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การวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญในผลิตภัณฑ์ฆ่าเชื้อโรค 

บทคัดย่อ 

โครงการการวิเคราะห์ปริมาณสาระส าคัญในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคจัดท าโดยภาควิชาเภสัชเคมี และได้รบัความ

ร่วมมือจากคณาจารย์ภาควิชาจุลชีววิทยา และภาควิชาอาหารเคมีคณะเภสัชศาสตร์มหาวิทยาลัยมหิดล โดย

ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากมูลนิธิอาจารยเ์กษม ปังศรวีงศ์ เหตุผลความจ าเป็นของการจัดท าโครงการนี้

สืบเนื่องจากการระบาดของเช้ือ Corona virus ในปี 2019 (COVID-19) มีการแพรร่ะบาดไปทั่วโลกมีผู้ติดเช้ือ

และเสียชีวิตจ านวนมาก ในประเทศไทยประชาชนมีความตื่นตัวและป้องกันตนเองในหลายวิธี มีการซื้อหา

ผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคชนิดต่างๆ เพื่อใหท้ าความสะอาดมือและอุปกรณ์เครื่องใช้ในชีวิตประจ าวัน ด้วยความ

ต้องการที่มีมากขึ้นท าให้มผีลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคออกมาสูท่้องตลาดเพิ่มมากขึ้นตั้งแต่การระบาดของ COVID-19 

เป็นต้นมา ผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคที่นิยมใช้มากคือกลุ่ม alcohol ทั้งชนิดเจลและสเปรย์ ที่ใช้ในการล้างมือแทน

การล้างน้ า ผลิตภัณฑ์กลุ่มนี้ได้รบัการอนุโลมใหจ้ดแจง้เป็นเครื่องส าอางได้เพือ่บรรเทาความเดือดร้อนจากราคา

ผลิตภัณฑ์ที่ขาดตลาดและมรีาคาแพงข้ึน การจดแจง้ผลิตภัณฑ์เป็นเครื่องส าอางมีขั้นตอนไม่ยุง่ยากและไม่

บังคับเรื่องการตรวจสอบทางเคมีของผลิตภัณฑ์ อยา่งไรก็ตามคุณภาพของผลิตภัณฑ์โดยเฉพาะปริมาณ

สารส าคัญเป็นปจัจัยส าคัญต่อประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือโรค โครงการฯน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อส ารวจคุณภาพ

ของผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคในเชิงปรมิาณของสารส าคัญ ใน 4 กลุ่มผลิตภัณฑ์คือ alcohol, benzalkonium 

chloride, chloroxylenol และ hydrogen peroxide ผลการส ารวจผลิตภัณฑ์ทัง้หมด 105 ตัวอย่างพบว่า 88 

ตัวอย่างจาก 105 ตัวอย่างหรือคิดเป็น 83.8% มีปริมาณสารส าคัญที่มีประสิทธิภาพทีส่ามารถฆ่าเช้ือโรคได้ตาม

ค าแนะน าของส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 
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บทน า 

โรคติดเช้ือเกิดจากการทีร่่างกายไดร้ับเช้ือก่อโรคเข้าสูร่่างกายในปริมาณเพียงพอจนสามารถกอ่โรคได้ 

เช้ือก่อโรคสามารถเข้าสูร่่างกายไดห้ลายทาง เช่น การกลืนกิน การหายใจ หรือการสัมผสัผิวหนัง โดยหนึ่งใน

ช่องทางแพร่เช้ือทีส่ าคัญ คือ การแพรผ่่านตัวกลางที่ไม่มีชีวิต ซึ่งสามารถป้องกันได้ด้วยการรักษาความสะอาด

ของสภาพแวดล้อมด้วยการใช้น้ ายาฆ่าเช้ือเพื่อท าความสะอาดเป็นการลดความเสี่ยงในการติดเช้ือจาก

สภาพแวดล้อม1 

ผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีการน ามาใช้อย่างแพรห่ลายในชีวิตประจ าวัน เช่น ผลิตภัณฑ์ท า

ความสะอาดฆ่าเช้ือโรค พื้น ฝาผนงั เครื่องสุขภัณฑ์ โถสุขภัณฑ์ของอาคารบ้านเรอืนทั่วไปและโรงพยาบาลตาม

ประกาศของส านักงานคณะกรรมการอาหารและยา สารเคมีที่ใช้ในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคสามารถแบ่งเป็นกลุ่ม

ได้ 5 กลุ่ม2 ดังนี ้

1. สารในกลุ่ม aldehydes ได้แก่ formaldehyde, paraformaldehyde, glutaraldehyde 

2. สารในกลุ่ม chlorine และ chlorine releasing substances ได้แก่ calcium hypochlorite, 1,3-

dichloro-5,5-dimethylhydantoin, dichloroisocyanuric acid and its salts เช่น sodium 

dichloroisocyanurate, sodium hypochlorite, trichloroisocyanuric acid and its salts, 

chloramine โดยเมื่อใช้สารกลุม่นี้ละลายน้ าแล้วจะให้ hypochlorous acid และ available 

chlorine ซึง่ออกฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือโรค 

3. สารในกลุ่ม chlorhexidine salts ได้แก่ chlorhexidine gluconate, chlorhexidine acetate 

4. สารในกลุ่ม phenols และ phenolic compounds ได้แก่ phenol, cresols, diphenyl 

compound 

5. สารในกลุ่ม cationic surfactants ได้แก่ quaternary ammonium chloride  (QAC)โดยตัวที่นิยม

ใช้คือbenzalkonium chloride 

จากสถานการณ์การระบาดของเช้ือ Corona virus (COVID-19) ท าให้มีความต้องการผลิตภัณฑ์ฆ่า

เช้ือเพิ่มข้ึนในทกุภาคส่วน และมผีลิตภัณฑ์ใหม่ๆ ผลิตและจ าหน่ายเป็นจ านวนมากบางครั้งการควบคุมและ

ตรวจสอบคุณภาพจากหน่วยงานทีเ่กี่ยวข้องท าได้ไม่ทั่วถึง ท าให้เกิดความเสี่ยงต่อผูบ้รโิภค ภาควิชาเภสัชเคมี 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล จึงจัดท าโครงการ การวิเคราะห์ปริมาณสารส าคัญในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือ

โรคเพื่อส ารวจคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที่ขายอยู่ในประเทศไทยจากแหล่งจ าหน่ายทั่วไป และแหลง่จ าหน่ายแบบ

ออนไลน์ ผลการศึกษาจากโครงการนี้จะเผยแพรสู่่ประชาชนทางเวปไซต์ของหน่วยงาน และเป็นข้อมลูด้านการ

คุ้มครองผู้บริโภคที่เข้าถึงได ้
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ขอบเขตการด าเนินงาน 

ขอบเขตการด าเนินงานของโครงการประกอบด้วยข้ันตอนดังต่อไปนี ้

- การปรับปรงุพัฒนาวิธี GC-FIDในการวิเคราะหป์รมิาณเอทลิแอลกอฮอล์ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธี GC-FIDในการวิเคราะหป์รมิาณเอทลิแอลกอฮอล์ในผลิตภัณฑ์ท า

ความสะอาด 

- การปรับปรงุพัฒนาวิธีวิเคราะห์ benzalkonium chloride ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ benzalkonium chloride ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การปรับปรงุพัฒนาวิธีวิเคราะห์ hydrogen peroxide ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ hydrogen peroxide ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การปรับปรงุพัฒนาวิธีวิเคราะห์ chloroxylenol ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ chloroxylenol ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด 

- ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิเช่น เอทลิแอลกอฮอล์ benzalkonium chloride, hydrogen 

peroxide และ chloroxylenol ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดจ านวน 100 ตัวอย่าง 

 

ขั้นตอนการด าเนินงาน 

วิธีการด าเนินงานของโครงการประกอบด้วยข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

- คณะผู้ท าการศึกษาโครงการยื่นข้อเสนอให้แหล่งทุน 

- ภาควิชาเภสัชเคมีขออนุมัติการรบับริการวิชาการจากกรรมการส่วนงาน 

- ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัชศาสตร์ และคณาจารยผ์ู้ร่วมโครงการจากภาควิชาอื่น ด าเนินการ

ทบทวนเอกสาร จัดหาตัวอย่างผลิตภัณฑ์ ปรบัปรุงพฒันาวิธีตรวจวิเคราะห์ ตรวจสอบความใช้ได้ของ

วิธีวิเคราะห์ ท าการวิเคราะห์ตัวอย่าง จัดเตรียมรายงานสรุปผล  
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ระยะเวลาด าเนินงาน 

โครงการมรีะยะเวลาด าเนินงาน 3 เดือน ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1.ระยะเวลาด าเนินงาน 

  เดือนที่ 

1 

เดือนที่ 

2 

เดือนท่ี 3 

1.ทบทวนวรรณกรรม จัดหาตัวอย่าง สั่งซื้อสารมาตรฐาน /   

2.การพฒันาและปรบัปรุงวิธีวิเคราะห์เอทิลแอลกอฮอล์ /   

3.การพฒันาวิธีวิเคราะห์ benzalkonium chloride /   

4. การพัฒนาและปรับปรงุวิธีวิเคราะห์ hydrogen peroxide /   

5. การพัฒนาและปรับปรงุวิธีวิเคราะห์ chloroxylenol /   

6.ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะหเ์อทลิแอลกอฮอล์  /  

7.ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ benzalkonium chloride  /  

8. ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ hydrogen peroxide  /  

9. ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ chloroxylenol  /  

8.วิเคราะหป์รมิาณเอทลิแอลกอฮอล์ benzalkonium chloride, hydrogen 

peroxide และ chloroxylenol ในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรค 

 / / 

9.วิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผล จัดท ารายงาน   / 
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การทบทวนวรรณกรรม 

1. การวิเคราะห์ปริมาณเอทลิแอลกอฮอล ์

การวิเคราะห์ปริมาณเอทลิแอลกอฮอล์ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดและฆ่าเช้ือโรค ที่นิยมใช้คือวิธีแก๊สโคร

มาโตกราฟี (Gas chromatography, GC) ร่วมกบัตัวตรวจวัดเช่น flame Ionization Detector (FID) หรือ 

Mass spectrometer (MS) เนื่องจากเอทลิแอลกอออลเ์ปน็สารทีร่ะเหยง่าย และการใช้ GC-FID หรอื GC-MS 

ยังสามารถแยกชนิดขอแอลกอฮอล์ และตรวจสอบการปนปลอมของเมทิลแอลกอฮอล์ได้ด้วย ในโครงการศึกษา

ได้เลือกระบบการวิเคราะห์แกส๊โครมาโตกราฟทีี่รายงานโดย เมนะกาและคณะ (2563)3 

2. การวิเคราะห์ปริมาณ Benzalkonium chloride 

การวิเคราะห์ปริมาณ BKC สามารถวิเคราะห์โดยใช้วิธีทางเครื่องมือและเครื่องมือวิเคราะห์ไดห้ลายวิธีเช่น 

วิธี titration แบบ iodometric ในสารละลายกรดและใช้ 0.05 M potassium iodate เป็นไทแทรนต์4 วิธี 

High-performance liquid chromatography (HPLC) ด้วย reversed-phase column (C18) ระบบการ

