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 งานวิจยันีไ้ด้น าเสนอวิธีการวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน  ไนอะซินาไมด์  และกรดซาลิไซ

ลิกแบบพร้อมกนัในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูที่
พฒันาขึน้ วิธีการเตรียมตวัอย่างสามารถท าได้ง่าย เพียงแค่น าผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางมาเจือจางด้วยน า้
ปราศจากไอออนแล้ววิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ที่ใช้คอลมัน์ C18 (4.6 x 
150 mm, i.d.) มีสารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์เข้มข้น  20 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) 
และเมทานอลในอัตราส่วน 40:60 โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ และตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่าสามารถแยกอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิ
ไซลิกได้อย่างสมบูรณ์ภายในเวลา 5 นาที ที่อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที วิธีที่พฒันาขึน้นีใ้ห้ค่า
ความเป็นเส้นตรงของอลัลนัโทอิน ในช่วงความเข้มข้น 20-500 มิลลิกรัมต่อลิตร ไนอะซินาไมด์และกรด
ซาลิไซลิกในช่วงความเข้มข้น 5-200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีค่าสมัประสิทธ์ิเชิงเส้นที่สูง (R2 > 0.995) มี
ความเที่ยงของวิธีทัง้แบบภายในวันเดียวกันและระหว่างวัน ซึ่งแสดงในรูปของค่าความเบี่ยงเบน
มาตรฐานสมัพทัธ์ (RSD) มีค่าน้อยกว่า 2.0% ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการตรวจวดัของอลัลนัโทอิน เท่ากับ 
5 และของไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกเท่ากับ  1 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่าร้อยละการคืนกลบัของ 
อัลลันโทอินอยู่ในช่วง 98.28-102.34  ไนอะซินาไมด์อยู่ในช่วง 98.44-102.43  และกรดซาลิไซลิกอยู่
ในช่วง 98.44-102.53 จะเห็นได้ว่าวิธีที่พฒันาขึน้นีม้ีความรวดเร็ว สะดวก ถูกต้อง และแม่นย า สามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน  ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่าง
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางได้ส าเร็จ 
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This research presents a developed method for the simultaneous analysis of 

allantoin, niacinamide and salicylic acid in cosmetic products using high-performance liquid 
chromatography. A simple sample pretreatment was performed by dilution of cosmetic 
products in deionized water. HPLC analysis was then performed on C18 column (4.6 x 150 
mm, i.d.) with a mixture of 20 mM phosphate buffer (pH 3.0) and methanol (40:60, v/v) as a 
mobile phase. UV absorption at 210 nm was used for detection. The results showed that 
allantoin, niacinamide and salicylic acid were completely separated at five minutes with a flow 
rate of 0.80 mL/min. The calibration curves of allantoin, niacinamide and salicylic acid were 
linear over the ranges 20–500, 5-200, and 5-200 mg/L, respectively with high correlation 
coefficients (R2> 0.995). The intraday and interday precisions were measured in terms of 
relative standard deviation (RSD) values. The RSDs of the method were less than 2.0%. The 
limits of detection were 5 mg/L for allantoin and 1 mg/L for niacinamide and salicylic acid. The 
recoveries of allantoin, niacinamide and salicylic acid from cosmetic samples ranged from 
98.28-102.34%, 98.44-102.43% and 98.44-102.53%, respectively. The developed method was 
successfully applied for determination of allantoin, niacinamide and salicylic acid in cosmetic 
products. The proposed method has the advantages of being rapid, simple, accurate and 
precise. 

 
Keyword : Allantoin, Niacinamide, Salicylic acid, Cosmetic products, High-performance liquid 
chromatography 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางเป็นสินค้าที่คนทั่วไปนิยมใช้กันอย่างมาก ใน

ชีวิตประจ าวนั เพื่อใช้ในการรักษาโรคผิวหนงัและการดแูลผิวพรรณ ความงาม โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
การใช้เพื่อช่วยบ ารุงผิวหน้าให้ขาว กระจ่างใส และลดเลือนปัญหาฝ้ากระ โดยในผลิตภัณฑ์
เคร่ืองส าอางจะประกอบไปด้วยสารออกฤทธ์ิหลายชนิด ท่ีมีฤทธ์ิแตกต่างกันออกไป อัลลนัโทอิน 
(Allantoin) และสารอนุพันธ์ของอัลลันโทอินเป็นหน่ึงในสารออกฤทธ์ิท่ีถูกน ามาใช้กันอย่าง
แพร่หลายในการผลิตเคร่ืองส าอาง เช่น ครีมบ ารุงผิว โลชั่น แชมพู และลิปสติก (Zaidi, Sena, & 
Basilio, 1981) โดยอลัลนัโทอิน มีฤทธ์ิต้านการอกัเสบ ลดการระคายเคืองของผิว เพิ่มความชุ่มชืน้ 
(ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ , 2561) ปกป้องและฟื้นฟูเซลล์ผิวที่
เสื่อมสภาพ (Dallet, Labat, Kummer, & Dubost, 2000) อัลลนัโทอินถูกน ามาใช้ทัง้ในการผลิต
เคร่ืองส าอางและในการรักษาทางการแพทย์ โดยไม่แสดงความเป็นพิษหรือผลข้างเคียง โดย
องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (United States Food and Drug Administration) ระบุ
ว่าอัลลันโทอินเป็นสารออกฤทธ์ิท่ีปลอดภัยและมีประสิทธิภาพในการปกป้องผิวในช่วงความ
เข้มข้น ร้อยละ 0.5–2.0 โดยน า้หนัก  (El Mubarak, Lamari, & Kontoyannis, 2013) ส าหรับ  
ไนอะซินาไมด์ (Niacinamide) หรือที่รู้จักกันในชื่อ วิตามินบี 3 อยู่ในกลุ่มวิตามินบีคอมเพล็กซ์  
(B-Complex) หรือที่เรียกว่า Niacin (Nicotinic acid) เป็นวิตามินที่ละลายในน า้ได้ มักพบใน
อาหารหลากหลายชนิด เช่น ไข่ ผักใบเขียว นม เป็นต้น และเป็นส่วนประกอบที่ได้รับความนิยม
น ามาใช้ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง มีคณุสมบติัในการต้านสารอนมุลูอิสระ ช่วยลดเลือนริว้รอย ลด
รอยด่างด าบนใบหน้า ช่วยลดการอกัเสบของสิว ท าให้รูขุมขนดเูล็กลง ปรับสภาพผิวให้เรียบเนียน 
(Yang, Strickland, Kapalavavi, Marple, & Gamsky, 2011) และช่วยปกป้องผิวจากการท าร้าย
ของรังสี UV อีกด้วย (Zhang et al., 2019) จากผลการทดสอบทางคลินิกพบว่าการใช้ไนอะซินา
ไมด์ ท่ีระดับความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน า้หนัก ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองและท่ีระดับความ
เข้มข้นร้อยละ 10 โดยน า้หนกั ก็ยังคงไม่ก่อให้เกิดความรู้สึกแสบ โดยส่วนใหญ่ปริมาณไนอะซินา
ไมด์ที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ลดเลือนริว้รอย อยู่ในช่วงความเข้มข้นระหว่างร้อยละ 1.0 ถึง 5.0 โดย
น า้หนัก (Cosmetic Ingredient Review Expert, 2005) ส่วนประกอบที่ส าคญัอีกชนิดหนึ่งที่ใช้ใน
การผลิตเคร่ืองส าอางคือ กรดซาลิไซลิก (Salicylic acid) หรือ 2-hydroxy benzoic acid เป็นหนึ่ง
ในสารกันเสียที่ส าคัญ ที่มักถูกใช้ในผลิตภัณฑ์ดูแลผิว สารประกอบนีเ้รียกอีกอย่างว่ากรด  
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เบต้าไฮดรอกซี (BHA) ซึ่งเป็นสารกลุ่ม Keratolytic ด้วยคุณสมบติัความเป็นกรดจึงสามารถลอก
ผิวหนังชัน้นอกสดุ ช่วยในการผลดัเซลล์ผิวเก่า ลดความหมองคล า้ นอกจากนี  ้กรดซาลิไซลิกยงัมี
ฤทธ์ิในการช่วยป้องกนัสิวอักเสบ เน่ืองจากมีฤทธ์ิฆ่าเชือ้แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดสิวได้ อย่างไรก็ตาม
การใช้สารนีใ้นปริมาณมากเกินไปอาจส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภค เช่น การระคายเคืองและ
อาจท าให้เกิดอนัตรายต่อผิวหนงั (Gissawong, Srijaranai, & Sansuk, 2019) ดงันัน้การใช้กรดซา
ลิไซลิกในเคร่ืองส าอางจึงต้องจ ากัดปริมาณในการใช้ โดยส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา 
อนุญาตให้ใช้เป็นส่วนผสมในการผลิตเคร่ืองส าอางได้ในระดบัความเข้มข้นไม่เกินร้อยละ 2.0 โดย
น า้หนกั เพื่อปอ้งกนัอนัตรายจากกรดที่สามารถกดัผิวหนงั และเกิดอนัตรายต่อผิว (ก าหนดชื่อและ
ปริมาณของวตัถุที่อาจใช้เป็นสว่นผสมในการผลิตเคร่ืองส าอาง, 2551) ดงันัน้การตรวจวดัปริมาณ
สารออกฤทธ์ิท่ีส าคัญชนิดต่างๆในเคร่ืองส าอาง จึงมีความส าคัญเพื่อตรวจสอบและควบคุม
คณุภาพการผลิตผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางให้ได้ตามมาตรฐานที่ก าหนด และเป็นการรับรองคณุภาพ
ของผลิตภณัฑ์เพื่อความปลอดภยัของผู้บริโภค 

ส าหรับเทคนิคที่มีการรายงานเพื่อใช้ตรวจวิเคราะห์ อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ 
กรดซาลิไซลิก ซึง่เป็นสารออกฤทธ์ิท่ีส าคญัในเคร่ืองส าอาง มีหลายเทคนิค ได้แก่ เทคนิคแคปิลลารี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (Capillary Electrophoresis; CE) (Alfazema, Howells, & Perrett, 1998; Iwaki, 
Murakami, & Kakehi, 2000) เทคนิคยูวีวิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมตรีเชิงอนุพันธ์  (UV-Derivative 
Spectrophotometry; UVDS) (Braga, Sales, Marins, Ortiz, & Garcia, 2012) เทคนิคโพเทนชิ
โอเมตรี (Potentiometry) (Long, Li, Nie, & Yao, 2001) และเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (High performance liquid chromatography; HPLC) ซึ่งเทคนิค HPLC จัดเป็น
เทคนิคการแยกเทคนิคมาตรฐาน และได้รับความนิยมในการน ามาใช้ตรวจวิเคราะห์ อัลลนัโทอิน 
ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก (El Mubarak et al., 2013; Lin, Wu, & Huang, 2007; Shou et 
al., 2009) เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีความถูกต้อง ความแม่นย า และมีประสิทธิภาพในการตรวจ
วิเคราะห์สูง สามารถตรวจวิเคราะห์สารตัวอย่างได้หลากหลายแบบพร้อมกนั โดยอาศยัหลกัการ
กระจายตวัของสารที่แตกต่างกนัในสองวฏัภาค คือ วฏัภาคคงที่ (stationary phase) และวัฏภาค
เคลื่อนที่ (mobile phase) โดยสารใดที่สามารถกระจายตวัในวฏัภาคเคลื่อนที่ได้ดีกว่าวฏัภาคคงที่ 
สารนัน้ก็จะถูกแยกออกมาก่อน จากการค้นคว้าข้อมูลพบว่าผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางที่มีจ าหน่าย
ทั่วไปในปัจจุบนั มักนิยมเติมสารออกฤทธ์ิอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกผสมกัน 
แต่จากการสืบค้นข้อมลูงานวิจยัที่เก่ียวข้องพบว่ายงัไม่มีรายงานวิธีการวิเคราะห์อลัลนัโทอิน ไนอะ
ซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก แบบพร้อมกันโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
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ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึงมีความสนใจพัฒนาวิธีวิเคราะห์อัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก 
แบบพร้อมกันโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และน าวิธีที่พัฒนาได้ไป
ประยุกต์ใช้งานจริงในการตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางที่วางจ าหน่ายใน
ท้องตลาด  

ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพื่อพฒันาวิธีวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ส าหรับการ

วิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนั  
2. เพื่อประยกุต์ใช้วิธีที่พฒันาขึน้ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ

กรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง  

ความส าคัญของการวิจัย 
ได้วิธีการวิเคราะห์ปริมาณอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกัน 

โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูที่มีความรวดเร็ว และประสิทธิภาพสงู สามารถ
น าไปประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางได้จริง  

ขอบเขตการวิจัย 
1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด

ซาลิไซลิกแบบพร้อมกนั โดยใช้เทคนคิโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูแบบรีเวิร์สเฟส 
2. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ 
3. ประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซิ-

นาไมด์ และกรดซาลิไซลิก ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้า ได้แก่ โทนเนอร์ และ
เซร่ัม ที่วางจ าหน่ายทัว่ไปตามท้องตลาด 

ขัน้ตอนการด าเนินงาน 
1. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ

กรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนั โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
1.1 ชนิดของวฎัภาคเคลื่อนที่ 
1.2 องค์ประกอบของวฎัภาคเคลื่อนที่ 
1.3 อตัราการไหลของวฎัภาคเคลื่อนที่ 
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2. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้  
2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (linearity) 
2.2 ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการตรวจวดั (limit of detection; LOD) 
2.3 ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณ (limit of quantitation; LOQ) 
2.4 ค่าความเที่ยงของวิธีการวิเคราะห์ (precision) 

2.4.1 ความเที่ยงภายในวนัเดียวกนั (intraday precision) 
2.4.2 ความเที่ยงระหว่างวนั (interday precision) 

2.5 ร้อยละของการคืนกลบั (recovery) 
3. การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน 

ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้า ประเภท 
ผลิตภณัฑ์โทนเนอร์ และผลิตภณัฑ์เซร่ัม  
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บทท่ี 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ในการวิจัยครัง้นีผู้้ วิจัยได้ท าการศึกษาค้นคว้าเอกสารและงานวิจัยที่ เก่ียวข้อง และ
น าเสนอตามหวัข้อต่อไปนี ้

1. เคร่ืองส าอาง 
2. สารออกฤทธ์ิส าคญัในผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง  
3. งานวิจยัที่เก่ียวข้อง 

1. เคร่ืองส าอาง 
เคร่ืองส าอาง (Cosmetics) เป็นผลิตภัณฑ์ที่ส่วนใหญ่ใช้กับผิวกายภายนอก เพื่อความ

สะอาด สวยงาม แต่งกลิ่นหอม และสามารถปกป้องหรือส่งเสริมให้ร่างกายสวยงามขึน้ อีกทัง้ยัง
เป็นผลิตภัณฑ์ที่ผู้ บ ริโภคทุกกลุ่มทุกวัยต่างก็ใช้เป็นประจ าทุกวัน ในปัจจุบัน ผลิตภัณ ฑ์
เคร่ืองส าอางมีหลากหลายรูปแบบมากขึน้ เพื่อตอบสนองต่อความต้องการของผู้บริโภคทัง้ในเชิง
คณุภาพและปริมาณ ในการผลิตเคร่ืองส าอางนัน้ มีลกัษณะการผลิตเหมือนกบัการเตรียมหรือการ
ผสมยา แต่จะมีลักษณะที่เฉพาะเด่นชัดและแตกต่างจากการผลิตยาอยู่ 3 ประการ คือเป็น
ผลิตภณัฑ์ที่มีกลิ่นหอม มีลกัษณะสวยงาม ทัง้ลกัษณะของผลิตภณัฑ์ รวมถึงการบรรจุหีบห่อ และ
ใช้งานได้ง่าย สะดวกต่อการพกพา (ภาวดี ปรปักษ์ขาม, 2541) เคร่ืองส าอางโดยทัว่ไปจะต้องบอก
คุณลักษณะของเคร่ืองส าอางนัน้ๆ ไว้ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม (มอก.) ได้แก่ 
ส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์ วิธีใช้ ข้อควรระวัง ภาชนะและการบรรจุ รวมถึงการทดสอบ การ
วิเคราะห์ปริมาณต่างๆ ซึ่งเคร่ืองส าอางที่ใช้กนัอยู่ในปัจจุบนัสามารถจ าแนกได้เป็นหลายประเภท
ตามจุดประสงค์การใช้งาน ได้แก่ เคร่ืองส าอางท าความสะอาด (Cleansing cosmetic) เช่น 
แชมพู ยาสีฟัน ครีมนวดผม แอลกอฮอล์เจล เจลล้างหน้า สครับขัดผิว ครีมโกนหนวด และครีม
อาบน า้ เป็นต้น เคร่ืองส าอางบ ารุงผิว (Skin care) เช่น โลชัน่บ ารุงผิว ครีมบ ารุงผิว ครีมบ ารุงหน้า 
ครีมกันแดด ซีร่ัมบ ารุงผม ลิปบาล์มที่ไม่มีสี เป็นต้น และเคร่ืองส าอางส าหรับตกแต่ง (Make up) 
เช่น ครีมรองพืน้ อายแชโดว์ บลัชออน ดินสอเขียนคิว้ และมาสคาร่า เป็นต้น (กรมอนามัย 
กระทรวงสาธารณสุข, 2555) โดยเคร่ืองส าอางที่วางจ าหน่ายในปัจจุบนัมีการใส่ส่วนผสมหลาย
ชนิด ทัง้สารเคมีที่ได้จากการสงัเคราะห์ และสารสกดัจากธรรมชาติ โดยเฉพาะการใส่สารออกฤทธ์ิ 
(active ingredients) ต่างๆ เพื่อให้เกิดผลลพัธ์ตามวตัถุประสงค์ของเคร่ืองส าอางนัน้ๆ ยกตวัอย่าง
เช่น การเติมอัลลันโทอินลงในส่วนผสมของเคร่ืองส าอาง เพื่อช่วยในด้านการออกฤทธ์ิต้านการ
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อกัเสบ ลดการระคายเคืองของผิว เพิ่มความชุ่มชืน้ ปกป้องและฟืน้ฟูเซลล์ผิวที่เสื่อมสภาพ การใช้
ไนอะซินาไมด์เป็นหนึ่งในส่วนประกอบของเคร่ืองส าอาง เพื่อคณุสมบติัในการต้านสารอนุมลูอิสระ 
ช่วยลดเลือนริว้รอย ลดรอยด่างด าบนใบหน้า และช่วยรักษาสิว นอกจากนีย้ังมีส่วนผสมของสาร
ปรับแต่งอ่ืน ๆ เช่น สารปรับแต่งกลิ่น สี ความคงตวั สารที่มีคณุสมบติัเป็นบฟัเฟอร์ช่วยควบคมุค่า 
pH ของเคร่ืองส าอาง และสารกันเสีย (Preservatives) ซึ่งผู้ ผลิตส่วนใหญ่จะนิยมใส่เป็นหนึ่งใน
ส่วนประกอบที่ส าคัญของเคร่ืองส าอาง เพื่อลดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ส่งผลเสียต่อ
ผลิตภัณฑ์และผู้บริโภค ยกตัวอย่างเช่น การใช้กรดซาลิไซลิก (ก าหนดวัตถุกันเสียที่อาจใช้เป็น
ส่วนผสมในการผลิตเคร่ืองส าอาง, 2560) นอกจากกรดซาลิไซลิกจะท าหน้าที่เป็นสารกันเสียใน
ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางแล้ว ยังท าหน้าท่ีเป็นสารออกฤทธ์ิท่ีส าคัญอีกด้วย โดยช่วยในการผลัด
เซลล์ผิว ลดความหมองคล า้ และช่วยในการปอ้งกนัสิวอกัเสบได้ 

ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงสนใจพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารออกฤทธ์ิท่ีส าคัญชนิดต่างๆ ท่ีใช้เป็น
ส่วนประกอบในการผลิตเคร่ืองส าอาง โดยเฉพาะเคร่ืองส าอางประเภทบ ารุงผิวหน้า เพื่อเป็นการ
ควบคมุคณุภาพของเคร่ืองส าอางให้เป็นไปตามมาตรฐานการผลิต 

2. สารออกฤทธิ์ส าคัญในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอาง 

2.1 อัลลันโทอิน (Allantoin) 

 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของอลัลนัโทอิน 

ที่ ม า  :  Lebot, V., Faloye, B., Okon, E., & Gueye, B. (2019). Simultaneous 
quantification of allantoin and steroidal saponins in yam (Dioscorea spp.) powders. 
Journal of Applied Research on Medicinal and Aromatic Plants, 13, 100200. Retrieved 
from http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214786118304029 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2214786118304029
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อัลลันโทอิน โครงสร้างดังแสดงในภาพประกอบ 1 เป็นสารสกัดธรรมชาติจากต้น 
คอมเฟรย์ (Symphytum spp.) และมันแกวป่า (Dioscorea spp.) ซึ่งเป็นพืชสมุนไพรที่มีมูลค่า
ทางเศรษฐกิจ โดยปกติแล้วอัลลันโทอินเกิดจากการสลายเบสเพียวรีน ได้ผลผลิตสุดท้ายเป็น  
อลัลนัโทอิน ซึ่งได้มาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดยูริก เป็นที่ทราบกันดีว่าอัลลนัโทอินมีฤทธ์ิ
ทางเภสัชวิทยา ส าหรับใช้เพื่อรักษาบาดแผลเฉพาะที่และลดการอักเสบ ช่วยปกป้องเนือ้เยื่อใน
กระเพาะอาหาร ยับยัง้การเติบโตของเนื อ้งอก ลดระดับน า้ตาลในเลือด และมีฤทธ์ิต้าน
โรคเบาหวาน (Lebot, Faloye, Okon, & Gueye, 2019; Oster et al., 2020) ผู้ผลิตเคร่ืองส าอาง
ได้น าอลัลนัโทอินมาใช้เป็นส่วนผสมในเคร่ืองส าอางประเภทต่างๆ เช่น ครีมบ ารุงผิว โลชัน่ แชมพ ู
และลิปสติก (Zaidi et al., 1981) เพื่อช่วยต้านการอกัเสบ ลดการระคายเคืองของผิว เพิ่มความชุ่ม
ชืน้ (ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ , 2561) ปกป้องและฟื้นฟูเซลล์ผิวที่
เสื่อมสภาพ (Dallet et al., 2000) จากรายงานวิจยัที่เก่ียวข้องพบว่าอลัลนัโทอินสามารถน ามาใช้
ในเคร่ืองส าอางและในทางการแพทย์ โดยไม่แสดงความเป็นพิษหรือผลข้างเคียง โดยองค์การ
อาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (FDA) ระบุว่า อัลลันโทอินเป็นสารออกฤทธ์ิท่ีปลอดภัยและมี
ประสิทธิภาพในการปกป้องผิวสูงสุดในช่วงความเข้มข้น ร้อยละ 0.5–2.0 โดยน า้หนัก (El 
Mubarak et al., 2013) 

