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การวิเคราะหไ์ฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิก
เครื�องสําอางดว้ยเทคนิค High Performance Liquid

Chromatography

เพยีงใจ วงศส์ุวรรณ วท.บ. (เคมี), วท.ม. (เคมีวิเคราะห)์
ศูนยว์ิทยาศาสตรก์ารแพทยที์ � � ขอนแก่น

บทคดัย่อ การศกึษานี�มวีัตถุประสงค์เพื�อพัฒนาวิธตีรวจวิเคราะห์สารห้ามใช้ในเครื�องสาํอาง � ชนิดคอื ไฮโดรควิโนนและ

กรดเรทโินอกิ ในตวัอย่างเครื�องสาํอาง โดยใช้การวิเคราะห์แยกสารด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chro-

matography (HPLC) ซึ�งจะลดปัญหาการวิเคราะห์กรณทีี�ตวัอย่างมกีารผสมของสารทั�ง � ชนิดในตวัอย่างเดยีวกนั

พร้อมทั�ง ลดขั�นตอน และระยะเวลาในการตรวจหาสารเคมทีี�เป็นอนัตราย การวเิคราะหแ์ยกสารโดยใช้เทคนคิ HPLC

มีเฟสคงที�คือคอลัมน์ออกตะเดคซิลไซเลน (C 18) ขนาด �.� x 250 มิลลิเมตร อนุภาคขนาด � ไมครอน

เฟสเคลื�อนที�คอืนํ�าผสมกบัเมทานอล อตัราไหลใช้ระบบเกรเดยีน ฉีดสารครั�งละ � ไมโครลติร ตรวจวดัค่าการดดูกลนื

แสงยูวีด้วยไดโอดอาร์เรย์ (Diode Array) ที� ��� และ ��� นาโนเมตร ไฮโดรควิโนนและกรดเรทโินอกิ แสดง

กราฟออกมาที�เวลาประมาณ � และ �� นาท ี ตามลาํดบั การตรวจสอบความถูกต้องของวิธกีารวิเคราะห์ พบว่า

กราฟมาตรฐานในช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ระหว่างความเข้มข้น �� – 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า

สมัประสทิธสิหสมัพันธ ์(r2) เท่ากบั �.��� ขดีจาํกดัตํ�าสดุของการตรวจวัด (LOD) สาํหรับไฮโดรควิโนนและกรด

เรทโินอกิ มค่ีา �� และ �� นาโนกรัม ตามลาํดบั ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐานสมัพัทธ ์(%RSD) ของการทาํซํ�า มค่ีาน้อยกว่า

�.�� วิธีนี� เป็นอีกทางเลือกหนึ�งซึ� งสามารถนาํไปใช้ตรวจวัดชนิดและปริมาณไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิกใน

เครื�องสาํอาง ซึ�งสามารถวเิคราะห์ได้ในคราวเดยีวกนัและให้ค่าที�ถูกต้องแม่นยาํ วธินีี� พัฒนาขึ�นเพื�อลดปัญหาในกรณี

ที�ตัวอย่างมีการใส่สารห้ามใช้ทั�งสองชนิด ซึ�งวิธตีามมาตรฐานของอาเซียนจะต้องทาํการวิเคราะห์ � ครั�งและกรด

เรทิโนอิกจะรบกวนการวิเคราะห์ไฮโดรควิโนนเพราะจะคงค้างอยู่ในคอลัมน์นาน วิธีนี� จึงเหมาะที�จะมาทดแทน

วิธดีงักล่าว
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บทนาํ
มนุษยต้์องการที�จะมใีบหน้าและผวิพรรณที�ดูดี สดใส