ชะสารแบบ isocratic ด้วย mobile phase 0.4 M/L NaCl : methanol (20:80,v/v) ตรวจวัดสารด้วย UV 

detector ที่ 210  nm5นอกจาก วิธีที่กล่าวมาแล้ว การตรวจปริมาณ BKC โดยวิธี UV spectrophotometry 

เป็นอีกหนึ่งวิธีที่ท าได้ง่ายและใหผ้ลการวิเคราะห์ที่ถูกต้อง ในวิธีดังกล่าวนี้จะอาศัยการท าปฏิกริิยาระหว่าง 

BKC กับสาร 2, 4, 5, 7-tetrabromofluorescein (eosin-Y) เกิดเป็น ion-pair ระหว่าง BKC:eosin-Yท า

ให้ eosin-Y มีค่าการดูดกลืนแสงลดลงและเกิด bathochromic shift6 

3. การวิเคราะห์ปริมาณhydrogen peroxide 

การวิเคราะห์ปริมาณ hydrogen peroxide ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดภายนอกจะใช้วิธีมาตรฐานตาม

เภสัชต ารับประเทศสหรัฐอเมรกิาฉบบัปี 2021(USP 2021)7เป็นวิธีวิเคราะหป์รมิาณแบบ Redox titration 

เป็นการไตเตรทเพือ่หาปริมาณโดยตรงโดยใช้ 0.1N potassium permanganate เป็นไทแทรนต์ 

4. การวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

เภสัชต ารับประเทศสหรัฐอเมรกิาฉบบัปี 2021(USP 2021)8ระบกุารใช้วิธีแก๊สโครมาโตกราฟีและตัว

ตรวจวัดชนิด flame ionization detector (FID) ในการวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol ในวัตถุดิบ 

นอกจากนี้ Abdelwahab NS. และคณะ9 รายงานการตรวจวิเคราะห์ chlorocresolและสารอื่นอีก 2 ชนิดโดย

วิธี high-performance liquid chromatography ด้วยคอลัมน์ชนิด C8 และ mobile phase ประกอบด้วย 

0.05% phosphoric acid: acetonitrile: methanol (15:24:61) อัตราส่วนโดยปรมิาตร และตรวจวัดด้วย 

UV detector ที่ 220 nm ซึ่งchlorocresolและ chloroxylenol มีโครงสร้างที่คล้ายกัน (รูปที่ 1) จึงมีความ

เป็นไปได้ทีจ่ะน าวิธีดังกล่าวมาปรบัใช้ในการวิเคราะหป์ริมาณ chloroxylenol ในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรค 



6 
 

 

 

 

 

รูปที่ 1.โครงสร้างเคมีของ chlorocresolและ chloroxylenol 

5. การตรวจสอบความถูกต้องและการทวนสอบวิธีวิเคราะห์ (Method validation and method 

verification) 

ส าหรับวิธีวิเคราะห์ที่พฒันาข้ึนใหมห่รือการปรบัปรุงวิธีวิเคราะห์เดิมเกินจากขอบเขตที่อนญุาต ต้อง

ท าการศึกษาเพื่อตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) ก่อนทีจ่ะน าวิธีวิเคราะห์นั้นไป

ใช้งาน โดยท าการศึกษาในหัวข้อต่อไปนี ้

5.1 Linearity ให้ครอบคลุมช่วงความเข้มข้น 80-120% ของปรมิาณส าคัญที่ระบุในตัวอย่าง

ประเมินผลlinearityจากค่า R2 

5.2 Accuracy ท าการศึกษาโดยใช้ standard addition method ที่ 3ระดบัความเข้มข้น ความ

เข้มข้นละ 3 ซ้ าให้ครอบคลมุช่วงความเป็นเส้นตรง ค านวณค่า %recovery ของสารมาตรฐานที่ตรวจพบเทียบ

กับความเข้มข้นทีเ่ติมลงไป 

5.3 Precision สามารถท าการศึกษาได้ 2 แบบ 

5.3.1 โดยใช้ standard addition method ที่ 3 ระดับความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ้ า และ

ครอบคลมุช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธี ประเมินผล precision จากค่า % RSDและต้องท าทัง้ repeatability 

และ intermediate precision 

5.3.2 โดยการวิเคราะห์ตัวอย่างทีเ่ป็นเนื้อเดียวกันทีร่ะดบัความเข้มข้น 100% ทั้งหมด 6 ซ้ า ค านวณ

ค่า %RSD ของผลวิเคราะหท์ั้งหมด และต้องท าทัง้ repeatability และ intermediate precision 

5.4 Specificity ศึกษาความจ าเพาะของวิธีวิเคราะหโ์ดยเปรียบเทียบค่า retention time กับสาร

มาตรฐานแสดงค่า resolution ของการแยกพีกในกรณีที่มีพีกสารอื่นอยู่ใกล้เคียงกับสารที่ต้องการตรวจ

วิเคราะห์ และค่า peak purity index หากเครื่องมือวิเคราะห์สามารถแสดงค่าน้ีได้ 

 

5.5 Range คือพิสัยของวิธีวิเคราะห์ ประเมินจากผลการศึกษา linearity, accuracy และ precision 
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ส าหรับวิธีวิเคราะห์ที่เป็นวิธีมาตรฐานหรือเป็นวิธีที่เผยแพร่และผ่านการตรวจสอบความถูกต้องมาแล้วเมื่อ

น ามาใช้งานควรท าการศึกษาเพื่อทวนสอบความใช้ได้ของวิธี โดยเลือกศึกษาพารามิเตอร์ที่อาจส่งผลต่อความ

ถูกต้องและน่าเช่ือถือของผลวิเคราะหเ์ช่นค่า accuracy และ precision  

6. เกณฑ์การยอมรับผลการตรวจสอบความถูกต้องและการทวนสอบวิธีวิเคราะห ์

ในโครงการนี้ใช้เกณฑ์ยอมรับผลการตรวจสอบความถูกต้องและการทวนสอบวิธีวิเคราะห์ดงันี้ 

6.1 Linearity: ค่า R2ของกราฟที่พลอตระหว่างความเข้มข้น (แกน X) และผลที่ได้จากเครื่องมือ

วิเคราะห์ (แกน Y) ต้องมากกว่าหรอืเท่ากับ 0.99 (R2 0.99) 

6.2 เกณฑ์ยอมรบัผล accuracy ในรูปของ % recovery ใช้เกณฑ์ของ AOAC10ดงันี ้

ตารางที่ 2.เกณฑ์ยอมรับผล accuracy  

Concentration Recovery limits 

100 % 98-101% 

10% 95-102% 

1% 92-105% 

0.1% 90-108% 

0.01% 85-110% 

10 µg/g (ppm) 80-115% 

1 µg/g 75-120% 

10 µg/kg (ppb) 70-125% 
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6.3 เกณฑ์ยอมรับผล precision ใช้เกณฑ์ HORRATrตาม AOAC10ดังนี ้

ตารางที่ 3.เกณฑ์ยอมรับผล precision 

Concentration Repeatability (RSDr) 

100 % 1% 

10% 1.5% 

1% 2% 

0.1% 3% 

0.01% 4% 

10 µg/g (ppm) 6% 

1 µg/g 8% 

10 µg/kg (ppb) 15% 

 

HORRATr = RSDr(found,%) / RSDr (calculate, %) 

โดย  RSDr (found,%) = ค่า RSD ที่ได้จากการทดลอง 

   RSDr (calculate,%) = ค่า RSDrจากตาราง   

เกณฑ์การยอมรับ precision คือ HORRATr = 0.5-2 

6.4 เกณฑ์ยอมรบัผล specificity ใช้เกณฑ์ดังนี ้

  6.4.1 ค่า retention time ของสารตัวอย่างต้องตรงกบัสารมาตรฐานของสารนั้นๆ และ

ผลรวมของพื้นที่ใต้พีกในโครมาโตแกรมของสารตัวอย่างกับโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานต้องใกลเ้คียงกบั

พื้นที่ใต้พีกในโครมาโตแกรมของสารตัวอย่างบวกสารมาตรฐานที่ความเข้มข้นเดียวกัน หรอื 

  6.4.3 ค่า peak purity index พีกสารที่ตรวจวิเคราะห์ตอ้งมากกว่าหรือเท่ากับ 0.99 
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6.5 สรุปเกณฑ์ยอมรบัผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะหผ์ลิตภัณฑ์ในโครงการ 

ตารางที่ 4.เกณฑ์ยอมรับผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห ์

ผลิตภัณฑ์ ความเข้มข้น เกณฑ์ยอมรับ 

accuracy 

เกณฑ์ยอมรับ 

precision 

Benzalkonium chloride 2 % W/V 92.0-105.0% % RSD 4% 

Chloroxylenol 4.8 % W/V 93.5-103.5% % RSD  3.5% 

Alcohol 70% V/V 98.0-101.0% % RSD 2.0% 

Hydrogen peroxide 3% W/V 92.0-105.0% % RSD  4% 
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วิธีด าเนินงาน 

1. สารเคมี สารมาตรฐาน เครื่องมือและอปุกรณ์ 

1.1 สารมาตรฐานและสารเคม ี

Benzalkonium chloride Sigma-Aldrich, USA 
Chloroxylenol Sigma-Aldrich, USA 
Phosphoric acid Scharlau, Germany 
Methanol Supelco, Germany 
Water (Ultra pure Type I) Merck Millipore, USA 
Hydrogen peroxide 30% (Stabilized) Sigma-Aldrich, USA 
Potassium permanganate Kemaus, Australia 
Sulfuric acid Qrec, NewZealand 
Sodium oxalate Carlo Erba, Italy 
Ethanol absolute for analysis Scharlau, Germany 
Isopropyl Alcohol TCI (Tokyo Chemical Industry), Japan  
1, 4-Dioxane (Stabilized with BHT) TCI (Tokyo Chemical Industry), Japan  

 

1.2 เครื่องมอืและอปุกรณ์ 

  - เครื่อง High-performance liquid chromatography (HPLC) 

  - เครื่อง Gas chromatography flame ionization detector (GC-FID) 

  - Analytical balance 4 digital 

  - Analytical balance 5 digital 

  - Laboratory glasswares 

  

2. การวิเคราะห์ปริมาณ total benzalkonium chloride11 

2.1 Standardization of 0.05M potassium iodate VS 

  2.1.1 อบแห้ง potassium iodate ที่ 110C จนกระทั่งน้ าหนักคงที่ ช่ังน้ าหนัก 10.7 กรัม 

ละลายน้ า 1000 มิลลิลิตร 

  2.1.2 ปิเปตสารละลาย potassium iodate 15.0 มิลลลิิตรใส่ flask ขนาด 250 มิลลิลิตร 
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  2.1.3 เติม potassium iodide 3 กรมั 

  2.1.4 เติม hydrochloric acid 3 มิลลิลิตรทีล่ะลายด้วยน้ า 10 มิลลิลิตร 

  2.1.5 ปิดฝาทันที ตั้งไว้ในที่มืด 5 นาที 

  2.1.6 เติมน้ าเย็น 50 มิลลลิิตร ไตเตรทด้วย 0.1 N sodium thiosulfate จนกระทั่ง

สารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน 

  2.1.7 เติมน้ าแป้งลงไป 3 มิลลิลิตร ไตเตรทต่อจนสีน้ าเงินหมดไป 

  2.1.8 ค านวณความเข้มข้นของ potassium iodate จากสตูร 

𝑀 =  
𝑚𝐿 × 𝑁 𝑁𝑎2𝑆2𝑂3

𝑚𝐿 𝐾𝐼𝑂3  × 6
 

2.2 Standardization of 0.1N Sodium thiosulfate VS 

  2.2.1 ช่ัง sodium thiosulfate 26 กรัม และ sodium carbonate 200 มิลลกิรมัในน้ าต้ม

