิเคราะห 

3.3 ตัวแปรควบคุม 

3.3.1 เครื่องมือและอุปกรณท่ีใชในการวิเคราะห 

3.3.2 คุณภาพของสารมาตรฐานท่ีใช 

4. สมมติฐาน 

4.1 วิธีการสกัดสารสเตียรอยดจากเครื่องสำอางโดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง 

(Solid phase extraction) จะไดสารสเตียรอยดท่ีมีสารปนเปอนชนิดอ่ืนนอยกวาวิธีการ

สกัดแบบดั้งเดิม 

4.2 สภาวะในการวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนสามารถแยกชนิดของสารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดและ

แยกออกจากสารอ่ืนในตำรับได 

4.3 วิธีท่ีพัฒนาข้ึนสามารถนำไปใชงานจริงสำหรับการตรวจสอบการปนเปอนสารสเตียรอยด

ในเครื่องสำอางตัวอยาง 
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5. นิยามศัพท 

5.1 เครื่องสำอาง 

เครื่องสำอางท่ีนำมาใชในการศึกษา เปนรูปแบบผลิตภัณฑชนิดครีม ซ่ึงมีวาง

จำหนายท่ัวไปตามตลาดหรือชองทางออนไลน 

5.2 สารสเตียรอยด 

สเตียรอยด เปนกลุมฮอรโมนชนิดหนึ่งท่ีรางกายสรางข้ึนไดเองในปริมาณเพียง

เล็กนอย เพ่ือทำหนาท่ีในกระบวนการตาง ๆ ของรางกายใหเปนปกติ ตัวอยางเชน ตาน

การอักเสบ ลดอาการปวด ทำใหภูมิคุมกันของรางกายทำงานเปนปกติ เปนตน เนื่องดวย

คุณสมบัติของสารสเตียรอยดท่ีจำเปนตอรางกาย จึงทำใหมีการผลิตสเตียรอยด

สังเคราะหข้ึนเพ่ือใชทางการแพทย มีหลายชนิด และหลายรูปแบบท้ังยาฉีด ยาเม็ด และ

ยาครีม(9) 

5.3 โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC) 

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC) เปนเครื่องมือใชสำหรับแยกสารประกอบท่ีสนใจท่ีผสมอยูใน

ตัวอยาง โดยกระบวนการแยกสารประกอบท่ีสนใจจะเกิดข้ึนระหวางวัฏภาค 2 วัฏภาค 

คือ วัฏภาคคงท่ีกับวัฏภาคเคลื่อนท่ี สารจะถูกแยกออกมาในเวลาท่ีตางกัน ซ่ึงสารผสมท่ี

อยูในตัวอยางสามารถถูกแยกออกจากกันไดนั้นข้ึนอยูกับความสามารถในการเขากันไดดี

ของสารนั้นกับวัฏภาคเคลื่อนท่ีหรือวัฏภาคคงท่ี โดยสารท่ีถูกแยกออกมาไดนี้จะถูก

ตรวจวัดดวยตัวตรวจวัดสัญญาณ แสดงผลในลักษณะเปนพีค ซ่ึงเรียกวา โครมาโทแกรม 

ระยะเวลาท่ีสารแตละชนิดถูกหนวงเหนี่ยวไวกับ 

วัฏภาคคงท่ี (retention time) หรือ ตำแหนงของพีคท่ีปรากฏบนโครมาโทแก

รมสามารถนำมาใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิงคุณภาพ และพ้ืนท่ีใตพีค หรือความสูง

ของพีคใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิงปริมาณ(10) 

5.4 การสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (Solid-phase extraction, SPE) 

การสกัดดวยตัวดูดซับของแข็งเปนเทคนิคการแยกท่ีเกิดระหวางของแข็ง คือ 

absorbent ท่ีอยูใน cartridge กับของเหลวหรือ solvent เทคนิคนี้เปนเทคนิคท่ีมี

ความจำเพาะสำหรับการแยกและการเพ่ิมความเขมขนใหกับสารตัวอยาง ถาสารตัวอยาง

มีข้ัวก็สามารถ load สารตัวอยางผานลงใน small tube ท่ีภายในบรรจุดวย porous 
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solid particles หรืออาจใช membrane disk ท่ีบรรจุดวย sorbent ท่ีเหมาะสม 

เทคนิคนี้ใชตัวทำละลายนอย เวลาไมนาน ประสิทธิภาพการสกัดสูง(11) 

6. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

6.1 วิธีการวิเคราะหสามารถตรวจสอบสารสเตียรอยดในเครื่องสำอางท้ัง 3 ชนิดได โดยใช

สภาวะการวิเคราะหเดียว ซ่ึงมีความถูกตองและแมนยำ 

6.2 นำวิธีท่ีพัฒนาข้ึนมาประยุกตใชในทางปฏิบัติ สามารถทราบชนิดและปริมาณสารส

เตียรอยดท่ีปนเปอนอยูในเครื่องสำอางตัวอยางได 
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บทท่ี 2 

วรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ  

ในการวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของและไดนำเสนอตามหัวขอ

ตอไปนี้ 

1. การสกัดสารตัวอยาง 

 1.1 การสกัดดวยวิธีดั้งเดิม (Conventional) 

1.2 การสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง 

2. โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

 2.1 สวนประกอบ 

 2.2 พารามิเตอรและสภาวะท่ีใชในการวิเคราะห 

 2.3 การวิเคราะหสารสเตียรอยด 

3. คุณลักษณะเฉพาะท่ีแสดงคุณสมบัติของวิธีวิเคราะห 

3.1 การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and range) 

3.2 การทดสอบความถูกตองแมนยำ (Accuracy) 

3.3 ความเท่ียงตรง (Precision) 

3.4 การทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) 

3.5 การทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 

3.6 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity) 
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1. การสกัดสารตัวอยาง 

 เปนการสกัดแยกสารตัวอยาง ซ่ึงเปนสารท่ีสนใจ 3 ตัว ไดแก Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ท่ีผสมอยู ใหแยกออกจากเนื้อของ

ผลิตภัณฑโดยการสกัด 2 วิธี ไดแก 

1.1 การสกัดดวยวิธีดั้งเดิม (Conventional) 

การสกัดดวยวิธีดั้งเดิมเปนการสกัดแยกสารท่ีผสมอยูในเนื้อของผลิตภัณฑ โดยการ

ใชสารละลาย Methanol ซ่ึงเปนสารท่ีนิยมในการสกัดเพ่ือแยกสารสเตียรอยด 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ Development of a tandem thin-

layer chromatography-high-performance liquid chromatography method for the 

identification and determination of corticosteroids in cosmetic products(7) ไดทำ

การสกัดสารสเตียรอยด คือ Betamethasone esters ออกจากผลิตภัณฑเครื ่องสำอาง      

ท่ีมีวิธีการสกัดแยกเพ่ือคัดกรองหาสารสเตียรอยด โดยการนำผลิตภัณฑเครื่องสำอางรูปแบบ

ครีม 50 กรัม มาสกัดโดยใช methanol 200 mL ผสมใหเขากันจนไดเปนสารละลายแขวน

ตะกอน เพื่อนำไป centrifuge จากนั้นแยกสารละลายสวนใส (supernatant) ออกมากรอง

และวิเคราะหเพื่อหาสารโดยใช TLC (silica gel plate) – UV detection แลวเทียบกับสาร

มาตรฐาน 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ Development and Validation of a 

Stability-Indicating RP-HPLC Method for Simultaneous Assay of Betamethasone 

Dipropionate, Chlorocresol, and for the Estimation of Betamethasone 

Dipropionate Related Compounds in a Pharmaceutical Cream and Ointment(12) 

ไดทำการสกัดสารสเตียรอยด คือ Betamethasone dipropionate ออกจากผลิตภัณฑท่ี

เปนครีมและ ointment ที่มีวิธีการสกัดแยกโดยนำตัวอยางครีม 4 กรัมมาสกัดโดยใช 0.1% 

glacial acetic acid in methanol 20 mL จากนั ้นนำไปใหความรอนที ่อุณหภูมิ 75°C   

เปนเวลา 10 นาที ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer และนำไปแชน้ำแข็งกอนนำไป 

centrifuge แยกสารละลายสวนใสออกมาเพ่ือกรองและวิเคราะหสารโดยใช HPLC 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ วิธีวิเคราะหปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิ-

โอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดยวิธีไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ ไดทำการ

สกัด Clobetasol propionate จากผลิตภัณฑเครื่องสำอาง(8) ซ่ึงมีวิธีการสกัดเพ่ือเตรียมเปน
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สารละลายตัวอยางโดย ชั่งตัวอยาง 2.5 กรัม ใสลงหลอดทดลองแลวเติม methanol 10 mL 

คนใหเขากันแลวนำไป sonicate ใน ultrasonic bath 10 นาที และ centrifuge ท่ีความเร็ว 

4000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที นำสวนใสที่ไดมากรองดวย nylon syringe filter 0.45 

ไมโครเมตร หลังจากนั้นนำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

1.2 การสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (Solid-phase extraction, SPE) 

การสกัดดวยตัวดูดซับของแข็งเปนเทคนิคการแยกที่เกิดระหวางของแข็ง คือ 

absorbent ที ่อย ู  ใน cartridge กับของเหลวหร ือ solvent เทคนิคน ี ้ เป นเทคนิคท ี ่ มี

ความจำเพาะสำหรับการแยกและการเพ่ิมความเขมขนใหกับสารตัวอยาง ถาสารตัวอยางมีข้ัว

สามารถ load สารตัวอยางผานลงใน small tube ที ่ภายในบรรจุด วย porous solid 

particles หรืออาจใช membrane disk ที่บรรจุดวย sorbent ที่เหมาะสม เทคนิคนี้ใชตัว

ทำละลายนอย ใชเวลาไมนาน และมีประสิทธิภาพการสกัดสูง 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ Development of a tandem thin-

layer chromatography-high-performance liquid chromatography method for the 

identification and determination of corticosteroids in cosmetic products(13) เปน

การทดลองเพื ่อหาเทคนิคและพัฒนาวิธีวิเคราะหของการหา Corticosteroid ที่ผสมใน

ผลิตภัณฑเครื่องสำอางในทองตลาด โดยการใช TLC เพื่อคัดกรองและใช HPLC คูกับการ

สกัดแยกสารดวยวิธี SPE โดยมีวิธีการเตรียมตัวอยางในการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC คูกับ

วิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) จากการชั่งผลิตภัณฑเครื่องสำอาง 1 กรัม สกัดดวย 

methanol หรือ methanol-dichloromethane 1:9 (v/v) นำสารแขวนตะกอนที ่ไดไป 

sonicate ใน ultrasonic bath ที ่อุณหภูมิ 40°C เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั ้นนำไป 

centrifuge แยกสวนใสดานบนมาสกัดแยกสารใหบริสุทธิ์ด วย SPE โดยมีขั ้นตอนดังนี้     

การปรับสภาวะของ SPE (SPE conditioning) ปรับโดยการเติม methanol 3 mL จากนั้น

ตามดวยน้ำ 3 mL ใชระบบ vacuum ในการชะสารละลายผาน cartridge, ข้ันการบรรจุสาร 

(load) นำส วนใสด านบน (supernatants) 5 mL แล วใช ระบบ vacuum ในการชะ

สารละลายผาน cartridge, ขั้นการลาง (wash) ลางโดยใชสารละลายผสม acetone-water 

(1:4, v/v) 4 mL และ 1mL ของ hexane, ในขั้นการชะสาร (elute) ทำไดโดยใช ethyl 

ether 4 mL ชะสารท่ีตองการ นำสารละลายที ่ไดจากวิธี SPE ไประเหยใหแหงและนำ 
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residue มาละลายใหมโดยใช methanol 5 mL หลังจากนั้นนำสารละลายท่ีไดมากรองและ

นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC 

2. โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid 

chromatography, HPLC) 

โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography, 

HPLC) เปนเครื่องมือใชสำหรับแยกสารประกอบที่สนใจที่ผสมอยูในตัวอยาง โดยกระบวนการแยก

สารประกอบที่สนใจจะเกิดขึ้นระหวางวัฏภาค 2 วัฏภาค คือ วัฏภาคคงที่ (Stationary phase) กับ 

วัฏภาคเคลื่อนท่ี (Mobile phase) สารจะถูกแยกออกมาในเวลาท่ีตางกัน ซ่ึงสารผสมท่ีอยูในตัวอยาง

สามารถถูกแยกออกจากกันไดขึ้นอยูกับความสามารถในการเขากันไดดีของสารกับวัฏภาคเคลื่อนท่ี

หรือวัฏภาคคงที่ โดยสารที่ถูกแยกออกมาไดจะถูกตรวจวัดดวยตัวตรวจวัดสัญญาณ แสดงผลใน

ลักษณะเปนพีค เรียกวา โครมาโทแกรม ระยะเวลาที่สารแตละชนิดถูกหนวงเหนี่ยวไวกับวัฏภาคคงท่ี 

(retention time) หรือ ตำแหนงของพีคที่ปรากฏบนโครมาโทแกรมสามารถนำมาใชประโยชนดาน

การวิเคราะหเชิงคุณภาพ และพื้นที่ใตพีคหรือความสูงของพีคใชประโยชนดานการวิเคราะหเชิง

ปริมาณ(10) 

2.1 สวนประกอบ 

2.1.1 Mobile phase / Solvent: หรือตัวทำละลายท่ีใชในการชะหรือแยกตัว

อยาง เปนวัฏภาคเคลื่อนท่ี มีลักษณะเปนของเหลว ทำหนาท่ีในการนำสาร

ตัวอยางและตัวทำละลายเขาสูคอลัมน 

2.1.2 Stationary phase: เพ่ือใหเกิดกระบวนการแยกภายในคอลัมน (column) 

2.1.3 Degaser: ทำหนาท่ีกำจัดฟองอากาศ อากาศท่ีมีอยูใน Mobile phase 

เพ่ือไมใหฟองอากาศเขาสู column และ detector 

2.1.4 Pump: ทำหนาท่ีดึงตัวทำละลาย (Mobile phase) เขาสูระบบ HPLC 

เนื่องจากในการแยกสารผสมในเทคนิค HPLC จะอาศัยหลักการไหลของวัฏ

ภาคเคลื่อนท่ีผานวัฏภาคคงท่ีท่ีมีขนาดอนุภาคเล็กมาก จึงทำใหเกิดความ

ตานทานการไหล ระบบปมจึงมีความสำคัญมากในการท่ีจะทำใหเกิดความ

ดันสูงเพ่ือท่ีจะเอาชนะแรงตานทาน 

2.1.5 Injector / Autosampler: ทำหนาท่ีในการฉีดสารตัวอยางเขาระบบ 

HPLC 
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2.1.6 Column: หรือจะเรียกวา Stationary phase มีลักษณะเปนของแข็งหรือ

