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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีไ้ด้พฒันาวิธีการแยกและการวิเคราะห์หาปริมาณของพาราเบน คือ เมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน   

โพรพิลพาราเบน และบิวทิลพาราเบนในตัวอย่างเคร่ืองส าอางภายในหนึ่งนาทีด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงูที่มีตวัตรวจวดัเป็นโฟโต้ไดโอดอาร์เรย์และใช้คอลมัน์ชนิดรูพรุนสงู ท าการชะแบบเกรเดียนด้วยอะซิโตไนไตรล์
และน า้ อตัราการไหล 1.3 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวดัที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
สามารถแยกสารได้ภายใน 1 นาที กราฟของสารละลายมาตรฐานของพาราเบนมีความเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 
0.50-10.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยค่า R2 มากกว่า 0.999 ขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากัดการหาปริมาณของพาราเบน              
พบอยู่ระหว่าง 0.12-0.15 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 0.40-0.45 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั ความแม่นในเทอมของร้อยละ         
การได้กลบัคืนของพาราเบนอยู่ในช่วง 97.2-102.6 ความเที่ยงภายในวนัและความเที่ยงระหว่างวนัของวิธีอยู่ระหว่าง            
ร้อยละ 1.11-1.50 และ 2.30-2.70 ตามล าดบั วิธีที่พฒันาขึน้มานีส้ามารถประยกุต์ใช้หาปริมาณของพาราเบนทัง้สี่ชนิด             
ที่ใสใ่นเคร่ืองส าอางในเวลาเดียวกนั 
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Abstract 
 This research was developed to a sub-minute separation method and simultaneous determination of 
methylparaben, ethylparaben, propylparaben and butylparaben in cosmetic samples by high-performance 
liquid chromatography coupled with photodiode array detector for simultaneous determination of 
methylparaben, ethylparaben, propylparaben and butylparaben in cosmetic samples. Parabens were 
separated on a Chromolith column using gradient elution with acetonitrile and water, the flow rate of 1.3 mL  
min-1 and detected at 254 nm.  Under the optimal conditions, the separation was completed in less than 1 min. 
Calibration curves for standard solution of parabens  were linear over the concentration range of 0.50-10.0 mg 
L-1 with R2 greater than 0.999. The limits of detection and limits of quantification of parabens were found between 
0.12-0.15 mg L-1, and 0.40-0.45 mg L-1, respectively. The accuracy in terms of percent recovery of parabens 
was in the range of 97.2-102.6. Repeatability and reproducibility of the method were in the range of 1.11-1.50% 
and 2.30-2.70%, respectively. The development method could be applied to the simultaneous determination of 
parabens in cosmetic samples. 
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บทน า 
 พาราเบน (paraben) หรือไฮดรอกซีเบนโซเอท (hydroxybenzoate) คือเอสเทอร์ของกรด 4-ไฮดรอกซีเบนโซอิก 
(4-hydroxybenzoic acid) โดยพาราเบนแต่ละชนิดจะต่างกันที่กลุ่มของเอสเทอร์ซึ่งอาจเป็นหมู่เมทิล (methyl)                    
เอทิล (ethyl)    โพรพิล (propyl) หรือบิวทิล (butyl) พาราเบนมีสมบตัิยบัยัง้จุลินทรีย์ (Rodford, 1997) ป้องกันการเกิด
ออกซิเดชนัและการปนเปือ้นของแบคทีเรีย มีความเสถียรและไมร่ะเหย (Gagliardi et al., 1997) ด้วยเหตนุี ้จึงมีการใช้สาร
กลุม่นีอ้ยา่งกว้างขวางในอตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมยา และอตุสาหกรรมเคร่ืองส าอาง โครงสร้างทางเคมีของพารา
เบนที่ใช้กนัทัว่ไปแสดงดงัภาพที่ 1 การเพิ่มขนาดของหมู่แอลคิลที่แทนที่ในหมู่เอสเทอร์ท าให้ความเป็นพิษของพาราเบน
เพิ่มขึน้ ดงันัน้ บิวทิลพาราเบนจึงมีความเป็นพิษมากกวา่เมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน และโพรพิลพาราเบน (Dobbins 
et al., 2009) นอกจากนี ้พาราเบนยงัมีสมบตัิคล้ายฮอร์โมนเอสโทรเจนอย่างอ่อน ๆ ซึ่งอาจมีความเก่ียวข้องกบัการเกิด
มะเร็งเต้านม (Darbre et al., 2004) จากความเป็นพิษของสารกลุ่มนี ้จึงมีกฎหมายควบคุมปริมาณการใช้ โดยตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ    ได้ก าหนดให้มีการใช้สารกลุ่มพาราเบนในเคร่ืองส าอาง คือ 0.4% (ค านวณในรูปกรด                
เมื่อใช้เอสเทอร์ชนิดเดียว) และ 0.8% (ค านวณในรูปกรดเมื่อใข้เอสเทอร์หลายชนิด) (Notification of the Ministry of 
Health, 2017) ด้วยเหตุนีจ้ึงต้องมีการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มนีใ้นผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ เพื่อควบคุมและติดตามปริมาณ         
การใช้ไมใ่ห้เกินปริมาณที่กฎหมายก าหนด  
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                                       (1)                                                   (2)  