เดือดที่เย็นแล้วปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

  2.2.2 อบ potassium dichromate ที่ 120C เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ทิ้งให้เย็นใน desicator 

  2.2.3 ช่ัง potassium dichromate ที่อบแล้ว ให้มีน้ าหนักถูกต้องประมาณ 200 มิลลกิรัม 

ใส่  conical flask ที่มีฝาปิด 

  2.2.4 เติมน้ า 100 มิลลิลิตร ปิดฝาจุกแล้ว swirl ใหล้ะลาย    

  2.2.5 เปิดฝาแล้วเติม potassium iodide 3 กรัม sodium bicarbonate 2 กรมั และ 

hydrochloric acid 5 มิลลิลิตรอย่างเร็ว 

  2.2.6 ปิดฝา เขย่าเบาๆใหผ้สมกันแล้วตั้งไว้ในที่มืด 10 นาท ี

  2.2.7 ครบเวลาเปิดฝาแล้ว rinse ฝาจกุและด้านข้าง flask ด้วยน้ าเล็กน้อย 

  2.2.8 ไตเตรทด้วย sodium thiosulfate จนสารละลายเปลี่ยนเป็นเหลืองอ่อน 

  2.2.9 เติม starch TS ลงไป 3 มิลลลิิตร แล้วไตเตรทต่อจนสีน้ าเงินหายไป 

  2.2.10 ท า blank 

  2.2.11 ค านวณความเข้มข้นของ sodium thiosulfate VS จากสูตร 

N =
𝑚𝑔 𝐾2𝐶𝑟2𝑂7

49.04 × 𝑚𝐿 𝑁𝑎2𝑆2𝑂3
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 2.3 การวิเคราะหป์รมิาณ total benzalkonium chlorideในน้ ายาฆ่าเช้ือโรค 

  2.3.1 ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 25.0 มิลลลิิตรใส่ใน separatory funnel ขนาด 250 มิลลิลิตร 

  2.3.2 เติม methylene chloride ลงไป 25 มิลลิลิตร 

  2.3.3 เติม 0.1N sodium hydroxide ลงไป 10 มิลลิลิตร 

  2.3.4 ปิเปตสารละลาย potassium iodide ความเข้มข้น 1 ใน 20 ที่เตรียมใหม่ลงไป 10.0 

มิลลิลิตร 

  2.3.5 ปิดฝาแล้วเขย่า5 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้แยกช้ัน แล้วไขแยกช้ัน methylene chloride ทิ้ง 

  2.3.6 ล้างช้ันaqueous ด้วย methylene chloride ครั้งละ 10 มิลลิลิตร 3 ครั้ง ทิ้งช้ัน 

methylene chloride 

  2.3.7 ถ่ายช้ันaqueous ใส่ conical flask ที่มีฝาปิดขนาด 250 มิลลิลิตร ล้าง separatory 

funnel ด้วยน้ า 3 ครั้งๆละ 5 มิลลิลิตรรวมน้ าที่ล้างใสล่งใน conical flask ที่มีช้ัน aqueous 

  2.3.8 เติม hydrochloric acid ทีเ่ย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร 

  2.3.9 ไตเตรทด้วย 0.05M potassium iodate VS จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเป็นสี

น้ าตาลอ่อน 

  2.3.10 เติม methylene chloride ลงไป 5 มิลลิลิตร ปิดฝาจุกเขย่าแรงๆ 

  2.3.11 ไตเตรทต่อด้วย 0.05M potassium iodate VS โดยเติมไตแตนท์ทลีะหยดและปิดฝา

เขย่าทุกครัง้ที่เตมิ 

  2.3.12 ไตเตรทจนกระทัง่ช้ันของ methylene chloride ไม่เปลี่ยนสีและช้ัน aqueous 

เปลี่ยนเป็นสเีหลืองใส 

  2.3.13 บันทึกปริมาตรไตแตรนท์ 0.05M potassium iodate VS ที่ใช้ไป (VT, mL)  

  2.3.14 ท าblank โดยใช้น้ าปริมาตร 20 มิลลลิิตรแทนสารละลายตัวอย่าง บันทกึปริมาตรไต

แตรนท์ 0.05M potassium iodate VS ที่ใช้ไป (VB, mL) โดยที่ VB ต้องมากกว่า VT 

  2.3.15 ค านวณความเข้มข้นของ benzalkonium chloride ในตัวอย่างที่น ามาไตเตรทโดย

ใช้ titer: Each mL of 0.05M potassium iodate is equivalent to 0.0354 g benzalkonium chloride 

(C22H40ClN) 

 2.4 การทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method verification) 

การทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ total benzalkonium chloride USP2021จะท า

การทดสอบทั้งหมด 2 หัวข้อคือ 
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  2.4.1 Accuracy 

การทดสอบ accuracyใช้วิธี standard additionโดยการเตมิสารมาตรฐาน

benzalkonium chloride 3 ระดับความเข้มข้น คือ100, 250, 550 mg ลงในสารตัวอย่างทีม่ี benzalkonium 

chloride 50 mg น าไปไตเตรทกบัสารมาตรฐาน potassium iodate แล้วค านวณค่า %recovery ของสาร

มาตรฐานทีเ่ติมลงไป 

%Recovery=(Concentration added)/(Concentration found)×100 

  2.4.2 Precision  

ท าการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันซ้ า 6 ซ้ า ค านวณค่า %RSD 

2.5 เกณฑ์การยอมรบัผล method verification 

Accuracy: % Recovery 92.0-105.0% 

Precision: %RSD  4.0% 

 

3. การวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

การวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol ใช้วิธี HPLC ที่ปรับปรุงจากวิธีของ  Abdelwahab NS และ

คณะ9 ดังต่อไปนี ้

HPLC condition 

Mobile phase: 0.05% Phosphoric acid : Methanol = 40:60 

Column: C8-3 Inertsil, 5µm, 4.6x150 mm 

Column oven: 30C 

Detector: DAD 220 nm 

Flow rate: 1.0 mL/min 

Injection volume: 10µL 

 3.1 การเตรียม calibration curve 

  3.1.1 ช่ังสารมาตรฐานให้มีน้ าหนักถูกต้องประมาณ 10 mg โดยใช้เครื่องช่ัง 5 ต าแหน่ง 

ละลายและปรบัปริมาตรด้วย diluent (water:methanol, 40:60 %V/V) ให้เป็น 10 mL 

  3.1.2 ปิเปต5.0 mL ใส่ volumetric flask ขนาด 50.0 mL ปรับปริมาตรด้วย diluent จะ

ได้ stock สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 µg/mL 
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  3.1.3 เตรียมชุดของสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 10-100µg/mL จาก stock 

สารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 100 µg/mL และปรบัปรมิาตรด้วย diluent 

  3.1.4 น าไปฉีดในเครื่อง HPLC โดยใช้สภาวะที่เหมาะสม 

  3.1.5 พลอต calibration curve โดยใช้ความเข้มข้นเป็นแกน X และ พื้นที่ใต้พีกเป็นแกน 

Y 

 3.2 การตรวจสอบ system suitability 

  ฉีดสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 40 µg/mL 6ซ้ า  

  เกณฑ์ยอมรับมีดังนี้  

   ค่า %RSD ของพื้นที่ใต้พีก ≤ 2% 

   ค่า N ≥ 2000 

   ค่า tailing factor ≤ 1.5 

 3.3 การวิเคราะห์ตัวอย่างน้ ายาฆ่าเช้ือโรค 

  3.3.1 ปิเปตตัวอย่าง 100 µL ใส่ volumetric flask ขนาด 100 mL ปรับปริมาตรด้วย 

diluent 

  3.3.2 ผสมให้เข้ากันกรองผ่าน syringe filter nylon membranceขนาด 0.22 µL 

  3.3.3 ฉีดเข้าเครื่อง HPLC โดยใช้injection volume 10 µL 

  3.3.4 วิเคราะห์ซ้ า 2 ครั้งต่อตัวอย่างค านวณปรมิาณ chloroxylenol ในตัวอย่างที่น ามา

วิเคราะห์ โดยใช้สมการของกราฟสารมาตรฐาน 

 3.4 การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 

  3.4.1 Linearity and range 

ความเป็นเส้นตรงของวิธีแสดงโดยใช้กราฟสารมาตรฐานที่พลอตในช่วงความเข้มข้น 

10-100 µg/mL ค่าสัมประสทิธ์ิสหสัมพันธ์ (R2) ต้องมากกว่า 0.99 ท าซ้ า 3 วัน 

  พิสัย (range) หรือช่วงความเข้มข้นของวิธี ประเมินจากผลการศึกษา linearity,  

accuracy และ precision 

 3.4.2    Accuracy 

ศึกษาโดยใช้ตัวอย่าง standard addition ท าโดยการเติมสารมาตรฐาน 3 ความเข้มข้น 

(10, 40, 100 µg/mL) ความเข้มข้นละ 3 ซ้ าลงใน placebo ปรมิาตรเท่าๆกัน ค านวณค่า % recovery ของ

สารมาตรฐานที่พบและที่เตมิลงไป 
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% Recovery= (Concentration found)/(Concentration added)×100 

3.4.3 Precision 

Precision ของวิธีวิเคราะห์ศึกษาโดยการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกัน 6 ซ้ า (repeatability) 

และวิเคราะห์ซ้ า 3 วัน (intermediate precision) แสดงผลในรูปของ % RSDของผลวิเคราะหท์ี่ท าซ้ าภายใน 

1 วัน รายงานเป็นค่า repeatability และค่า % RSD ของผลวิเคราะห์ซ้ า 3 วัน รายงานเป็นค่า intermediate 

precision 

 3.4.4 Specificity 

แสดงโดยใช้ค่า peak purity index ของพีกchloroxylenol ในโครมาโตกราฟของสาร

มาตรฐานและตัวอย่าง โดยค่า peak purity index ต้องมากกว่า 0.99 

เกณฑ์ยอมรับผล method validation 

- Linearity: R2 0.99 

- Accuracy: % Recovery 93.5-103.5% (จากเกณฑ์ AOAC) 

- Precision: %RSD ≤ 3.5% (จากเกณฑ์ HORRATrใน AOAC) 

- Specificity: Peak purity index ≥ 0.99 

4. การวิเคราะห์ปริมาณ alcohol (ethanol และ isopropanol) 

4.1 การเตรียม calibration curve 

 เตรียม stock standard solution ผสมของ ethanol, isopropanol ความเข้มข้นอย่างละ 10 

mg/mL และ 1,4-dioxane ความเข้มข้น 30 mg/mL 
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เตรียมสารละลายให้มีความเข้มข้นของ ethanol และ isopropanol ในช่วง 1-7 mg/mL ดังนี้ 

สารละลาย ปริมาตร stock 

EtOH + IPA 

(10 mg/mL) 

ปริมาตร stock 

DIOX (10 

mg/mL) 

ปรับปริมาตรเป็น 

1 mg/mL 1 mL 1 mL 10 mL 

2 mg/mL 2 mL 1 mL 10 mL 

3 mg/mL 3 mL 1 mL 10 mL 

4 mg/mL 4 mL 1 mL 10 mL 

5 mg/mL 5 mL 1 mL 10 mL 

6 mg/mL 6 mL 1 mL 10 mL 

7 mg/mL 7 mL 1 mL 10 mL 

 