เจล เปนวัฏภาคคงท่ี ทำหนาท่ีใหเกิดกระบวนการแยกของสารท่ีสนใจ โดย

กระบวนการแยกเกิดข้ึนระหวาง Mobile phase กับ Stationary phase 

2.1.7 Detector: คือ ตัวตรวจวัดสญัญาณ ทำหนาท่ีในการตรวจวัดสัญญาณของ

สารท่ีสนใจท่ีไดจากกระบวนการแยก มีหลายชนิดดวยกัน การเลือกใช

ข้ึนกับตัวอยางท่ีสนใจวาสามารถตอบสนองกับ Detector ชนิดไหนไดดี 

2.2 พารามิเตอรและสภาวะท่ีใชในการวิเคราะห 

โดยผูวิจัยไดทำการทบทวนจากวรรณกรรม ดังตอไปนี้ 

2.2.1 Monitoring of clobetasol propionate and betamethasone 

dipropionate as undeclared steroids in cosmetic products 

manufactured in Korea(14) 

2.2.2 วิธีวิเคราะหปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิโอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดย

วิธีไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ ไดทำการสกัด Clobetasol 

propionate จากผลิตภัณฑเครื่องสำอาง(8)  

2.2.3 HPLC-UV Method for the Identification and Screening of 

Hydroquinone, Ethers of Hydroquinone and Corticosteroids 

Possibly Used as Skin-Whitening Agents in Illicit Cosmetic 

Products(7) 

2.2.4 Development of a tandem thin-layer chromatography–high-

performance liquid chromatography method for the 

identification and determination of corticosteroids in cosmetic 

products(13) 

ไดสภาวะท่ีใชในการวิเคราะห ดังนี้ 

 HPLC column 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวาทุกงานวิจัย(7,8,13,14)  ใช reverse phase 

column C18 ในการแยกสารสเตียรอยด 

 Injection volume 

10 µL 
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 Detector 

เครื่องตรวจวัดสารในระบบ HPLC ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของสารท่ี

ตองการวิเคราะห โดยเครื่องตรวจวัดท่ีใชในสภาวะการวิเคราะหใชเปน 

Photodiode array detector (PDA) ซ่ึงจะเปนการตรวจวัดสารท่ีสามารถ

ดูดกลืนแสง UV-Vis ไดและสามารถตรวจวัดหลายความยาวคลื่นในเวลา

เดียวกันเก็บขอมูล โดยจากงานวิจัยไดใชความยาวคลื่นอยูท่ี 240 nm และ 

254 nm 

 Mobile phase 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอวิธีวิเคราะหปริมาณ

โคลเบทาซอลโพรพิโอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดยวิธีไฮเพอร

ฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ(8) ไดมีการใช Mobile phase คือ 

Water : Acetonitrile แบบ gradient system ซ่ึงไดทำการวิเคราะห 

สเตียรอยดเพียงตัวเดียว 

ตารางท่ี 1 แสดง Solvent elution gradients (acetonitrile : water) 

เวลา (นาที) acetonitrile : water (โดยปริมาตร) 

0 33 : 67 

10 33 : 67 

20 50 :50 

35 50 : 50 

35.1 33 : 67 

45 33 : 67 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ Development of a tandem thin-

layer chromatography–high-performance liquid chromatography method for 

the identification and determination of corticosteroids in cosmetic products(13) 

ไดมีการใช Mobile phase คือ Water : Acetonitrile  

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ Monitoring of clobetasol 

propionate and betamethasone dipropionate as undeclared steroids in 
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cosmetic products manufactured in Korea(14) ไดมีการใช Mobile phase คือ 0.1% 

Phosphoric acid in water : Acetonitrile แบบ gradient system 

ตารางท่ี 2 แสดง Solvent elution gradients (0.1% Phosphoric acid in water : Acetonitrile) 

เวลา  

(นาที) 

A (0.1% Phosphoric acid in 

water) 

B (Acetonitrile) 

0 80% 20% 

10 50% 50% 

20 0% 100% 

25 80% 20% 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ HPLC-UV Method for the 

Identification and Screening of Hydroquinone, Ethers of Hydroquinone and 

Corticosteroids Possibly Used as Skin-Whitening Agents in Illicit Cosmetic 

Products(7) ไดมีการใช Mobile phase คือ 0.1% HCOOH in water : Acetonitrile 

ตารางท่ี 3 แสดง Solvent elution gradients (Main solvent gradient and Complementary 

solvent gradient) 

เวลา (นาที) Water, HCOOH 0.1%(%v/v) Acetonitrile, HCOOH 0.1%(%v/v) 

Main solvent gradient (A) 

0 95 5 

2 95 5 

7 60 40 

25 60 40 

45 30 70 

46 95 5 

50 95 5 

Complementary solvent gradient (B) 

0 90 10 

2 90 10 

45 70 30 

46 90 10 

50 90 10 
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จาก US Pharmacopoeia 2020 USP43-NF 38 ไดมีการใช Mobile phase คือ 

- Triamcinolone acetonide cream: Water and Acetonitrile (70:30) 

- Betamethasone valerate cream: Water (Solution A) and Acetonitrile  

(Solution B) 

ตารางท่ี 4 แสดง Solvent elution gradients (Solution A and solution B) 

Time (min) Solution A (%) Solution B (%) 

0.0 63 37 

7.0 63 37 

15.0 30 70 

19.0 30 70 

19.1 10 90 

21.0 10 90 

21.1 63 37 

25.0 63 37 

- Clobetasol propionate cream: Acetonitrile, methanol, and Buffer 

(95:20:85) 

งานวิจัยสวนใหญและ pharmacopoeia ไดมีการใช Water และ Acetonitrile 

เปน mobile phase ในการแยกสารท่ีเปนสเตียรอยด 

3. คุณลักษณะที่แสดงความถูกตองของวธิีวิเคราะห (Typical validation 

characteristics)(15,16) 

 เปนหลักฐานที่ใชในการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห (method validation) เพ่ือ

ใชในการยืนยันถึงผลขอมูลที่ไดมา ซึ่งแสดงถึงคุณภาพและระดับความนาเชื่อถือของการทดสอบ

ภายใตเง่ือนไข โดยจะเปนการตรวจสอบความใชไดของวิธีท่ีพัฒนาของข้ึนเอง ซ่ึงมีการตรวจสอบดังนี้ 

3.1 การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and range)(15) 

 เปนคุณลักษณะเฉพาะของวิธีทดสอบที่แสดงความสัมพันธอยางเปนสัดสวนโดยตรง

ระหวางปริมาณที่ทราบคาแนนอนกับปริมาณจากการวัด (สัญญาณตอบสนอง) ซึ ่งการ

ทดสอบความเปนเสนตรงแสดงความสามารถของวิธีที่ใหคาสัญญาณของเครื่องมือวัดที่เปน
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สัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของสารท่ีสนใจ โดยการทดสอบความเปนเสนตรง จำเปนตอง

มีการตรวจสอบสำหรับวิธีท่ีมีชวงการทดสอบหรือชวงการใชงานท่ีกวาง โดยตองประเมินชวง

ของการวิเคราะห (range) ที่ระบุสำหรับการวิเคราะห โดยทั ่วไปจะทำโดยการเตรียม        

สารมาตรฐานที่มีความเขมขนตางกันอยางนอย 5 ความเขมขน จากนั้นคำนวณหาสมการ

เสนตรงของกราฟเทียบมาตรฐาน (calibration equation) เพื่อหาความสัมพันธระหวาง

ความเขมขนกับพ้ืนท่ีใตกราฟและหาคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient)     

ใชสัญลักษณ r หรือ R แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงของกราฟ โดยกราฟเสนตรงที่ดีควรมี

คา R ใกลเคียง 1 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานว ิ จ ั ยห ั ว ข  อ  Monitoring of clobetasol 

propionate and betamethasone dipropionate as undeclared steroids in 

cosmetic products manufactured in Korea(14) เปนการติดตามการใสสารสเตียรอยด

ชนิด clobetasol propionate และ betamethasone dipropionate ในเครื่องสำอางใน

ประเทศเกาหลี โดยการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหในหัวขอ linearity และ 

range มีชวงความเขมขนสำหรับสรางกราฟมาตรฐานท่ีใชในการศึกษานี้ คือ 0.5-10 µg/mL 

(0.5, 2.5 และ 10 µg/mL) และคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient, r) 

ท่ีมากกวา 0.999  

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ วิธีวิเคราะหปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิ-

โอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดยวิธีไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ(8) มีการ

ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหในหัวขอ linearity และ range มีชวงความเขมขน

สำหรับสรางกราฟมาตรฐานที่ใชในการศึกษานี้ คือ 0.8-60 µg/mL (0.8, 10, 20, 30, 40, 

50 และ 60 µg/mL) และคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (correlation coefficient, r) ไมนอย

กวา 0.995 

3.2 การทดสอบความถูกตองแมนยำ (Accuracy)(15) 

 เปนคุณลักษณะที่บงชี้วาผลการทดสอบมีคาใกลเคียงกับคาจริง (trueness) หรือ

คาที่ยอมรับได (accepted value) โดยแสดงจากความใกลเคียงกันระหวางคาที่ไดจากการ

วิเคราะหกับคาจริงหรือคาที่ยอมรับได โดยประเมินจาก spiked sample แลวทำทดสอบ

ตามวิธีวิเคราะหอยางนอย 3 ความเขมขน ความเขมขนละ 3 ครั้งจากนั้นคำนวณหารอยละ
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การคืนกลับ (% recovery) โดยเกณฑการยอมรับขึ ้นอยูกับความเขมขนของตัวอยาง       

โดยเกณฑยอมรับของรอยละการกลับคืนตามมาตรฐานทางอาหารและยา แสดงในตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 5 แสดงเกณฑการยอมรับของรอยละการกลับคืนตามมาตรฐานทางอาหารและยา 

(AOAC 20th edition, 2016)(17) 

ความเขมขน รอยละการคืนกลับเฉล่ีย (mean recovery, %) 

100 98-102 

10 

1 97-103 

0.1 95-105 

0.01 90-107 

0.001  

80-110 0.0001 

0.00001  

0.000001 60-115 

0.0000001 40-120 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานว ิจ ัยห ัวข อ Development and Validation 

Method for Simultaneous Analysis of Retinoic Acid, Hydroquinone and 

Corticosteroid in Cream Formula by High-Performance Liquid Chromatography
(18) การวิเคราะหในหัวขอการทดสอบความถูกตองแมนยำทำการวิเคราะหจาก spiked 

sample ท่ีระดับความเขมขนท่ี 0.5, 1.0 และ 1.5 เทา ของคาความเขมขนท่ีกำหนด จากนั้น

คำนวณหารอยละของการคืนกลับของการทดสอบแตละซ้ำ 

 จากการทบทวนวรรณกรรมงานว ิ จ ั ยห ั ว ข  อ  Monitoring of clobetasol 

propionate and betamethasone dipropionate as undeclared steroids in 

cosmetic products manufactured in Korea(14) มีการตรวจสอบความถูกตองของ 

วิธีวิเคราะหในหัวขอการทดสอบความถูกตองแมนยำ วิเคราะหจาก spiked sample ไดแก 

clobetasol propionate และ betamethasone dipropionate ที่ระดับความเขมขน 3 

ความเขมขน คือ 0.5, 2.5 และ 10 µg/mL ซ่ึงรายงานผลของรอยละของการคืนกลับเฉลี่ย  
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(% mean recovery) ที่ระดับความเขมขน 0.5, 2.5 และ 10 µg/mL ของสารมาตรฐานท้ัง 

2 ชนิด แสดงดังตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 แสดงผลของรอยละของการคืนกลับเฉลี่ย (% mean recovery) 

Analytes รอยละของการคืนกลับเฉล่ีย (% mean recovery) 

0.5 µg/mL 2.5 µg/mL 10 µg/mL 

Clobetasol propionate 97.69±2.73 95.69±1.69 94.43±1.56 

Betamethasone dipropionate 93.91±2.41 94.73±3.19 95.31±2.20 

3.3 ความเท่ียงตรง (Precision)(15) 

 เปนคุณลักษณะที่แสดงความสามารถในการทดสอบตัวอยางซ้ำ ๆ ครั้งแลวใหผล

ใกลเคียงกันโดยความเที่ยงตรงแสดงความใกลเคียงกันระหวางคาที่ไดจากการวิเคราะห

ตัวอยางเดียวจากการทดสอบซ้ำ ๆ หลายครั้ง ภายใตเงื่อนไขที่ถูกระบุไวของการทดสอบ 

อยางไรก็ตามความเท่ียงตรงไมไดบอกถึงความแมนยำของผลการทดสอบ แตเปนคาท่ีบงชี้วา

การทดสอบมีความสม่ำเสมอและเที่ยงตรงในระดับใดเมื่อมีการทดสอบซ้ำหลาย ๆ ครั้ง    

โดยจะมีเง่ือนไขท่ีถูกระบุของการวัดความเท่ียงตรงดังนี้ 

3.3.1 เง่ือนไขการทวนซ้ำไดของการวัด (Repeatability) 

เปนสภาวะการทดสอบท่ีทำในสภาวะเดิมท้ังหมด การวิเคราะหซ้ำ

ที่ทำในสภาวะเดียวกันโดยเงื่อนไขตางๆที่รวมถึงวิธีดำเนินการวัดเดียวกัน 

เชน ผูปฏิบัติงานคนเดียวกัน สถานที่ปฏิบัติงานเดียวกัน และการวัดซ้ำ

หลาย ๆ ครั้งบนวัตถุเดิมหรือที่มีลักษณะคลายเดิมในชวงระยะเวลาสั้น ๆ 

ระยะหนึ่ง จากการตรวจสอบสภาวะนี้ชี ้ใหเห็นคุณลักษณะวิธีได แตไม

สามารถใชควบคุมสภาวะการทดสอบระยะยาวได 

3.3.2 เง่ือนไขความเท่ียงระดับกลางของการวัด (Intermediate precision) 