                    
                                       (3)                                                   (4) 

ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมีของ (1) เมทิลพาราเบน (2) เอทิลพาราเบน (3) โพรพิลพาราเบน และ (4) บิวทิลพาราเบน 
 
 เทคนิคการแยกที่สามารถใช้ในการหาปริมาณของพาราเบนมีอยู่หลายเทคนิค เช่น โครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสูง (high-performance liquid chromatography หรือ HPLC) ร่วมกับตัวตรวจวัดยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโต
มิเตอร์ (Youngvises et al., 2013; Gao et al. , 2011, 2012; Borremans et al., 2004)  ตัวตรวจวัดเคมิลูมิเนสเซนซ์ 
(Zhang et al., 2005) ตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ (Zgota-Grzeskowiak et al., 2016)  แก๊สโครมาโทกราฟี (gas 
chromatography หรือ GC) (Wang & Zhou, 2013; Sánchez-Prado et al., 2011) แคปิลลารีอิเลก็โทรโฟรีซีส (capillary 
electrophoresis ห รือ  CE)  (Cheng et al., 2012; Huang et al., 2006; Cruces-Blanco et al., 2001) อย่ า ง ไร ก็ตาม               
ในการหาปริมาณของพาราเบนมีทัง้ข้อดีและข้อด้อยขึน้กับเทคนิคและตวัตรวจวดัที่เลือก เช่น เทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงูทัว่ไปใช้เฟสคงที่ชนิด C18 ขนาด 5 ไมโครเมตร ภายใต้สภาวะการชะแบบไอโซเครติก ( isocratic 
elution) ใช้เวลาในการวิเคราะห์โพรพิลพาราเบนประมาณ 10-20 นาที หรือใช้ปริมาตรของเฟสเคลือ่นท่ีมากเมื่อใช้คอลมัน์
ชนิดรูพรุนสงู (monolithic column)  เทคนิคอลัตร้าโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (ultra high-performance liquid 
chromatography หรือ UHPLC)  แม้จะวิเคราะห์สารได้รวดเร็วแตเ่คร่ืองมือคอ่นข้างซบัซ้อน แก๊สโครมาโทกราฟีร่วมกบัตวั
ตรวจวดัแมสสเปกโทรเมทรี (gas chromatography-mass spectrometry หรือ GC-MS) เป็นเทคนิคที่วิเคราะห์ได้รวดเร็ว
และมีประสทิธิภาพ แตต้่องใช้เวลาในการสงัเคราะห์อนพุนัธ์นานและใช้อณุหภมูิสงู 
 จุดประสงค์ของงานวิจยันีเ้ป็นการเพื่อพฒันาเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู ที่สามารถวิเคราะห์      
พาราเบนในตวัอย่างเคร่ืองส าอางได้ภายในหนึ่งนาที โดยใช้เฟสคงที่ชนิดรูพรุนสงูร่วมกบัการชะไอโซเครติก (isocratic 
elution) และแบบเกรเดียน (gradient elution) และตวัตรวจวดัชนิดโฟโต้ไดโอดอาร์เรย์ ศกึษาความความนา่เช่ือถือของวธีิ 
(validation method) ท่ีได้พฒันาขึน้มา และประยกุต์ใช้กบัการหาปริมาณของพาราเบนในตวัอยา่งเคร่ืองส าอาง 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สารเคมีและสารละลาย 
 สารมาตรฐานของสารที่ต้องการวิเคราะห์ ได้แก่ เมทิลพาราเบน  เอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน และ บิวทิล 
พาราเบน (ความบริสุทธ์ิมากกว่า 99%) ของบริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา อะซิโตไนไตรล์และเมทานอลเกรด 