น าไปฉีดเข้าเครื่องGC-FID โดยใช้สภาวะดังต่อไปนี ้

GC condition 

Oven temperature program : 40C-150C, ramp rate 10 min 

Column : Agilent 122-1364UI, DB-624 60m x 0.25 mm x 1.4 um 

Inlet temperature : 250C  

Split ratio: 50:1 

Column initial flow rate: 2 mL/min 

Injection : 1 uL 

Detector: Flame ionization detector 

Detector temperature: 250C 
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4.2 การวิเคราะหป์รมิาณแอลกอฮอล์ในผลิตภัณฑ์  

  4.2.1 เตรียมตัวอย่างโดยการช่ังน้ าหนักตัวอย่างประมาณ 125 mg ใส่ volumetric flask 

ขนาด 10 mL ละลายและปรับปรมิาตรด้วย methanol 

  4.2.2 ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 5 mL ใส่ volumetric flask 10 mL เติมสารละลาย 1,4-

dioxane ความเข้มข้น 30 mg/mL ลงไป 1 mL ปรบัปริมาตรด้วย methanol น าไปฉีดเข้าเครื่อง GC-FID 

  4.2.3 ค านวณความเข้มข้นของ ethanol และ isopropanol ในตัวอย่างโดยใช้กราฟ

มาตรฐาน 

  4.2.4 ค านวณความเข้มข้นของethanol และ isopropanol ในตัวอย่างในหน่วย %W/W 

  4.2.5 การเปลี่ยนความเข้มข้นเป็นหน่วย% V/V โดยใช้การเทียบดังต่อไปนี้ (ภาคผนวก) 

 

ตารางที่ 5 การเทียบหน่วยความเข้มข้น %W/W และ %V/V ของผลิตภัณฑ์ alcohol 

% W/W % V/V 
52.1 60.0 
54.1 62.0 
60.0 67.7 
61.0 68.7 
62.4 70.0 
65.0 72.4 
70.0 77.0 
73.5 80.0 
75.0 81.3 
80.0 85.5 
85.0 89.5 
89.0 92.5 
90.0 93.3 
95.0 96.8 
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4.3 การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 

 การวิเคราะห์ปริมาณ ethanol และ isopropanol ในผลิตภัณฑ์เจลและสเปรย์ใช้วิธีของ เม

นะกา และคณะ3 แต่เนื่องจาก GC column ที่ใช้ในการศึกษาน้ีมีขนาดต่างจากของ เมนะกา และคณะดังนี้ 

 

ตารางที่ 6. การเปรียบเทียบขนาด GC column ที่ใช้ในโครงการกบัวิธีอ้างอิง 

ขนาดของ column 
เมนะกา และคณะ โครงการศึกษาน้ี 

DB-624 ขนาด 0.53 mm I.D. x 30 m length x 
3 µmfilm thickness 

DB-624 ขนาด 0.25 mm I.D. x 60m length x 1.4 
µmfilm thickness 

การปรับขนาดของ stationary phase ตาม general chapter <621> USP 202112ก าหนด

ขอบเขตการปรบัไว้ดังนี ้

-  ความยาว column GC ปรับได้ในช่วง  70% 

- GC column inner diameter ปรับได้ในช่วง 50% 

- GC column film thickness ปรับได้ในช่วง - 50% - 100% 

เนื่องจาก GC column ที่ใช้ในการศึกษาน้ีความยาว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง และความหนาของฟลิ์ม 

เกินกว่าช่วงการปรบัที่อนญุาต จึงต้องท าการตรวจสอบความถูกต้อง (method validation) ก่อนการ

วิเคราะห์ตัวอย่าง 

  4.3.1 Linearity and range 

เตรียมสารละลายมาตรฐานของ ethanol และ isopropanol ที่ระดับความเข้มข้น 1-

7 mg/mL และเติมสารละลายมาตรฐานภายใน 1,4-dioxane ให้มีความเข้มข้น 3 mg/mL น าไปฉีดเข้าเครื่อง 

GC-FID โดยใช้สภาวะการทดลองเดียวกับการวิเคราะหต์ัวอย่างสร้างกราฟสารละลายมาตรฐานระหว่างค่า 

peak area ratio ของ ethanol หรือ isopropanol และ 1,4-dioxane (แกน Y) กับความเข้มข้นของ ethanol 

หรือ isopropanol ( แกน X) ค่าสัมประสิทธ์ิสหสมัพันธ์ (R2) ควรมีค่ามากกว่า 0.99 

  4.3.2  Specificity 

เปรียบเทียบโครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน ethanol และ isopropanol ความ

เข้มข้น2 mg/mL, สารละลายตัวอย่างความเข้มข้น 2.5 mg/mL และ สารละลายตัวอย่างความเข้มข้น 2.5 

mg/mL+ สารมาตรฐานความเข้มข้น2 mg/mL ค่า retention time ของสารมาตรฐานต้องตรงกับค่า 

retention time ของพกีethanol และ isopropanol ในสารตัวอย่าง 

  4.3.3 Accuracy 
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ใช้วิธี standard addition โดยเติมสารมาตรฐาน 3 ความเข้มข้น (1, 2, 4 mg/mL) 

ลงในสารตัวอย่างปริมาณเท่าๆ กันท าทั้งหมด 3 ซ้ า น าไปวิเคราะห์ในเครื่อง GC-FID และค านวณค่า 

accuracy ในรปูของ % recovery ค่าที่ได้ควรอยู่ระหว่าง 98.0-101.0% 

%Recovery=(Concentration added)/(Concentration found)×100 

  4.3.4 Precision 

วิเคราะหป์รมิาณ ethanol และ isopropanol ในสารละลายผสม ของ ethanol 2 

mg/mL และ isopropanol 3 mg/mL ทั้งหมด  6 ซ้ า  ท าซ้ า 3 วัน แสดงค่า precision โดยใช้ค่า %RSD 

ของค่าที่วิเคราะห์ซ้ าแต่ละวัน (repeatability) และ %RSD ของค่าทั้งหมด 3 วันรวมกัน (intermediate 

precision) ค่า % RSD ควรน้อยกว่า 2% 

เกณฑ์ยอมรับผล method validation 

- Linearity: R2  0.99 

- Accuracy: % Recovery 98.0-101.0% (จากเกณฑ์ AOAC) 

- Precision: %RSD ≤ 2.0% (จากเกณฑ์ HORRATrใน AOAC) 

- Specificity: -Retention time of principle peaks correspond to their standards 

- ผลรวมค่า peak area ในโครมาโตแกรม sample และ standard ใกล้เคียงกับ 

chromatogram ของ sample + standard  

 

5. การวิเคราะหป์รมิาณ hydrogen peroxide 

5.1 การเตรียมและ standardization 0.1N potassium permanganate VS 

  5.1.1 ละลาย potassium permanganate 3.3 กรมัในน้ า 1000 มิลลิลิตร  

  5.1.2 ต้มสารละลายให้เดือด 15 นาทีปิดฝาจุกตัง้ทิ้งไว้อย่างน้อย 2 วันกรองผ่าน sintered-

glass crucible 

  5.1.3 ช่ังสารมาตรฐาน sodium oxalate ที่อบแหง้ ให้มีน้ าหนักถูกต้องประมาณ 200 

มิลลิกรมั ใส่ beaker ขนาด 400 มิลลลิิตร 

  5.1.4 เติมน้ า 250 มิลลิลิตร และ sulfuric acid 7 มิลลิลิตรแล้วน าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 70C 

  5.1.5 ค่อยๆเติม 0.1N potassium permanganate ช้าๆจากบิวเรตพร้อมทั้งคนโดยใช้ 

magnetic stirrer อย่างต่อเนื่องจนกระทัง่สารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อนคงที่ไม่น้อยกว่า 15 วินาที โดย

อุณหภูมิขณะไตเตรทต้องไม่ต่ ากว่า 60C 
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  5.1.6 ค านวณค่าความเข้มข้นของpotassium permanganate โดยใช้ titer: Each 6.700 

mg of sodium oxalate is equivalent to 1 mL of 0.1N potassium permanganate 

 

𝑁 =  
𝑔 𝑁𝑎2𝐶2𝑂4

𝑚𝐿 𝐾𝑀𝑛𝑂4 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 × 0.06700
 

 

โดยที่  N   = Normality of potassium permanganate VS 

  g Na2C2O4 = น้ าหนักของสารมาตรฐาน sodium oxalate 

  mL KMnO4 = ปรมิาตรของ0.1 N potassium permanganateที่ใช้ (mL) 

 5.2 การวิเคราะหป์รมิาณ Hydrogen peroxide topical solution 

  5.2.1 ส าหรบัตัวอย่างความเข้มข้น 3%ปิเปตตัวอย่าง 2.0 มลิลลิิตรใส่ใน conical flask ที่มี

น้ าอยู่ 20 มิลลิลิตร 

  5.2.2 ส าหรบัตัวอย่างความเข้มข้น 6% เจือจางตัวอย่างลงครึ่งหนึง่อย่างถูกต้องและแม่นย า 

ปิเปตตัวอย่าง 2.0 มิลลลิิตรใส่ใน conical flask ที่มีน้ าอยู่ 20 มิลลิลิตร 

  5.2.3 ส าหรบัตัวอย่างความเข้มข้นมากกว่า 6% ให้เจือจางตวัอย่างลงให้มีความเข้มข้น

ใกล้เคียงกับ 3%ปเิปตตัวอย่าง 2.0 มิลลิลิตรใส่ใน conical flask ที่มีน้ าอยู่ 20 มิลลลิิตร 

  5.2.4 เติม 2N sulfuric acid ลงไป 20 มิลลิลิตร  

  5.2.5 ไตเตรทด้วย 0.1N potassium permanganate จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อน 

  5.2.6 ค านวณค่าความเข้มข้นของ hydrogen peroxide ในตัวอย่างที่ปิเปตมา โดยใช้ titer: 

Each mL of 0.1 N potassium permanganate is equivalent to 1.701 mg of hydrogen peroxide 

(H2O2) 

  5.2.7 ค านวณ %hydrogen peroxideโดยใช้สูตร 

 

% 𝐻𝑦𝑑𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛 𝑝𝑒𝑟𝑜𝑥𝑖𝑑𝑒 =  
1.701 𝑚𝑔 × 𝑁 ×  𝑚𝐿 𝐾𝑀𝑛𝑂4  × 100

0.1 × 1000 × 𝑉𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 𝑡𝑎𝑘𝑒𝑛
 

โดยที่  N   = Normality of potassium permanganate VS 

  mL KMnO4 = ปรมิาตรของ0.1 N potassium permanganateที่ใช้ (mL) 

  Vsampletaken = ปรมิาตรของ hydrogen peroxide ที่น ามาไตเตรท (mL) 
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5.3 การทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method verification) 

การทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ hydrogen peroxide topical solution USP 2021 

ได้ท าการศึกษา 2  หัวข้อคือ 

  5.3.1 Accuracy  

ท าการศึกษาทีร่ะดับ 100%ท าการทดสอบทัง้หมด 6  ซ้ าใช้วิธี standard addition ท า

โดยการเตมิสารมาตรฐานความเข้มข้น 3.36 g/100 mL ลงในสารตวัอย่าง 1 mL น าไปไตเตรทด้วยสารละลาย