ไร้ริ� วรอย เป็นที�ต้องตาของผู้พบเหน็ เครื�องสาํอางจึงเป็น

สิ�งที�ตอบสนองความต้องการนี�  ทาํให้ธุรกจิด้านเครื�อง-

สาํอาง มีการแข่งขันสูงทั� งในระดับอุตสาหกรรมหรือ

คลินิก ความสวยงามมีการแข่งขันสงู สารไฮโดรควิโนน

เป็นสารที� สามารถลดความเข้มของสีผิวได้ดี แต่ก็มี

ผลข้างเคียงที� เกิดโทษสูง ขณะที�กรดเรทิโนอิกมีฤทธิ�

กระตุ้นการหลุดลอกของผิวหนังชั� นนอกอย่างรุนแรง

ทาํให้หลุดลอกได้ง่าย ลดการอุดตันของไขมันที�ผิวหนัง

ทาํให้ลดการเกิดสิวและผิวพรรณสดใส แต่สารทั�งสอง

ชนิดกมี็ผลข้างเคยีงสงู การใช้สารดังกล่าวจึงต้องควบคุม

ดูแล และกระทรวงสาธารณสุขกาํหนดให้เป็นสารห้าม

ใช้ในเครื�องสาํอาง(1,2) จากคุณสมบัติดังกล่าวของสาร
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การวิเคราะห์ไฮโดรควิโนนและกรดเรทโินอกิ เครื�องสาํอางด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography

วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

ทั�งสองทาํให้มีการลักลอบผสมในเครื� องสาํอางเพื� อให้

ได้ผลตามความต้องการ ในสถานการณ์ปัจจุบันมีการ

ตรวจพบสารเหล่านี� อยู่ เสมอและมีแนวโน้มในการใส่

สารทั�งสองชนิดนี� ร่วมในเครื�องสาํอางชนิดเดียวเพื�อให้

ผู้ใช้เหน็ผลเรว็ขึ�น ดังเช่น ปี ���� ศูนย์วิทยาศาสตร์-

การแพทย์ที� �� เชียงรายได้ตรวจเครื�องสาํอางจาํนวน ��

ตัวอย่างพบสารห้ามใช้ทั�งสองชนิดจาํนวน � ตัวอย่าง

และพบเฉพาะไฮโดรควิโนน � ตัวอย่าง ปริมาณสาร

ไฮโดรควิโนนอยู่ในช่วงร้อยละ �.�-�.� (ปกติสูตร

ตาํรับยาอยู่ที� �.0 – 4.0) ปริมาณกรดเรทโินอิกอยู่ใน

ช่วงร้อยละ �.��-�.�� (ปกติสตูรตาํรับยาอยู่ที� �.��-

0.10)(3) การตรวจวิเคราะห์สารทั�งสองชนิดมีวิธีการที�

แตกต่างกนัทั�งนี� เนื�องจากสตูรโมเลกุลและ สตูรโครงสร้าง

ที�แตกต่างกนัอย่างมากของสารทั�งสอง วิธมีาตรฐานของ

อาเซียนในปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์สารดั งกล่าว

จะใช้เทคนิค High Performance Liquid Chromatogra-

phy (HPLC) แต่มีสภาวะของเฟสเคลื�อนที�ต่างชนิดกัน

และการตรวจวัดที�ต่างกัน เทคนิค HPLC อาศัยหลักการ

แยกสารผสมที�อยู่ในสถานะสารละลาย กระบวนการ

แยกสารจะเกิดขึ�นระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยู่กบัที�

(column) กับเฟสเคลื� อนที�  (mobile phase) โดย

สารจะถูกแยกออกมาในเวลาที�ต่างๆกัน ทั�งนี� ขึ�นอยู่กับ

ความสามารถในการเข้ากนัได้ของสารนั�นกบัเฟสเคลื�อนที�

หรือเฟสอยู่กบัที� สารตวัไหนที�สามารถเข้ากนัได้ดีกบัเฟส

ที�เคลื�อนที�สารนั�นกจ็ะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที�เข้า