HPLC จากบริษัทเมอร์ค ประเทศเยอรมนั น า้ปราศจาคไอออนจากเคร่ือง Water purification system รุ่น EASYpure LF 
บริษัท Barnstead ประเทศเยอรมนั 
 สารละลายมาตรฐานเข้มข้น (standard stock solution) ของสารที่ต้องการวิเคราะห์เตรียมในเมทานอล        
ความเข้มข้น 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร และเก็บในตู้ เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารละลายมาตรฐานผสมของสารที่
ต้องการวิเคราะห์เตรียมใหมแ่ตล่ะวนั โดยการเจือจางจากสารละลายมาตรฐานเข้มข้น 
2. เคร่ืองมือ 
 การวิเคราะห์พาราเบนใช้เคร่ือง HPLC รุ่น 1260 Infinity II  ของบริษัทเอจิเลนต์ ประเทศสหรัฐอเมริกา ระบบ
ประกอบด้วยป๊ัมชนิดระบบผสมตวัท าละลายได้สีช่นิด (quaternary pump) ระบบไลแ่ก๊สแบบออนไลน์ (online degasser) 
และตวัตรวจวดัชนิดไดโอดอาร์เรย์ การแยกสารเกิดขึน้ในคอลมัน์ชนิดรูพรุนสงู (Chromolith Flash RP-18e) ขนาด 3 mm 
x 25 mm บริษัทเมอร์ค ประเทศเยอรมนั ที่อุณหภูมิห้อง ปริมาตรที่ฉีดเข้าคอลมัน์คือ 20 ไมโครลิตร ความยาวคลื่นที่ใช้
ตรวจวดัคือ 254 นาโนเมตร การวิเคราะห์เชิงคุณภาพท าโดยการเปรียบเทียบช่วงอลัตร้าไวโอเลต (ultraviolet spectra) 
และ รีเทนชั่นไทม์ (retention time) ของสารมาตรฐาน  โปรแกรมที่ใช้ส าหรับการประมวลผลของข้อมูล คือ OpenLab 
CDS ChemStation C.01.04 
3. การเตรียมตัวอย่าง 
 เติมตวัท าละลาย (เมทานอลต่อน า้ในอตัราสว่น 70 ต่อ 30 โดยปริมาตร) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ลงในตวัอย่าง
ครีมทาหน้าและครีมทาผิว 0.50 กรัม เนือ้ครีมมีสขีาวและข้น จากนัน้น าไปสัน่สะเทือนด้วยคลื่นอลัตราโซนิค (sonication)  
20 นาที  เจือจางด้วยตวัท าละลายจนได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยง 10 นาที ด้วยความเร็ว 3000 รอบต่อนาที และ
กรองผา่นเยื่อกรอง (membrane filter) ขนาด 0.2 ไมครอน จากนัน้น าไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 
 
ผลการวิจัย 
1. ศึกษาการแยกพาราเบนโดยใช้การชะแบบไอโซเครตกิ 
 การทดลองเบือ้งต้น เร่ิมจากการหาสภาวะที่เหมาะสม 3  สภาวะในการแยกสารพาราเบน  4 ชนิด โดยใช้การ             
ชะแบบไอโซเครติก องค์ประกอบของเฟสเคลื่อนที่  คือ อะซิโตไนไตรล์ (ACN) และน า้ (H2O) ที่อัตราส่วน ACN : H2O  
เท่ากับ 25 : 75,   28 : 72 และ 30 : 70 (v/v)  อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่  คือ 1.30 มิลลิลิตรต่อนาที ผลของ
เปอร์เซ็นต์อะซิโตไนไตรล์ต่อโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานผสมพาราเบนแสดงดังภาพที่ 2 การวิเคราะห์              
เชิงคณุภาพใช้วิธีการเทียบคา่รีเทนชัน่ไทม์และเทคนิคการเติม (spiking technique) 
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ภาพที่ 2  ผลของเปอร์เซ็นต์อะซโิตไนไตรล์ในเฟสเคลือ่นท่ีตอ่การแยกพาราเบนทัง้สีช่นิด พีก 1 คือเมทิลพาราเบน   
               พีก 2 คือเอทิลพาราเบน พีก 3 คือโพรพิลพาราเบน และพีก 4 คือบิวทิลพาราเบน 
 