คือการแสดงความเที่ยงของการวิเคราะหชุดการวิเคราะหที่ทำซ้ำ

โดยมีเง ื ่อนไขของการว ัดหนึ ่ งจากช ุดของเง ื ่อนไขตาง ๆ ที ่รวมถึง

วิธีดำเนินการวัดเดียวกัน ผูปฏิบัติงานคนเดียวกัน ระบบวัดเดียวกัน ภาวะ

ปฏิบัติงานเดียวกันและสถานที่ปฏิบัติงานเดียวกัน และการวัดซ้ำหลาย ๆ 

ครั้งบนวัตถุเดิมหรือที่มีลักษณะคลายเดิมในชวงระยะเวลาระยะหนึ่งที่ไม
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สั้นจนเกินไป แตอาจรวมถึงเงื่อนไขอื่นที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลง เชน 

เปลี่ยนผูทดสอบ เพื่อใหครอบคลุมการเปลี่ยนแปลงที่อาจเกิดขึ้นในสภาวะ

การทำงานจริง ขอมูลที่ไดสามารถนำไปใชควบคุมคุณภาพการทดสอบใน

ระยะยาวของหองปฏิบัติการได 

โดยท่ัวไปความเท่ียงตรงของการวัดจะถูกแสดงดวยตัวเลขซ่ึงบอกขนาดของความ 

ไมเที ่ยง ไดแก คาเบี ่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; SD) และนำมาคิดเปนคา    

สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (relative standard deviation; RSD) ซึ่งการประเมินและ

ยอมรับผลการตรวจสอบความใชไดของความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะหมีเกณฑการยอมรับ

ตามองคกร AOAC international ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 7 ดังนี้ 

ตารางท่ี 7 แสดงคาแนะนำสำหรับการยอมรับความเท่ียงของสารท่ีสนใจท่ีระดับความเขมขน

ตางๆ (AOAC 20th edition 2016)(17) 

Analyte % Mass fraction (C) Unit %RSD 

100 1 100% 1.3 

10 10-1 10% 1.9 

1 10-2 1% 2.7 

0.1 10-3 0.1% 3.7 

0.01 10-4 100 ppm (mg/kg) 5.3 

0.001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7.3 

0.0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11 

0.00001 10-7 100 ppb (µg/kg) 15 

0.000001 10-8 10 ppb (µg/kg) 21 

0.0000001 10-9 1 ppb (µg/kg) 30 

3.4 การทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD)(15) 

เปนขีดจำกัดของวิธีวิเคราะห คือคาความเขมขนหรือปริมาณต่ำสุดของตัวของสารท่ี

สนใจในสารตัวอยาง ท่ีวิธีวิเคราะหจะสามารถตรวจวัดได ซึ่งระดับความเขมขนดังกลาวตอง

มากกวาคาความไมแนนอนที่ประเมินได ตามขอแนะนำของ ICH ไดระบุในเอกสาร Q2(R1) 

กำหนดวิธีการหาคา LOD มี 3 แบบดังนี้ 
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- Based on visual evaluation คือการประเมินดวยการมองเห็น โดยการวิเคราะห

ตัวอยางท่ีทราบความเขมขน และหาคาต่ำสุดของตัวอยางท่ีวิธีวิเคราะหสามารถ

ตรวดวัดได 

- Based on signal-to-noise วิธีนี้สามารถใชกับเทคนิคท่ีให baseline noise เชน 

เทคนิค HPLC โดยทำการเปรียบเทียบ signal ท่ีวัดไดจากตัวอยางท่ีรูความเขมขน

ต่ำของสารท่ีวิเคราะหกับตัวอยางท่ีเปน blank เรียกวา signal-to-noise ratio 

โดยท่ัวไปสำหรับ LOD คาท่ียอมรับคือ 3 หรือ 2 ตอ 1 

- Based on the standard deviation of the response on the slope เปน

วิธีการหา LOD จากสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณและความชันของกราฟ

มาตรฐาน จากสมการ 

DL = 
3.3σ
S

 

เม่ือ  σ คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณ 

s คือ ความชันของกราฟมาตรฐาน 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ วิธีวิเคราะหปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิ-

โอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดยวิธีไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ(8) มีการ

ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหในหัวขอขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of 

detection, LOD) โดยการฉีดสารละลายตัวอยางที ่เตรียมโดยเติมสารละลายมาตรฐาน 

clobetasol propionate ลงใน sample blank ที ่ระดับความเขมขนต่ำส ุดที ่ให ขนาด

สัญญาณเปน 3 เทาของขนาดสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) วิเคราะหซ้ำ 7 ครั้ง 

ซ่ึงผลการวิเคราะหพบวามีผลการทดสอบขีดจำกัดของการตรวจสอบผลเทากับ 0.8 mg/kg 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานว ิ จ ั ยห ั ว ข  อ  Monitoring of clobetasol 

propionate and betamethasone dipropionate as undeclared steroids in 

cosmetic products manufactured in Korea(14) มีการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

วิเคราะหในหัวขอ LOD ซ่ึงผลการวิเคราะหพบวามีผลการทดสอบขีดจำกัดของการตรวจสอบ

ผลเทากับ 0.18 และ 0.20 µg/mL ใน clobetasol propionate และ betamethasone 

dipropionate ตามลำดับ 
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3.5 การทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)(15) 

เปนปริมาณต่ำสุดของสารที่สนใจในสารตัวอยางที่เครื่องมือที่ใชวิเคราะหสามารถ

ตรวจวัดและอานคาไดอยางถูกตองเที่ยงตรงในเกณฑที่ยอมรับได โดยทั่วไปจะเปนระดับ

ความเขมขนของสารที่ใหสัญญาณเปน 10 เทาของคา SD ของ blank การหา LOQ มีหลาย

วิธี ไดแก 

- Based on visual evaluation คือการประเมินดวยการมองเห็น โดยการวิเคราะห

ตัวอยางท่ีทราบความเขมขนและหาคาต่ำสุดซ่ึงสามารถหาปริมาณสารท่ีวิเคราะหได

ดวยความเท่ียงและความแมนท่ีเหมาะสม 

- Based on signal-to-noise วิธีนี้สามารถใชกับเทคนิคท่ีให baseline noise เชน

เทคนิค HPLC โดยทำการเปรียบเทียบ signal ท่ีวัดไดจากตัวอยางท่ีรูความเขมขน

ต่ำของสารท่ีวิเคราะหกับตัวอยางท่ีเปน blank เรียกวา signal-to-noise ratio 

โดยท่ัวไปสำหรับ LOQ คาท่ียอมรับคือ 10 ตอ 1 

- Based on the standard deviation of the response on the slope 

DL = 
10σ
S

 

เม่ือ     σ คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณ 

s คือ ความชันของกราฟมาตรฐาน 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานวิจัยหัวขอ วิธีวิเคราะหปริมาณโคลเบทาซอลโพรพิ-

โอเนตในผลิตภัณฑเครื่องสำอางโดยวิธีไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทรกราฟ(8) มีการ

ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหในหัวขอขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of 

quantitation, LOQ) ท่ีเตรียมโดยเติมสารละลายมาตรฐาน clobetasol propionate ลงใน 

sample blank ที่ระดับความเขมขนที่ใหขนาดสัญญาณเปน 10 เทาของขนาดสัญญาณ

รบกวน (signal-to-noise ratio) วิเคราะหซ้ำ 10 ครั้งแลวคำนวณรอยละของการคืนกลับ 

(% recovery) ตองอยู ในชวง 80-110 และรอยละของการเบี ่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(%RSD) ตองไมเกิน 8.8 ซึ่งผลการวิเคราะหพบวาคาขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) 

เทากับ 3.2 mg/kg โดยมี % recovery เฉลี่ยรอยละ 90.3 และมีคา %RSD เทากับรอยละ 

4.7 

จากการทบทวนวรรณกรรมงานว ิ จ ั ยห ั ว ข  อ  Monitoring of clobetasol 

propionate and betamethasone dipropionate as undeclared steroids in 
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cosmetic products manufactured in Korea(14) มีการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

ว ิเคราะหในหัวขอ LOQ ซึ ่งผลการวิเคราะหพบวามีผลการทดสอบขีดจำกัดของการ

ตรวจสอบการวัดเชิงปริมาณเทากับ 0.59 และ 0.66 µg/mL ใน clobetasol propionate 

และ betamethasone dipropionate ตามลำดับ 

3.6 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity)(16) 

 เปนความสามารถของวิธีที ่สามารถแยกหรือวิเคราะหเฉพาะสารที่สนใจเทานั้น   

ออกจากสารปนเปอนอื่นในสารตัวอยางและสามารถตรวจแยกเฉพาะเจาะจงสำหรับสารท่ี

สนใจออกจากสารประกอบอื ่นในตัวอยางภายใตสภาวะการทดลองที ่ระบุไว ซึ ่งหากวิธี

ทดสอบสามารถทดสอบไดโดยไมมีการรบกวนจากสารเจือปนทุกระดับ แสดงวาวิธีนั ้นมี

ความจำเพาะสูง 

 การตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงของวิธีการวิเคราะหทำไดโดยการวัดตัวอยาง

หลายชนิด ตั้งแตสารมาตรฐานไปจนถึงการวัดสิ่งที่มีสวนประกอบซับซอน ในกรณีนี้การทำ

การกลับคืนของสาร (% recovery) โดยการเติมสารที่ตองการจะวัดลงในตัวอยาง นอกจาก

การศึกษาเฉพาะเจาะจงแลวยังตองคำนึงถึงสารรบกวน (interfering substances) ดวยซ่ึง

ในบางครั้งสารรบกวนอาจทำใหคาท่ีวัดไดเพ่ิมข้ึนและอาจไปรบกวนความแมนของการวัดได 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินการวิจัย 

1. เคร่ืองมือและอุปกรณที่ใชในการวิจัย 

1.1 HPLC Photodiode Array Detector (Shimadsu) 

1.2 SPE cartridge with SPE vacuum manifold 

1.3 Centrifuge 

1.4 Vortex mixer 

1.5 Nylon Syringe Filter 0.22 µm 

1.6 Steroid test kit 

1.7 HPLC Column (C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 µm) 

2. สารเคมีที่ใช 

2.1 สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

2.2 สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

2.3 สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

2.4 เครื่องสำอางตัวอยาง 

2.5 Methanol 

2.6 Acetonitrile 

2.7 Water 

2.8 Cream base 

2.9 ตัวอยางยาทาสเตียรอยดชนิดครีม 

2.10 ตัวอยางครีมในทองตลาด 

*สารเคมีท่ีใชเปน HPLC grade 
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3. ทบทวนวรรณกรรม (Review literature)  

เนื่องจากการทำงานวิจัยเก่ียวของกับการพัฒนาวิธีวิเคราะหสำหรับสารสเตียรอยดท่ีปนเปอน

ในเครื่องสำอางไดใชเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงรวมกับการสกัดดวยตัวดูดซับ

ของแข็ง โดยทำการหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการวิเคราะห รวมถึงการตรวจสอบความถูกตองของ

วิธีวิเคราะหที่ใช จึงไดทำการทบทวนวรรณกรรมที่เกี ่ยวของในเรื ่องตาง ๆ ไดแก สภาวะที่ใชใน     

การวิเคราะห ระบบการวิเคราะหโดยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง การใชวิธี         

การเตรียมสารตัวอยางทั้งวิธีแบบดั้งเดิม (conventional) และวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง 

(solid-phase extraction) เปนตน 

4. การออกแบบการทดลอง (Design of experiment) 

สภาวะของเครื่อง HPLC  

ใชระบบการแยกและวิเคราะหสารแบบ Gradient Elution โดย Mobile phase ท่ี

ใชคือ Acetonitrile (ACN) และ Water โดยการปรับเปลี่ยนอัตราสวนของ Mobile phase 

ในการวิเคราะหเพ่ือใหสามารถแยกสารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดออกจากกันได 

 HPLC column:  C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 µm) 

 Detector:  UV-PDA detector ท่ี 240 nm และ 254 nm 

 Injection volume: 10 µL 

 Flow rate:  1 mL/min 

 Mobile phase:  Acetonitrile (ACN) : Water 

ตารางท่ี 8 แสดงอัตราสวนของวัฏภาคเคลื่อนท่ี 

Time (min) ACN : Water 

0 30 : 70 

10 30 : 70 

20 50 : 50 

30 50 : 50 

40 70 : 30 

45 70 : 30 

55 30 : 70 
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5. การวิเคราะหสารมาตรฐาน 

5.1 การเตรียมสารมาตรฐาน 

ช ั ่ ง Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol 

propionate อย  า งละ  5 mg ใส  volumetric flask ขนาด  5 mL นำมาละลายด  วย 

methanol ปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ปเปตสารละลายมา 1 mL ใส volumetric flask 

ขนาด 10 mL จากนั้นปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 10 mL จะไดสารมาตรฐานท่ีมี

ความเขมขน 0.1 mg/mL และทำการเจือจางสารละลายมาตรฐานใหไดความเขมขน 0.5, 

2.5, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 µg/mL จากนั้นนำไปกรอกดวย nylon syringe filter 0.22 

µm เตรียมไปฉีด HPLC 

5.2 การเตรียม spiked sample 

ช ั ่ ง Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol 

propionate อย  า งละ  5 mg ใส  volumetric flask ขนาด  5 mL นำมาละลายด  วย 

methanol ปรับปริมาตรจนครบ 5 mL ปเปตสารละลายมา 1 mL ใส volumetric flask 

ขนาด 10 mL จากนั้นปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 10 mL จะไดสารมาตรฐาน    

ท่ีมีความเขมขน 0.1 mg/mL 

ชั่ง cream base 1 g นำมาละลายดวย methanol ประมาณ 2 mL แลวเทลงใน 

volumetric flask ขนาด 10 mL และเติมสารละลายมาตรฐานเพ่ือใหมีความเขมขนสุดทาย 

2.5, 10, 20, 30 และ 50 µg/mL จากนั้นปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 10 mL 

และนำไปปนผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer  

5.2.1 วิธีการสกัดแบบดั้งเดิม (Conventional) 

นำสารละลาย spiked sample ที่ 5 ความเขมขน ไป sonicate 

เปนเวลา 15 นาที และนำไปปนเหวี่ยงที่ 5500 rpm เปนเวลา 10 นาที 

หลังจากนั้นดูดสวนใสดานบน และนำไปกรองดวย Nylon Syringe Filter 

0.22 µm ฉีดเขา HPLC 

5.2.2 วิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (Solid-phase extraction, SPE) 

นำสารละลาย spiked sample ท่ี 5 ความเขมขน ไป sonicate 

เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนำไปปนเหวี่ยงท่ี 5500 rpm เปนเวลา 10 นาที 