 

2.2 ไนอะซินาไมด์ (วิตามินบี 3) 
 

 
 
 

ภาพประกอบ 2 โครงสร้างของไนอะซินาไมด์ (ก) และกรดนิโคตินิค (ข) 

ที่ ม า  : Cosmetic Ingredient Review Expert, P. (2005). Final report of the safety 
assessment of niacinamide and niacin. International Journal of Toxicology, 24 Suppl 5, 
1-31. Retrieved from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16596767 

(ก) (ข) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16596767
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ไนอะซินาไมด์ (Niacinamide) โครงสร้างดงัแสดงในภาพประกอบ 2 (ก) หรือที่รู้จกักนัใน
ชื่อ วิตามินบี 3 ซึ่งอยู่ในกลุ่มวิตามินบีคอมเพล็กซ์ (B-Complex) หรือที่เรียกว่า Niacin (Nicotinic 
acid) โครงสร้างดังแสดงในภาพประกอบ 2 (ข) เป็นวิตามินที่สามารถละลายในน า้ได้ มักพบใน
อาหารหลากหลายชนิด เช่น ไข่ ผกัใบเขียว นม เป็นต้น และถูกน ามาใช้ในผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง
ประเภทบ ารุงผิว เนื่องจากมีคณุสมบติัในการต้านสารอนุมลูอิสระ ช่วยลดเลือนริว้รอย ลดรอยด่าง
ด าบนใบหน้า ช่วยรักษาสิว ช่วยกระชับรูขุมขนและปรับสภาพผิวให้เรียบเนียน (Yang et al., 
2011) และยังสามารถช่วยปกป้องผิวจากการท าร้ายของรังสี UV (Zhang et al., 2019) จากผล
การทดสอบทางคลินิกพบว่า การใช้ไนอะซินาไมด์ที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน า้หนัก ไม่
ก่อให้เกิดการระคายเคืองและที่ระดับความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน า้หนัก ก็ยังคงไม่ก่อให้เกิด
ความรู้สึกแสบ ดังนัน้ปริมาณของไนอะซินาไมด์ ที่เหมาะกับการใช้ในผลิตภัณฑ์ลดเลือนริว้รอย 
คือช่วงความเข้มข้นระหว่างร้อยละ 1.0 ถึง 5.0 โดยน า้หนัก (Cosmetic Ingredient Review 
Expert, 2005) 

2.3 กรดซาลิไซลิก (Salicylic acid) 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 3 โครงสร้างของกรดซาลิไซลิก 

ที่ ม า  :  Shou, M., Galinada, W. A., Wei, Y. C., Tang, Q., Markovich, R. J., & 
Rustum, A. M. (2009). Development and validation of a stability-indicating HPLC method 
for simultaneous determination of salicylic acid, betamethasone dipropionate and their 
related compounds in Diprosalic Lotion. Journal of Pharmaceutical and Biomedical 
Analysis, 50(3), 356-361. 

กรดซาลิไซลิก (Salicylic acid) หรือ 2-hydroxybenzoic acid โครงสร้างดังแสดงใน
ภาพประกอบ 3 เป็นหนึ่งในสารกันเสียที่ส าคัญที่สุด ที่มักนิยมใช้ในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางและ
ผลิตภัณฑ์ดูแลผิว สารประกอบนี เ้รียกอีกอย่างว่า กรดเบต้าไฮดรอกซี (BHA) ซึ่งเป็นสาร 
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Keratolytic ที่ช่วยลดเคราติน หรือโปรตีนที่เป็นสว่นประกอบของผิวชัน้นอก ท าให้เคราตินที่แข็งนุ่ม
ลง ผิวที่แห้งเป็นขุยจึงหลุดออกได้ง่าย (มหาวิทยาลยัมหิดล, 2558) ด้วยคุณสมบติัความเป็นกรด
จึงสามารถลอกผิวหนังชัน้นอกสุด ช่วยในการผลดัเซลล์ผิวเก่า ลดความหมองคล า้ได้ นอกจากนี ้
กรดซาลิไซลิกยงัมีฤทธ์ิในการช่วยป้องกนัสิวอกัเสบเน่ืองจากมีฤทธ์ิฆ่าเชือ้แบคทีเรียที่ก่อให้เกิดสิว
ได้ อย่างไรก็ตามการใช้สารนีใ้นปริมาณมากเกินไปอาจส่งผลเสียต่อสขุภาพของผู้บริโภค เช่น เกิด
การระคายเคืองและอาจท าให้เกิดอนัตรายต่อผิวหนงัได้ (Gissawong et al., 2019) ดงันัน้การใช้
กรดซาลิไซลิกในเคร่ืองส าอางยังคงต้องมีการจ ากัดระดับความเข้มข้นในการใช้ โดยส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยา อนุญาตให้ใช้กรดซาลิไซลิกเป็นสว่นผสมในการผลิตเคร่ืองส าอางได้
ในระดับความเข้มข้นไม่เกินร้อยละ 2.0 โดยน า้หนัก เพื่อป้องกันอันตรายจากกรดที่สามารถกัด
ผิวหนังและเกิดอันตรายต่อผิวได้ (ก าหนดชื่อและปริมาณของวัตถุที่อาจใช้เป็นส่วนผสมในการ
ผลิตเคร่ืองส าอาง, 2551) 

3. งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

3.1 การตรวจวัดปริมาณอัลลันโทอินด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 

ในปี ค.ศ. 2000 ดาลเล็ท และคณะ (Dallet et al., 2000) ได้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์หา 
ยูเรีย อัลลนัโทอิน และไลซีน ไพโรกลูตาเมท ในตัวอย่างเคร่ืองส าอางประเภทครีม โดยใช้คอลมัน์
ชนิด Polyhydroxyethyl A (200 x 4.6 mm, 5 µm) ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่เป็นสารละลายผสมของ 
อะซีโตไนไตรล์ และสารละลายไตรเอทิลลามีนฟอสเฟต ในอตัราส่วน 80:20 โดยปริมาตร ที่อตัรา
การไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 200 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีส้ามารถ
วิเคราะห์ ยูเรีย อลัลนัโทอิน และไลซีน ไพโรกลูตาเมท ได้ภายในเวลาไม่เกิน 8 นาที โดยสามารถ
วิเคราะห์ อลัลนัโทอินได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากบั 6-14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า
ขีดจ ากัดต ่าสดุของการตรวจวดัอลัลนัโทอินเท่ากบั 0.7 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิธีนีไ้ด้ร้อยละการ
คืนกลับของอัลลันโทอินเท่ากับ 97.1 และมี ร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD)  
เท่ากบั 8.2  

ในปีเดียวกัน ซาเดอร์นา และโควอลซิค (Czauderna & Kowalczyk, 2000) ได้พัฒนา
วิธีการวิเคราะห์อลัลนัโทอิน กรดยูริก ไฮโปแซนทีน และแซนทีน ในตวัอย่างปัสสาวะ โดยมีวิธีการ
เตรียมตัวอย่างที่ไม่ซบัซ้อน เพียงแค่น าตัวอย่างมาท าการเจือจางด้วยน า้ในอัตราส่วน 1: 6 โดย
ปริมาตร จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยคอลัมน์ชนิด Nova-Pak C18 (250 x 4.6 mm, 4 µm) ใช้



  10 

ระบบเกรเดียนท์ของสารละลายแอมโมเนียมฟอสเฟต เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ (pH 3.5) และ
สารละลายผสมระหว่างสารละลายแอมโมเนียมฟอสเฟต เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ (pH 3.5) กับ 
เมทานอลในอัตราส่วน 95:5 โดยปริมาตร ส าหรับการชะสารออกจากคอลัมน์ ที่อัตราการไหล
เท่ากับ 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที โดยตรวจวัดอัลลันโทอินที่ความยาวคลื่น 225 นาโนเมตร สามารถ
วิเคราะห์อัลลนัโทอินได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากับ 68–1504 ไมโครโมลต่อลิตร ผล
การทดลองพบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อยกว่า 15 นาที มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัด
เท่ากับ 16 ไมโครโมลต่อลิตร และมีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณเท่ากับ 52 ไมโคร
โมลต่อลิตร วิธีนีไ้ด้ร้อยละการคืนกลับของอัลลันโทอินอยู่ในช่วง 97.6-104.8 และมีร้อยละของ
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เท่ากบั 2.04 

ในปี ค.ศ. 2009 โดอิ และคณะ (Doi et al., 2009) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์ไดโซลิดินิลยูเรีย 
ยูเรีย และอัลลันโทอิน ในตัวอย่างเคร่ืองส าอางประเภทโลชั่น โดยใช้คอลัมน์ชนิด COSMOSIL 
HILIC triazol-bonded silica (250 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้สารละลายผสมระหว่างน า้และ 
อะซีโตไนไตรล์ ในอตัราสว่น 10:90 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ที่อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตร
ต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์น้อยกว่า 
15 นาที สามารถวิเคราะห์อัลลันโทอินได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากับ 0.25–1.25 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัดเท่ากับ 0.075 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่า
ขีดจ ากัดต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณเท่ากบั 0.25 มิลลิกรัมต่อลิตร วิธีนีไ้ด้ร้อยละการคืนกลบั
ของอลัลนัโทอินเท่ากบั 102.91 และมีร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เท่ากบั 1.93 

ในปี ค.ศ. 2013 มูบารัก และคณะ (El Mubarak et al., 2013) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ 
อลัลนัโทอิน และกรดไกลโคลิค ในเมือกหอยทากและในตวัอย่างเคร่ืองส าอางประเภทครีม โดยใช้
คอลัมน์ชนิด Synergi Hydro-RP C-18 (250 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้สารละลายโพแทสเซียม
ฟอสเฟตเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 2.7) เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 0.7 มิลลิลิตรต่อ
นาที พบว่าวิธีการนีส้ามารถแยกสารที่สนใจทัง้หมดได้ภายใน 7 นาที มีค่าขีดจ ากัดต ่าสดุของการ
วิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน และกรดไกลโคลิค เท่ากับ 0.0125 และ 0.2500 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ วิธีนีไ้ด้ร้อยละการคืนกลับของอัลลันโทอินและกรดไกลโคลิค อยู่ในช่วง 
96.81-102.42 และมีร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกว่า 3.04 