2. ศึกษาการแยกพาราเบนโดยใช้การชะแบบเกรเดียน 
 จากการวิเคราะห์พาราเบนทัง้ 4 ชนิดโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก พบว่าใช้เวลาในการวิเคราะห์ประมาณ 2.5 
นาที เพื่อลดเวลาในการวิเคราะห์ให้สัน้กวา่นี ้ ผู้วิจยัจึงได้ศึกษาการใช้การชะแบบเกรเดียน สภาวะเกรเดียนที่ศกึษาแสดง
ดงัตารางที่ 1 โครมาโทแกรมที่ได้จากการชะแบบเกรเดียนของสภาวะที่ 1 ถึง 4 แสดงดงัภาพที่ 3 และโครมาโทแกรมที่ได้
จากการชะแบบเกรเดียนของสภาวะที่ 5 ถึง 7 แสดงดงัภาพท่ี 4 
 
ตารางที่ 1  สภาวะเกรเดียนส าหรับการแยกพาราเบนทัง้ 4 ชนิด 

 
สภาวะที่ 

%ACN  
เร่ิมต้น 

ช่วงเวลา 
(isocratic hold) 

(นาที) 

เวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลง %ACN 
(gradient time)  

(นาที) 

%ACN 
สุดท้าย 

1 28 0 - 0.30 0.70 50 
2 28 0 - 0.30 0.70 60 
3 28 0 - 0.30 0.70 80 
4 28 0 - 0.30 0.70 100 
5 28 0 0.30 100 
6 28 0 0.40 100 
7 28 0 0.50 100 
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    ภาพที่ 3  ผลของการชะแบบเกรเดียนตอ่การแยกพาราเบน พีก 1 คือเมทิลพาราเบน  พีก 2 คือเอทิลพาราเบน  
                   พีก 3 คือ   โพรพิลพาราเบน และพีก 4 คือบิวทิลพาราเบน โดยใช้การชะแบบเกรเดียนสภาวะที่ 1  
                   (a) สภาวะที ่2 (b) สภาวะที ่3 (c) และสภาวะที ่4 (d)    
 

 