ดูดสวนใสดานบนใสลง SPE เพื ่อสกัดสารมาตรฐาน โดยการสกัดดวย      
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วิธี SPE เริ่มจากทำการชะ cartridge ดวย methanol 3 mL และ water 

3 mL ปเปตสารละลายสวนใสที่ไดมา 3 mL ลง cartridge และเติม 5% 

v/v methanol ลงไป 3 mL เพ่ือกำจัดสารท่ีไมจับกับตัวดูดซับ และ elute   

สารสเตียรอยดออกจาก cartridge ดวย methanol 3 mL หลังจากนั้น

นำไปกรองดวย Nylon Syringe Filter 0.22 µm และฉีดเขา HPLC 

6. การประยุกตใช 

 6.1 การวิเคราะหยาทาสเตียรอยดชนิดครีมในทองตลาด 

ชั่งยาทาสเตียรอยดชนิดครีม 0.5 g ใสในหลอดทดลอง ละลายดวย methanol 

จากนั ้นนำไปปรับปริมาตรใน volumetric flask ขนาด 5 mL และทำการเจือจางใหได   

ความเขมขน 30 µg/mL ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer นำไป sonicate เปนเวลา 15 

นาที และปนเหวี่ยงท่ี 5500 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสดานบน จากนั้นนำไปกรอง

ดวย nylon syringe filter 0.22 µm และฉีดเขา HPLC 

 6.2 การวิเคราะหตัวอยางครีมในทองตลาด 

  6.2.1 การตรวจสอบสารสเตียรอยดเบ้ืองตนโดยใชชุดทดสอบสเตียรอยด 

 นำเครื่องสำอางตัวอยางมาตรวจสอบสารสเตียรอยดโดยใชชุด

ทดสอบสเตียรอยดเพื่อคัดกรองเบื้องตน หากตรวจพบสารสเตียรอยดจะ 

ทำการสกัดแบบดั้งเดิมและฉีด HPLC ตอไป เพ่ือวิเคราะหสารสเตียรอยดท่ี

ปนเปอนในเครื่องสำอาง 

6.2.2 วิธีการสกัดแบบดั้งเดิม (Conventional) 

ชั่งเครื่องสำอางตัวอยาง 1 g ใสในหลอดทดลอง เติม methanol 

จำนวน 10 mL ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer นำไป sonicate เปน

เวลา 15 นาที และปนเหวี่ยงท่ี 5500 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใส

ดานบน จากนั ้นนำไปกรองดวย nylon syringe filter 0.22 µm และ    

ฉีดเขา HPLC 

6.2.3 วิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (Solid-phase extraction, SPE) 

ชั่งเครื่องสำอางตัวอยาง 1 g ใสในหลอดทดลอง เติม methanol 

จำนวน 10 mL ผสมใหเข าก ันโดยใช vortex mixer นำไป sonicate    
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เปนเวลา 15 นาที และปนเหวี่ยงท่ี 5500 rpm เปนเวลา 10 นาที ดูดสวน

ใสดานบนนำไปลง SPE โดยการสกัดดวยวิธี SPE เร ิ ่มจากทำการชะ 

cartridge ดวย methanol 3 mL และ water 3 mL ปเปตสารละลาย

ส วนใสท ี ่ ได 3 mL ลง cartridge และเต ิม 5% v/v methanol ลงไป        

3 mL เพื่อกำจัดสารที่ไมจับกับตัวดูดซับ และ elute สารสเตียรอยดออก

จาก cartridge ดวย methanol 3 mL หลังจากนั้นนำไปกรองดวย nylon 

syringe filter 0.22 µm และฉีดเขา HPLC 

7. การตรวจสอบความถกูตองของวิธีวิเคราะห (Method validation) 

 7.1 การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and range) 

เตร ียมสารละลายมาตรฐาน  Triamcinolone acetonide, Betamethasone 

valerate และ Clobetasol propionate ทั้งหมด 8 ความเขมขน ไดแก 0.5, 2.5, 5, 10, 

20, 30, 40 และ 50 µg/mL แลวนำไปวิเคราะหดวย HPLC จากนั ้นนำมาสรางกราฟ

มาตรฐานหาความสัมพันธ ระหวางความเขมขนกับพื ้นที ่ใต กราฟ และคำนวณหาคา

สัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (Correlation coefficient, r) 

เตรียมสารละลาย spiked sample Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ท้ังหมด 5 ความเขมขน ไดแก 

2.5, 10, 20, 30 และ 50 µg/mL แลวนำไปวิเคราะหดวย HPLC จากนั้นนำมาสรางกราฟ

มาตรฐานหาความสัมพันธระหวางความเขมขนกับพ้ืนท่ีใตกราฟ และคำนวณหาคา

สัมประสิทธิ์ความสัมพันธ (Correlation coefficient, r) 

 7.2 การทดสอบความถูกตองแมนยำ (Accuracy) 

นำสารละลายมาตรฐานและสารละลาย spiked sample ของ Triamcinolone 

acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ท่ี 3 ความเขมขน 

ไดแก 2.5, 20 และ 50 µg/mL  โดยทำการวิเคราะหปริมาณทั้งหมดความเขมขนละ 3 ครั้ง 

และคำนวณรอยละของการคืนกลับ (% recovery) 

 7.3 การทดสอบความเท่ียงตรง (Precision) 

7.3.1 Repeatability 

1) เตรียมสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, Betamethasone 

valerate และ Clobetasol propionate ท่ี 3 ความเขมขน คือ 2.5, 
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20 และ 50 µg/mL ความเขมขนละ 3 ครั้ง นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง 

HPLC และคำนวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

2) เตรียมสารละลาย spiked sample ของ Triamcinolone 

acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol 

propionate ท่ี 3 ความเขมขน คือ 2.5, 20 และ 50 µg/mL ความ

เขมขนละ 3 ครั้ง นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC และคำนวณรอยละ

ของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 
7.3.2 Intermediate precision 

1) เตรียมสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, Betamethasone 

valerate และ Clobetasol propionate ท่ี 3 ความเขมขน คือ 2.5, 

20 และ 50 µg/mL ความเขมขนละ 3 ครั้ง ทำ 3 วัน นำไปวิเคราะห

ดวยเครื่อง HPLC และคำนวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD) 

2) เตรียมสารละลาย spiked sample ของ Triamcinolone 

acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol 

propionate ท่ี 3 ความเขมขน คือ 2.5, 20 และ 50 µg/mL ความ

เขมขนละ 3 ครั้ง ทำ 3 วัน นำไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC และ

คำนวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

 7.4 การทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of detection) 

คา LOD หาไดจากการคำนวณจากสูตร 

DL = 
3.3σ
S

 

σ = The standard deviation of the response 

  S = The slope of the calibration curve 

และยืนยันคา LOD โดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ท่ีระดับความเขมขน

ท่ีคำนวณได พรอมท้ังรายงานคา signal to noise ratio ณ ความเขมขนนั้น 
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 7.5 การทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of quantitation) 

  คา LOQ หาไดจากการคำนวณจากสูตร 

DL = 
10σ
S

 

σ = The standard deviation of the response 

  S = The slope of the calibration curve 

และยืนยันคา LOQ โดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ท่ีระดับความเขมขนท่ี 

คำนวณได พรอมท้ังรายงานคา signal to noise ratio ณ ความเขมขนนั้น 

 7.6 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity) 

นำสารละลายมาตรฐานและสารละลายสารละลาย  spiked sample ของ 

Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate 

ฉีดเขาเครื่อง HPLC เพื่อศึกษา retention time จาก chromatogram โดยพีคของสารแต

ละชนิดจะตองไมซอนทับกันและแยกออกจากสารรบกวนอื่นชัดเจน โดยเปรียบเทียบกับ 

cream base ท่ีไมมีสารตัวอยาง หรือดูคา peak purity จากโปรแกรมของเครื่อง HPLC  
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัย 

1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห (Method development) 

สภาวะของเครื่อง HPLC ใชระบบการแยกและวิเคราะหสารแบบ Gradient Elution โดย 

Mobile phase ท่ีใชคือ Acetonitrile (ACN) และ Water โดยการปรับเปลี่ยนอัตราสวนของ 

Mobile phase ในการวิเคราะหเพ่ือใหสามารถแยกสารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดออกจากกันได 

 HPLC column:  C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 µm) 

 Detector:  UV-PDA detector ท่ี 240 nm และ 254 nm 

 Injection volume: 10 µL 

 Flow rate:  1 mL/min 

 Mobile phase:  Acetonitrile (ACN) : Water 

ตารางท่ี 8 แสดงอัตราสวนของวัฏภาคเคลื่อนท่ี 

Time (min) ACN : Water 

0 30 : 70 

10 30 : 70 

20 50 : 50 

30 50 : 50 

40 70 : 30 

45 70 : 30 

55 30 : 70 

ซึ่งจากการทดลองทดลองโดยใชสภาวะของเครื่อง HPLC ดังที่กลาวขางตน ในการทดสอบ

เพื ่อแยกสารมาตราฐานทั้ง 3 ตัวโดยการฉีดสารละลายมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate พบวาสภาวะของเครื ่อง HPLC ที่ใช
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สามารถแยกสารมาตรฐานทั้ง 3 ตัวออกจากกันไดชัดเจน สามารถดูไดจากคา Retention time ซ่ึง

แสดงผลในตารางท่ี 9 และ chromatogram ซ่ึงแสดงในรูปท่ี 1, 2 และ 3 

ตารางท่ี 9 แสดง Retention time ของสารมาตรฐานสเตียรอยด  

Standard Retention 

time  

(min) 

AUC 

240 nm 254 nm 

Triamcinolone acetonide 9.162 2489663 1800001 

Betamethasone valerate 27.908 2289510 1574490 

Clobetasol propionate 32.400 2280363 1564717 

 
รูปท่ี 1 แสดง chromatogram ของ Triamcinolone acetonide  

ท่ี 240 (ซาย) และ 254 (ขวา) nm 

 
รูปท่ี 2 แสดง chromatogram ของ Betamethasone valerate  

ท่ี 240 (ซาย) และ 254 (ขวา) nm 

 
รูปท่ี 3 แสดง chromatogram ของ Clobetasol propionate ท่ี 240 (ซาย) และ 254 (ขวา) nm 
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 จาก chromatogram ขางตนแสดงใหเห็นวาพีคของสารมาตรฐานแตละชนิดไมซอนทับกัน 

และแยกออกจากก ันช ัดเจน โดยค า Retention time ของสารมาตรฐาน Triamcinolone 

acetonide, Betamethasone valerate และ  Clobetasol propionate ม ีค  าด ั งน ี ้  ค ือ  9.162, 

27.908 และ 32.400 นาที ตามลำดับ โดยความยาวคลื่นท่ี 240 nm จะพบคา AUC มากกวาท่ีความ

ยาวคลื่น 254 nm ดังนั้นในผลการวิเคราะหตอจากนี้จะรายงานผลคา AUC ท่ีความเขมขน 240 nm 

2. การตรวจสอบความถกูตองของวิธีวิเคราะห (Method validation) 

ผลของการตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห สามารถตรวจสอบไดจากการทำเปน

คุณลักษณะท่ีแสดงความถูกตองของวิธีวิเคราะห (Typical validation characteristics) โดยมีหัวขอ

ดังนี้ 

2.1 การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and range) 

2.1.1 สารมาตรฐาน 

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของสารมาตรฐาน

ไดใชท้ังหมด 8 ความเขมขน ไดแก 0.5, 2.5, 5, 10, 20, 30, 40 และ 50 µg/mL  

 1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 10 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ท่ี 8 ความเขมขน   

สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

0.5 274509 275029 274769 

2.5 294806 295290 295048 

5 362189 360974 361581.5 

10 497856 497907 497881.5 

20 749079 750630 749854.5 

30 1011372 1008574 1009973 

40 1295810 1298151 1296980.5 

50 1561497 1564770 1563133.5 

สมการเสนตรง: y = 26347x + 235806 R2 = 0.9992 

R = 0.9996 



 
 

31 
 

 

รูปท่ี 4 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของสารมาตรฐาน  

Triamcinolone acetonide กับพ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ

สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ี

ใตกราฟแสดงดังตารางท่ี 10 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมา

พล็อตกราฟเสนตรง ไดสมการ คือ y = 26347x + 235806 โดยมีคา     

R2 = 0.9992 และคา R = 0.9996 แสดงดังรูปท่ี 4 

   2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 11 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate  

ท่ี 8 ความเขมขน 

สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

0.5 230636 230515 230575.5 

2.5 252951 253225 253088 

5 315789 315540 315664.5 

10 447107 447796 447451.5 

20 691075 692262 691668.5 

30 944244 942208 943226 

40 1222132 1224921 1223526.5 

50 1481388 1484134 1482761 

สมการเสนตรง: y = 25569x + 193499 R2 = 0.9992 

R = 0.9996 

y = 26347x + 235806
R² = 0.9992
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รูปท่ี 5 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของสารมาตรฐาน  

Betamethasone valerate กับพ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ

สารมาตรฐาน Betamethasone valerate ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ี

ใตกราฟแสดงดังตารางท่ี 11 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมา

พล็อตกราฟเสนตรง ไดสมการ คือ y = 25569x + 193499 โดยมีคา     

R2 = 0.9992 และคา R = 0.9996 แสดงดังรูปท่ี 5 

3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 12 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate  

ท่ี 8 ความเขมขน 

สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

0.5 267237 267552 267394.5 

2.5 290648 291201 290924.5 

5 358715 358340 358527.5 

10 498675 498140 498407.5 

20 759068 760128 759598 

30 1028506 1026789 1027647.5 

40 1324997 1328267 1326632 

50 1598366 1605625 1601995.5 

สมการเสนตรง: y = 27264x + 227920 R2 = 0.9992 

R = 0.9996 

y = 25569x + 193499
R² = 0.9992
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รูปท่ี 6 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของสารมาตรฐาน  

Clobetasol propionate กับ พ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ

สารมาตรฐาน Clobetasol propionate ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ีใต

กราฟแสดงดังตารางท่ี 12 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมา

พล็อตกราฟเสนตรง ไดสมการ คือ y = 27264x + 227920 โดยมีคา     

R2 = 0.9992 และคา R = 0.9996 แสดงดังรูปท่ี 6 

2.1.2 สารละลาย spiked sample โดยใชวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม  

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของสารละลาย 

spiked sample ไดใชท้ังหมด 5 ความเขมขน ไดแก 2.5, 10, 20, 30, 40 และ 50 

µg/mL  
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 1) Triamcinolone acetonide (spiked)   