ในปี ค.ศ. 2018 แอนดริส และคณะ  (Andries, De Rechter, Janssens, Mekahli, & 
Van Schepdael, 2018) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์อนัลันโทอินและอะดีโนซีน ในปัสสาวะของมนุษย์ 
โดยใช้คอลัมน์ชนิด Zorbax SB-Aq (250 x 4.6 mm, 5 µm) เชื่อมต่อกับการ์ดคอลัมน์ Zorbax 
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SB-Aq (12.5 x 4.6 mm) และใช้ระบบเกรเดียนท์ของสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 4.7) และสารละลายผสมระหว่างโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (pH 4.7) กบัอะซีโตไนไตรล์ ในอตัราส่วน 80:20 โดยปริมาตร ใน
การชะสารออกจากคอลมัน์ ที่อตัราการไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที โดยตรวจวดัการดดูกลืนแสงของ
อนัลนัโทอินและอะดีโนซีน ที่ความยาวคลื่น 220 และ 259 นาโนเมตร ตามล าดับ พบว่าสามารถ
วิเคราะห์อัลลันโทอินและอะดีโนซีน ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากับ 14–800 และ 
1.25-50 ไมโครโมลต่อลิตร ตามล าดบั ได้ร้อยละการคืนกลับของอนัลนัโทอินและอะดีโนซีนสงูกว่า 
93.8 โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ในแต่ละตวัอย่างประมาณ 85 นาท ี

3.2 การตรวจวัดปริมาณไนอะซินาไมด์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว 
สมรรถนะสูง 

ในปี ค.ศ. 2006 หลิน และคณะ (Lin et al., 2007) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์แอสคอร์บิล- 
กลูโคไซด์ กรดโคจิก และไนอะซินาไมด์ ในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางประเภทโลชั่นและครีม โดยใช้
คอลัมน์ชนิด Hypersil Fluophase PFP (250 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ (pH 5.5) และเมทานอล ในอัตราส่วน 60:40 โดยปริมาตร เป็น  
วฏัภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
พบว่ามีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัดแอสคอร์บิลกลูโคไซด์ กรดโคจิก และไนอะซินาไมด์ 
เท่ากับ 0.01 0.01 และ 0.007 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ สามารถวิเคราะห์ไนอะซินาไมด์
ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากบั 0.024–488 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิธีนีไ้ด้ร้อยละการ
คืนกลบัของไนอะซินาไมด์ เท่ากบั 104 และมีร้อยละของส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน(%RSD) เท่ากับ 
5.4 

ในปี ค.ศ. 2010 หยาง และคณะ (Yang et al., 2011) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ไนอะซินา-
ไมด์ ในผลิตภณัฑ์บ ารุงผิว โดยท าการศึกษาวิเคราะห์ไนอะซินาไมด์ โดยใช้คอลมัน์ที่แตกต่างกนั 3 
ชนิด ได้แก่  Waters XTerra MS C18, Waters XBridge C18 และ Hamilton PRP-1 โดยใช้น า้
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ซึ่งเป็นเทคนิคที่ปราศจากการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
จากการทดลองพบว่าการใช้คอลมัน์ทัง้ 3 ชนิดนี ้สามารถวิเคราะห์ไนอะซินาไมด์ ออกมาที่เวลา
น้อยกว่า 3 นาที วิธีนี ไ้ด้ร้อยละการคืนกลับของไนอะซินาไมด์ อยู่ในช่วง 100.1-101.0 และมี    
ร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกว่า 2  
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ในปี ค.ศ. 2012 จิน และคณะ (Jin et al., 2012) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์วิตามินบี 1, 2, 3, 
5, 6, 9 และวิตามินซี ในเม็ดยา โดยใช้คอลมัน์ชนิด Alltima C18 (250 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้
สารละลายแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) และอะซีโตไนไตรล์ 
เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที โดยวิตามินบี 1, 3, 5, 6 และวิตามินซี 
จะใช้ฟอสเฟตบัพเฟอร์และอะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน 95:5 โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
ส่วนวิตามินบี 2 และวิตามินบี 9 จะใช้ฟอสเฟตบัพเฟอร์และอะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน 85:15 
โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ และท าการตรวจวัดวิตามินบี 1, 3, 6 และวิตามินซี ที่ความยาว
คลื่น 275 นาโนเมตร ตรวจวดัวิตามินบี 5 ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร และตรวจวดัวิตามินบี 
2 และ 9 ท่ีความยาวคลื่น 282 นาโนเมตร ซึ่งถือเป็นวิธีที่สามารถตรวจวิเคราะห์วิตามินที่ละลาย
น า้ได้พร้อมกนัและรวดเร็ว ใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 25 นาที สามารถวิเคราะห์วิตามินบี 3 
ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากับ 128.2–3205 มิลลิกรัมต่อลิตร วิธีนีไ้ด้ร้อยละการคืน
กลบัของวิตามินบี 3 เท่ากบั 99.86 และมีร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกว่า 2  

ในปีเดียวกัน แสงเชททิ และคณะ (Sangshetti et al., 2016) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์     
อะทอร์วาสแตตินแคลเซียม และกรดนิโคตินิค ในเม็ดยา โดยใช้คอลัมน์ชนิด ZORBAX SB-C18 
(150 x 4.6 mm, 3.5 µm) ใช้สารละลายผสมระหว่างอะซีโตไนไตรล์ และน า้ในอัตราส่วน 85:15 
โดยปริมาตร เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ โดยปรับ pH ของสารละลายให้เท่ากบั 4.5 ด้วยกรดฟอสฟอริก 
ใช้อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 261 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลา
ในการวิเคราะห์อะทอร์วาสแตตินแคลเซียม และกรดนิโคตินิค ประมาณ 7 และ 4 นาที ตามล าดบั 
สามารถวิเคราะห์อะทอร์วาสแตตินแคลเซียม และกรดนิโคตินิค ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็น
เส้นตรง เท่ากับ 2-12 และ 10-80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ วิธีนีไ้ด้ร้อยละการคืนกลับ
ของอะทอร์วาสแตตินแคลเซียม และกรดนิโคตินิค เท่ากบั 99.03 และ 99.74 ตามล าดบั  

ในปี ค.ศ. 2015 เรเมน และคณะ (Remane et al., 2015) ได้พฒันาวิธีวิเคราะห์กรดยูริก 
ครีเอตินิน และไนอะซินาไมด์ ในตัวอย่างปัสสาวะมนุษย์ โดยใช้คอลัมน์ชนิด Eclipse Plus C18 
(100 x 4.6 mm) ใช้ระบบเกรเดียนท์ของสารละลายผสมระหว่างฟอร์เมทบฟัเฟอร์ และเมทานอล 
ในการชะสารออกจากคอลมัน์ ที่อตัราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 
233 นาโนเมตร พบว่าวิธีนีใ้ช้เวลาในการวิเคราะห์สารทัง้หมดที่สนใจน้อยกว่า 8 นาที โดยสามารถ
วิเคราะห์ ไนอะซินาไมด์ ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็นเส้นตรงเท่ากบั 5.0-100 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
มีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณไนอะซินาไมด์ เท่ากบั 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร  
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ในปี ค.ศ. 2016 อิบราฮิม และคณะ (Ibrahim, El-Deen, El Abass, & Shimizu, 2017) 
ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์นิโคตินาไมด์ และคลินดาไมอะซินฟอสเฟต ในตัวอย่างเจลรักษาสิว โดยใช้
เทคนิคไมเซลลาร์โครมาโทกราฟีแบบของเหลว โดยใช้คอลมัน์ชนิด Eclipse XDB-C8 (150 x 4.6 
mm, 5 µm) และใช้สารละลายผสมระหว่างโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟตไตรเอทิลลามีน และกรด
ฟอสฟอริก เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดที่ความยาว
คลื่น 210 นาโนเมตร พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์นิโคตินาไมด์ และคลินดาไมอะซินฟอสเฟต 
ประมาณ 3.8 และ 5.6 นาที ตามล าดับ และมีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์ปริมาณนิโคติ-
นาไมด์ และคลินดาไมอะซินฟอสเฟต เท่ากบั  0.19 และ 0.09 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  

3.3 การตรวจวัดปริมาณกรดซาลิไซลิกด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 

ในปี ค.ศ. 2001 เจน และคณะ (Jen, Tsai, & Yang, 2001) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์กรด 
ซาลิไซลิก ในตวัอย่างอิมลัชนัที่มีความหนืด ใช้วิธีการเตรียมตวัอย่างแบบ micro-dialysis จากนัน้
ท าการวิเคราะห์โดยใช้คอลัมน์ชนิด C 18 (250 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ เข้มข้น 13 มิลลิโมลาร์ (pH 2.3) และอะซีโตไนไตรล์ ในอัตราส่วน 75:25 โดยปริมาตร
เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 230 นาโนเมตร โดยวิธีการเตรียมตวัอย่างนีเ้ป็น
วิธีที่ง่ายส าหรับใช้แยกกรดซาลิไซลิกออกจากตัวอย่างอิมัลชันที่มีความหนืดได้ดี และสามารถ
ประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์กรดซาลิไซลิกในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอาง พบว่าวิธีนีส้ามารถวิเคราะห์
กรดซาลิไซลิกได้ภายในเวลา 16 นาที มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์ปริมาณ เท่ากับ 40 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) เท่ากบั 1.82 

ในปีเดียวกัน มิกามิ และคณะ (Mikami, Goto, Ohno, Matsumoto, & Nishida, 2002) 
พฒันาวิธีวิเคราะห์ กรดดีไฮโดรอะซิติก กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดซาลิไซลิก ในตวัอย่าง
ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางประเภทโลชั่นครีม และแชมพู โดยใช้คอลัมน์ชนิด TSK gel ODS-80TM 
(150 x 4.6 mm, 5 µm) และใช้สารละลายไทโอบาร์บิทูริกไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์  
(pH 7.0) และเมทานอล ในอตัราส่วน 65:35 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ที่อตัราการไหล 1.0 
มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 235 นาโนเมตร พบว่ามีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการ
ตรวจวัดกรดดีไฮโดรอะซิติก กรดเบนโซอิก กรดซอร์บิก และกรดซาลิไซลิก เท่ากับ 2.5, 4.0, 2.0 
และ 5.5 นาโนกรัม ตามล าดับ โดยสามารถวิเคราะห์กรดซาลิไซลิก ได้ในช่วงความเข้มข้นที่เป็น
เส้นตรงเท่ากบั 1.5-30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิธีการนีไ้ด้ร้อยละการคืนกลบัของกรดซาลิไซลิกอยู่
ในช่วง 96.8-98.6 และมีร้อยละของสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (%RSD) น้อยกว่า 3 
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ในปี ค.ศ. 2009 ชู และคณะ (Shou et al., 2009) ได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ กรดซาลิไซลิก 
และเบต้าเมทาโซนไดโพรพิโอเนท ในตวัอย่างโลชัน่ที่ใช้รักษาโรคผิวหนงั โดยใช้คอลมัน์ชนิด ODS-
H80 (150 x 4.6 mm, 4 µm) ใช้ระบบเกรเดียนท์ของสารละลายผสมระหว่างสารละลายกรดมีเทน
ซลัโฟนิกและอะซีโตไนไตรล์ ในการชะสารออกจากคอลมัน์ ที่อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที 
และตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 240 นาโนเมตร โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์ในแต่ละตัวอย่าง
ประมาณ 38 นาที ผลการทดลองพบว่าวิธีที่พัฒนาขึน้ มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์
ปริมาณกรดซาลิไซลิก และเบต้าเมทาโซนไดโพรพิโอเนท เท่ากับ 0.65 และ 20 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ และได้ร้อยละการคืนกลับของกรดซาลิไซลิกและเบต้าเมทาโซนไดโพรพิ
โอเนท อยู่ในช่วง 99-102  