           ภาพที่ 4  ผลของการชะแบบเกรเดยีนตอ่การแยกพาราเบน พีก 1 คือเมทิลพาราเบน  พีก 2 คือเอทิลพาราเบน  
                          พีก 3 คือโพรพิลพาราเบน และพีก 4 คือบิวทิลพาราเบน โดยใช้การชะแบบเกรเดยีนสภาวะที่ 5  
                          (a) สภาวะที่ 6 (b) สภาวะที่ 7 (c) 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย 
1. การแยกพาราเบนโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก 
 จากโครมาโทแกรมในภาพที่ 2 เห็นได้ว่า การเปลี่ยนแปลงเปอร์เซ็นต์อะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่ส่งผลต่อ                  
ค่ารีเทนชัน่ไทม์และค่าการแยก  กลา่วคือ เมื่อเปอร์เซ็นต์ของอะซิโตไนไตรล์ในเฟสเคลื่อนที่เพิ่มขึน้ ท าให้ค่ารีเทนชัน่ไทม์
และค่าการแยกลดลง เนื่องจากการเพิ่มเปอร์เซ็นต์อะซิโตไนไตรล์เป็นการลดสภาพขัว้ของเฟสเคลื่อนที่ พาราเบนแต่ละ
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ชนิดเป็นสารประกอบมีขัว้แตกต่างกนั เมทิลพาราเบนเป็นสารแรกที่ถกูชะออกมา แสดงว่ามีสภาพขัว้สงูสดุในสารกลุม่นี ้
ตามด้วยเอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน และบิวทิลพาราเบน ตามล าดบั แสดงวา่จ านวนคาร์บอนเพิ่มขึน้ สภาพขัว้ลดลง 
การวิเคราะห์จึงเป็นแบบที่เรียกว่า รีเวิร์สเฟสโครมาโทกราฟี ( reversed-phase chromatography) นอกจากนีเ้ห็นได้ว่า 
สภาพไวในการวิเคราะห์เพิ่มขึน้อย่างชัดเจนส าหรับโพรพิลพาราเบนและบิวทิลพาราเบน เมื่อพิจารณาถึงการแยก 
ความเร็วในการวิเคราะห์ สภาวะที่ดีที่สดุส าหรับการวิเคราะห์พาราเบนภายใต้การชะแบบไอโซเครติก คือ อะซิโตไนไตรล์
ในเฟสเคลื่อนท่ี 28% ภายในสภาวะที่เหมาะสมนี ้การวิเคราะห์พาราเบนท่ีดีที่สดุสามารถท าได้ภายในเวลาประมาณ 2.5 
นาที จากผลการทดลองเห็นได้วา่ การชะกลุม่สารท่ีมีสภาพขัว้ต่างกนัมากโดยใช้การชะแบบไอโซเครติก จะใช้เวลาในการ
วิเคราะห์ค่อนข้างนานส าหรับสารที่ถูกชะออกมาล าดับท้าย ๆ การแก้ไขปัญหานีส้ามารถท าได้โดยการใช้การชะแบบ
เกรเดียน 
2. การแยกพาราเบนโดยใช้การชะแบบเกรเดียน 
 การชะแบบเกรเดียนคือการลดสภาพขัว้ของเฟสเคลื่อนที่อย่างต่อเนื่อง การเลือกเฟสเคลื่อนที่จะอาศยัหลกัการ
ละลายของสารที่มีสมบัติเหมือนกัน ภาพที่ 3 ซึ่งเป็นผลจากการชะพาราเบนทัง้ 4 ชนิดโดยใช้การชะแบบเกรเดียนใน
สภาวะที่ 1 ถึง 4  เกรเดียนทัง้สี่สภาวะเร่ิมต้นด้วย %ACN ช่วงเวลาและเวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลง %ACN เท่ากนั แต่
เปลี่ยนแปลง %ACN สดุท้าย จากโครมาโทแกรมเห็นได้วา่ การท าเกรเดียนสภาวะที่ 1 ถึง 4 สง่ผลต่อค่ารีเทนชัน่ไทม์ของ
บิวทิลพาราเบน โดยยิ่งเพิ่ม %ACN ที่ขัน้สดุท้ายของการชะ ท าให้คา่รีเทนชัน่ไทม์ของบิวทิลพาราเบนลดลง  แตไ่มม่ีผลตอ่
รีเทนชัน่ไทม์ของพาราเบนของอีก 3 ชนิด และพาราเบนทัง้ 4 ชนิดยงัแยกกนัอยา่งสมบรูณ์ 
 ภาพที่ 4 เป็นผลจากการชะพาราเบนทัง้ 4 ชนิดโดยใช้การชะแบบเกรเดียนในสภาวะที่ 5 ถึง 7 โดยค่า %ACN 
เร่ิมต้นคือ 28% และค่า %ACN สดุท้ายคือ 100%  และศึกษาเวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลง %ACN ที่ 0.3, 0.4 และ 0.5 
นาที จากโครมาโทแกรมเห็นได้ว่า พีกของบิวทิลพาราเบนถูกชะออกมาภายใน 1 นาที แต่เวลาที่ใช้ในการเปลี่ยนแปลง 
%ACN ที่ 0.3 และ 0.4 นาที พีกของโพรพิลและบิวทิลพาราเบนแยกกันไม่สมบูรณ์  ดงันัน้ จากการศึกษาการแยกพารา
เบนโดยใช้การชะแบบเกรเดียน สภาวะเกรเดียนที่ 7 เป็นสภาวะที่ดีที่สดุ โดยภายใต้สภาวะนี ้การวิเคราะห์พาราเบนทัง้ 4 
ชนิด สามารถท าได้ภายใน 1 นาที 
3. การศึกษาความถกูต้องและความน่าเชื่อถอืของวิธีวิเคราะห์ 
 เพื่อตรวจสอบความถกูต้องและความน่าเช่ือถือของวิธีวิเคราะห์ที่ได้พฒันาขึน้มา จึงได้ศึกษาความเป็นเส้นตรง 
(linearity) ขีดจ ากัดการตรวจวัด  (limit of detection, LOD) ขีดจ ากัดการหาปริมาณ (limit of quantification, LOQ)    
ความแมน่ (accuracy) และความเที่ยง (precision) ตามมาตรฐาน ICH (ICH, 2005) ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
3.1 ความเป็นเส้นตรง ขีดจ ากัดการตรวจวัด และขีดจ ากัดการหาปริมาณ 
 ศึกษาโดยการเตรียมสารละลายมาตรฐานผสมที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ  ของเมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน โพรพิล
พาราเบน และบิวทิลพาราเบนเพื่อศกึษาความเป็นเส้นตรง ขีดจ ากดัการตรวจวดัและขีดจ ากดัการหาปริมาณพิจารณาจาก
ความเข้มข้นของสารที่สนใจที่ให้อตัราสว่นของสญัญาณของสารละลายมาตรฐานต่อสญัญาณรบกวน (signal-to-noise 
ratio) เท่ากับ 3 และ 10 ตามล าดบั ตารางที่ 2 แสดงความเป็นเส้นตรง LOD และ LOQ ของพาราเบนทัง้ 4 ชนิดภายใต้
สภาวะที่เหมาะสม (เกรเดียนสภาวะที่ 7) 
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ตารางที่ 2  ความเป็นเส้นตรง LOD และ LOQ ที่ได้จากการวิเคราะห์สารภายใต้สภาวะที่เหมาะสม 
 