ตารางท่ี 13 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของ Triamcinolone acetonide (spiked)   

ท่ี 5 ความเขมขน 

Triamcinolone acetonide (spiked) 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

2.5 40573 41620 41096.5 

10 193644 194077 193860.5 

20 421618 417115 419366.5 

30 627357 628848 628102.5 

50 1058688 1060132 1059410 

สมการเสนตรง: y = 21492x - 15194 R2 = 0.9999         

R = 0.9999 

 
รูปท่ี 7 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของ Triamcinolone acetonide 

(spiked) กับพ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ 

Triamcinolone acetonide (spiked) ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ีใต

กราฟแสดงดังตารางท่ี 13 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมา

พล็อตกราฟเสนตรง ไดสมการ คือ  y = 21492x - 15194 โดยมีคา       

R2 = 0.9999 และคา R = 0.9999 แสดงดังรูปท่ี 7 
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   2) Betamethasone valerate (spiked)   

ตารางท่ี 14 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของ Betamethasone valerate (spiked)  

ท่ี 5 ความเขมขน 

Betamethasone valerate (spiked) 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

2.5 39512 39564 39538 

10 181298 182046 181672 

20 395213 393995 394604 

30 587718 587461 587589.5 

50 989673 992321 990997 

สมการเสนตรง: y = 20081x - 12939 R2 = 0.9999 

R = 0.9999 

 
รูปท่ี 8 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของ Betamethasone valerate 

(spiked) กับ พ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ 

Betamethasone valerate (spiked) ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ีใต

กราฟแสดงดังตารางท่ี 14 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมา

พล็อตกราฟเสนตรง ไดสมการ คือ y = 20081x – 12939 โดยมีคา        

R2 = 0.9999 และคา R = 0.9999 แสดงดังรูปท่ี 8 
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   3) Clobetasol propionate (spiked)   

ตารางท่ี 15 แสดงคาพ้ืนท่ีใตกราฟ (AUC) ของ Clobetasol propionate (spiked)  

ท่ี 5 ความเขมขน 

Clobetasol propionate (spiked) 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย 

2.5 42743 42601 42672 

10 194343 193484 193913.5 

20 420851 420651 420751 

30 628216 627177 627696.5 

50 1053851 1055710 1054780.5 

สมการเสนตรง: y = 21371x - 12882 R2 = 0.9999 

R = 0.9999 

 
รูปท่ี 9 แสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนของ Clobetasol propionate (spiked)  

กับ พ้ืนท่ีใตกราฟ 

จากการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะหของ 

Clobetasol propionate (spiked) ดวยเครื่อง HPLC ไดคาพ้ืนท่ีใตกราฟ

แสดงดังตารางท่ี 15 ซ่ึงเม่ือนำคาพ้ืนท่ีใตกราฟและความเขมขนมาพล็อต

กราฟเสนตรง ไดสมการ คือ y = 21371x – 12882 โดยมีคา R2 = 0.9999 

และคา R = 0.9999 แสดงดังรูปท่ี 9 
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2.2 การทดสอบความถูกตองแมนยำ (Accuracy) 

2.2.1 สารมาตรฐาน  

 1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 16 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี  AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

2.5 1 295048 2.248529244 2.31279336 92.51173442 

2 296508 2.303943523 

3 298667.5 2.385907314 

20 1 749854.5 19.51070331 20.10874736 100.5437368 

 2 756514.5 19.76348351 

3 790464.5 21.05205526 

50 1 1563133.5 50.37869587 50.53629762 101.0725952 

 2 1569882.5 50.63485406 

3 1568841.5 50.59534292 

จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของสารมาตรฐาน 

Triamcinolone acetonide พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี % 

recovery อยูท่ี 92.52% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

100.54% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 101.07% 
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 2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 17 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี  AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

 

2.5 

 

1 253088 2.330517423 2.309697942 92.38791766 

2 251224.5 2.2576362 

3 253354.5 2.340940201 

20 

 

1 691668.5 19.4833392 19.94737117 99.73685583 

2 694942.5 19.61138488 

3 723989 20.74738942 

50 

 

1 1482761 50.4228558 50.48509914 100.9701983 

2 1486648.5 50.57489538 

3 1483648 50.45754625 

จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของสารมาตรฐาน 

Betamethasone valerate พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี % 

recovery อยูท่ี 92.39% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

99.74% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 100.97% 

   3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 18 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

2.5 

 

1 290924.5 2.310904489 2.339635906 93.58543623 

2 290897 2.309895833 

3 293302 2.398107394 

20 

 

1 759598 19.50110035 20.09222173 100.4611087 

2 767381.5 19.78658671 

3 800163.5 20.98897814 

50 

 

1 1601995.5 50.39889598 50.58123044 101.1624609 

2 1610143 50.69773327 

3 1608761.5 50.64706206 
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จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของสารมาตรฐาน 

Clobetasol propionate พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี            

% recovery อยูท่ี 93.59% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery 

อยูท่ี 100.46% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

101.16% 

2.2.2 Spiked sample โดยใชวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม  

 1) Triamcinolone acetonide (spiked) 

ตารางท่ี 19 แสดง % recovery ของ Triamcinolone acetonide (spiked)  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

2.5 

 

1 62740.5 2.630787648 2.615090154 104.6036062 

2 62203 2.60897618 

3 62117.5 2.605506635 

20 

 

1 419366.5 20.13559847 20.18622636 

 

100.9311318 

 2 421165.5 20.2213877 

3 420752.5 20.20169289 

50 

 

1 1059410 50.65746304 49.94079638 99.88159275 

2 1036699 49.57443968 

3 1037035.5 49.59048641 

จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของ Triamcinolone 

acetonide (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี % recovery 

อยูท่ี 104.60% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

100.93% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 99.88% 
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 2) Betamethasone valerate (spiked) 

ตารางท่ี 20 แสดง % recovery ของ Betamethasone valerate (spiked)  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

2.5 

 

1 58201 2.828256585 2.758234785 110.3293914 

2 55785 2.720032252 

3 55927.5 2.726415517 

20 

 

1 394604 20.03057672 20.00457473 

 

100.0228737 

 2 394390 20.019779 

3 393272 19.96336848 

50 

 

1 990997 50.12255916 49.36021831 98.72043662 

2 969642.5 49.045083 

3 967025 48.91301277 

จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของ Betamethasone 

valerate (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี % recovery   

อยูท่ี 110.33% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

100.02% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 98.72% 

 3) Clobetasol propionate (spiked) 

ตารางท่ี 21 แสดง % recovery ของ Clobetasol propionate (spiked)  

ท่ี 3 ความเขมขน  

ความเขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

2.5 

 

1 58411.5 2.763689215 2.753661724 110.146469 

2 58069 2.748253639 

3 58086.5 2.749042318 

20 

 

1 420751 20.33261131 20.34209386 

 

101.7104693 

 2 421405 20.36409146 

3 420688 20.32957882 

50 

 

1 1054780.5 50.85148014 50.23316486 100.4663297 

2 1034745.5 49.88709988 

3 1036279 49.96091456 
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จากการทดสอบความถูกตองแมนยำของ Clobetasol 

propionate (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี % recovery 

อยูท่ี 110.15% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 

101.71% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี % recovery อยูท่ี 100.47% 

2.3 การทดสอบความเท่ียงตรง (Precision) 

  2.3.1 Repeatability 

1) สารมาตรฐาน  

 (1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 22 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide ท่ี 3 ความเขมขน  

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ังท่ี  AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

2.5 1 74623 3.059071961 3.051320023 0.01349806357 0.442368007 

2 74624.5 3.059154234 

3 74197.5 3.035733875 

20 1 378060 19.70217201 19.72362696 0.02165416786 0.1097879609 

2 378444 19.72323387 

3 378849.5 19.74547499 

50 1 931901.5 50.07961277 50.19785725 

 

0.1304959231 0.2599631343 

2 933660.5 50.17609149 

3 936610 50.33786749 

จากการทดสอบ Repeatability ของสารมาตรฐาน 

Triamcinolone acetonide พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี 

%RSD เทากับ 0.44% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 0.11% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.26% 
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    (2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 23 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate ท่ี 3 ความเขมขน  

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

 

2.5 

1 68904.5 3.040826239 3.040902425 0.02371302248 0.7798021498 

2 68491.5 3.017227587 

3 69321.5 3.064653448 

 

20 

1 360726.5 19.71541626 19.62539283 0.08028830959 0.4091042165 

2 358699 19.59956574 

3 358027.5 19.5611965 

50 

 

1 892670.5 50.1104794 50.13760166 0.1476716746 0.2945327853 

2 890831 50.00537112 

3 895934 50.29695446 

จากการทดสอบ Repeatability ของสารมาตรฐาน 

Betamethasone valerate พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี 

%RSD เทากับ 0.78% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 0.41% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.29% 

    (3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 24 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate ท่ี 3 ความเขมขน  

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC 

เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

2.5 

 

1 78512.5 3.058603888 3.059998588 0.001215081603 0.03970856744 

2 78554.5 3.060828346 

3 78549.5 3.060563529 

20 

 

1 393452.5 19.73886447 19.82880497 

 

0.09042542713 0.4560306446 

2 395132.5 19.8278428 

3 396867 19.91970764 

50 1 967175 50.12509931 50.33615804 0.2026559064 0.4026050344 
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ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC 

เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

 2 971500 50.35416556 

3 974805 50.52920926 

จากการทดสอบ Repeatability ของสารมาตรฐาน 

Clobetasol propionate พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี 

%RSD เทากับ 0.04% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 0.46% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.40% 

   2) สารละลาย spiked sample โดยใชวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม 

    (1) Triamcinolone acetonide (spiked) 

ตารางท่ี 25 แสดง %RSD ของ Triamcinolone acetonide (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน   

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

2.5 

 

1 41180.5 2.869559967 2.924093127 

 

0.06296026837 

 

2.153155377 

 2 42012 2.909723229 

3 43736 2.992996184 

20 

 

1 390644 19.7494083 19.83021784 

 

0.07000978377 

 

0.3530459641 

 2 393113.5 19.86869053 

3 393193.5 19.8725547 

50 

 

1 1020458.5 50.17082065 50.45420953 0.3384161162 0.6707391104 

2 1034083 50.82891368 

3 1024435 50.36289427 

จากการทดสอบ Repeatability ของ Triamcinolone 

acetonide (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 2.15% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.35% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 0.67% 
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(2) Betamethasone valerate (spiked) 

ตารางท่ี 26 แสดง %RSD ของ Betamethasone valerate (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน  

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

2.5 

 

1 37946 2.901896082 2.898989105 

 

0.01203813136 

 

0.4152527284 

 2 37638 2.885763671 

3 38087.5 2.909307563 

20 

 

1 359734 19.75649487 19.61503073 

 

0.1293316938 

 

0.6593499421 

 2 356474 19.58574272 

3 354891.5 19.5028546 

50 

 

1 941368.5 50.22132307 50.35220686 0.1859671579 0.3693326857 

2 947931.5 50.56507961 

3 942302 50.27021789 

จากการทดสอบ Repeatability ของ Betamethasone 

valerate (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 0.42% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.66% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 0.37% 

(3) Clobetasol propionate (spiked) 

ตารางท่ี 27 แสดง %RSD ของ Clobetasol propionate (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน  

ความ

เขมขน 

(µg/mL) 

คร้ัง

ท่ี 

AUC เฉลี่ย 

 

ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD  %RSD 

2.5 

 

1 43867.5 2.262890324 2.279683886 

 

0.02475656496 

 

1.085964818 

 2 43974.5 2.268046453 

3 44806 2.30811488 

20 

 

1 400115 19.4297899 19.49914065 

 

0.06970681215 

 

0.3574865858 

 2 401539.5 19.49843389 

3 403008 19.56919815 

50 

 

1 1038872 50.21029298 50.51160531 0.3368112677 0.6667997694 

2 1052670.5 50.87521685 

3 1043832 50.44930609 
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จากการทดสอบ Repeatability ของ Clobetasol 

propionate (spiked) พบวาท่ีความเขมขน 2.5 µg/mL มี 

%RSD เทากับ 1.09% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD 

เทากับ 0.36% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เทากับ 

0.67% 

2.3.2 Intermediate precision 

1) สารมาตรฐาน 

   (1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 28 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide ท่ี 3 ความเขมขน  

ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 1 94111.5 2.452872853  

 

 

 

2.313895365 

 

 

 

 

0.1390337902 

 

 

 

 

6.008646386 

2 95055.5 2.483586023 

3 94608 2.469026549 

1 58014.5 2.127893419 

2 58729 2.158749352 

3 59558 2.194550009 

1 295048 2.248529244 

2 296508 2.303943523 

3 298667.5 2.385907314 

20 

 

1 378060 19.70217201  

 

 

 

20.1807637 

 

 

 

 

0.6042155867 

 

 

 

 

2.994017449 

2 378444 19.72323387 

3 378849.5 19.74547499 

1 486056 20.61301606 

2 485533 20.59043013 

3 493310.5 20.9263042 

1 749854.5 19.51070331 

2 756514.5 19.76348351 

3 790464.5 21.05205526 

50 1 931901.5 50.07961277    
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ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

 2 933660.5 50.17609149  

 

 

50.28480389 

 

 

 

0.2157431259 

 

 

 

0.429042393 

3 936610 50.33786749 

1 1167914 50.05929349 

2 1169504.5 50.12797979 

3 1170558.5 50.17349715 

1 1563133.5 50.37869587 

2 1569882.5 50.63485406 

3 1568841.5 50.59534292 

จากการทดสอบ Intermediate precision ของสาร

มาตรฐาน Triamcinolone acetonide โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ี

ความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

6.01% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วัน

เทากับ 2.99% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ย

ของท้ัง 3 วันเทากับ 0.43% 

   (2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 29 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate ท่ี 3 ความเขมขน  

ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขน

เฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 

 

1 92629.5 2.472522146  

 

 

 

2.353300184 

 

 

 

 

0.1161552573 

 

 

 

 

4.935845334 

2 94215.5 2.525539027 

3 93267 2.493832525 

1 67573 2.273543933 

2 65595 2.200118787 

3 67883 2.285051412 

1 253088 2.330517423 

2 251224.5 2.2576362 
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ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขน

เฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

3 253354.5 2.340940201 

20 

 

1 360726.5 19.71541626  

 

 

 

20.05217577 

 

 

 

 

0.5533451303 

 

 