มาตรฐาน potassium permanganateแล้วค านวณค่า % recovery ของสารมาตรฐานที่เติมจากสูตร 

%Recovery=(Concentration added)/(Concentration found)×100 

  5.3.2 Precision 

ทดสอบ repeatability ของการวิเคราะห์ตัวอย่างเดียวกันซ้ าทั้งหมด 6 ซ้ า ค านวณค่า 

%RSD ของผลการวิเคราะห์  6 ซ้ า 

เกณฑ์การยอมรับผล method verification 

Accuracy: % Recovery 92.0-105.0% 

Precision: %RSD  4.0% 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการด าเนินงานและอภิปราย 
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1. การเกบ็ตัวอย่างเพื่อตรวจวิเคราะห ์

ในโครงการวิจัยน้ีท าการเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์น้ ายาฆ่าเช้ือโรคโดยการซื้อในช่องทางต่างๆ3 ช่องทาง

คือ 

- ร้านขายยา 

- ร้านค้าออนไลน ์

- ห้างสรรพสินค้า 

ตัวอย่างที่จัดซือ้มาทัง้หมด 105 ตัวอย่างแบ่งเป็น 4 กลุ่มผลติภัณฑ์ดังนี้ 

- Alcohol ทั้งรปูแบบสเปรย์ เจล สารละลาย รวมทั้งสิ้น 78 ตัวอย่าง 

- Chloroxylenolรวมทัง้สิ้น 4 ตัวอย่าง 

- Benzalkonium chlorideรวมทั้งสิ้น 14ตัวอย่าง 

- Hydrogen peroxideรวมทัง้สิ้น 9ตัวอย่าง 

น าตัวอย่างทั้งหมดมาถ่ายรปู บันทึกข้อมูลบนฉลาก (เลขทะเบียนหรือเลขทีจ่ดแจง้ วันผลิต วัน

หมดอายุ ช่ือผูผ้ลิต) ก่อนน าไปตรวจวิเคราะห์  

2. การวิเคราะห์ปริมาณ total benzalkonium chloride 

การวิเคราะห์ปริมาณ Total benzalkonium chloride ใช้วิธีวิเคราะห์ใน USP 2021 เป็นวิธี 

redox titration แบบ residual titration ท าโดยการเติม potassium iodide (KI) ทีม่ากเกินพอลงไปท า

ปฏิกิริยากบั benzalkonium chloride ในสารตัวอย่างและไตเตรท potassium iodide ที่เหลอืด้วย

สารละลายมาตรฐาน potassium iodate (KIO3) ปฏิกิริยาการไตเตรทเป็นดังนี ้

 

ในสารละลายกรด KIO3จะท าปฏิกริิยากับ KI ได้ I2ที่มีสีน้ าตาลเข้ม ในตัวท าละลายมีขั้ว I2ที่เกิดข้ึนจะ

เปลี่ยนต่อเป็น I+และ I-ดังสมการ 

 

I+ที่เกิดข้ึนจะท าปฏิกิริยากบั HCl ได้ iodine monochloride (ICI) ซึ่งมีสเีหลืองอ่อน ในปฏิกิริยาไตเตรท 

มีการเติมตัวท าละลายอินทรีย์คือ methylene chloride ลงไปช่วยท าให้การสังเกตสีทีจุ่ดยุติชัดเจนข้ึน 

โดย I2ที่เกิดข้ึนสามารถละลายได้ในช้ันmethylene chloride เมื่อ I2หมดไปจะเห็นช้ัน methylene 

chloride เปลี่ยนเป็นสเีหลืองอ่อน 
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ในปฏิกิริยาการวิเคราะห์ปริมาณ benzalkonium chloride จะมีการท า blank โดยการไตเตรท

สารละลาย KI ปริมาตรเท่ากับทีเ่ติมลงในการวิเคราะหส์ารตวัอย่าง ด้วยสารละลายมาตรฐาน KIO3 ผลต่าง

ปริมาตรไทแทรนต์KIO3ที่ใช้ในการไตเตรท blank และสารตัวอย่างจะสมมลูกบัปริมาณของ 

benzalkonium chloride ในสารตัวอย่าง สามารถค านวณปริมาณของ benzalkonium chloride ได้

จากสมการดงัต่อไปนี ้

 
 2.1 ผลการทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method verification) 

  2.1.1 Accuracy 

ใช้วิธี  standard addition โดยเติมสารมาตรฐาน  3  ระดับความเข้มข้นคือ  100,  100, 

250  550 mg ลงในสารตัวอย่าง 50 mg (ได้ความเข้มข้นรวมเป็น 150mg, 300 mg และ 600 mg 

ตามล าดับ) ท าซ้ าระดบัความเข้มข้นละ 3 ซ้ า ค านวณค่า % recovery ของความเข้มข้น standard ที่

เติมและที่ตรวจพบได้ผลค่า % recovery ในช่วง 97.2-99.0% 

ตารางที่ 7. ผลการศึกษา accuracy ของวิธีวิเคราะหป์รมิาณ benzalkonium chloride 

ระดับความ

เข้มข้น  

Conc. 

standard 

found (mg) 

Conc. 

standard 

added (mg) 

% Recovery 

 
 

 

Mean recovery 

(%) 

150 mg 97.3 100 97.3 99.0 

150 mg 98.46 100 98.5 
150 mg 101.36 100 101.4 
300 mg 241.66 250 96.7 97.7 

300 mg 244.16 250 97.7 
300 mg 247.06 250 98.8 
600 mg 532.76 550 96.9 97.2 

600 mg 535.26 550 97.3 
600 mg 536.36 550 97.5 
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 2.1.2 Precision 

ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ าทั้งหมด 6 ซ้ าได้ค่า % RSD = 1.21 

ตารางที่ 8. ผลการศึกษา precision การตรวจวิเคราะห์น้ ายาฆ่าเช้ือโรค benzalkonium chloride 

Parameter Sample number 
1 2 3 4 5 6 

% LA 95.8 96.4 96.1 98.4 98.4 97.8 

SD 1.19 

%RSD 1.21 

 

 2.1.3 ผลการตรวจวิเคราะหผ์ลิตภัณฑ์ benzalkonium chloride 

ตารางที่ 9. สรุปผลการตรวจวิเคราะห์น้ ายาฆ่าเช้ือโรค benzalkonium chloride 

Sample ความ
เข้มข้นบน

ฉลาก 
(% W/V) 

ความเข้มข้น
ที่ตรวจพบ 
(% W/V) 

การเจือจาง ความเข้มข้น
เม่ือเจือจาง

แล้ว 
(%W/V) 

เลขทะเบียน/
เลขจดแจ้ง 

MFD/E
XD** 

ผู้ผลิต 

B001 80 78.08 1:1600 0.05 x / / 
B002 2 2.07 1:10, 1:15 0.21, 0.14 / / / 
B004* 2 1.80 1:40 0.04 x / / 
B006 2.4 2.33 22mL to 1L 0.05 / / / 
B007* 2 0.23 1:40 0.01 x x x 
B008 80 72.64 1:1600 0.05 x x / 
B009 unknown 

70.6 
Use without 
dilution 70.6 

/ / / 

B010 unknown 
80.8 

Use without 
dilution 80.8 

/ / / 

B011 1.4 1.23 1:5 0.25 / / / 
B012 4.4 3.85 1:50 0.08 / / / 
B013* 1.83 1.69 1:40 0.04 / / / 
B014 unknown 

0.00 
Use without 
dilution 0.31 

x x x 

B015 10 9.29 1:200 0.05 / / / 
B016* 2 1.67 1:10, 1:40 0.17, 0.04 x x x 

* ผลิตภัณฑ์ที่มีความเข้มข้นต่ ากว่า 0.05% เม่ือเจือจางตามค าแนะน าบนฉลาก 

** MFD/EXD = วันผลิต/วันหมดอายุ 

 ผลิตภัณฑ์ 8 จาก 14 ตัวอย่าง คิดเป็น 57.1 % มีข้อมูลเลขทะเบียนหรือเลขทีจ่ดแจ้ง วันผลิตวัน

หมดอายุ ช่ือที่อยู่ของผูผ้ลิต 
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 ผลิตภัณฑ์ 4 จาก 14 ตัวอย่าง คิดเป็น 28.6% เมื่อเจือจางในอัตราส่วนที่แนะน าบนฉลากผลิตภัณฑ์

จะมีความเข้มข้นของ Benzalkonium chloride ต่ ากว่า 0.05% ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่มีฤทธ์ิฆ่าเช้ือโรคได้ โดย 

2 ผลิตภัณฑ์จาก 3 ผลิตภัณฑ์มีข้อมูลบนฉลากไม่สมบรูณ์ 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2. (A) แผนภูมิแสดงผลการตรวจสอบปรมิาณ benzalkonium chloride (BKC) 

ในผลิตภัณฑ์ทัง้หมด (B) แผนภูมิแสดงความสมบรูณ์ของฉลากผลิตภัณฑ์ benzalkonium chloride (BKC) 

 

3. การวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

เนื่องจากการวิเคราะห์วิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol โดยใช้วิธีของ Abdelwahab NS และ

คณะ ซึ่งใช้ mobile phase ที่เป็นส่วนผสมของ 0.05% phosphoric acid : acetonitrile : methanol 

(15:24:61, V/V/V) และใช้คอลัมน์ชนิด C8 ได้พีกของ chloroxylenol ที่กว้างและไมส่มมาตร จึงได้ปรับ 

mobile phase เป็น 0.05% Phosphoric acid : Methanol (40:60, V/V) สภาวะที่เหมาะสมที่ใช้ในการ

วิเคราะหป์รมิาณchloroxylenol มีดังต่อไปนี ้

Mobile phase: 0.05% Phosphoric acid : Methanol = 40:60 

Column: C8-3 Inertsil, 5µm, 4.6x150 mm 

Column oven: 30C 

Detector: DAD 220 nm 

Flow rate: 1.0 mL/min 

Injection volume: 10µL 

(A) (B) 
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ในสภาวะการวิเคราะห์ดังกล่าว สามารถวิเคราะห์ตัวอย่างน้ ายาฆ่าเช้ือได้ภายในเวลา 15นาที โดยพีกของ 

chloroxylenol ในตัวอย่างมีค่าประมาณ 11.3 นาทีเท่ากับพีกของ chloroxylenol ในโครมาโตแกรมของ 

standard และในโครมาโตแกรมของ placebo ไม่มพีีกใดๆข้ึนที่ต าแหน่งเดียวกบั chloroxylenol (รปูที่ 3) 

ผลการตรวจสอบ system suitability แสดงในตารางต่อไปนี้ 

ตารางที่ 10. ผลการตรวจสอบ system suitability ของวิธีวิเคราะหป์รมิาณ chloroxylenol 

 Injection number 
Rt* 

(min) 

Peak 

Area 

Plate 

(N) 
RS** Tailing factor 

1 11.701 1,074,212 52,364 13.92 1.12 

2 11.700 1,075,793 52,194 13.86 1.12 

3 11.709 1,072,855 52,380 14.00 1.12 

4 11.701 1,073,493 52,299 13.63 1.12 

5 11.698 1,074,303 52,254 13.78 1.12 

Mean 11.702 1,074,131 52,298 13.84 1.12 

SD 0.00 1099.27 77.19 0.14 0.00 

%RSD 0.04 0.10 0.15 1.03 0.05 

* Rt = Retention time 

** Rs = Resolution 

ค่า system suitability พารามิเตอร์ต่างๆเป็นไปตามเกณฑ์ที่ก าหนดไว้ 
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รูปที่ 3. โครมาโตแกรมของ (A) ตัวอย่าง sample chloroxylenol, (B) สารมาตรฐาน chloroxylenol (C) 