สาร 
 

สมการเส้นตรง 
 

R2 
LOD 

มิลลกิรัมตอ่ลติร 
LOQ 

มิลลกิรัมตอ่ลติร 
เมทิลพาราเบน y = 84.0078x + 5.1331  0.9996 0.12 0.40 
เอทิลพาราเบน y = 62.8646x + 1.7353 0.9993 0.15 0.45 
โพรพิลพาราเบน y = 69.9387x + 1.2751 0.9998 0.15 0.45 
บิวทิลพาราเบน y = 63.6330x + 3.5705 0.9995 0.15 0.45 

 
3.2 ความเที่ยงของวิธี 
 ความเที่ยงของวิธีคือความสามารถในการท าซ า้แล้วได้ค่าใกล้เคียงค่าเดิม  ในการศึกษาความเที่ยงของวิธีที่
พัฒนาขึน้มานี ้ส าหรับความเที่ยงภายในวัน ท าโดยการวิเคราะห์ความเข้มข้นของพาราเบนที่ระดับ 3 ความเข้มข้น        
โดยวิเคราะห์ซ า้ 5 ครัง้  และความเที่ยงระหวา่งวนั ท าโดยการวิเคราะห์ความเข้มข้นของพาราเบนที่ระดบั 3 ความเข้มข้น 
โดยวิเคราะห์ซ า้เป็นเวลา 5 วนั โดยวิเคราะห์ซ า้ 5 ครัง้ในแตล่ะวนั ความเที่ยงของวิธีแสดงดงัตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3  ความเที่ยงภายในวนัและความเที่ยงระหวา่งวนั (n = 5) ของวิธีที่เสนอที่ได้จากการวิเคราะห์สารภายใต้ 
                  สภาวะที่เหมาะสม 

สารท่ีวิเคราะห์ ความเข้มข้น (มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
 1.00 5.00 8.00 

ความเที่ยงภายในวนั %R.S.D    
เมทิลพาราเบน 1.21 1.31 1.10 
เอทิลพาราเบน 1.10 1.22 1.11 
โพรพิลพาราเบน 1.33 1.21 1.20 
บิวทิลพาราเบน 1.50 1.31 1.44 

ความเที่ยงระหวา่งวนั %R.S.D    
เมทิลพาราเบน 2.51 2.23 2.70 
เอทิลพาราเบน 2.20 2.61 2.30 
โพรพิลพาราเบน 2.52 2.30 2.11 
บิวทิลพาราเบน 2.21 2.72 2.40 

 
3.3 ความแม่นของวิธี 
 ความแม่นของวิธีแสดงได้ในเทอมของร้อยละการได้กลบัคืน  ท าโดยการเติมสารมาตรฐานผสมของพาราเบน             
ที่ระดบั 3 ความเข้มข้นลงในตวัอยา่งเคร่ืองส าอาง  คา่ร้อยละการได้กลบัคืนของวิธีแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 ความแมน่ของวิธีที่เสนอที่ได้จากการวิเคราะห์สารภายใต้สภาวะที่เหมาะสม (n = 5) 
สารท่ีวิเคราะห์ ร้อยละการได้กลบัคืน 