ในปี ค.ศ. 2015 อเรสต้า และ แซมโบนิน (Aresta & Zambonin, 2016) ได้พัฒนาวิธี
วิเคราะห์กรดซาลิไซลิก กรดอะซีทิลซาลิไซลิก และกรดเบนโซอิก ในเคร่ืองดื่มที่ได้จากผกัและผลไม้ 
โดยใช้เทคนิคการเตรียมตัวอย่างแบบการสกัดด้วยตัวดูดซบัของแข็งปริมาณน้อย และใช้คอลมัน์
ชนิด Kinetex C18 (100 x 4.6 mm, 2.6 µm) และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 2 มิลลิ-  
โมลาร์ (pH 2.8) และอะซีโตไนไตรล์ ในอตัราสว่น 30:70 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคคงที่และวฏัภาค
เคลื่อนที่ ตามล าดบั ที่อตัราการไหล 0.9 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 336 นาโน
เมตร ผลการทดลองพบว่าวิธีที่พัฒนาขึน้มีค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัดสารทัง้ 3 ชนิด อยู่
ในช่วง 0.002-0.028 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณสาร
ทัง้ 3 ชนิด อยู่ในช่วง 0.007-0.095 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ในการวิจยันี ้ผู้วิจยัได้ด าเนินการตามขัน้ตอนดงันี ้

1. เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจยั 
2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ปริมาณอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์

และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนั โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
3. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้  
4. การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน 

ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง 
 

1. เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
1.1 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

- เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง และตัวตรวจวัดชนิดไดโอดแอร์เรย์  
(Diode array)พร้อมด้วย sample loop ขนาด 20 ไมโครลิตร รุ่น LC-20AD จากบริษัท Shimadsu 

- เคร่ืองยวูีวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น V-750 จากบริษัท Jasco 
- เคร่ืองผลิตน า้ปราศจากไอออน รุ่น Labostar จากบริษัท Siemens 
- เคร่ืองชัง่อย่างละเอียด 4 ต าแหน่ง รุ่น ML802E จากบริษัท Mettler Toledo 
- เคร่ือง pH meter รุ่น MP220 จากบริษัท Mettler Toledo 
- เคร่ืองอลัตราโซนิค รุ่น D2 จากบริษัท GT SONIC 
- คอลมัน์ชนิด C18 (Inertsil ODS-3, 150 × 4.6 mm i.d., 5 µm) และการ์ดคอลมัน์ 

ชนิด C18 (Inertsil ODS-3, 20 × 4.0 mm i.d., 5 µm) จากบริษัท GL Sciences  
- เข็มฉีดสารตวัอย่าง ขนาด 100 ไมโครลิตร จากบริษัท Vertical 
- อปุกรณ์กรองสารตวัอย่าง ชนิดไนลอน ขนาด 0.22 ไมครอน จากบริษัท Lubitech 
- ชดุกรองวฏัภาคเคลื่อนที่ จากบริษัท Kimble Chase 
- แผ่นกรองวัฏภาคเคลื่ อนที่  ชนิดไนลอน ขนาด 0.45 ไมครอน  จากบริษัท

Phenomenex 
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1.2 สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
- เมทานอล (HPLC grade) จากบริษัท Merck 
- เอทานอล (HPLC grade) จากบริษัท Sigma 
- โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (NaH2PO4•2H2O) จากบริษัท Univar 
- กรดฟอสฟอริก (H3PO4) จากบริษัท Univar 
- สารมาตรฐานอลัลนัโทอิน (C4H6N4O3) จากบริษัท Sigma Aldrich 
- สารมาตรฐานไนอะซินาไมด์ (C6H6N2O) จากบริษัท Alfa Aesar  
- สารมาตรฐานกรดซาลิไซลิก (C7H6O3) จากบริษัท Sigma Aldrich 
 

1.3 ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 
ตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้าที่ใช้ในงานวิจยันีคื้อ ตวัอย่างผลิตภณัฑ์

ประเภทโทนเนอร์และประเภทเซร่ัม ที่วางจ าหน่ายทัว่ไปตามท้องตลาด 
 

2. วิธีด าเนินการวิจัย 

2.1 การศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมของวิ ธีวิ เคราะห์ป ริมาณอัลลันโทอิน  
ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกัน โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง 

2.1.1 ความยาวคลื่นที่ใช้ในการตรวจวดั 
2.1.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐาน อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด 

ซาลิไซลิก ความเข้มข้น 30 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย 
2.1.1.2 ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานแต่ละชนิดในข้อ 

2.1.1.1 ในช่วงความยาวคลื่น 190-800 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองยูวีวิสิเบิลสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ และ
บนัทกึสเปกตรัม 

2.1.1.3 เลือกความยาวคลื่นที่มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) ของสารแต่ละ
ชนิดเพื่อน ามาใช้ในการวิเคราะห์อลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนั 

 
2.1.2 ชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่ 

2.1.2.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย  



  17 

2.1.2.2 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0)   
และสารละลายอะซิเตตบพัเฟอร์ เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ท่ี pH 4.0 และ 5.0  

2.1.2.3 ศึกษาการใช้ชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดต่างๆ ได้แก่สารละลายผสม
ระหว่างน า้กับเมทานอล และสารละลายผสมระหว่างสารละลายบัพเฟอร์กับเมทานอล โดย
สารละลายบพัเฟอร์ที่ท าการศึกษา ได้แก่ สารละลายบพัเฟอร์ที่ค่า pH 3.0-5.0 สภาวะการแยกที่
ใช้คือ คอลมัน์ชนิด C18 (4.6 x 150 mm i.d., 5 µm) ที่อัตราการไหล 0.70 มิลลิลิตรต่อนาที และ
ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก ที่ความยาวคลื่น 
210 นาโนเมตร 

2.1.2.4 บันทึกโครมาโทแกรมที่ ได้จากการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ชนิดต่างๆ 
เปรียบเทียบผลการแยกที่ได้ในแต่ละสภาวะ แล้วเลือกชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่สามารถแยก  
อลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนัได้อย่างสมบรูณ์ 

 
2.1.3 องค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่  

2.1.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย 

2.1.3.2 เตรียมสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ (pH 3.0) 
2.1.3.3 ศึกษาการใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ และ

ตวัท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ดงันี ้
- สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์และเมทานอล ใน

อตัราสว่น 40:60, 50:50 และ 55:45 โดยปริมาตร 
- สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์และเอทานอล ใน

อตัราสว่น 40:60 โดยปริมาตร 
โดยใช้วฏัภาคคงที่คือ คอลมัน์ชนิด C18 (4.6 x 150 mm i.d., 5 µm) ที่อตัราการ

ไหล 0.70 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร 

2.1.3.4 บันทึกโครมาโทแกรมที่ได้จากการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ แต่ละสภาวะ 
เปรียบเทียบผลการแยกที่ได้ แล้วเลือกองค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่สามารถแยกอลัลนัโทอิน 
ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนัได้อย่างสมบรูณ์ 
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2.1.4 อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ 
2.1.4.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ

กรดซาลิไซลิก ความเข้มข้น 20,10 และ 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ โดยใช้น า้ปราศจาก
ไอออนเป็นตวัท าละลาย 

2.1.4.2 ท าการแยกสารมาตรฐานผสมทัง้ 3 ชนิด ที่อัตราการไหลในช่วง 0.50-
1.00 มิลลิลิตรต่อนาที โดยใช้วัฏภาคคงที่  คือ คอลัมน์ชนิด C18 (4.6 x 150 mm i.d., 5 µm)  
วฏัภาคเคลื่อนที่ คือ สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอล 
ในอตัราส่วน 40:60 โดยปริมาตร และตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงของอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์
และกรดซาลิไซลิก ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร  

2.1.4.3 บันทึกโครมาโทแกรมที่แต่ละอัตราการไหล และเลือกอัตราการไหลที่
สามารถ วิเคราะห์ผลได้เร็วที่สดุโดยยงัคงประสิทธิภาพการแยกที่ดี 

 

2.2 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้  
2.2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง 

2.2.1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ในช่วงความเข้มข้น 5-500 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็น 
ตวัท าละลาย 

2.2.1.2 น าสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด 
ซาลิไซลิก ในช่วงความเข้มข้นที่ศึกษา มาท าการแยกในสภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 2.1 พร้อม
บนัทกึโครมาโทแกรม โดยท าการฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้   

2.2.1.3 สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นและสญัญาณพืน้ที่ใต้พีคของ
สารมาตรฐานแต่ละชนิด 

     
2.2.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัด  (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการ

วิเคราะห์ปริมาณ (LOQ)  
2.2.2.1 เตรียมสารละลายอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก ที่ความ

เข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วน ามาเจือจางที่ระดบัความเข้มข้นต่างๆ ในขวดวดัปริมาตรโดย
ใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย  



  19 

2.2.2.2 น าสารละลายข้อ 2.2.2.1 ที่ความเข้มข้นต่างๆ มาทดลองฉีด พร้อม
บันทึกโครมาโทแกรมโดยฉีดซ า้ความเข้มข้นละ 3 ครัง้ ท าการวิเคราะห์จนได้ความเข้มข้นที่มี
สดัส่วนของสญัญาณความสูงต่อสญัญาณรบกวน (noise) เท่ากับ 3 และ 10 ซึ่งเป็นค่าขีดจ ากัด
ต ่าสดุของการตรวจวดั และค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการวิเคราะห์ปริมาณ ตามล าดบั  

 
2.2.3 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 

2.2.3.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ที่ 3 ระดบัความเข้มข้นของช่วงความเป็นเส้นตรง เพื่อเป็นตวัแทนของความเข้มข้น
ระดบัต ่า กลาง และสงู โดยสารละลายมาตรฐานของอลัลนัโทอินวิเคราะห์ที่ความเข้มข้น 20, 100 
และ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร และสารละลายมาตรฐานของไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกวิเคราะห์
ที่ความเข้มข้น 5, 50 และ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร  

2.2.3.2 ส าหรับการศึกษาความเที่ยงภายในวันเดียวกัน ( intraday precision) 
ท าการฉีดสารมาตรฐานผสมที่แต่ละระดับความเข้มข้น พร้อมบันทึกโครมาโทแกรม ท าการ
วิเคราะห์ซ า้ 3 ครัง้ 

2.2.3.3 ค านวณค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ (relative standard 
deviation; %RSD) ของสญัญาณพืน้ที่ใต้พีคและเวลาของการคงอยู่ (retention time; Rt) ของสาร
มาตรฐานแต่ละชนิด 