 

 

2.75952663 

2 358699 19.59956574 

3 358027.5 19.5611965 

1 561920 20.62415086 

2 556535.5 20.42427336 

3 564040.5 20.70286573 

1 691668.5 19.4833392 

2 694942.5 19.61138488 

3 723989 20.74738942 

50 

 

1 931901.5 50.07961277  

 

 

 

50.23616034 

 

 

 

 

0.2090402037 

 

 

 

 

0.4161150102 

2 933660.5 50.17609149 

3 936610 50.33786749 

1 1167914 50.05929349 

2 1169504.5 50.12797979 

3 1170558.5 50.17349715 

1 1563133.5 50.37869587 

2 1569882.5 50.63485406 

3 1568841.5 50.59534292 

จากการทดสอบ Intermediate precision ของสาร

มาตรฐาน Betamethasone valerate โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ี

ความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

4.94% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วัน

เทากับ 2.76% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ย

ของท้ัง 3 วันเทากับ 0.42% 
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    (3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 30 แสดง %RSD ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate ท่ี 3 ความเขมขน  

ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขน

เฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 

 

1 89631.5 2.457205496  

 

 

 

2.361164214 

 

 

 

 

0.1112882215 

 

 

 

 

4.713277494 

2 91457.5 2.520249275 

3 90911.5 2.501398288 

1 58685.5 2.22370497 

2 59165 2.244719081 

3 60068 2.284293102 

1 290924.5 2.310904489 

2 290897 2.309895833 

3 293302 2.398107394 

20 

 

1 393452.5 19.73886447  

 

 

 

20.22728383 

 

 

 

 

0.5861584785 

 

 

 

 

2.89786055 

2 395132.5 19.8278428 

3 396867 19.91970764 

1 477387.5 20.57334122 

2 480288.5 20.70047769 

3 487320.5 21.00865545 

1 759598 19.50110035 

2 767381.5 19.78658671 

3 800163.5 20.98897814 

50 

 

1 967175 50.12509931  

 

 

 

50.34893218 

 

 

 

 

0.23921906 

 

 

 

 

0.47512241 

2 971500 50.35416556 

3 974805 50.52920926 

1 1149340.5 50.02171531 

2 1152817 50.1740731 

3 1153236 50.1924358 

1 1601995.5 50.39889598 

2 1610143 50.69773327 

3 1608761.5 50.64706206 
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จากการทดสอบ Intermediate precision ของสาร

มาตรฐาน Clobetasol propionate โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ีความ

เขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 4.71% 

ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

2.90% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 

วันเทากับ 0.48% 

2) สารละลาย spiked sample โดยใชวธิีการสกัดแบบดั้งเดิม 

(1) Triamcinolone acetonide (spiked) 

ตารางท่ี 31 แสดง %RSD ของ Triamcinolone acetonide (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน  

ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 

 

1 41096.5 2.619137353  

 

 

 

2.715103477 

 

 

 

 

0.1675196538 

 

 

 

 

6.169917839 

2 42909.5 2.703494323 

3 41764 2.650195422 

1 58335.5 2.534201178 

2 58654 2.547998614 

3 60053.5 2.608625022 

1 41180.5 2.869559967 

2 42012 2.909723229 

3 43736 2.992996184 

20 

 

1 419366.5 20.21963987  

 

 

 

19.93905903 

 

 

 

 

0.2569747015 

 

 

 

 

1.288800545 

2 421165.5 20.30334543 

3 420752.5 20.28412898 

1 400076.5 19.77929468 

2 398326.5 19.69381625 

3 398057 19.68065257 

1 390644 19.7494083 

2 393113.5 19.86869053 

3 393193.5 19.8725547 
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ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

50 

 

1 1059410 50.00018612  

 

 

 

49.95289278 

 

 

 

 

0.6200741608 

 

 

 

 

1.241317822 

2 1036699 48.94346734 

3 1037035.5 48.95912433 

1 1019622.5 50.04090754 

2 1020083.5 50.063425 

3 1023008.5 50.2062961 

1 1020458.5 50.17082065 

2 1034083 50.82891368 

3 1024435 50.36289427 

จากการทดสอบ Intermediate precision ของ 

Triamcinolone acetonide (spiked) โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ี

ความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

6.17% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วัน

เทากับ 1.29% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ย

ของท้ัง 3 วันเทากับ 1.24% 

(2) Betamethasone valerate (spiked) 

ตารางท่ี 32 แสดง %RSD ของ Betamethasone valerate (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน  

ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 

 

1 39538 2.613266272  

 

 

 

2.683696708 

 

 

 

 

0.1647305959 

 

 

 

 

6.138197187 

2 39697.5 2.621209103 

3 39201.5 2.596509138 

1 57564.5 2.528055687 

2 58358.5 2.565526192 

3 57642.5 2.531736668 

1 37946 2.901896082 
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ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขนเฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2 37638 2.885763671 

3 38087.5 2.909307563 

20 

 

1 394604 20.29495543  

 

 

 

19.79964128 

 

 

 

 

0.3712116362 

 

 

 

 

1.87484021 

2 394390 20.28429859 

3 393272 20.22862407 

1 418703 19.70270807 

2 414090.5 19.47351553 

3 411958.5 19.36757764 

1 359734 19.75649487 

2 356474 19.58574272 

3 354891.5 19.5028546 

50 

 

1 990997 49.99432299  

 

 

 

49.83860551 

 

 

 

 

0.6331621875 

 

 

 

 

1.270425167 

2 969642.5 48.93090484 

3 967025 48.80055774 

1 1030806.5 50.11778882 

2 1033215 50.23746584 

3 1016558 49.40978882 

1 941368.5 50.22132307 

2 947931.5 50.56507961 

3 942302 50.27021789 

จากการทดสอบ Intermediate precision ของ 

Betamethasone valerate (spiked) โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ี

ความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

6.14% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วัน

เทากับ 1.87% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ย

ของท้ัง 3 วันเทากับ 1.27% 
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(3) Clobetasol propionate (spiked) 

ตารางท่ี 33 แสดง %RSD ของ Clobetasol propionate (spiked) ท่ี 3 ความเขมขน ทำซ้ำ 3 วัน 

ความ

เขมขน 

(µg/mL)  

คร้ังท่ี AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

ความเขมขน

เฉลี่ย 

(µg/mL) 

SD %RSD 

2.5 

 

1 42672 2.599504001  

 

 

 

2.488524968 

 

 

 

 

0.1594381447 

 

 

 

 

6.406933697 

2 43244 2.626269243 

3 42795.5 2.60528286 

1 52321.5 2.54225764 

2 52697.5 2.560583906 

3 53994 2.623775406 

1 43867.5 2.262890324 

2 43974.5 2.268046453 

3 44806 2.30811488 

20 

 

1 420751 20.29072107  

 

 

 

19.91053563 

 

 

 

 

0.3549293859 

 

 

 

 

1.782620983 

2 421405 20.32132329 

3 420688 20.28777315 

1 381977 19.78994568 

2 386881 20.04125243 

3 385420 19.96638311 

1 400115 19.4297899 

2 401539.5 19.49843389 

3 403008 19.56919815 

50 

 

 

1 1054780.5 49.95847176  

 

 

 

50.11614352 

 

 

 

 

0.6789962765 

 

 

 

 

1.354845423 

2 1034745.5 49.02098638 

3 1036279 49.0927425 

1 971929.5 50.02221482 

2 983854 50.63328892 

3 986771 50.78277134 

1 1038872 50.21029298 

2 1052670.5 50.87521685 

3 1043832 50.44930609 
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จากการทดสอบ Intermediate precision ของ 

Clobetasol propionate (spiked) โดยการทำซ้ำ 3 วัน ท่ี  

ความเขมขน 2.5 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วันเทากับ 

6.41% ท่ีความเขมขน 20 µg/mL มี %RSD เฉลี่ยของท้ัง 3 วัน

เทากับ 1.78% และท่ีความเขมขน 50 µg/mL มี %RSD เฉลี่ย

ของท้ัง 3 วันเทากับ 1.35% 

2.4 การทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) 

 2.4.1 สารมาตรฐาน 

  1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 34 แสดง LOD ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 23156x+8741 23156 8741  

1.564314872 

 

45.49 

 

y = 29482x-14472 29482 -14472 

y = 23310x-8149 23310 -8149 

เฉลี่ย 25316 12000.66525 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของ

สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide เม่ือนำคา slope กับ SD of 

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 1.56 จากนั้นนำความเขมขน 

1.56 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 45.49 

2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 35 แสดง LOD ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 26939x+6326 26939 6326  

1.353008076 

 

76.41 

 

y = 27832x-13852 27832 -13852 

y = 19512x-5720 19512 -5720 

เฉลี่ย 24761 10152.07059 
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จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของ

สารมาตรฐาน Betamethasone valerate เม่ือนำคา slope กับ SD of 

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 1.35 จากนั้นนำความเขมขน 

1.35 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 76.41 

3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 36 แสดง LOD ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 22818x+7945 22818 7945  

1.423905046 

 

63.14 

 

y = 28005x-13107 28005 -13107 

y = 24766x-7293 24766 -7293 

เฉลี่ย 25196.33333 10871.8746 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของสาร

มาตรฐาน Clobetasol propionate เม่ือนำคา slope กับ SD of         

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 1.42 จากนั้นนำความเขมขน 

1.42 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 63.14 

 2.4.2 สารละลาย spiked sample โดยใชวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม 

  1) Triamcinolone acetonide (spiked) 

ตารางท่ี 37 แสดง LOD ของ Triamcinolone acetonide (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 20703x-18228 20703 -18228  

1.10669825 

 

39.25 y = 21492x-15194 21492 -15194 

y = 20473x-4865 20473 -4865 

เฉลี่ย 20889.33333 7005.511711 
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จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของ 

Triamcinolone acetonide (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of      

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 1.11 จากนั้นนำความเขมขน 

1.11 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 39.25 

2) Betamethasone valerate (spiked) 

ตารางท่ี 38 แสดง LOD ของ Betamethasone valerate (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 19092x-17457 19092 -17457  

3.623147695 

 

284.40 

 

y = 20081x-12939 20081 -12939 

y = 20125x+22186 20125 22186 

เฉลี่ย 19766 21701.55677 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของ 

Betamethasone valerate (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of       

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 3.62 จากนั้นนำความเขมขน 

3.62 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 284.40 

3) Clobetasol propionate (spiked) 

ตารางท่ี 39 แสดง LOD ของ Clobetasol propionate (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-

intercept 

LOD Signal-to-

noise ratio 

y = 20752x-3092 20752 -3092  

0.8609382547 

 

38.89 y = 21371x-12882 21371 -12882 

y = 19514x-4204 19514 -4204 

เฉลี่ย 20545.66667 5360.166788 
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จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (LOD) ของ 

Clobetasol propionate (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of          

y-intercept มาคำนวณไดคา LOD เทากับ 0.86 จากนั้นนำความเขมขน 

0.86 µg/mL ไปฉีด HPLC พบวาไดคา Signal-to-noise ratio ท่ีไดจาก

การคำนวณของเครื่องเทากับ 38.89 

2.5 การทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 

 2.5.1 สารมาตรฐาน 

  1) สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ตารางท่ี 40 แสดง LOQ ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 23156x+8741 23156 8741  

4.740348098 y = 29482x-14472 29482 -14472 

y = 23310x-8149 23310 -8149 

เฉลี่ย 25316 12000.66525 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ

สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide เม่ือนำคา slope กับ SD of 

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 4.74 µg/mL 

  2) สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ตารางท่ี 41 แสดง LOQ ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 26939x+6326 26939 6326  

4.100024471 y = 27832x-13852 27832 -13852 

y = 19512x-5720 19512 -5720 

เฉลี่ย 24761 10152.07059 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ

สารมาตรฐาน Betamethasone valerate เม่ือนำคา slope กับ SD of 

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 4.10 µg/mL 
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3) สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ตารางท่ี 42 แสดง LOQ ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 22818x+7945 22818 7945  

4.314863777 y = 28005x-13107 28005 -13107 

y = 24766x-7293 24766 -7293 

เฉลี่ย 25196.33333 10871.8746 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ

สารมาตรฐาน Clobetasol propionate เม่ือนำคา slope กับ SD of     

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 4.31 µg/mL 

 2.5.2 สารละลาย spiked sample โดยใชวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม 

1) Triamcinolone acetonide (spiked) 

ตารางท่ี 43 แสดง LOQ ของ Triamcinolone acetonide (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 20703x-18228 20703 -18228  

3.353631061 y = 21492x-15194 21492 -15194 

y = 20473x-4865 20473 -4865 

เฉลี่ย 20889.33333 7005.511711 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ 

Triamcinolone acetonide (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of      

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 3.35 µg/mL 

  2) Betamethasone valerate (spiked) 

ตารางท่ี 44 แสดง LOQ ของ Betamethasone valerate (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 19092x-17457 19092 -17457  

10.97923544 y = 20081x-12939 20081 -12939 

y = 20125x+22186 20125 22186 

เฉลี่ย 19766 21701.55677 
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จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ 

Betamethasone valerate (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of       

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 10.98 µg/mL 

3) Clobetasol propionate (spiked) 

ตารางท่ี 45 แสดง LOQ ของ Clobetasol propionate (spiked) 

สมการเสนตรง slope SD of y-intercept LOQ 

y = 20752x-3092 20752 -3092  

2.608903802 y = 21371x-12882 21371 -12882 

y = 19514x-4204 19514 -4204 

เฉลี่ย 20545.66667 5360.166788 

จากการทดสอบหาขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (LOQ) ของ 

Clobetasol propionate (spiked) เม่ือนำคา slope กับ SD of          

y-intercept มาคำนวณไดคา LOQ เทากับ 2.61 µg/mL 

2.6 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity)  

 2.6.1 สารมาตรฐาน 

 
รูปท่ี 10 แสดง chromatogram ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ตามลำดับ 
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 2.6.2 สารละลาย spiked sample  

 
รูปท่ี 11 แสดง chromatogram ของสารละลาย spiked sample 

Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ 

Clobetasol propionate ตามลำดับ 

 2.6.3 cream base 3 ย่ีหอ 

  - Cream base 1 

 
รูปท่ี 12 แสดง chromatogram ของ cream base 1 

  - Cream base 2 

 
รูปท่ี 13 แสดง chromatogram ของ cream base 2 
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  - Cream base 3 

 
รูปท่ี 14 แสดง chromatogram ของ cream base 3 

จาก chromatogram ของสารมาตรฐานและสารละลาย spiked 

sample  แสดงใหเห็นวาพีคของสารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดไมซอนทับกัน

และแยกออกจากสารรบกวนอ่ืนชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับ cream base 

ท้ัง 3 ยี่หอ   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

61 
 

3. การทำใหบริสุทธิ์โดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดดูซบัของแข็ง (SPE)  

 การทำใหสารบริสุทธิ์โดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) โดยทำการสกัด

สารละลาย spiked sample ของ steroid ท้ัง 3 ชนิดและทำการเก็บสารในข้ันตอนการชะสาร 

(elution) จากนั้นทำมาวิเคราะหโดยใชเครื่อง HPLC ไดผลดังแสดงในตารางท่ี 46, 47 และ 48 

ตารางท่ี 46 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide ท่ี 5 ความเขมขน 

สารมาตรฐาน Triamcinolone acetonide 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย % Recovery 

2.5 - - - - 

10 - - - - 

20 - 5744 5744 2.243078136 

30 12126 12390 12258 2.565113147 

50 21394 20778 21086 2.408907282 

ตารางท่ี 47 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Betamethasone valerate ท่ี 5 ความเขมขน 

สารมาตรฐาน Betamethasone valerate 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย % Recovery 

2.5 - - - - 

10 4859 4894 4876.5 4.307386815 

20 9736 9600 9668 3.422292825 

30 16394 16817 16605.5 3.506045362 

50 26511 26620 26565.5 3.158432618 

ตารางท่ี 48 แสดง % recovery ของสารมาตรฐาน Clobetasol propionate ท่ี 5 ความเขมขน 

สารมาตรฐาน Clobetasol propionate 

ความเขมขน (µg/mL) AUC 1 AUC 2 AUC เฉลี่ย % Recovery 

2.5 - - - - 

10 6626 6633 6629.5 4.180072904 

20 11418 11013 11215.5 3.204495747 

30 18508 18684 18596 3.332037262 

50 30181 29717 29949 3.102794654 
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การทำใหบริสุทธิ์โดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) พบวาสารมาตรฐานท้ัง 3 

ชนิด มี % recovery ไมเกิน 5% ดังนั้นผูจัดทำจึงใชสารละลายมาตรฐานในการวิเคราะห และเก็บทุก

ข้ันตอนในกระบวนการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง โดยใช SPE cartridge 2 ยี่หอ คือ Welchrom® 

และ Strata® แสดงผลดังตารางท่ี 49 และ 50 

ตารางท่ี 49 แสดง % recovery ของสารมาตรฐานโดยใช SPE cartridge ยี่หอ Welchrom® 

Standard Welchrom® 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 975813 46.67095851 93.34191702 

Betamethasone valerate 868901 43.96200616 87.92401231 

Clobetasol propionate 968371.5 46.69220217 93.38440433 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 112400.5 5.497257988 10.99451598 

Betamethasone valerate 56338.5 2.96283869 5.92567738 

Clobetasol propionate 84005.5 4.123441637 8.246883273 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 12106 0.7144969003 1.428993801 

Betamethasone valerate 16071.5 0.9311014683 1.862202937 

Clobetasol propionate 18030.5 0.9477496992 1.895499398 

ตารางท่ี 50 แสดง % recovery ของสารมาตรฐานโดยใช SPE cartridge ยี่หอ Strata® 

Standard Strata® 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 935545 44.75069146 89.50138293 

Betamethasone valerate 862592.5 41.27179304 82.54358608 

Clobetasol propionate 930021.5 44.48729137 88.97458274 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 150295.5 7.304363376 14.60872675 

Betamethasone valerate 83580 4.122889843 8.245779685 

Clobetasol propionate 116714 5.702956605 11.40591321 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 23539.5 1.259728183 2.519456366 

Betamethasone valerate 28646 1.503242728 3.006485455 

Clobetasol propionate 31464.5 1.637649022 3.275298045 
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 จากการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) และเก็บทุกขั้นตอนในกระบวนการสกัด spiked 

sample ไดแก การบรรจุสาร (load), การลาง (wash) และการชะสาร (elute) พบวาสวนใหญ      

สารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดอยูในข้ันตอน load ซ่ึงแสดงผลดังตารางท่ี 51 และ 52 

ตารางท่ี 51 แสดง % recovery ของสารละลาย spiked sample โดยใช SPE cartridge ยี่หอ 

Welchrom® 

Spike 

 

Welchrom® 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 794691.5 37.68311465 75.36622929 

Betamethasone valerate 674578 32.09436069 64.18872138 

Clobetasol propionate 782045.5 37.09470966 74.18941932 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 211705.5 10.55739345 21.1147869 

Betamethasone valerate 52177 3.134701284 6.269402568 

Clobetasol propionate 151239 7.743951238 15.48790248 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 48695 2.972687512 5.945375023 

Betamethasone valerate 40111.5 2.573306347 5.146612693 

Clobetasol propionate 56299 3.326493579 6.652987158 

ตารางท่ี 52 แสดง % recovery ของสารละลาย spiked sample โดยใช SPE cartridge ยี่หอ 

Strata® 

Spike Strata® 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 895694.5 42.38267728 84.76535455 

Betamethasone valerate 816800 38.71179974 77.42359948 

Clobetasol propionate 880157 41.65973385 83.31946771 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 149748 7.674576587 15.34915317 

Betamethasone valerate 67928 3.867578634 7.735157268 

Clobetasol propionate 87409.5 4.774032198 9.548064396 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 33204 2.251907687 4.503815373 

Betamethasone valerate 39940.5 2.565349898 5.130699795 

Clobetasol propionate 43535 2.732598176 5.465196352 
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จากนั้นเก็บทุกข้ันตอนในกระบวนการสกัดอีกครั้งโดยใชสารมาตรฐาน ซ่ึงในข้ันตอนการปรับ

สภาวะ (Conditioning) กอนบรรจุสาร ไดทดลอง 2 แบบ คือ แบบปกติใช methanol และ water 

อยางละ 3 mL และแบบท่ีสองใช methanol เพียงอยางเดียว 3 mL 

ตารางท่ี 53 แสดง % recovery ของสารมาตรฐานโดยใช SPE cartridge ยี่หอ Welchrom® ใน

สภาวะท่ีใช methanol และ water 

STD Welchrom® (Normal) 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 929799.5 46.65986445 93.31972891 

Betamethasone valerate 916410 47.21354434 94.42708869 

Clobetasol propionate 890066 47.21988397 94.43976793 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 215674 11.0728061 22.1456122 

Betamethasone valerate 181269.5 9.440422362 18.88084472 

Clobetasol propionate 183287.5 9.94253692 19.88507384 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 19737.5 1.308690886 2.617381771 

Betamethasone valerate 62569 3.341331826 6.682663652 

Clobetasol propionate 25476 1.61914557 3.238291139 

ตารางท่ี 54 แสดง % recovery ของสารมาตรฐานโดยใช SPE cartridge ยี่หอ Welchrom® ใน

สภาวะท่ีใช methanol เพียงอยางเดียว 

STD Welchrom® (Methanol only) 

AUC เฉลี่ย ความเขมขน 

(µg/mL) 

% Recovery 

 

Load 

Triamcinolone acetonide 924270 46.38431255 92.76862511 

Betamethasone valerate 905862 46.6715651 93.3431302 

Clobetasol propionate 892010 47.32241561 94.64483122 

 

Wash 

Triamcinolone acetonide 149971 7.798624608 15.59724922 

Betamethasone valerate 25736 1.448771966 2.897543932 

Clobetasol propionate 115048 6.343407173 12.68681435 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 21841.5 1.413539642 2.827079284 

Betamethasone valerate 33873 1.86686877 3.73373754 

Clobetasol propionate 36689 2.210548523 4.421097046 
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จากนั ้นจึงไดทำการปรับขั ้นการปรับสภาวะจากการใช methanol เปนสารละลาย 

methanol: dichloromethane 1:9 (v/v) ทำเปรียบเทียบระหวางสารมาตรฐานและสารละลาย 

spiked sample ที่ความเขมขน 30 µg/mL โดยทำการเก็บสารในขั ้นตอนการชะสาร (elution) 

จากนั้นนำมาวิเคราะหโดยใชเครื่อง HPLC ไดผลดังแสดงในตารางท่ี 55 และ 56 

ตารางท่ี 55 แสดง % recovery ของสารมาตรฐานโดยใช SPE ท่ีปรับสภาวะโดยใชสารละลาย 

methanol: dichloromethane 1:9 (v/v) 

Standard 

30 µg/mL AUC เฉลี่ย 
ความเขมขน

(µg/mL) % Recovery 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 16541 0.6985110028 2.328370009 

Betamethasone valerate 19815 0.9562117152 3.187372384 

Clobetasol propionate 21480.5 0.8991450211 2.99715007 

 

ตารางท่ี 56 แสดง % recovery ของสารละลาย spiked sample โดยใช SPE ท่ีปรับสภาวะโดยใช

สารละลาย methanol: dichloromethane 1:9 (v/v) 

Spike  

30 µg/mL AUC เฉลี่ย 
ความเขมขน

(µg/mL) % Recovery 

 

Elute 

Triamcinolone acetonide 9379.5 0.3839548469 1.27984949 

Betamethasone valerate 17664.5 0.8532972818 2.844324273 

Clobetasol propionate 17270.5 0.7035221412 2.345073804 
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4. การประยุกตใช 

4.1 ตัวอยางยาทาสเตียรอยดชนิดครีมในทองตลาด 
 

 
รูปท่ี 15 แสดงตัวอยางยาทาสเตียรอยดชนิดครีมในทองตลาด 

ตารางท่ี 57 แสดง % recovery ของตัวอยางยาทาสเตียรอยดชนิดครีมในทองตลาด 

ยา AUC เฉลี่ย  ความเขมขน 

 (µg/mL) 

% Label 

amount 

Triamcinolone acetonide cream (0.1% w/w) 664404 27.04597655 90.15325515 

Betamethasone valerate cream (0.1% w/w) 705807 31.8376635 106.125545 

Clobetasol propionate cream (0.05% w/w) 663695 30.04222813 100.1407604 

4.2 ตัวอยางเครื่องสำอางในทองตลาด  

รูปท่ี 16 แสดงตัวอยางเครื่องสำอางในทองตลาด1, 2 และ 3 (ซายไปขวา) 

นำตัวอยางของเครื่องสำอางท่ีขายทางอินเตอรเน็ตจำนวน 3 ตัวอยาง มาตรวจสอบ

สารสเตียรอยดเบื้องตนโดยใชชุดทดสอบสเตียรอยดกอนนำมาวิเคราะหหาโดยการใช HPLC 
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หมายเหตุ:  

ตัวอยางเครื่องสำอาง 1 คือ ครีมแบงขายใสกระปุกท่ีมีฉลากระบุสรรพคุณแกสิว, 

ฝากระและจุดดางดำ 

ตัวอยางเครื่องสำอาง 2 คือ ครีมแบงขายใสกระปุกท่ีมีฉลากระบุสรรพคุณหนา

ขาว, หนาใสและมีวิธีใชทาเชา-กอนนอน 

ตัวอยาเครื่องสำอาง 3  คือ ครีมท่ีมีฉลากแสดงชื่อและเลขจดแจงทะเบียน ระบุ

สรรพคุณหนาขาวใสและลดสิว 

4.2.1 การตรวจสอบสารสเตียรอยดเบ้ืองตนโดยใชชุดทดสอบสเตียรอยด 

          

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 17 แสดงการตรวจสอบสารสเตียรอยดเบื้องตนโดยใชชุดทดสอบสเตียรอยดกอนหยด

น้ำยาทดสอบ (ซาย) และ หลังหยดน้ำยาทดสอบ 15 นาที (ขวา) 

จากการตรวจสอบสารสเตียรอยดเบื้องตนโดยใชชุดทดสอบสเตียรอยด

พบวาหลังจากหยดน้ำยาทดสอบและรอผล 15 นาที สังเกตการเปลี่ยนสีของสาร

ตัวอยาง โดยสีของตัวอยางเครื่องสำอาง 1 และ 2 เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม คือ 

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเขียวอมเทา ซ่ึงแปลผลไดวาอาจมีการปนเปอนสเตียรอยด 

ไดแก Betamethasone valerate, Dexamethasone, Hydrocortisone, 

Prednisolone และ Triamcinolone acetonide แตไมสามารถระบุไดวา

ปนเปอนสเตียรอยดชนิดใดและมีปริมาณเทาใด จึงตองนำไปวิเคราะหดวย HPLC 

ตอไป  

สำหรับการตรวจสอบเบื้องตนในครั้งนี้มีการใชตัวอยางยาทาสเตียรอยด

ชนิดครีมเปน positive control พบวาหลังจากหยดน้ำยาทดสอบและรอผล       
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15 นาที สีของยาทาสเตียรอยดชนิดครีมเปลี่ยนจากเนื้อครีมสีขาวเปนสีมวงออน  

ซ่ึงแปลผลไดวามีการตรวจพบสเตียรอยด อีกท้ังมีการใช cream base            

เปน negative control พบวาหลังจากหยดน้ำยาทดสอบและรอผล 15 นาที       

สีของ cream base ไมเปลี่ยนแปลงเนื้อครีมยังเปนสีขาว ซ่ึงแปลผลไดวาไมพบ        

สเตียรอยด 

 4.2.2 การตรวสอบสารสเตียรอยดโดย HPLC ดวยวิธีการสกัดแบบดั้งเดิม 

ตัวอยางเครื่องสำอาง 1 (ชั่งครีม 500.6 mg) 

 
รูปท่ี 18 แสดง chromatogram ของตัวอยางเครื่องสำอาง 1 

ตารางท่ี 58 แสดงปริมาณสารสเตียรอยดท่ีคาดวาพบในตัวอยางเครื่องสำอาง 1 

Cream1 

 

Retention 

time 

AUC1 AUC2 AUC เฉลี่ย ความเขมขน  

(µg/mL) 

ปริมาณสาร (µg)  

ในครีม 1 g 

TA 6.913 53413 63523 58468 2.54007994 25.37035498 

BV 26.397 3050 3903 3476.5 0.1743156585 1.741067304 

CP - - - - - - 

   

ตัวอยางเครื่องสำอาง 2 (ชั่งครีม 500.7 mg) 

 

รูปท่ี 19 แสดง chromatogram ของตัวอยางเครื่องสำอาง 2 
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ตารางท่ี 59 แสดงปริมาณสารสเตียรอยดท่ีคาดวาพบในตัวอยางเครื่องสำอาง 2 