 2.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 4.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 6.0 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
เมทิลพาราเบน 97.8 99.8 102.6 
เอทิลพาราเบน 98.6 100.4 99.8 
โพรพิลพาราเบน 97.2 99.0 101.7 
บิวทิลพาราเบน 98.1 97.6 100.9 

 

4. การวิเคราะห์พาราเบนในตัวอย่างเคร่ืองส าอาง 
 น าวิธีที่พฒันาขึน้มาภายในสภาวะที่เหมาะสมไปวิเคราะห์หาปริมาณของพาราเบนในตวัอยา่งครีม  ปริมาณของ
พาราเบนค านวณจากกราฟของสารละลายมาตรฐาน ตวัอยา่งของโครมาโทแกรมของตวัอยา่งครีมและตวัอยา่งครีมที่เติม
สารละลายมาตรฐานผสมของพาราเบนแสดงดงัภาพที่ 5 และปริมาณพาราเบนที่พบในตวัอย่างครีมแสดงในตารางที่ 5 
จากตารางที่ 5 เห็นได้ว่าปริมาณร้อยละของพาราเบนผสมในตวัอย่างครีมที่น ามาศึกษาทัง้สี่ชนิดไม่เกินมาตรฐานตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสขุ 

 
     ภาพที่ 5  โครมาโทแกรมที่ได้จากตวัอยา่งครีม (a) และตวัอยา่งครีมที่เติมสารละลายมาตรฐานผสมพาราเบน  
                    ความเข้มข้น 2.00 มิลลกิรัมตอ่ลติร (b) 
 
ตารางที่ 5  ผลการหาปริมาณของเมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน และบิวทิลพาราเบน (n = 5)  
                  ในตวัอยา่งครีม 4 ชนิด 
ตวัอยา่ง ความเข้มข้น (มิลลกิรัมตอ่ตวัอยา่ง 100 กรัม) ร้อยละ 

 เมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน บิวทิลพาราเบน ของพาราเบนผสม 
1 19.95  0.31 ตรวจไมพ่บ ตรวจไมพ่บ 30.41  0.51 0.51 
2 67.56  0.89 162.15  2.03 ตรวจไมพ่บ ตรวจไมพ่บ 0.23 
3 42.50  0.61 ตรวจไมพ่บ 81.53  0.97 ตรวจไมพ่บ 0.12 
4 67.32  0.84 180.33  1.92 45.09  0.76 ตรวจไมพ่บ 0.30 
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สรุปผลการวิจัย 
 งานวิจยันีไ้ด้พฒันาวิธีส าหรับการวิเคราะห์หาปริมาณของเมทิลพาราเบน เอทิลพาราเบน โพรพิลพาราเบน และ
บิวทิลพาราเบนในตวัอยา่งเคร่ืองส าอางโดยใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงูร่วมกบัคอลมัน์ชนิดรูพรุนสงูทีม่ี
ความยาวเพียง 25 มิลลเิมตรและมีเส้นผา่นศนูย์กลางภายใน 3 มิลลเิมตร การชะใช้แบบเกรเดียน และตรวจวดัด้วยไดโอด
อาร์เรย์ วิธีที่พฒันานีไ้ด้ตรวจสอบแล้วว่ามีประสิทธิภาพและความน่าเช่ือถือ ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม การวิเคราะห์     
พาราเบนทัง้สี่ชนิดสามารถท าได้ภายใน 1 นาที วิธีการวิเคราะห์นีส้ามารถน าไปใช้ในห้องปฏิบัติการต่าง ๆ เนื่องจาก              
ท าได้ง่ายและไมต้่องใช้เคร่ืองมือราคาแพง เช่น LC-MS/MS 
 
กิตติกรรมประกาศ 
 ขอขอบคณุภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพาที่สนบัสนนุเคร่ืองมือในการท าวจิยั 
 
เอกสารอ้างอิง 
Borremans, M., Van-Loco, J., Roos, P., & Goeyens, L. (2004). Validation of HPLC analysis of 2- 
 phenoxyethanol, 1-phenoxypropan-2-ol, methyl, ethyl, propyl, butyl and benzyl 4-hydroxybenzoate  

(parabens) in cosmetic products, with emphasis on decision limit and detection capability.  
Chromatographia, 59, 47–53. 