สารมาตรฐาน chloroxylenol และ placebo (D) placebo 
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 3.1 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method validation) 

  3.1.1 Linearity 

ตารางที่ 11. ผลการศึกษา linearity วิธีวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

Day 1 Day 2 Day 3 

Concentration 

(µg/mL) 

Peak area Concentration 

(µg/mL) 

Peak 

area 

Concentration 

(µg/mL) 

Peak 

area 

9.94 266695 9.94 269802 9.94 267476 
19.89 535251 19.89 537674 19.89 533027 
39.77 1072725 39.77 1067700 39.77 1072223 
59.66 1615311 59.66 1604158 59.66 1605101 
79.54 2143964 79.54 2141099 79.54 2144937 
99.43 2676446 99.43 2666811 99.43 2677685 
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รูปที่ 4. กราฟแสดงผลการศึกษาlinearity ของวิธีการวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 
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 3.1.2 Accuracy 

ผลการศึกษาได้ค่า % recovery อยูใ่นช่วง 99.1-100.2%เป็นไปตามเกณฑ์ยอมรับ 

ตารางที่ 12. แสดงผลการศึกษาค่า accuracy ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

Parameter 10 µg/mL 40 µg/mL 100 µg/mL 

A B C A B C A B C 
Conc. Found (µg/mL) 9.84 9.86 9.87 39.63 39.86 39.62 99.60 99.69 99.66 
Conc. Added (µg/mL) 9.94 9.94 9.94 39.77 39.77 39.77 99.43 99.43 99.43 

% Recovery 98.97 99.19 99.26 99.63 100.23 99.62 100.17 100.26 100.23 

Average 99.1 99.8 100.2 

SD 0.15 0.35 0.05 

%RSD 0.15 0.35 0.05 

  

3.1.3 Precision 

ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ าในวันเดียวกันได้ค่า %RSD ในช่วง 0.45-1.84 % ผลการวิเคราะห์

ซ้ าต่างวันได้ค่า %RSD เท่ากับ 1.22%เป็นไปตามเกณฑ์ยอมรับ 

ตารางที่ 13. แสดงผลการศึกษาค่า precision ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol 

Sample Assay result (g/100 mL) 

Day 1 Day 2 Day 3 

1 4.60 4.57 4.63 
2 4.39 4.59 4.60 
3 4.54 4.62 4.57 
4 4.52 4.62 4.55 
5 4.62 4.58 4.59 
6 4.57 4.59 4.63 

Average 4.54 4.60 4.60 
SD 0.08 0.02 0.03 

% RSD (n = 6) 1.84 0.45 0.64 
% RSD total (n=18) 1.22 
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 3.1.4 Specificity 

 ตารางที่ 14. ผลการตรวจสอบค่า peak purity index ของโครมาแกรมผลิตภัณฑ์ chloroxylenol 

สาร Peak purity index 

Standard chloroxylenol 1.000 

Sample 1 1.000 

Sample 2 1.000 

Sample 3 0.999 

Sample 4 1.000 

  ผลการตรวจสอบค่า peak purity index จากโครมาโตแกรมของผลิตภัณฑท์ั้ง 4 ตัวอย่างที่

น ามาตรวจวิเคราะห์ในโครงการนี้ พบว่าพีกของ chloroxylenol ในทุกผลิตภัณฑ์มีค่ามากกว่า 0.99 

แสดงว่าไม่มีสารอื่นออกมาทีเ่วลาเดียวกับ chloroxylenol สรุปได้ว่าวิธีวิเคราะห์นี้มี specificity ต่อ 

chloroxylenol ที่อยู่ในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรค  

3.1.5 Range 

  จากผลการศึกษา linearity, accuracy และ precision สามารถก าหนดช่วงการใช้งานของ

วิธีวิเคราะห์คือ 10.0 -100.0 µg/mL 

3.2 ผลการตรวจวิเคราะหผ์ลิตภัณฑ์ chloroxylenol 

ตารางที่15. สรุปผลการตรวจวิเคราะห์น้ ายาฆ่าเช้ือโรค chloroxylenol 

Sample Labelled 
conc (% 

w/v) 

Conc. 
Found* 
(%W/V) 

Dilution Conc. 
After 

dilution 
(%W/V) 

เลขทะเบียน/
เลขจดแจ้ง 

MFD/EXD** ผู้ผลิต 

C001 4.8 4.6 126 mL in 
5 L 0.12 

/ / / 

C003 4.8 4.2 17 mL in 
300 mL 

0.24 
/ / / 

C004 
(Spray) 

3.0 4.8 - - / / / 

C005 4.8 4.5 1:30 0.15 / / / 

* Acceptance criteria for topical solution:  0.12% 

** MFD/EXD = วันผลิต/วันหมดอายุ 
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- ผลิตภัณฑ์ทัง้ 4 ตัวอย่าง มีข้อมูลเลขทะเบียนหรือเลขที่จดแจ้ง วันผลิตวันหมดอายุ ช่ือที่อยู่ของผูผ้ลิต

ครบถ้วน 

- ผลิตภัณฑ์ทัง้ 4 ตัวอย่าง เมื่อเจอืจางในอัตราส่วนที่แนะน าบนฉลากผลิตภัณฑ์จะมีความเข้มข้นของ 

chloroxylenol มากกว่าหรอืเท่ากับ 0.12% W/V 

 

 

 

 

  

 

รูปที่ 5. (A) แผนภูมิแสดงผลการตรวจสอบปริมาณ chloroxylenolในผลิตภัณฑ์ทัง้หมด (B) แผนภูมิแสดง

ความสมบรูณ์ของฉลากผลิตภัณฑ์ chloroxylenol  

4. การวิเคราะห์ปริมาณ alcohol (ethanol and isopropanol) 

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณ ethanol และ isopropanol มี 1,4-dioxane เป็น internal standard 

โดยใช้ GC condition ต่อไปนี ้

Oven temperature program : 40C-150C, ramp rate 10 min 

Column : Agilent 122-1364UI, DB-624 60m x 0.25 mm x 1.4 um 

Inlet temperature : 250C  

Split ratio: 50:1 

Column initial flow rate: 2 mL/min 

Injection : 1 uL 

Detector: Flame ionization detector 

Detector temperature: 250C 

สามารถตรวจวิเคราะห์ทัง้ ethanol และ isopropanol ได้ค่า retention time เท่ากบั 4.96 และ 5.46 นาที 

ตามล าดับ ตัวอย่างโครมาโตแกรมที่ได้ แสดงดงัรปูที่ 6 

(A) (B) 
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รูปที่ 6. ตัวอย่างโครมาโตแกรมการตรวจวิเคราะห์ ethanol และ isopropanol 

 

 4.1 ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation) 

  4.1.1 Linearity 

• Ethanol 

ตารางที่ 16. แสดงผลการศึกษาlinearityของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ ethanol 

Day 1 Day 2 Day 3 

Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio 

1.0031 0.4479 1.0118 0.4587 1.0059 0.4522 
2.0062 0.8956 2.0236 0.9277 2.0118 0.8807 
3.0093 1.3643 3.0354 1.3972 3.0177 1.3898 
4.0124 1.8262 4.0472 1.8674 4.0236 1.8530 
5.0155 2.2945 5.0591 2.3338 5.0295 2.3215 
6.0186 2.7534 6.0709 2.8114 6.0354 2.8011 
7.0217 3.2070 7.0827 3.2858 7.0413 3.2611 
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รูปที่ 7. กราฟแสดงผล linearity วิธีการวิเคราะห์ปริมาณ ethanol 
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• Isopropanol 

ตารางที่ 17. แสดงผลการศึกษา linearity ของวิธีวิเคราะหป์ริมาณ isopropanol 

Day 1 Day 2 Day 3 

Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio Concentration 

(mg/mL) 

Area ratio 

1.0107 0.4980 1.0051 0.4941 1.0079 0.4941 
2.0213 0.9923 2.0101 0.9963 2.0159 0.9661 
3.0320 1.5091 3.0152 1.4950 3.0238 1.5048 
4.0426 2.0186 4.0202 1.9950 4.0318 2.0030 
5.0533 2.5359 5.0253 2.4953 5.0397 2.5074 
6.0639 3.0361 6.0303 3.0037 6.0476 3.0251 
7.0746 3.5365 7.0354 3.5072 7.0556 3.5204 
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รูปที่ 8. กราฟแสดงผล linearity วิธีการวิเคราะห์ปริมาณ isopropanol 
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  4.1.2 Specificity 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9. โครมาแกรมเปรียบเทียบ (A) standard ethanol และ isopropanol 2 mg/mL, (B) sample 2.5 

mg/mL, (C) standard ethanol และ isopropanol 2 mg/mL + sample 2.5 mg/mL  
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ตารางที่ 18. ผลการศึกษา specificity ของ ethanol และ isopropanol 

สารละลาย Ethanol Isopropanol 

Retention time 

(min) 

Peak area Retention time 

(min) 

Peak area 

Standard 2 

mg/mL 
4.966 372.84 5.464 413.06 

Sample 2.5 

mg/mL 
4.966 321.57 - - 

Standard 2 

mg/mL + 

Sample 2.5 

mg/mL 

4.966 693.84 5.463 415.29 

 

ค่า retention time ของพีกethanol และ isopropanol ตรงกันทัง้ใน standard, sample และ standard 

+ sample นอกจากนีผ้ลรวมของพื้นที่ใต้พีกจากโครมาโตแกรมของ standard และ sample มีค่าใกลเ้คียง

กับพื้นที่ใต้พกีในโครมาโตแกรมของ standard + sample แสดงว่าไม่มีสารอื่นใดเจือปนหรือข้ึนทีเ่ดียวกับ

ต าแหน่งพีกของ ethanol และ isopropanol แสดงว่าวิธีนี้มี specificity ต่อการวิเคราะห์ ethanol และ 

isopropanol 
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  4.1.3 Accuracy 

• Ethanol 

 ตารางที่ 19. ผลการศึกษา accuracy ของวิธีวิเคราะหป์รมิาณ ethanol  

Conc. added Conc. found % Recovery Mean  

(% Recovery) 

SD %RSD 

1.00 0.99 98.89 
99.0 0.24 0.24 1.00 0.99 98.75 

1.00 1.00 99.21 
2.01 1.99 99.19 

99.7 0.48 0.49 2.01 2.00 99.65 
2.01 2.01 100.16 
4.01 3.98 99.17 

99.7 0.51 0.51 4.01 4.02 100.18 
4.01 4.00 99.67 

 

• Isopropanol 

 ตารางที่ 20. ผลการศึกษา accuracyของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ isopropanol 

 Conc. 

added 

Conc. found % Recovery Mean  

(% Recovery) 

SD %RSD 

1.00 1.01 98.54 
98.5 0.18 0.18 0.99 1.01 98.33 

1.00 1.01 98.70 
2.00 2.02 98.91 

99.3 0.40 0.40 2.01 2.02 99.21 
2.02 2.02 99.70 
4.01 4.04 99.08 

99.4 0.43 0.43 4.04 4.04 99.87 
4.01 4.04 99.20 
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ค่า accuracy ในรูปของ%recoveryของ ethanol และ isopropanol อยู่ในช่วง 99.0-99.7% และ 98.5-