กันได้ไม่ดีกับเฟสที� เคลื� อนที�  หรือเข้ากันได้ดีกับเฟส

อยู่กับที� กจ็ะถูกแยกออกมาทหีลัง และสารที�ถูกแยกออก

มาได้นั� นจะถูกตรวจวัดสัญญาณด้วยตัวตรวจวัดชนิด

ต่างๆ จากโครงสร้างของสารทั�งสองดังภาพที� 1 และ 2

จะพบว่าสารไฮโรควิโนนมีโมเลกุลเลก็และมีสภาพขั�วสงู

กว่ากรดเรทิโนอิกซึ� งมีโมเลกุลใหญ่และมีสภาพขั� วตํ�า

กว่ามาก

ดังนั� นการวิเคราะห์สารทั� งสองชนิดนี� ในอดีตจึงมี

การแยกวิเคราะห์ในสภาวะที�ต่างกัน ไฮโดรควิโนนมีการ

วิเคราะหห์ลายสภาวะ เช่น โดยใช้เฟสเคลื�อนที�เป็น etha-

nol ผสมกับนํ�า  ตรวจวัดที�  UV 295 นาโนเมตร(4)

หรือใช้เฟสเคลื�อนที�เป็น methanol ผสมกบันํ�า ตรวจวัดที�

UV 280 นาโนเมตร(5) นอกจากเทคนิค HPLC ดังกล่าว

แล้วแล้วยังพบการวิเคราะห์โดยใช้ Capillary electro-

chromatography(6) เฟสคงที�สว่นมากเป็น reverse phase

สาํหรับกรดเรทโินอิกพบมีการใช้เฟส คงที�เป็น normal

phase(7) และ reverse phase(8) เฟสเคลื�อนที�กแ็ตกต่าง

กันไป กรณีที�ตัวอย่างมีการผสมสารทั�งสองชนิดเข้าด้วย

กัน เมื�อทาํการวิเคราะห์ไฮโดรควิโนนโดยใช้มาตรฐาน

ของอาเซียน(9) พบมีการรบกวนจากสารกรดเรทิโนอิก

ที� ถูกชะออกมาภายหลัง ส่วนวิธีของกรดเรทิโนอิกไม่

พบปัญหา(10) ดงันั�นจึงต้องมกีารพัฒนาวิธตีรวจวิเคราะห์

เพื� อให้ทันต่อสถานการณ์ และแก้ ไขปัญหาของวิธี

วิเคราะห์ดังกล่าว

การศึกษานี� มี วัตถุประสงค์ เพื� อพัฒนาวิธีตรวจ

วิ เคราะห์ซึ� งจะลดปัญหาการวิ เคราะห์กรณีที� มีการ

ผสมทั� งสารไฮโรควิโนนและกรดเรทิโนอิกในตัวอย่าง

เดียวกัน พร้อมทั� งลดขั� นตอนและระยะเวลาในการ

ตรวจหาสารเคมีที�เป็นอันตราย

วิธีการศึกษา
ศึกษาหาข้อมูลการวิเคราะห์สารทั� งสองชนิดแล้ว

นาํมาทาํการทดลองหาสภาวะที� เหมาะสม เมื� อพบว่า

สามารถวิเคราะหส์ารทั�งสองได้แล้วจึงทาํการทดสอบการ

ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ โดยมีรายละเอียดสารเคมีสภาวะ

ภาพที� � โครงสรา้งสาร Hydroquinone ภาพที� � โครงสรา้งสาร Retinoic acid
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เครื�องมือและวิธกีารดังนี�

1. การเตรียมเฟสเคลื�อนที�: นํ�ากลั�น และเมทานอล

(methanol) คุณภาพระดับ HPLC นาํมากรองผ่าน fil-

ters ขนาด 0.22 micron

2. การเตรียมสารมาตรฐาน

2.1 Stock standard 1000 ppm: ชั�งสารมาตรฐาน

ไฮโดรควิโนน (hydroquinone), กรดเรทโินอกิ (retinoic

acid) 0.0250 กรัมละลาย และปรับปริมาตรด้วย metha-

nol ในขวดวัดปริมาตร ขนาด �� มิลลิลิตร

2.2 Working standard: ปิเปต stock standard

โดยเจือจางและปรับปริมาตรด้วย methanol ให้ได้สาร

ละลายผสมที�ความเข้มข้น 2, 20, 40, 60, 80 100 และ

120 ppm ตามลาํดับ

3. การเตรียมตัวอย่าง: ชั�งตัวอย่าง � - � กรัมใส่ลง

ในขวดวัดปริมาตร �� มิลลิลิตร เติม methanol นาํไป

sonicate �� นาท ีละลายและปรับปริมาตรด้วย metha-

nol นาํ สารละลายส่วนใส กรองผ่าน PTFE Filter 0.2

micron ใส่ในขวดสาํหรับฉีด

4. สภาวะเครื�อง HPLC:

HPLC = Agilent Model 1100 series

Column = ODS C 18 250 x 4.6 mm , 5 or 10 µm

Injection = 5 µl, Temp = 35 °C

Detector = DAD 295, 353 nm

5. ขั�นตอนการทดสอบความใช้ได้ของวิธทีดสอบ(11)

5.1 การตรวจสอบค่ า linearity และ range

ของวิธทีดสอบ

ทดสอบ sample blank (เครื�องสาํอาง) ที�เติมสาร

มาตรฐานไฮโดรควิโนนและกรดเรทโินอกิความเข้มข้น �,

��, ��, ��, �� และ 100 ppm ทาํ ตามวิ ธี

ทดสอบความเข้มข้นละ 3 ซํ�า  นาํ ค่ า peak area

และค่าความเข้มข้นไปสร้างกราฟสัมพันธ์เพื� อศึกษา

ความเป็นเส้นตรง (linearity) โดยพิจารณาจากค่า Co-

efficient of determination (R2)

5.2 การทดสอบความเที�ยง (precision)

ทดสอบความเที�ยงของวิธทีดสอบ (method repeat-

ability) โดยการทดสอบ sample blank ที� เติมสาร

มาตรฐานไฮโดรควิโนนและกรดเรทโินอิก ความเข้มข้น

10, 20, 40, 60 และ 80 ทาํ ตามวิ ธี ทดสอบ

ความเข้มข้นละ 10 ซํ�า นาํค่า peak area ไปคาํนวณหาค่า

%recovery, %ค่าเบี�ยงเบนมาตรฐานสมัพันธ์ (relative

standard deviation, %RSD)

5.3 การทดสอบความแม่นของการทดสอบ

ทดสอบ sample blank ที�เติมสารมาตรฐาน hydro-

quinone ความเข้มข้น10, 20, 40, 60 และ 80

ทาํตามวธิทีดสอบความเข้มข้นละ 10 ซํ�า นาํค่า peak area

คาํนวณหา %recovery โดยค่าที�ได้ต้องอยู่ในช่วง 60 –

120%

5.4 การยืนยันค่า LOD (limit of detection) และค่า

LOQ  (limit of quantitation)

ทดสอบเพื�อยืนยันค่า LOD โดยเติมสารมาตรฐาน

ไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิกความเข้มข้นตํ�าสุดที�

คาํนวณได้ลงในตัวอย่าง sample blank (เครื�องสาํอาง)

จาํนวน 10 ซํ�า ทาํตามวิธีทดสอบ ผลการทดสอบต้อง

ให้สญัญาณของพีก ต้องมี signal/noise (S/N) ไม่ตํ�ากว่า

3:1

ผลการศึกษา
สามารถหาวิธีที� จะวิ เคราะห์สารทั� งสองชนิดใน

คราวเดียวกนัได้ โดยใช้เทคนิค HPLC โดยใช้เฟสคงที�

เป็นคอลัมน์ ODS C18 ขนาด 4.6 x 250 mm เฟส

เคลื� อนที� เป็นนํ�าและเมทานอล สัดส่วนและอัตราไหล

ใช้ระบบเกรเดียน (ดังตารางที� 1) ปริมาตรการฉีด �

ไมโครลิตร ตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงยูวีด้วยไดโอด

อาร์เรย์ (diode array) ที� ��� และ ��� นาโนเมตร

ตารางที� � อตัราส่วนและอตัราการไหลของเฟสเคลื�อนที�

            (mobile phase)

     Time        %Methanol      %Water     Flow (ml/min)