Cream2 

 

Retention 

time 

AUC1 AUC2 AUCเฉลี่ย ความเขมขน 

 (µg/mL) 

ปริมาณสาร (µg)  

ในครีม 1 g 

TA 6.924 13078 14935 14006.5 0.5871875961 5.863666827 

BV - - - - - - 

CP 29.286 2207312 2210715 2209013.5 102.5455834 1024.022203 

ตัวอยางเครื่องสำอาง 3 (ชั่งครีม 500.2 mg) 

 

รูปท่ี 20 แสดง chromatogram ของตัวอยางเครื่องสำอาง 3 

ตารางท่ี 60 แสดงปริมาณสารสเตียรอยดท่ีคาดวาพบในตัวอยางเครื่องสำอาง 3 

Cream 3 

 

Retention 

time 

AUC1 AUC2 AUCเฉลี่ย ความเขมขน 

 (µg/mL) 

ปริมาณสาร (µg)  

ในครีม 1 g 

TA - - - - - - 

BV - - - - - - 

CP - - - - - - 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณผลการวิจัย 

1. การพัฒนาวิธีวิเคราะห  

จากผลการวิเคราะหขางตนพบวาสภาวะท่ีใชมีความเหมาะสมในการแยกสารสเตียรอยด 

ท้ัง 3 ชนิดออกจากกัน โดยท่ีพีคของสารไมเกิดการซอนทับกันและแยกออกจากกันชัดเจน ดังรูปท่ี 10 

และ 11  

2. การตรวจสอบความถกูตองของวิธีวิเคราะห (Method validation) 

 2.1 การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and range)  

ในการทดสอบความเปนเส นตรงของสารมาตรฐานได กราฟเส นตรงที ่ม ีคา             

R2 = 0.9992 และคา R = 0.9996 และสารละลาย spiked sample มีคา R2 = 0.9999 

และคา R = 0.9999 ซ่ึงมีคาใกลเคียง 1 มีชวงของการวิเคราะหอยูท่ี 0.5-50 µg/mL 

 2.2 การทดสอบความถูกตองแมนยำ (Accuracy) 

จากผลการวิเคราะหหา % recovery ของสารมาตรฐานดังตารางท่ี 16, 17 และ 18 

พบวาทุกความเขมขนที่ทดสอบมี % recovery ของสารมาตรฐานอยูในชวง 90-107% ซ่ึง

เปนไปตามท่ีกำหนดใน Association of official analytical chemists (AOAC) 2016 

จากผลการวิเคราะหหา % recovery ของสารละลาย spiked sample ดังตารางท่ี 

19, 20 และ 21 พบวาที ่ความเขมขน 2.5 µg/mL มีเพียง Triamcinolone acetonide     

ท่ีมี % recovery อยู ในชวงที ่กำหนด สำหรับความเขมขนท่ี 20 และ 50 µg/mL ของ 

spiked sample มี % recovery อยูในชวงท่ีกำหนดท้ัง 3 ชนิด 

2.3 การทดสอบความเท่ียงตรง (Precision) 

จากผลการวิเคราะห Repeatability หา %RSD ของสารมาตรฐานทั ้ง 3 ชนิด       

แสดงดังตารางท่ี 22, 23 และ 24 และสารละลาย spiked sample ดังตารางท่ี 25, 26 และ 

27 พบวามีคาอยูในชวงตามท่ีกำหนดใน AOAC 2016 คือนอยกวา 5.3% 
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จากการวิเคราะห Intermediate precision หา % RSD ของสารมาตรฐานท้ัง      

3 ชนิด ดังแสดงในตารางที ่ 28, 29 และ 30 พบวาทุกความเขมขนมี %RSD ของสาร

มาตรฐาน Triamcinolone acetonide มีคาไมเกิน 6.01%, Betamethasone valerate มี

คาไมเกิน 4.94% และ Clobetasol propionate มีคาไมเกิน 4.71% และ spiked sample 

ท ั ้ ง  3 ชน ิ ด  ท ี ่ ท ุ กความ เข  มข  นพบว  า  %RSD ของสารละลาย  spiked sample 

Triamcinolone acetonide ม ี ค  า ไ ม  เ ก ิ น  6.17%, spiked sample Betamethasone 

valerate มีคาไมเกิน 6.14% และ spiked sample Clobetasol propionate มีคาไมเกิน 

6.41% 

2.4 การทดสอบหาขีดจำกัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) และ

ขีดจำกัดของการวัดปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ) 

ข ีดจำก ัดของการตรวจพบของสารมาตรฐาน  Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate มีคาเทากับ 1.56, 1.35 และ 

1.42 µg/mL ตามลำดับ ทำการยืนยันคา LOD โดยการฉีดเขาเครื่อง HPLC พบวาใหขนาด

สัญญาณเกิน 3 เทาของสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) และขีดจำกัดของการวัด

ปริมาณของ Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol 

propionate มีคาเทากับ 4.74, 4.10 และ 4.31 ตามลำดับ 

ขีดจำกัดของการตรวจพบของสารละลาย spiked sample Triamcinolone 

acetonide, Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate มีคาเทากับ 1.11, 

3.62 และ 0.86 µg/mL ตามลำดับ ทำการยืนยันคา LOD โดยการฉีดเขาเครื ่อง HPLC 

พบวาใหขนาดสัญญาณเกิน 3 เทาของสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio) และ

ขีดจำกัดของการวัดปริมาณของ Triamcinolone acetonide, Betamethasone valerate 

และ Clobetasol propionate มีคาเทากับ 3.35, 10.98 และ 2.60 ตามลำดับ 

2.5 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (Specificity) 

จาก chromatogram ของสารมาตรฐานและสารละลาย spiked sample ดังรูปท่ี 

10 และ 11 แสดงใหเห็นวาพีคของสารสเตียรอยดทั้ง 3 ชนิดไมเกิดการซอนทับกันและแยก

ออกจากสารรบกวนอ่ืนชัดเจนเม่ือเปรียบเทียบกับ cream base ท้ัง 3 ยี่หอ  
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3. การทำใหบริสทุธิ์โดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซบัของแข็ง (SPE) 

จากผลการวิเคราะหการทำสารใหบริสุทธิ์โดยใชวิธีการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE)    

เม่ือสกัดสารจากสารสารละลาย spiked sample ท้ัง 3 ชนิดและทำการเก็บสารในข้ันตอนการชะสาร 

(elution) เนื่องจากโดยปกติการทำใหสารบริสุทธิ์ดวยวิธี SPE สารมาตรฐานท่ีสกัดออกมาไดควรมีคา

ใกลเคียงกับสารละลาย spiked sample โดยสามารถดูไดจากคา % recovery ท่ีมีคาเขาใกล 100% 

แตจากการทดลองเมื่อนำสารที่สกัดออกมาไปตรวจดวยเครื่อง HPLC พบวาสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิด 

ม ี  % recovery นอยกว า 5% และที ่ความเข มข นต ่ำไม สามารถตรวจพบสารได  เลย เชน                   

ที่ความเขมขน 2.5 µg/mL จึงไดมีการตั้งสมมติฐานวาหากทำการเก็บสารในทุกขั้นตอนของการสกัด

ดวย SPE ไดแก ขั้นการบรรจุสาร (loading), ขั้นการลาง (washing) และขั้นการชะสาร (elution) 

หากมีการพบสารมาตรฐานที่ขั ้น loading อาจสามารถบอกไดวาสารมาตรฐานไมจับติดอยู ใน 

cartridge แตหากพบสารมาตรฐานที่ขั้น washing อาจสามารถบอกไดวากระบวนการลางมีการใช

สารละลาย (washing solution) ไมเหมาะสมทำใหลางสารมาตรฐานที่ตองการวิเคราะหออกมาดวย 

เนื่องจากในข้ัน washing ควรออกมาเพียงแคสิ่งรบกวนท่ีตองการนำออกมาและควรพบสารมาตรฐาน

ที ่ต องการวิเคราะหในขั ้น elution โดยสารที ่ต องการวิเคราะหจะออกจาก stationary phase         

ในขั้นนี้และหากเก็บทุกขั้นตอนในการสกัดดวย SPE แลวไมพบสารมาตรฐานในทุกขั้นตอน แสดงวา

สารมาตรฐานอาจติดอยูท่ี stationary phase ของ SPE cartridge ไมออกมากับการสกัด 

ดังนั้นทางผูจัดทำจึงไดทำการสกัดสารดวยตัวดูดซับของแข็ง (SPE) โดยใช SPE cartridge   

2 ย ี ่ห อค ือ Welchrom® และ Strata® จากน ั ้นเก ็บสารในท ุกข ั ้นตอนของกระบวนการสกัด           

ไดผลการวิเคราะหคือสารสเตียรอยดท้ัง 3 ชนิดสวนใหญอยูในข้ัน loading โดยดูไดจาก % recovery 

ท่ีมีคามาก ซ่ึงแสดงผลดังตารางท่ี 49 และ 50 สำหรับสารมาตรฐาน และตารางท่ี 51 และ 52 สำหรับ

สารละลาย spiked sample แสดงว าสารมาตรฐานไมจ ับต ิดอยู ท่ี stationary phase ของ           

SPE cartridge 

หลังจากนั้นไดทำการคิดหาวิธีท่ีจะทำใหสารจับติดท่ี stationary phase ของ SPE cartridge 

โดยการปรับขั ้นการปร ับสภาวะ (conditioning) ในการชะ SPE cartridge ดวยตัวทำละลาย 

methanol และน้ำ เปลี ่ยนเปนการใชตัวทำละลาย methanol เพียงอยางเดียว เพื ่อเปนการ         

ทำความสะอาดกอนการบรรจุสาร ผลการวิเคราะหที่ไดพบวาไมมีความแตกตางของ % recovery 

จากสารมาตรฐานทั ้ง 3 ชนิดจากการใชตัวทำละลายที ่เปน methanol และน้ำ เทียบกับที ่ใช 

methanol เพียงอยางเดียว พบ % recovery มากที่สุดในขั้นตอนการบรรจุเชนเดิม คณะผูจัดทำ   
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จึงไดต ั ้งสมมติฐานวาสารมาตรฐานท่ีมีความมีข ั ้วส ูงทำให สารถูกชะออกมากับ methanol              

จึงไดทำการปรับขั้น conditioning จากการใช methanol เปนสารละลายในการชะ SPE cartridge 

เปน methanol: dichloromethane 1:9 (v/v) เพ่ือลดความมีข้ัวของสารละลาย methanol ลงโดย

ตั้งสมมติฐานวาสารมาตรฐานจะไมถูกชะออกมากับสารละลายและจับติดอยูที่ stationary phase 

ของ SPE cartridge และเมื ่อทำการทดลองปรับขั ้น conditioning เปนสารละลาย methanol: 

dichloromethane 1:9 (v/v)  โดยทำการเปรียบเทียบระหว างการ load สารมาตรฐานและ

สารละลาย spiked sample ที ่ความเขมขน 30 µg/mL เก็บสารในขั ้น elution มาวิเคราะห         

พบสารมาตรฐานทั้ง 3 ชนิดจากทั้งสองแบบ แสดงใหเห็นวาสารมาตรฐานไมจับติดอยูใน cartridge     

ดังท่ีแสดงในตารางท่ี 55 และ 56 

4. การประยุกตใช 

 จากผลการวิเคราะหตังตารางที่ 57 ตัวอยางยาทาสเตียรอยดชนิดครีมในทองตลาดที่นำมา

วิเคราะหพบวา Triamcinolone acetonide cream และ Betamethasone valerate cream มี 

% recovery อยูในชวงท่ี USP43 กำหนด คือ 90.0-115.0% เชนเดียวกับ Clobetasol propionate 

cream ท่ี มี  % recovery อย ู  ใ นช  ว ง ท่ี  USP43 กำหนด  ค ื อ  90-110% ด ั งน ั ้ น ว ิ ธ ี ก ารส กัด                   

สารสเตียรอยดออกจากครีมและสภาวะการวิเคราะหท่ีใชนาจะมีความเหมาะสมสำหรับการตรวจสอบ

หาปริมาณสเตียรอยดในเครื่องสำอางไดเชนกัน 

 จากผลการวิเคราะหรูปท่ี 17 ตัวอยางเครื่องสำอางชนิดครีมในทองตลาดที่นำมาวิเคราะห

พบวามี 2 ตัวอยาง จากท้ังหมด 3 ตัวอยาง ท่ีเม่ือนำมาทดสอบกับชุดทดสอบสเตียรอยดแลวเนื้อครีม

เกิดการเปลี ่ยนสี และจากผลการวิเคราะหดังตารางท่ี 58, 59 และ 60 เมื ่อนำมาวิเคราะหดวย    

เครื่อง HPLC พบวามีตัวอยางเครื่องสำอาง 2 ตัวอยางท่ีมี retention time ใกลเคียงกับสารมาตฐาน 

ด ังน ั ้นเคร ื ่องสำอางด ังกล าวอาจมีการใส สารสเต ียรอยดชน ิด Triamcinolone acetonide, 

Betamethasone valerate และ Clobetasol propionate ซึ่งหากตองการยืนยันผลการวิเคราะห

มากข้ึน สามารถทำไดโดยเตรียมสารมาตรฐานสเตียรอยด spike ในเครื่องสำอางตัวอยาง นำไปฉีดเขา

เครื่อง HPLC เพื่อพิสูจนวาเปนพีคจากสารชนิดเดียวกันหรือไม หากเปนสารชนิดเดียวกันพื้นที่ใตพีค

จะเพ่ิมข้ึนเม่ือเทียบกับพีคของเครื่องสำอางตัวอยางเพียงอยางเดียว 

 วิธีวิเคราะหสำหรับการตรวจสอบสารสเตียรอยดที่ปนเปอนในเครื่องสำอางดวยเทคนิค  
โครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงรวมกับการสกัดดวยตัวดูดซับของแข็งที่พัฒนาขึ้น เปนวิธีที่มี

ความถูกตอง แตการใช SPE มาสกัดสารอาจจะยังไมสามารถสกัดสารออกมาไดดีเทาวิธีการสกัด   
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แบบดั้งเดิมซึ่งมีคุณสมบัติเฉพาะอยูในเกณฑที่ยอมรับตามมาตรฐานสากล สามารถวิเคราะหไดงาย

และยังสามารถแยกสารสเตียรอยดในเครื ่องสำอางชนิดครีมไดพรอมกันหลายชนิด เหมาะสม            

ท่ีจะนำไปใชในการเฝาระวังการปลอมปนสารสเตียรอยดในเครื่องสำอาง 
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