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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถปุระสงค์:  ฟรเิดลนี (friedelin) เป็นสารออกฤทธ์ิชนดิหนึง่ทีพ่บในรากกญัชา (Cannabis sativa L. 

roots) มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ต้านออกซิเดชัน ต้านอักเสบ และบรรเทาอาการปวด สมุนไพรนี้มีการใช้ประโยชน์ทั้ง

ทางยาและผลิตภัณฑ์สขุภาพ แต่ยงัไม่มีวิธีการควบคุมคณุภาพสมุนไพรชนิดนี ้การศึกษานีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพือ่พฒันา

วิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชาด้วยวิธีเดนซิโทเมทรีโครมาโทกราฟีผิวบาง (thin layer chromato-graphy 

densitometry, TLC densitometry) 

	 วิธีการศึกษา:  สรุปวิธีวิเคราะห์ได้ดังน้ี คือ น�ำสารละลายตัวอย่างรากกัญชามาวิเคราะห์ด้วยเครื่องเดนซิโท-

มิเตอร์โครมาโทกราฟีผิวบาง (TLC densitometer) โดยใช้น�้ำยาแยกที่ผสมด้วยโทลูอีนและคลอโรฟอร์มในอัตราส่วน 

9:1 ตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร หลังพ่นด้วยสารละลายวานิลลินในกรด 

ซัลฟูริก 

	 ผลการศึกษา:  ผลการทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของฟรเิดลนีมีลกัษณะ

เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 25.99-831.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9990 

ร้อยละของการคืนกลบัของสารฟรเิดลนีอยูใ่นช่วงร้อยละ 100.57-102.45 มีขีดจ�ำกดัของการตรวจพบและขดีจ�ำกดัของ

การวดัเชงิปรมิาณ เท่ากบัร้อยละ 0.006 และ 0.021 โดยน�ำ้หนักแห้งของรากกญัชา (ไมโครกรมั/ไมโครกรมั) ตามล�ำดับ  

ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชามีค่าเฉลี่ยร้อยละ 0.025 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม)

	 อภปิรายผล:  ในการสกัดรากกญัชานัน้จะเลอืกใช้เฮกเซนเป็นตัวท�ำละลายเพราะเฮกเซนมีคณุสมบติัไม่มีขัว้สงู

สามารถละลายสารฟรเิดลนีซ่ึงเป็นสารท่ีมีคุณสมบัติไม่มีขัว้สงูเช่นกนัออกมาจากรากกญัชาได้มากกว่าเมือ่เปรยีบเทียบ

กบัการสกัดด้วยเอทานอล วธีิวเิคราะห์ทีพ่ฒันาขึน้มาใหม่ ประหยดัวฏัภาคเคลือ่นที ่และวฏัภาคทีอ่ยูก่บัท่ี ท่ีใช้คือแผ่น 

HPTLC ซึง่มีราคาถกูกว่าเม่ือเทียบกบัคอลมัน์ของวธีิ GC-MS/FID ดังนัน้จงึเลอืกใช้เครือ่งเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟี 

ผิวบางในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชา

	 ข้อสรุป:  วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นนี้มีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีน

ในรากกัญชาและสามารถน�ำไปสู่การก�ำหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�ำคัญในรากกัญชาต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:  รากกัญชา, ฟริเดลีน, เดนซิโทเมทรีโครมาโทกราฟีผิวบาง
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Friedelin is an active ingredient present in Cannabis sativa L. roots and pos-
sesses antioxidant, anti-inflammatory and pain relief properties. Although cannabis is widely used in traditional 
medicine and as health products, there is no quality control method for it. The objective of this study was to develop 
an analytical method for determining the friedelin content in C. sativa roots using thin layer chromatography (TLC) 
densitometry.
	 Methods:  A sample solution of C. sativa roots was injected into the TLC system. The solvent was a mixture 
of toluene and chloroform (9:1 ratio). After that, the plate was sprayed with vanillin-H2SO4 solution and detected 
with ultraviolet light (366 nm).
	 Results:  This method was validated by establishing the linearity for friedelin concentrations ranging from 
25.99 to 831.60 µg/mL with a determination correlation coefficient (r) of 0.9990. The % recovery was in the range 
of 100.57–102.45%. The limits of detection and quantitation were equal to 0.006% and 0.021% w/w (dry weight  
C. sativa roots, µg/µg), respectively. The average content of friedelin in C. sativa roots was 0.025% w/w (dry 
weight C. sativa roots, µg/µg). 
	 Discussion:  In extracting C. sativa roots, hexane was chosen as a solvent because it has high nonpolar 
properties; and it is able to dissolve more friedelin, a substance with nonpolar properties as well, from the C. sativa 
roots, compared to ethanol extraction. In the newly developed analytical method, the stationary cycle used was 
HPTLC plates, which were cheaper, compared to the columns of the GC-MS/FID method. Thus, a TLC dosimeter 
was used to develop the method for determining the amount of friedelin in C. sativa roots.   
	 Conclusion and Recommendation:  This newly developed method is suitable and can be used to analyze 
the content of friedelin in C. sativa roots; and the appropriate specification of friedelin content in C. sativa roots 
can be established.