0-4 55 45 0.8

7 90 10 1.4

14 90 10 1.4

16 55 45 0.8

17 55 45 0.8
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

สาํหรับไฮโดรควิ โนนและกรดเรทิโนอิกตามลาํ ดับ

ไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิก แสดงกราฟออกมา

ที�เวลาประมาณ � และ �� นาท ีตามลาํดับ (ดังภาพที�

3-5) การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์

พบว่า กราฟมาตรฐานในช่วงความเป็นเส้นตรงที�ความ

เข้มข้น �� – ��� ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ให้ค่า

สมัประสทิธิ�สหสมัพันธ ์(r2) เท่ากับ 0.999 (ดังภาพที�

6-7) ขีดจาํกดัตํ�าสดุของการตรวจวัด (LOD) สาํหรับ

ไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิก มีค่า �� และ ��

นาโนกรัม ตามลาํดับ ค่าเบี� ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

(%RSD) ของการทาํซํ�า มีค่าน้อยกว่า �.�� ทั�งสองชนิด

และร้อยละของการคืนกลับ (%recovery) ของสาร

ไฮโดรควิโนนและกรดเรติโนอิก เทา่กบัร้อยละ 79 - 87

และ 81-120 ตามลาํดบั และเมื�อทาํการเปรียบเทยีบผล

การวเิคราะหส์ารตวัอย่างเดยีวกนั โดยใช้วิธมีาตรฐานเดิม

กับวิธทีี�พัฒนานี� โดยใช้สถิติ F-Tests และ T-tests พบว่า

ภาพที� � โครมาโทแกรมไฮโดรควิโนนและกรดเรทิโนอิก

ภาพที� � สเปคตรมัไฮโดรควิโนน
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ภาพที� � สเปคตรมักรดเรทิโนอิก

ภาพที� � Calibration curve of retinoic acid

ภาพที� � Calibration curve of hydroquinone
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วารสารวชิาการสาธารณสุข ���� ปีที� �� ฉบบัที� �

วิ ธี วิ เคราะห์นี� ไม่แตกต่ างจากวิธี มาตรฐานอย่างมี

นัยสาํคัญ

วิจารณ์
จากผลการศึกษาที�ได้พบว่าวิธีนี� สามารถวิเคราะห์

แยกสารทั�งสองชนิดโดยให้ความถูกต้องทั�งด้านคุณภาพ

และปริมาณวิเคราะห์ ซึ� งสามารถลดระยะเวลาในการ

วิเคราะห์จาก � วิธเีป็นทาํในครั�งเดียว และงดการใช้กรด

อะซิติกซึ� งเดิมเป็นสารชนิดหนึ� งที�ใช้เป็นเฟสเคลื� อนที�

ในการวิเคราะห์กรดเรทิโนอิกลง ซึ�งสารดังกล่าวทาํให้

เกิดการระคายเคื องเยื� อบุ จมูกและส่ งกลิ� นรบกวน

ผู้วิเคราะห์ เนื�องจากเครื�องสาํอางมกีารใช้สารหลายชนิด

เป็นสว่นผสมขึ�นกบัสตูรของแต่ละตาํรับซึ�งอาจมีพีกของ

สารที�ออกมาในเวลาใกล้เคียงกัน ดังนั�นการวิเคราะห์

สารดังกล่าวเพื� อให้สามารถยืนยันผลการวิเคราะห์ใน

คราวเดียวกันควรทาํการวัดแบบสแกนสเปคตรัมในช่วง

ยูวี 230 – 400 nm และทาํการเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐานที�วิเคราะห์ในคราวเดียวกัน และเนื�องจากสาร