2.2.3.4 ส าหรับการศึกษาความเที่ยงระหว่างวนั (interday precision) ท าการฉีด
สารมาตรฐานพร้อมบนัทึกโครมาโทแกรม เป็นระยะเวลา 3 วันต่อเนื่องกัน โดยเตรียมสารละลาย
มาตรฐานใหม่ทุกวนั ค านวณค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ของสญัญาณพืน้ที่ใต้พีค
และเวลาของการคงอยู่ในระยะเวลา 3 วนั 

 
2.2.4 ร้อยละของการคืนกลบั 

2.2.4.1 น าแต่ละตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางมาเติมสารละลายมาตรฐาน
ผสมอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน 3 ระดับความ
เข้มข้น 

2.2.4.2 น าตัวอย่างในข้อ 2.2.4.1 มาเจือจางให้อยู่ในช่วงความเป็นเส้นตรง 
จากนัน้น าสารตวัอย่างที่ได้มากรองผ่านแผ่นกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.22 ไมครอน 
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2.2.4.3 ฉีดสารตวัอย่าง พร้อมบนัทกึโครมาโทแกรมและสญัญาณพืน้ที่ใต้พีค ท า
การวิเคราะห์ซ า้ตวัอย่างละ 3 ครัง้ ที่แต่ละระดบัความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่เติมลงไป 

2.2.4.4 ค านวณความเข้มข้นของอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก 
ที่เติมในตวัอย่างโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน และค านวณค่าร้อยละของการคืนกลบั 

 

2.3 การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 
อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอาง 

2.3.1 น าผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางแต่ละชนิดได้แก่ ผลิตภณัฑ์โทนเนอร์ และผลิตภณัฑ์
เซร่ัม มาท าการเจือจางในอตัราสว่นที่เหมาะสม โดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตวัท าละลาย  

2.3.2 น าสารละลายตวัอย่างเจือจางที่ได้ ไปกรองผ่านแผ่นกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.22 
ไมครอน  

2.3.3 ฉีดสารตวัอย่างโดยใช้วิธีที่พฒันาขึน้พร้อมบนัทึกโครมาโทแกรมและสญัญาณ
พืน้ที่ใต้พีค โดยท าการวิเคราะห์ซ า้ตัวอย่างละ 3 ครัง้ เพื่อวิเคราะห์ปริมาณของอัลลันโทอิน  
ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในแต่ละตวัอย่างจากกราฟมาตรฐาน  
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

 
งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก 

แบบพร้อมกนัในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง โดยขอน าเสนอผลการวิจยัดงัหวัข้อต่อไปนี ้
1. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ปริมาณอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ 

และกรดซาลไิซลิกแบบพร้อมกนั โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 
2. การตรวจสอบความถกูต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้  
3. การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณ อลัลนัโทอิน 

ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด
ซาลิไซลิกแบบพร้อมกัน โดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

1. ความยาวคลื่นที่ใช้ในการตรวจวดั  
จากการทดลองเมื่อน าสารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิ

ไซลิก มาวิเคราะห์ ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโกปีที่ช่วงความยาวคลื่น 190-800 นาโนเมตร 
เพื่อหาความยาวคลื่นที่เหมาะสมในการตรวจวัด ผลการทดลองแสดงดังภาพประกอบ 4 พบว่า  
อลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก มีค่าการดดูกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น 190 ถึง 

340 นาโนเมตร โดยอลัลนัโทอินมีค่าความยาวคลื่นที่ดูดกลืนแสงสงูสดุ (λmax) เท่ากับ 193 นาโน

เมตร ในขณะที่ค่า λmax ของไนอะซินาไมด์ มีค่าเท่ากบั 194, 210 และ 262 นาโนเมตร ในขณะที่

กรดซาลิไซลิก มีค่า λmax เท่ากบั 209, 232 และ 279 นาโนเมตร จะเห็นได้ว่าที่ความยาวคลื่น 210 

นาโนเมตร ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกมีค่าการดดูกลืนแสงสงู อีกทัง้ยงัเป็นความยาวคลื่นที่
ไม่มีการรบกวนจากการดดูกลืนแสงของเมทานอล ซึง่ใช้เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึง
เลือกใช้ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร เป็นความยาวคลื่นส าหรับการตรวจวดัสารทัง้ 3 ชนิด แบบ
พร้อมกนั 
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ภาพประกอบ  4 สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ 
และกรดซาลิไซลิก ที่ระดบัความเข้มข้น 30 มิลลิกรัมต่อลิตร 

1.2 ชนิดของวฏัภาคเคลื่อนที่  
ในงานวิจยันีศ้ึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ 2 ชนิด ที่แตกต่างกันได้แก่ สารละลาย

ผสมระหว่างน า้กบัเมทานอล และสารละลายผสมระหว่างสารละลายบพัเฟอร์กบัเมทานอล ที่มีผล
ต่อการแยกอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก พบว่าการใช้สารละลายผสมระหว่างน า้
กบัเมทานอลเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ สามารถแยกอลัลนัโทอินได้ (ภาพประกอบ 5 (ก)) แต่ไม่สามารถ
แยกไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกได้ ตวัอย่างโครมาโทแกรมของการแยกสารละลายกรดซาลิไซ
ลิกแสดงดงัภาพประกอบ 5 (ข) ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัก่อนหน้านีท้ี่รายงานว่า การใช้สารละลาย
ผสมระหว่างสารละลายบพัเฟอร์กบัเมทานอลเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ สามารถแยกไนอะซินาไมด์และ
กรดซาลิไซลิกออกจากกนัได้ (Lin et al., 2007; Mikami et al., 2002)  

 
 
 
 
 
 
 

 

(ข) (ก) 
อลัลนัโทอิน 
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ภาพประกอบ  5 โครมาโทแกรมของ (ก) สารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน และ (ข) สารละลาย
มาตรฐานกรดซาลิไซลิก โดยใช้สารละลายผสมระหว่างน า้กบัเมทานอลในอตัราสว่น 45:55 โดย

ปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ที่อตัราการไหล 0.70 มิลลิลิตรต่อนาที 

เมื่อท าการศึกษาการใช้สารละลายผสมระหว่างฟอตเฟตบัพเฟอร์ เข้มข้น 20 มิลลิ  
โมลาร์ที่ pH 3.0 กับเมทานอล (El Mubarak et al., 2013) และการใช้สารละลายผสมระหว่าง    
อะซิเตตบพัเฟอร์เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ที่ pH 4.0 และ 5.0 กบัเมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ผล
การทดลองแสดงดังภาพประกอบ 6 พบว่าการใช้สารละลายบพัเฟอร์ที่ pH 4.0 และ 5.0 กบัเมทา
นอลเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ สง่ผลต่อสญัญาณ baseline ของโครมาโทแกรม ในช่วงบริเวณด้านหน้า
ของพีคอัลลันโทอินและด้านหลงัของพีคไนอะซินาไมด์ (ภาพประกอบ 6 (ข) และ (ค)) ในขณะที่
การใช้สารละลายผสมระหว่างบพัเฟอร์ที่ pH 3.0 กับเมทานอลเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ให้สญัญาณ 
baseline ของโครมาโทแกรมที่เรียบตลอดช่วงการวิเคราะห์ (ภาพประกอบ 6 (ก)) ดังนัน้ใน
งานวิจัยนีจ้ึงเลือกใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์  pH 3.0 กับเมทานอล 
เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ 
  

    

 

  

  

 

 

 

  

   

   

  

 

 

(ก) 

(ข) 
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ภาพประกอบ  6 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมของอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และ
กรดซาลิไซลิก ที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลาย
บพัเฟอร์ (ก) pH 3.0 (ข) pH 4.0 (ค) pH 5.0 กบั เมทานอลในอตัราสว่น 45:55 โดยปริมาตร

เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ที่อตัราการไหล 0.70 มิลลิลิตรต่อนาที 

1.3 องค์ประกอบของวฏัภาคเคลื่อนที่ 
จากการศึกษาการใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์ pH 3.0 ท่ี

ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ และเมทนอลในช่วงอัตราส่วนต่างๆ พบว่าการใช้สารละลายผสม
ระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอล ในอัตราส่วน 55:45 โดยปริมาตร 
เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่นัน้ใช้เวลาในการวิเคราะห์สารทัง้ 3 ชนิดค่อนข้างนาน (ประมาณ 10 นาที) ดงั
ภาพประกอบ 7(ก) เมื่อเพิ่มอตัราสว่นของเมทานอลเป็นร้อยละ 50 และ 60 โดยปริมาตร ท าให้สาร
ทัง้ 3 ชนิดเคลื่อนที่ออกจากคอลมัน์เร็วขึน้ ดังภาพประกอบ 7 (ข) และ (ค) ตามล าดับ ซึ่งเป็นผล
จากการปรับความแรงของวฏัภาคเคลื่อนที่ที่เพิ่มขึน้ ท าให้สามารถลดเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ลง
ได้ จากผลการทดลองจะเห็นได้ชัดเจนว่าการใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟต
บพัเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอล ในอตัราส่วน 40:60 โดยปริมาตรเป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ ใช้เวลาใน
การแยกอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก น้อยที่สดุ และยงัคงสามารถแยกสารทัง้ 3  
ชนิดออกจากกนัได้อย่างสมบรูณ์  

 
 
 
 
 

(ค) 
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ภาพประกอบ 7 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด 
ซาลิไซลิก เมื่อใช้วฏัภาคเคลื่อนที่คือสารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์และ 

เมทานอลที่อตัราสว่น (ก) 55:45 (ข) 50:50 (ค) 40:60 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.70 มิลลิลิตร
ต่อนาที 

(ข) 

(ก) 

(ค) 
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เมื่อท าการศึกษาการใช้สารละลายเอทานอลแทนการใช้เมทานอล เนื่องจากเอทา
นอลเป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่า โดยใช้สารละลายผสมระหว่าง
สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (pH 3.0) และเอทานอล ในอัตราส่วน 40:60 โดยปริมาตร เป็นวัฏ
ภาคเคลื่อนที่ แสดงผลการทดลองในภาพประกอบ 8 จะเห็นได้ว่าสารทัง้ 3 ชนิดเคลื่อนที่ออกจาก
คอลมัน์เร็วกว่าการใช้สารละลายเมทานอลที่อัตราส่วนเดียวกัน (ภาพประกอบ 7 (ค)) เนื่องจาก  
เอทานอลมีความแรงของวัฏภาคเคลื่อนที่สงูกว่า อย่างไรก็ตามสภาวะนีไ้ม่สามารถแยกอลัลนัโท
อิน และไนอะซินาไมด์ออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์  ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงเลือกใช้สารละลายผสม
ระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอล ในอัตราส่วน 40:60 โดยปริมาตร 
เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก ใน
ตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง 

 
 

 
 
 

 

 

ภาพประกอบ  8 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด      
ซาลิไซลิก เมื่อใช้วฏัภาคเคลื่อนที่คือสารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์และ         

เอทานอลที่อตัราส่วน 40:60 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.70 มิลลิลิตรต่อนาที 

1.4 อตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ 
จากการศึกษาอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ในช่วง 0.50-1.00 มิลลิลิตรต่อนาที 