Cheng, Y., Wang, C., Chen, Y., & Wu, S. (2012). Large volume sample stacking with EOF and sweeping in CE  
for determination of common preservatives in cosmetic products by chemometric experimental 
design. Electrophoresis, 33, 1443–1448. 

Cruces-Blanco, C., Segura-Carretero, A., Gálvez-Mata, L., & Fernández-Gutierrez, A. (2001). Simultaneous  
determination, by capillary zone electrophoresis, of multiple components of different industrial 
products. Chromatographia, 53, 414– 418. 

Darbre, P.D., Aljarrah. A., Miller, W.R., Coldham, N.G., Sauer, M.J., & Pope, G.S. (2004). Concentrations of  
parabens in human breast tumors. Journal of Applied Toxicology, 24, 5-13. 

Dobbins, L.L., Usenko, S., Brain, R.A., & Brooks, B.W. (2009). Probabilistic ecological hazard assessment of  
parabens using daphnia manga and pimephales promelas. Environmental Toxicology and 
Chemistry, 28, 2744-2753. 

ICH Harmonised Tripartite Guideline Q28 Validation of analytical procedures: text and methodology Q2(R1),  
November 2005. 

Gao, W., Gray, N., Heaton, J., Smith, N.W., Jia, Y., Legido-Quigley, C. (2012). UV gradient combined with  
principal component analysis: Highly sensitive and specific high performance liquid chromatography 
analysis of cosmetic creams. Journal Chromatography A, 1228, 324–328. 

Gao, W., & Legido-Quigley, C. (2011). Fast and sensitive high performance liquid chromatography analysis of  
cosmetic creams for hydroquinone, phenol and six preservatives. Journal of Chromatography A, 
1218, 4307–4311. 
 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 3)  กนัยายน – ธันวาคม  พ.ศ. 2562 1028 
 

Gagliardi, L., de Orsi, D., Manna, L., & Toneli, D. (1997). Simultaneous determination of antioxidants and  
preservatives in cosmetics and pharmaceutical preparations by reversed phase HPLC. Journal of 
Liquid Chromatography, 20, 1797-1808. 

Huang, H., Huang, I., & Lin, H.Y. (2006). Separation of parabens in capillary electrochromatography using  
poly(styrenedivinylbenzene-methacrylic acid) monolithic column. Journal of Separation Science, 29, 
2038–2048. 

Notification of the Ministry of Health: Preservatives in Cosmetics Retrieved May 11, 2017, from  
https://www.thaicosmetic.org/documents/moph-announcement-preservative.pdf (in Thai) 

Sánchez-Prado, L., Llompart, M., Lamas, J.P., García-Jares, & C., Lores, M. (2011). Multicomponent  
 analytical methodology to control phthalates, synthetic musks, fragrance allergens and preservatives  

in perfumes. Talanta, 85, 370–379. 
Rodford, R. (1997). Safety evaluation of preservatives. International Journal of Cosmetic Science, 19,  

281-290. 
Wang, P.G., & Zhou, W. (2013). Rapid determination of parabens in personal care products by stable isotope  

gas chromatography-tandem mass spectrometry with dynamic selected reaction monitoring. Journal 
of Separation Science, 36, 1781–1787. 

Youngvises , N., Chaida, T., Khonyoung , S., Kuppithayanant, N., Tiyapongpattana, W., Itharat, A., &  
 Jakmunee, J. (2013). Greener liquid chromatography using a guard column with micellar mobile  
 phase for separation of some pharmaceuticals and determination of parabens. Talanta, 15, 350–359. 
Zgota-Grzeskowiak, A., Werner, J., Jeszka-Skowrona, M., & Czarczynska-Goslinska, B. (2016). Determination  

of parabens in cosmetic products using high performance liquid chromatography with fluorescence 
detection. Analytical Methods, 8, 3903-3909. 

Zhang, Q., Lian, M., Liu, L., & Cui, H. (2005). High-performance liquid chromatographic assay of parabens in  
wash-off cosmetic products and foods using chemiluminescence detection. Analytica Chimica Acta, 
537, 31–39. 

https://www.thaicosmetic.org/documents/moph-announcement-preservative.pdf