ทั�งสองเป็นสารที�สลายตัวง่ายเมื� อโดนแสง ดังนั�นควร

เตรียมใส่ขวดสีชาและกรณีต้องการวิเคราะห์ปริมาณ

ควรเตรียมสารใหม่ทุกครั�ง กรณีที�สารไฮโดรควิโนนถูก

ชะออกมาอย่ างรวดเร็ วใกล้ สารละลายตั วพา ให้

ระมัดระวังโดยลดอัตราส่วนของเมทานอลลงหรือลด

อัตราการไหลลงเล็กน้ อยจะสามารถช่ วยแยกได้ดี

การวิเคราะห์ควรมีการใช้การ์ดคอลัมน์ทุกครั� งเพราะ

เครื� องสาํอางมีสารผสมมากมายหลายชนิดที� สามารถ

ทาํให้คอลัมน์สกปรกง่าย การเตรียมตัวอย่างในวิธนีี�อาจ

ไม่ใช่วิธีที�ดีเพราะสารที�สามารถละลายได้ในเมทานอล

ก็สามารถปนเปื� อนได้ หมด ทาํ ให้ มี พี กมากมาย

การเตรียมตัวอย่างที�จาํเพาะเจาะจงจะช่วยให้ได้สารที�

สะอาดและช่วยยืดอายุของคอลัมน์ที�ใช้งาน ดังนั�นการ

ล้างและเก็บคอลัมน์ควรทาํอย่างพิถีพิถันเพื� อรักษา

อายุการใช้งาน วิธีการวิเคราะห์นี� ใช้ได้กับเครื�องสาํอาง

ที�มสีารห้ามใช้ดงักล่าวที�มคีวามเข้มข้นไม่น้อยกว่าร้อยละ

�.��� หากตํ�ากว่านี� จะไม่สามารถวิเคราะห์ได้

สรุป

วิธีนี� สามารถนาํไปใช้ตรวจวัดชนิดและปริมาณ

ไฮโดรควิโนนและกรดเรติโนอิกในเครื� องสาํอาง ซึ� ง

สามารถวิ เคราะห์ ได้ ในคราวเดี ยวกั นและให้ ค่ าที�

ถูกต้องแม่นยาํ และลดปัญหาในกรณีที�ตัวอย่างมีการใส่

สารห้ามใช้ทั�งสองชนิดผสมกัน ใช้วิธีวิเคราะห์เพียงวิธี

เดียว สามารถลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ลงจากปกติ

เช่น ถ้ามตีวัอย่าง 10 ตัวอย่างจะใช้เวลาวเิคราะห์ประมาณ

2 วัน แต่วิธีนี� จะใช้เวลาประมาณ 1 วันเทา่นั�น และลด

ปริมาณเมทานอลและกรดอะซิติกที�ใช้เป็นเฟสเคลื�อนที�

ลง และสามารถลดปัญหาการรบกวนจากการค้างใน

คอลัมน์ของกรดเรทิโนอิกเพราะถูกชะออกมาหมด

วิธีนี� จึงเหมาะที� จะมาทดแทนวิธีดังกล่าวเพื� อช่วยลด

การใช้สารเคมี อุปกรณ์ แรงงานและระยะเวลาในการ

วิเคราะห์
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Abstract: Simultaneous Analysis of Hydroquinone and Retinoic Acid in Cosmetics by High Performance Liquid

Chromatography

Peangjai wongsuwan, B.Sc. (Chemistry), M.Sc. (Analytical Chemistry)

Regional Medical Sciences Center 7, Khonkaen

Journal of Health Science 2014;23:362-8.

The objective of this study was to develop a laboratory method for simultaneous analysis of 2

substances, hydroquinone and retinoic acid, in cosmetics. Analytical separation technique using high

performance liquid chromatography. The stationary phase was a column packing with octadodecyl

silane, size 4.6 x 250 mm, particle size 5 micron. Mobile phase using gradient system was a mixture

of water and methanol, injection volume 10 microliters , determination by UV absorption at 295 and

353 nm for hydroquinone and retinoic acid, chart out at about 4 and 13 minutes, respectively. The

analysis showed that the standard curve was linear in the concentration range from 20 to 100 micro-

grams per milliter. The correlation coefficient (r2) was 0.999. Limit of of detection for hydroquinone

and retinoic acid were 10 and 20 ng, respectively; and the relative standard deviation (% RSD) of

repeatability was less than 2.00. Thus, this method could be used to measure the types and amounts of

hydroquinone and retinoic acid in cosmetic. These two substances could be analyzed at the same time

with acceptable accuracy.

Key words: high performance liquid chromatography, hydroquinone, retinoic acid