ส าหรับการตรวจวิเคราะห์อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่
เป็นสารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอลในอัตราส่วน 
40:60 โดยปริมาตร จากผลการศึกษาในภาพประกอบ 9 จะเห็นได้ว่าที่อัตราการไหล 0.50 
มิลลิลิตรต่อนาที เวลาการคงอยู่ของสารแต่ละชนิดมีค่ามาก สง่ผลให้ลกัษณะของฐานพีคที่แยกได้
มีความกว้างค่อนข้างมาก เมื่อเพิ่มอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ ท าให้สารทัง้ 3 ชนิดเคลื่อนที่
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ออกจากคอลมัน์ได้เร็วขึน้ เวลาการคงอยู่ของสารทัง้ 3 ชนิดจึงมีค่าลดลง โดยที่อตัราการไหล 1.00 
มิลลิลิตรต่อนาที พีคของอัลลนัโทอินและไนอะซินาไมด์ เร่ิมมีการซ้อนทับกันเล็กน้อย ดังนัน้ใน
งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้อตัราการไหลที่ 0.80 มิลลิลิตรต่อนาทีในการวิเคราะห์อัลลนัโทอิน ไนอะซินา
ไมด์และกรดซาลิไซลิก เนื่องจากเป็นสภาวะที่สามารถแยกสารทัง้ 3 ชนิดออกจากกันได้อย่าง
สมบรูณ์ 

 
 
 
 

 

 

 
 
 
 

ภาพประกอบ 9 กราฟความสมัพนัธ์ระหว่างอตัราการไหลของวฏัภาคเคลื่อนที่ และเวลาของการ
คงอยู่ของอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิก เมื่อใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลาย
ฟอสเฟตบพัเฟอร์ (pH 3.0) และเมทานอลที่อตัราสว่น 40:60 โดยปริมาตร เป็นวฏัภาคเคลื่อนที่ 

จากการศึกษาสภาวะในการแยกอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกแบบ
พร้อมกนั ในระบบไอโซเครติกที่พฒันาขึน้ พบว่าสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวิเคราะห์สาร
ทัง้ 3 ชนิด คือ การใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ (pH 3.0) และเมทา
นอลที่อัตราส่วน 40:60 โดยปริมาตร เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ที่อัตราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที 
และตรวจวดัสารทัง้ 3 ชนิดที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร โดยภายใต้สภาวะดังกล่าวสามารถ
แยกอัลลันโทอิน (Rt = 2.152 นาที) ไนอะซินาไมด์ (Rt = 2.487 นาที) และกรดซาลิไซลิก (Rt = 
4.470 นาที ) ออกจากกันได้อย่างสมบูรณ์  โดยใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อยกว่า  5.00 นาที 
(ภาพประกอบ 10 ) ซึ่งถือเป็นงานวิจัยแรกที่สามารถตรวจวิเคราะห์อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ 
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และกรดซาลิไซลิกได้พร้อมกนั อีกทัง้ยงัใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์น้อย และมีประสิทธิภาพการ
แยกที่ดี 

 

   

 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรด      
ซาลิไซลิก เมื่อใช้วฏัภาคเคลื่อนที่คือสารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟตบพัเฟอร์และ         

เมทานอลที่อตัราสว่น 40:60 โดยปริมาตร ที่อตัราการไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้  
2.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง 

จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์อัลลันโทอิน  ไนอะซินาไมด์ 
และกรดซาลิไซลิก โดยท าการเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมในช่วงความเข้มข้น  5-500 
มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังแสดงในตาราง 1 พบว่า กราฟมาตรฐานของอัลลันโทอินอยู่
ในช่วงความเข้มข้น 20-500 มิลลิกรัมต่อลิตร และกราฟมาตรฐานของไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิ
ไซลิก อยู่ในช่วงความเข้มข้น 5-200 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยกราฟมาตรฐานของสารทัง้ 3 ชนิด มีค่า
สมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ (R2) มากกว่า 0.995  
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ตาราง 1 ผลการศกึษาช่วงความเป็นเส้นตรง 

สารท่ีวิเคราะห์ 
ช่วงความเป็นเส้นตรง 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

สมการเส้นตรง 
ค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(R2) 

อลัลนัโทอิน 20-500 y = 23299x + 62747 0.9995 

ไนอะซินาไมด ์ 5-200 y = 121642x - 225616 0.9971 

กรดซาลิไซลิก 5-200 y = 166133x + 639166 0.9958 

 
2.2 ค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการตรวจวัด (LOD) และค่าขีดจ ากัดต ่าสุดของการวิเคราะห์

ปริมาณ (LOQ) 
ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการวิเคราะห์ LOD และ LOQ โดยเลือกจากความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานที่มีสัดส่วนสญัญาณของสารละลายมาตรฐานอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ 
และกรดซาลิไซลิก ต่อสัญญาณรบกวนเท่ากับ 3 และ 10 ตามล าดับ ผลการทดลองพบว่าวิธี
วิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ มีค่า LOD และ LOQ ของอัลลันโทอิน เท่ากับ 5 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร
ตามล าดับ และมีค่า LOD และ LOQ ของไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิก เท่ากับ 1 และ 5 
มิลลิกรัมต่อลิตรตามล าดับ โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์ 
และกรดซาลิไซลิก ที่ค่า LOD แสดงดงัภาพประกอบ 11   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 

(ค) 
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ภาพประกอบ 11 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานท่ีค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการตรวจวดั (ก) 
อลัลนัโทอินที่ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร (ข) ไนอะซินาไมด์ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

(ค) กรดซาลิไซลิกที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

2.3 ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ 
จากการศึกษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ทัง้ความเที่ยงภายในวนัเดียวกนั ซึ่งท าการ

วิเคราะห์ซ า้จ านวน 3 ครัง้ และความเที่ยงระหว่างวันซึ่งท าการวิเคราะห์เป็นระยะเวลา 3 วัน
ต่อเนื่องกัน โดยท าการวิเคราะห์ในสารละลายมาตรฐานผสมของอัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และ 
กรดซาลิไซลิก ท่ี 3 ระดับความเข้มข้น ผลการทดลองแสดงดังตาราง 2 พบว่าค่าร้อยละความ
เบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD) ของพืน้ที่ใต้พีคของสารทัง้ 3 ชนิดส าหรับการวิเคราะห์
ภายในวนัเดียวกนัอยู่ในช่วง 0.57-1.75 และการวิเคราะห์ระหว่างวนัอยู่ในช่วง 0.55-1.72 ส าหรับ 
%RSD ของเวลาการคงอยู่ของสารทัง้ 3 ชนิดส าหรับการวิเคราะห์ภายในวันเดียวกันอยู่ในช่วง 
0.14-0.55 และการวิเคราะห์ระหว่างวันอยู่ในช่วง  0.17-0.51 ซึ่งจะเห็นได้ว่าวิธีวิ เคราะห์ที่
พัฒนาขึน้ให้ค่าความเที่ยงของการวิเคราะห์เป็นที่น่าพอใจ โดยมีค่า %RSD ของพืน้ที่ใต้พีคและ
เวลาของการคงอยู่ส าหรับการวิเคราะห์สารทัง้ 3 ชนิดทัง้การวิเคราะห์ภายในเดียวและระหว่างวนั
น้อยกว่า 2% 

ตาราง 2 ผลการศกึษาความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ 

สารท่ีวิเคราะห์ ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

% RSD ในวนัเดยีวกนั (n = 3) % RSD ระหว่างวนั (n = 3) 

พืน้ท่ีใต้พีค เวลาคงอยู ่ พืน้ท่ีใต้พีค เวลาคงอยู ่

อลัลนัโทอิน 
20 

100 
500 

1.23 
0.78 
0.69 

0.26 
0.28 
0.24 

1.72 
0.95 
0.74 

0.33 
0.28 
0.36 

ไนอะซินาไมด ์
5 
50 

200 

0.59 
0.95 
0.93 

0.14 
0.24 
0.18 

1.71 
1.46 
1.52 

0.17 
0.20 
0.22 

กรดซาลิไซลิก 
5 
50 

200 

1.75 
0.57 
0.58 

0.17 
0.55 
0.18 

1.59 
0.55 
1.39 

0.20 
0.51 
0.22 
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2.4 ร้อยละของการคืนกลบั 
ในงานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาค่าร้อยละของการคืนกลับ โดยการเติมสารละลายมาตรฐาน 

อลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกที่ 3 ระดับความเข้มข้น ลงในตัวอย่างเคร่ืองส าอาง 
จากนัน้น าตัวอย่างมาวิเคราะห์โดยใช้วิธีที่พัฒนาขึน้ ผลการทดลองแสดงดังตาราง 3 พบว่าวิธีที่
พฒันาขึน้ มีค่าร้อยละของการคืนกลบัของอลัลนัโทอินอยู่ในช่วงร้อยละ 98.28-102.34 ไนอะซินา
ไมด์อยู่ในช่วงร้อยละ 98.44-102.43 และกรดซาลิไซลิกอยู่ในช่วงร้อยละ 98.44-102.53  โดยการ
วิเคราะห์ในตัวอย่างทุกชนิดมีค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์อยู่ในช่วงร้อยละ 0.21-
1.58 แสดงว่าวิธีที่พัฒนาขึน้ สามารถใช้วิเคราะห์ปริมาณสารทัง้ 3 ชนิดในตัวอย่างผลิตภัณฑ์
เคร่ืองส าอางได้เป็นอย่างดี โดยไม่มีการรบกวนของสญัญาณจากสารชนิดอ่ืนๆที่อยู่ในผลิตภณัฑ์
เคร่ืองส าอาง 

ตาราง 3 ผลการศกึษาค่าร้อยละการคืนกลบัในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง โดยใช้วิธีวิเคราะห์
ที่พฒันาขึน้ 

สารท่ีวิเคราะห์ ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

รอ้ยละการคนืกลบั (%RSD) 

ตวัอยา่ง 1 ตวัอยา่ง 2 ตวัอยา่ง 3 ตวัอยา่ง 4 

อลัลนัโทอิน 
20 
100 
300 

99.43(0.24) 
100.57(0.56) 
102.34(0.29) 

- 
- 
- 

98.28(0.31) 
101.75(0.46) 
102.21(0.22) 

100.18(0.42) 
99.40(0.35) 
101.02(0.65) 

 
ไนอะซินาไมด ์

5 
20 
100 

98.44(0.21) 
100.51(0.28) 
102.38(0.86) 

98.64(0.35) 
99.04(0.23) 

101.49(1.12) 

- 
- 
- 

98.77(0.85) 
100.87(0.33) 
102.43(0.96) 

 
กรดซาลิไซลิก 

5 
20 
100 

100.76(0.33) 
99.82(0.56) 
99.48(1.33) 

99.81(0.37) 
102.53(0.89) 
101.89(1.58) 

98.44(0.38) 
99.98(1.03) 

101.34(1.41) 

- 
- 
- 
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การประยุกต์ใช้วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้ส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน ไนอะซิ
นาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอาง 

เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้มาประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซิ
นาไมด์และกรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง ประเภทโทนเนอร์และเซร่ัม จ านวน 4 
ตัวอย่าง พบว่าสามารถวิเคราะห์ปริมาณอัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกในแต่ละ
ตวัอย่างได้ผลแสดงดังตาราง 4 จะเห็นได้ว่าชนิดของสารแต่ละชนิดที่ตรวจพบในทุกตวัอย่างตรง
กบัที่ระบุไว้ข้างฉลากผลิตภัณฑ์ โดยปริมาณของไนอะซินาไมด์ที่วิเคราะห์ได้ พบอยู่ในช่วงความ
เข้มข้นที่นิยมใช้ในผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางประเภทบ ารุงผิวหน้า (ร้อยละ 1-5 โดยน า้หนัก) 
นอกจากนีป้ริมาณของกรดซาลิไซลิก ในทุกผลิตภัณฑ์มีค่าไม่เกินระดับความเข้มข้นที่ส านักงาน
คณะกรรมการอาหารและยาก าหนด (ร้อยละ 2 โดยน า้หนัก) และภาพประกอบ 12 เป็นตัวอย่าง
โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางตวัอย่างที่ 3 ที่วิเคราะห์โดยใช้วิธีที่พฒันาขึน้ในงานวิจยั
นี  ้พบว่าในตัวอย่างนีต้รวจพบเฉพาะอัลลันโทอินและกรดซาลิไซลิกเท่านัน้ ส าหรับพีคที่เวลา 
2.533 นาที เป็นสารชนิดอ่ืนๆที่ไม่ใช่ไนอะซินาไมด์ ยืนยันได้จากสเปคตรัมของพีคดังกล่าวไม่
สอดคล้องกับสเปคตรัมของไนอะซินาไมด์ อีกทัง้ฉลากผลิตภัณฑ์ของตัวอย่างที่ 3 นีไ้ม่ได้ระบุ
ส่วนผสมที่มีองค์ประกอบของไนอะซินาไมด์ จะเห็นได้ว่าวิธีที่พัฒนาขึน้นีส้ามารถวิเคราะห์อัลลนั
โทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางได้จริง ให้ผลการ
วิเคราะห์ถกูต้อง แม่นย า และใช้เวลาในการวิเคราะห์ไม่เกิน 6 นาท ี 

ตาราง 4 ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง 
ที่วิเคราะห์โดยใช้วิธีที่พฒันาขึน้ 

ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอาง 
ปริมาณสารท่ีตรวจพบ SD (มิลลิกรัมต่อลิตร) n=3 

อลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด ์ กรดซาลิไซลิก 

ตวัอยา่งที่ 1 
(เซร่ัม) 

130.48  0.55 32396.10  0.86 186.15  1.28 

ตวัอยา่งที่ 2 
(เซร่ัม) 

- 17094.60  1.05 2587.75  1.53 

ตวัอยา่งที่ 3 
(โทนเนอร์) 

1478.70  0.24 - 5149.20  1.02 

ตวัอยา่งที่ 4 
(โทนเนอร์) 

37.58  0.87 9544.00  0.39 - 
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ภาพประกอบ 12 ตวัอย่างโครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางตวัอย่างที่ 3 
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บทท่ี 5 
สรุปผล อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนีไ้ด้พัฒนาวิธีการวิเคราะห์อัลลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกแบบ
พร้อมกันโดยใช้เทคนิค HPLC ร่วมกับวิธีการเตรียมตัวอย่างด้วยการเจือจางด้วยน า้ปราศจาก
ไอออน ส าหรับประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้า 
ประเภท ผลิตภัณฑ์โทนเนอร์ และผลิตภัณฑ์เซร่ัม โดยสามารถสรุปอภิปรายผลการวิจัยและ
ข้อเสนอแนะดงันี ้ 

จากการพัฒนาวิธีวิเคราะห์อัลลันโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกในตัวอย่าง
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้า ด้วยเทคนิค HPLC ท าให้ได้วิธีวิเคราะห์ที่สะดวก รวดเร็ว และ
เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากขึน้ ส าหรับในขัน้ตอนการเตรียมตัวอย่างสามารถท าได้ง่าย โดยใช้
วิธีการเจือจางโดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตัวท าละลาย เมื่อท าการเปรียบเทียบกับงานวิจัยที่
เคยรายงานก่อนหน้านี ้ซึ่งใช้วิธีการเตรียมตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางด้วยวิธีการสกดัด้วยตัว
ท าละลายอินทรีย์ จะเห็นได้ว่าในงานวิจัยนีใ้ช้น า้เป็นตัวท าละลาย ซึ่งเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม
มากกว่าการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ ประเภทเฮกเซน นอกจากนีย้ังใช้เวลาในการเตรียมตัวอย่าง
น้อยกว่า (Dallet et al., 2000) และเมื่อเปรียบเทียบในด้านการตรวจวิเคราะห์สารทัง้ 3 ชนิด แบบ
พร้อมกนัด้วยเทคนิค HPLC พบว่ายงัไม่มีรายงานการตรวจวิเคราะห์สารทัง้ 3 ชนิดแบบพร้อมกัน
มาก่อน โดยจากผลการศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการแยกสารทัง้ 3 ชนิดนัน้ พบว่าเมื่อใช้
คอลัมน์ C18 ขนาด 4.6 x 150 mm, i.d. โดยใช้สารละลายผสมระหว่างสารละลายฟอสเฟต
บัพเฟอร์ (pH 3) และเมทานอลที่อัตราส่วน 40:60 โดยปริมาตรเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ที่อัตราการ
ไหล 0.80 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร สามารถท าการแยกสาร
ที่ต้องการวิเคราะห์ออกจากกนัได้อย่างสมบูรณ์ภายในเวลา 5.00 นาที โดยให้ประสิทธิภาพของวิธี
วิเคราะห์ที่ดี มีค่าความเป็นเส้นตรง (R2 มากกว่า 0.995) ในช่วงความเข้มข้น 20-500 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ส าหรับการวิเคราะห์อลัลนัโทอิน  และช่วงความเข้มข้น 5-200 มิลลิกรัมต่อลิตร ส าหรับการ
วิเคราะห์ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิก มีความเที่ยงเป็นที่น่าพอใจทัง้ภายในวันเดียวกันและ
ระหว่างวัน โดยมีค่าร้อยละความเบี่ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ์ของพืน้ที่ใต้พีคและเวลาการคงอยู่
น้อยกว่า 2.00 ค่าขีดจ ากดัต ่าสดุของการตรวจวดัของอลัลนัโทอินมีค่าเท่ากบั 5.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ของไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกมีค่าเท่ากบั 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อใช้วิธีการเตรียมตวัอย่าง
ด้วยวิธีการเจือจางโดยใช้น า้ปราศจากไอออนเป็นตัวท าละลาย พบว่าให้ร้อยละการคืนกลบัของ 
อัลลันโทอินอยู่ในช่วง 98.28-102.34 ไนอะซินาไมด์อยู่ในช่วง 98.44-102.43 และกรดซาลิไซลิก 
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อยู่ในช่วง 98.44-102.53 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธีที่พฒันาขึน้กบังานวิจยัอ่ืน ๆ ที่เคย
มีการรายงานพบว่า วิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้ในงานวิจยันีใ้ห้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่กว้างกว่า (Doi 
et al., 2009; Ibrahim et al., 2017; Jen et al., 2001) มีค่าขีดจ ากดัต ่าสุดของการตรวจวัดอัลลนั
โทอินใกล้เคียงกับงานวิจัยก่อนหน้า (El Mubarak et al., 2013) และมีความเที่ยงทัง้ภายในวัน
เดียวกนัและระหว่างวนัที่ดีกว่า (Doi et al., 2009; Jen et al., 2001) 

เมื่อน าวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาขึน้มาประยกุต์ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซิ
นาไมด์และกรดซาลิไซลิก ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางบ ารุงผิวหน้า ได้แก่ โทนเนอร์ และ
เซร่ัม ที่วางจ าหน่ายทั่วไปตามท้องตลาด พบว่าปริมาณไนอะซินาไมด์ที่วิเคราะห์ได้ในทุก
ผลิตภัณฑ์อยู่ในระดับความเข้มข้นที่ปลอดภัยต่อผู้บริโภค และอยู่ในช่วงความเข้มข้นที่นิยมใช้ใน
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางประเภทบ ารุงผิวหน้า (ร้อยละ 1-5 โดยน า้หนกั) นอกจากนีป้ริมาณของกรด
ซาลิไซลิก ในทุกผลิตภณัฑ์มีค่าไม่เกินระดบัความเข้มข้นที่ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา
ก าหนด (ร้อยละ 2 โดยน า้หนัก) จะเห็นได้ว่าผลิตภัณฑ์เคร่ืองส าอางที่มีจ าหน่ายทั่วไปในปัจจุบนั 
มกันิยมเติมสารออกฤทธ์ิอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกผสมกนั ซึง่วิธีที่พฒันาขึน้นี ้
สามารถใช้ในการตรวจวดัปริมาณของสารทัง้ 3 ชนิดพร้อมกนัได้จริง  

ดงันัน้จากความมุ่งหวงัในงานวิจยันีท่ี้ต้องการพฒันาวิธีการตรวจวิเคราะห์ปริมาณอลัลนั
โทอิน ไนอะซินาไมด์ และกรดซาลิไซลิกในตวัอย่างผลิตภณัฑ์เคร่ืองส าอางแบบพร้อมกนั และจาก
การเปรียบเทียบผลการวิจยัที่เคยรายงาน พบว่าวิธีที่พัฒนาขึน้ในงานวิจยันีส้ามารถท าได้สะดวก
รวดเร็ว ประสิทธิภาพของวิธีการวิเคราะห์สงู และเป็นมิตรกบัสิ่งแวดล้อมอีกด้วย  

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ความเข้มข้นของสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ที่เลือกใช้เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ 
จ าเป็นต้องค านึงถึงความสามารถในการควบคุม pH เป็นส าคัญ โดยช่วงความเข้มข้นที่นิยมใช้
ได้แก่ 10 มิลลิโมลาร์ จนถึง 50 มิลลิโมลาร์ อีกทัง้การเลือกช่วงความเข้มข้นของฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ที่สูงเกินไปนัน้ อาจจะส่งผลกระทบกับระบบภายในของเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสงูได้ โดยเมื่อผสมกบัตวัท าละลายอินทรีย์แล้วอาจตกผลกึเป็นเกลือฟอสเฟตที่ไม่ละลาย 
ท าให้เกิดการอดุตนัภายในระบบของเคร่ืองมือ 

2. การวิเคราะห์ปริมาณอลัลนัโทอิน ไนอะซินาไมด์และกรดซาลิไซลิกแบบพร้อมกนันี ้
สามารถประยุกต์ใช้กบัการวิเคราะห์ตวัอย่างอาหารและตวัอย่างทางชีวภาพอ่ืนๆได้ โดยต้องมีการ
ปรับวิธีการเตรียมตวัอย่างให้เหมาะสมกบัแต่ละประเภทของตวัอย่างก่อนการวิเคราะห์ 
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https://pharmacy.mahidol.ac.th/th/knowledge/article/272/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7-%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%B2/
https://oer.learn.in.th/search_detail/result/142699#oer_data
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