99.4% ตามล าดับเป็นไปตามเกณฑ์ยอมรับที่ก าหนด 

  4.1.4 Precision 

• Ethanol 

ตารางที่ 21. ผลการศึกษา precisionของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ ethanol 

Sample 
Assay results (mg/mL) 

Day 1 Day 2 Day 3 

1 3.729 3.700 3.641 
2 3.738 3.695 3.637 
3 3.748 3.685 3.640 
4 3.732 3.690 3.631 
5 3.753 3.696 3.638 
6 3.730 3.686 3.631 

% RSD (n=6) 0.27 0.16 0.12 
% RSD total (n = 18) 1.17 

 

• Isopropanol 

ตารางที่ 22. ผลการศึกษา precision ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ ethanol 

Sample 
Assay results (mg/mL) 

Day 1 Day 2 Day 3 

1 2.049 2.046 2.063 
2 2.055 2.044 2.067 
3 2.065 2.046 2.061 
4 2.053 2.046 2.073 
5 2.067 2.047 2.064 
6 2.053 2.058 2.070 

% RSD (n=6) 0.35 0.25 0.22 
% RSD total (n = 18) 0.46 
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  4.1.5 Range 

จากผลการศึกษา linearity, accuracy และ precision สามารถก าหนดช่วงการใช้

งานของวิธีวิเคราะห์คือ 1-7 mg/mL 

4.2 ผลการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ alcohol 

ตารางที่ 23. สรปุผลการตรวจวิเคราะห์น้ ายาฆ่าเช้ือโรคประเภทผลิตภัณฑ์ alcohol 

Sample รูปแบบ 

Labelled 

conc 

(% V/V) 

Conc. 

Found* 

(%W/V) 

เลขทะเบียน/เลข

จดแจ้ง 
MFD/EXD** ผู้ผลิต 

E-001 Gel 75.0 77.4 / / / 

E-002 Solution 75.0 75.8 / / / 

E-003 Solution 75.0 76.6 / / / 

E-004 Gel 75.0 76.2 / / / 

E-005 Gel 77.0 55.4 / / / 

E-006 Solution 77.0 50.2 / / / 

E-007 Solution 70.0 73.7 / / / 

E-008 Solution 75.0 77.6 / / / 

E-009 Gel 75.0 75.6 / / / 

E-010 Solution 70.0 73.2 / / / 

E-011 Solution 70.0 67.8 / / / 

E-012 Solution 70.0 71.5 / / / 

E-013 Gel 75.0 72.5 / / / 

E-014 Gel 75.0 71.7 / / / 

E-015 Gel 75.0 73.3 / / / 

E-016 Solution 75.0 75.6 / / / 

E-17 Gel 72.4 68.7 / / / 

E-18 Gel 70.0 73.1 / / / 

E-019 Gel 75.0 75.2 / / / 

E-020 Solution 75.0 75.9 / / / 

E-021 Gel 70.0 74.6 / / / 

E-022 Solution 70.0 71.6 / / / 

E-023 Solution 75.0 79.6 / / / 



42 
 

Sample รูปแบบ 

Labelled 

conc (% 

W/V) 

Conc. 

Found* 

(%W/V) 

เลขทะเบียน/เลข

จดแจ้ง 
MFD/EXD** ผู้ผลิต 

E-024 Gel - 75.3 / / / 

E-025 Solution 70.0 73.2 / / / 

E-026 Solution 75.0 74.0 / / / 

E-027 Gel 72.0 74.9 / / / 

E-028 Gel 77.0 10.2 / / / 

E-029 Solution 96.0 102.1 x x x 

E-030 Gel 70.0 73.4 / / / 

E-031 Gel 70.0 76.2 / / / 

E-032 Gel 75.0 80.5 / / / 

E-033 Gel 70.0 75.9 / / / 

E-034 Solution 70.0 76.1 / / / 

E-035 Gel 70.0 73.1 / / / 

E-036 Gel 75.0 76.8 / / / 

E-037 Solution 75.0 73.0 / / / 

E-038 Solution 75.0 70.7 / / x 

E-039 Gel 75.0 73.8 / / / 

E-040 Gel - 74.4 x / x 

E-041 Solution 75.0 79.4 / / / 

E-042 Solution 75.0 75.7 / / / 

E-043 Solution 75.0 71.6 / / / 

E-044 Gel 75.0 79.9 x / x 

E-045 Gel 70.0 44.8 / / / 

E-046 Solution 75.0 82.5 / / / 

E-047 Solution 77.0 79.3 / / / 

E-048 Solution 75.0 71.3 / / / 

E-049 Solution 75.0 70.7 / / / 

E-051 Gel 75.0 67.6 / / / 

E-052 Solution 75.0 72.7 / / / 

E-053 Gel 75.0 74.4 / / / 
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Sample รูปแบบ 

Labelled 

conc (% 

W/V) 

Conc. 

Found* 

(%W/V) 

เลขทะเบียน/เลข

จดแจ้ง 
MFD/EXD** ผู้ผลิต 

E-054 Gel 70.0 66.1 / / / 

E-055 Gel 75.0 77.0 / / / 

E-056 Gel - 75.4 / / / 

E-058 Gel 70.0 83.1 x / / 

E-059 Gel - 77.1 / / / 

E-060 Solution 72.0 72.3 / / / 

E-061 Solution 72.0 71.0 / / / 

E-062 Solution 72.0 71.4 / / / 

E-063 Gel 75.0 77.7 x / / 

E-064 Solution 75.0 67.3 / / / 

E-065 Gel 75.0 70.5 / / / 

E-066 Gel - 34.7 / / / 

E-067 Solution - 67.7 / / / 

E-068 Gel 70.0 71.8 / / / 

E-069 Solution 76.0 70.7 / / / 

E-070 Gel 75.0 74.0 / / / 

E-071 Gel 75.0 75.5 / / / 

E-072 Gel 70.0 75.4 / / / 

E-073 Gel 70.0 71.2 / / / 

E-074 Solution 70.0 73.6 x / / 

E-075 Gel 70.0 77.0 / / / 

E-076 Solution 75.0 82.2 / / / 

E-077 Solution 76.4 77.1 / / / 

E-078 Solution 76.0 62.7 / / / 

E-079 Solution 75.0 61.6 / / / 

E-080 Gel 70.0 70.3 / / / 

*Acceptance criteria : 70 %V/V 

** MFD/EXD:วันผลิต/วันหมดอายุ 
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- ผลิตภัณฑ์ 71 จาก 78 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 91.0% มีข้อมูลเลขทะเบียนหรือเลขทีจ่ดแจ้ง วันผลิต

วันหมดอายุ ช่ือที่อยู่ของผู้ผลิตครบถ้วน 

- ผลิตภัณฑ์ 65 จาก 78 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 83.3 % มีความเข้มข้นของ alcohol ชนิด ethanol 

และ isopropanol รวมกันมากกว่าหรือเท่ากบั 70% V/V 

- ผลิตภัณฑ์ 8 จาก 78 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 8.3 % มีความเข้มข้นของ alcohol ชนิด ethanol 

และ isopropanol รวมกันอยู่ระหว่าง 60-70% V/V 

- ผลิตภัณฑ์ 5 จาก 78 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 6.4 % มีความเข้มข้นของ alcohol ชนิด ethanol 

และ isopropanol รวมกันน้อยกว่า 60 % V/V 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 10. (A) แผนภูมิแสดงผลการตรวจสอบปริมาณ alcohol ในผลิตภัณฑ์ทัง้หมด (B) แผนภูมิแสดงความ

สมบรูณ์ของฉลากผลิตภัณฑ์ alcohol 

ภาพรวมจากการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์แอลกอฮอล์ท าความสะอาดทั้งหมด 78 ตัวอย่างที่ซื้อมาจาก

ช่องทางต่างๆเช่นร้านยา ห้างสรรพสินค้า และร้านค้าออนไลน์ พบว่าผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ร้อยละ 91.0 บนฉลาก

มีข้อมูลระบุเลขทะเบียนผลิตภัณฑ์ วันผลิต วันหมดอายุ ผู้ผลิตและผู้จัดจ าหน่าย  

จากการตรวจวิเคราะหป์รมิาณแอลกอฮอล์ทั้งเอทานอลและไอโซโพรพานอลพบว่ามผีลิตภัณฑจ์ านวน 

65 จาก 78 ตัวอย่างที่มีความเข้มข้นของแอลกอฮอลม์ากกว่าร้อยละ 70% โดยปริมาตรซึ่งเป็นความเข้มข้นที่

เป็นไปตามก าหนดของประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรือ่ง ก าหนดลักษณะของเครือ่งส าอางทีม่ีส่วนผสมของ

เเอลกอฮอลเ์พื่อสุขอนามัยส าหรับมอืทีห่้ามผลิต น าเข้า หรือขาย พ.ศ.2563 และมีผลิตภัณฑ์จ านวน 8 ตัวอย่าง

(A) (B) 
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จาก 78 คิดเป็นร้อยละ 10.3 ที่มีความเข้มข้นของแอลกอฮอล์อยูร่ะหว่าง 60-70% ซึ่งมีฤทธ์ิฆ่าเช้ือโรคได้บ้าง

แต่ประสิทธิอาจลดลงจงึห้ามการผลิต น าเข้า หรือขายตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขปี พ.ศ.2563 ขณะที่

ผลิตภัณฑ์จ านวน 5  จาก 78 ตัวอย่างมีความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ต่ ากว่ารอ้ยละ 60% โดยปริมาตร 

จากผลิตภัณฑ์ที่มีความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ต่ ากว่า 70% โดยปริมาตรทัง้หมด 13 ตัวอย่าง พบว่ามา

จากแหล่งจ าหน่ายแตกต่างกันคือ 7 ตัวอย่างซื้อมาจากร้านยาที่ต่างๆในกรุงเทพและปริมณฑล 2 ตัวอย่างซื้อ

จากห้างสรรพสินค้า และ 4 ตัวอย่างซื้อจากร้านค้าออนไลน ์    

5. การวิเคราะห์ปริมาณ hydrogen peroxide 

การวิเคราะห์ปริมาณ hydrogen peroxide ในผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคใช้วิธี redox titration จาก 

USP2021 โดยใช้สารละลายมาตรฐาน potassium permanganate (KMnO4) ปฏิกิริยาการ 

standardization และ assay เป็นดังต่อไปนี ้

ปฏิกิริยา Standardization 

 

ปฏิกิริยา Assay 

 

 5.1 การทวนสอบวิธีวิเคราะห์ (method verification) 

5.1.1 Accuracy 

ตารางที่ 24. ผลการศึกษา accuracyของวิธีวิเคราะห์ปริมาณhydrogen peroxide 

Parameter Sample number 
1 2 3 4 5 6 

Conc. Found (%) 3.40 3.40 3.41 3.41 3.40 3.41 
Conc. Added (%) 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36 
% Recovery 101.0 101.3 101.6 101.6 101.3 101.6 
Average 101.4 
SD 0.23 
%RSD 0.22 

 

ค่า % recovery ในช่วง 99.1-100.2% ผ่านเกณฑ์ยอมรบั 
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  5.1.2 Precision 

ตารางที่ 25. ผลการศึกษา precisionของวิธีวิเคราะห์ปริมาณhydrogen peroxide 

Parameter Sample number 
1 2 3 4 5 6 

Conc.found (%) 3.47861 3.48325 3.48325 3.47861 3.48325 3.47861 

SD 0.00254 

%RSD 0.07308 
ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างซ้ าทั้งหมด 6 ซ้ าได้ค่า % RSD 0.07 ผ่านเกณฑ์ยอมรับ 

 

 5.3 ผลการตรวจวิเคราะหผ์ลิตภัณฑ์hydrogen peroxide 

ตารางที่ 26. สรปุผลการตรวจวิเคราะห์น้ ายาฆ่าเช้ือโรค hydrogen peroxide 

Sample Labelled 
conc (% 

W/V) 

Conc. 
Found* 
(%W/V) 

Dilution Conc. 
After 

dilution 
(%W/V) 

เลข
ทะเบียน/
เลขจดแจ้ง 

MFD/EXD** ผู้ผลิต 

H001 3 3.5 - 3.5 / / / 
H002 3 3.3 - 3.5 / / / 
H003 50 59.1 60mL 

to 940 
mL 3.5 

x x x 

H004 6 6.3 1:2 3.2 / / / 
H005 3 3.1 - 3.1 / / / 
H006 6 6.0 1:2 3.0 / / / 
H007 6 6.1 1:2 3.1 / / / 
H008 3 3.3 - 3.3 / / / 
H009 3 3.1 - 3.1 / / / 

 

* Acceptance criteria for topical solution: 2.5–3.5 g in 100 mL 

** MFD/EXD = วันผลิต/วันหมดอายุ 
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Hydrogen peroxide 
contents

Hydrogen peroxide < 2.5 or > 3.5 g/100 mL

Hydrogen peroxide 2.5- 3.5 g/100 mL

(A) 

Labelling

Complete labelling, 88.9%

Incomplete labelling, 11.1%

(B) 

 ผลิตภัณฑ์ 8 จาก 9 ตัวอย่าง คิดเป็น 85.7 % มีข้อมูลเลขทะเบียนหรือเลขที่จดแจ้ง วันผลิตวัน

หมดอายุ ช่ือที่อยู่ของผูผ้ลิต 

 ผลิตภัณฑ์ทัง้หมด 9 ตัวอย่าง คิดเป็น 100% ที่ไม่ได้เจือจางหรือเมื่อเจอืจางในอัตราส่วนที่แนะน าบน

ฉลากผลิตภัณฑ์จะมีความเข้มข้นของ hydrogen peroxide อยู่ในช่วง 2.5-3.5 กรัม  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 11. (A) แผนภูมิแสดงผลการตรวจสอบปรมิาณ hydrogen peroxide ในผลิตภัณฑ์ทั้งหมด (B) แผนภูมิ

แสดงความสมบรูณ์ของฉลากผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือ hydrogen peroxide 
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สรุปผลการด าเนินงาน 

โครงการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือโรคได้ท าการสุม่ตรวจวิเคราะหป์รมิาณสารส าคัญใน 4 กลุ่ม

ผลิตภัณฑ์รวม 105 ตัวอย่างดังนี ้

 ผลิตภัณฑ์เจลแอลกอฮอล์ และแอลกอฮอล์ชนิดน้ ารวมทั้งสเปรย์ จ านวนรวม 78 ตัวอย่าง 

 ผลิตภัณฑ์น้ ายาฆ่าเช้ือโรคที่มสีารออกฤทธ์ิ benzalkonium chloride จ านวนรวม 14 ตัวอย่าง 

 ผลิตภัณฑ์น้ ายาฆ่าเช้ือโรคที่มสีารออกฤทธ์ิ chloroxylenol จ านวนรวม 4 ตัวอย่าง 

 ผลิตภัณฑ์น้ ายาฆ่าเช้ือโรคที่มสีารออกฤทธ์ิ hydrogen peroxide จ านวนรวม 9 ตัวอย่าง 

ผลการตรวจสอบข้อมลูฉลากบนผลิตภัณฑ์ โดยการตรวจสอบเลขทะเบียนหรือเลขทีจ่ดแจง้ วันที่

ผลิต/วันหมดอายุ และบริษัทผู้ผลิต พบว่า 91 จาก 105 ตัวอย่างมีข้อมลูทีส่ าคัญเหล่าน้ีครบถ้วน ในขณะที่ 14 

จาก 105 ตัวอย่าง มีข้อมูลไม่สมบรูณ์ 

การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารออกฤทธ์ิหรอืสาระส าคัญใช้วิธีมาตรฐานหรือวิธีที่พัฒนาข้ึนและ

ตรวจสอบความถูกต้องแล้วดังนี ้

 การวิเคราะห์ปริมาณ ethanol และ isopropanol ในผลิตภัณฑ์เจลแอลกอฮอล์ และแอลกอฮอล์

ชนิดน้ ารวมทั้งสเปรย์ ใช้วิธี Gas chromatography flame ionization detector ซึ่งเป็นวิธีที่มกีารเผยแพร่

แล้ว และท าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีก่อนใช้งาน เนื่องจากมีการใช้ GC column ที่มีขนาดแตกต่าง

จากวิธีที่เผยแพร ่

 การวิเคราะห์ปริมาณ benzalkonium chloride ใช้วิธี redox titration ตาม USP2021และท าการ

ทวนสอบความถูกต้องของวิธี (method verification) ก่อนใช้งาน 

 การวิเคราะห์ปริมาณ chloroxylenol ใช้วิธี high-performance liquid chromatography ที่

พัฒนาข้ึนใหม่และท าการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี(method validation) ก่อนใช้งาน 

 การวิเคราะห์ปริมาณ hydrogen peroxide ใช้วิธี redox titration ตาม USP2021และท าการทวน

สอบความถูกต้องของวิธี (method verification) ก่อนใช้งาน 

การประเมินคุณภาพผลิตภัณฑจ์ะใช้เกณฑ์ตามที่ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยาแนะน า13โดย

ที่ผลิตภัณฑ์ที่ใช้ได้โดยไม่ต้องเจือจางหรือเจือจางตามค าแนะน าแล้วควรมีปริมาณสารส าคัญดังนี้ 

- ผลิตภัณฑ์แอลกอฮอล์ที่ใช้ท าความสะอาดมือแทนการล้างมอืควรมีแอลกอฮอล์ไม่ต่ ากว่า 70% โดย

ปริมาตร 

- ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดที่มี benzalkonium chloride เป็นสารออกฤทธ์ิควรมีความเข้มข้นไม่ต่ า

กว่า 0.05% 
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- ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดที่มี chloroxylenol เป็นสารออกฤทธ์ิควรมีความเข้มข้นไม่ต่ ากว่า 0.12% 

- ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดที่มี  hydrogen peroxide เป็นสารออกฤทธ์ิควรมีความเข้มข้นไม่ต่ ากว่า 

0.5% 

 

ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาระส าคัญในผลิตภัณฑ์ทั้งหมดพบว่า 88 จาก 105 ตัวอย่างมีปริมาณ

สารส าคัญเป็นไปตามเกณฑ์ทีส่ามารถใช้งานได้ ขณะที่ 17 จาก 105 ตัวอย่างเมื่อใช้โดยตรงหรือเจือจางตาม

ค าแนะน าบนฉลากแล้วจะมปีริมาณสารส าคัญน้อยกว่าความเข้มข้นที่ อย.แนะน า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12. (A) แผนภูมิแสดงผลการตรวจสอบปรมิาณสารส าคัญในผลิตภัณฑ์ทัง้หมด (B) แผนภูมิแสดงความ

สมบรูณ์ของฉลากผลิตภัณฑ์ฆ่าเช้ือทัง้หมดที่ท าการศึกษา 

 

ผลิตภัณฑ์ 17 ตัวอย่างที่มีปริมาณสารส าคัญต่ ากว่าความเข้มข้นที่ อย.แนะน า พบว่า 4 จาก 17 

ตัวอย่างเป็นผลิตภัณฑ์กลุ่ม benzalkonium chloride โดยทั้ง 4 ตัวอย่างจัดซื้อจากช่องทางออนไลน์ และ 3 

จาก 4 ตัวอย่างมีข้อมลูบนฉลากไม่ครบถ้วนโดยเฉพาะเลขทีจ่ดแจ้งซึ่งไมร่ะบทุั้ง 3 ผลิตภัณฑ์ตัวอย่างขณะที่ 13 

จาก 17 ตัวอย่างที่มีปริมาณสารส าคัญต่ ากว่าความเข้มข้นที่ อย.แนะน า เป็นผลิตภัณฑ์กลุ่มแอลกอฮอลท์ั้ง

แอลกอฮอลเ์จลและสเปรย์ โดย 7 จาก 13 ตัวอย่างซื้อจากร้านขายยาบางแห่ง 4 จาก 13 ตัวอย่างซื้อจาก

ช่องทางออนไลน์ และ 2 จาก 13 ตัวอย่างซื้อจากห้างสรรพสินค้า  

 

 

Summary of labelling

Complete labelling, 86.7 %

Incomplete labelling, 13.3%

Summary of active 
ingradient contents

Effective concentration, 83.8%

lower effective concentration, 16.2%

(A) (B) 
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ตาราง A1. การเปลี่ยนความเข้มข้นของ ethanol จาก %V/V เป็น % W/W 

Conc.  of 
EtOH(%v/v) Density (g/mL)* Volume of solution (100 

mL) to mass  Mass of EtOH (g)  Conc.  of 
EtOH(%w/w)  

60.0 0.90916 90.916 47.35 52.1 
62.0 0.90463 90.463 48.93 54.1 
67.7 0.89122 89.122 53.43 60.0 
68.7 0.88879 88.879 54.22 61.0 
70.0 0.88559 88.559 55.24 62.4 
72.4 0.87954 87.954 57.14 65.0 
77.0 0.86751 86.751 60.77 70.0 
80.0 0.85929 85.929 63.14 73.5 
81.3 0.85564 85.564 64.16 75.0 
85.5 0.84339 84.339 67.48 80.0 
89.5 0.83089 83.089 70.63 85.0 
92.5 0.82071 82.071 73.00 88.9 
93.3 0.81784 81.784 73.63 90.0 
96.8 0.80421 80.421 76.39 95.0 

*Density of Mixtures of Ethanol and Water at 20°C1 

การเปลี่ยนความเข้มข้นจาก % V/V เป็น % W/W โดยใช้ค่า 

- Density ของ Ethanol ที่ 20C = 0.7892 g/mL2 

- Density ของน้ าที่ 20C = 0.9982 g/mL3 

ตัวอย่าง การเปลี่ยนจากความเข้มข้น 77% V/V เป็น 70% W/W 

ความหนาแน่นของสารละลาย 77% V/V = 0.86751 

สารละลาย 77% V/V ปริมาตร 100 mL จะมีน้ าหนัก = 100 x 0.86751 g = 86.751 g 

น้ าหนักของ ethanol 77 mL = 77 x 0.7892 g = 60.77 g 

สารละลาย 86.751 g มี ethanol 60.77 g 

สารละลาย 100 g จะมี ethanol = (60.77/86.751) x 100 = 70.0 g 

หรือ 70.0 % W/W 

เอกสารอ้างอิง 

1. https://www.handymath.com/cgi-bin/ethanolwater3.cgi 

2. https://www.ic.gc.ca/eic/site/mc-mc.nsf/eng/lm00128.html 

3. https://www.engineeringtoolbox.com/water-density-specific-weight-d_595.html 
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