	 Key words:  Cannabis sativa L. roots, friedelin, thin layer chromatography densitometry

บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 กัญชา มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis 

sativa L. จัดอยูใ่นวงศ์ Cannabaceae มชีือ่เรียกอ่ืน 

เช่น กญัชาจีน, คนุเข้า, ปาง, ยานอ, Hashish, Hemp, 

Indian hemp, Marijuana เป็นต้น[1] รากกัญชาจะ

ประกอบด้วยรากแก้ว และรากฝอยจ�ำนวนมาก มีสี

ขาวอมเหลือง (Figure 1)  สารออกฤทธิ์ในรากกัญชา

ได้แก่ สารฟริเดลีนเป็นสารประกอบท่ีพบมากในราก

กัญชา มีสรรพคุณ แก้ปวด ลดไข้ ต้านอักเสบ มีสูตร 

โครงสร้าง (Figure 2) นอกจากนี้ยังพบสารกลุ่ม 

เทอร์พนี (terpene) ช่ืออพีฟิริเดลานอล (epifriedela-

nol) มีสรรพคุณต้านและยับยั้งการโตของเนื้องอก 
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สารกลุม่โมโนเทอร์พนี (monoterpene) เช่น คาร์โวน 

(carvone) และไดไฮโดรคาร์โวน (dihydrocarvone) 

มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย ต้านเชื้อรา ต้านการอักเสบ ต้าน

มะเร็ง สารอะโทรปีน (atropine) มีฤทธ์ิคลายกล้าม

เนื้อตา และขยายหลอดลมในปอด[2] 

	 จากข้อมูลการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ข้างต้น

แสดงถึงฤทธ์ิทางชีวภาพของรากกัญชาที่น่าสนใจ

หลายชนิด มีศักยภาพสามารถน�ำไปพัฒนาต่อยอด

เป็นผลิตภัณฑ์ยารักษาโรคหรือผลิตภัณฑ์เคร่ือง

ส�ำอางได้ ท�ำให้ข้อมูลในการควบคุมคุณภาพทางเคมี

ของรากกัญชาเป็นสิ่งจ�ำเป็น ปัจจุบันการพัฒนาราก

กัญชาเพื่อประโยชน์ทางการแพทย์ จ�ำเป็นต้องมีการ

ศึกษาการพัฒนาสารสกัด การแยกสารบริสุทธ์ิ เพื่อ

ให้เป็นพืชที่สามารถใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้

อย่างเหมาะสม และในการน�ำรากกัญชามาเป็นองค์

ประกอบในการปรุงต�ำรับยานั้น จ�ำเป็นต้องมีข้อมูล

ปริมาณสารส�ำคัญ แต่ปัจจุบันข้อมูลดังกล่าวยังมีอยู่

น้อย ในปีพ.ศ. 2560 มรีายงานการพฒันาวิธีวิเคราะห์

ปริมาณฟริเดลีนในสารสกัดและต�ำรับยาสมุนไพร

มะค่าไก่ด้วยวิธี high performance thin layer 

chromatography (HPTLC)[3] และในปีพ.ศ. 2564 

มีรายงานการวิเคราะห์ฟริเดลีนในสารสกัดรากกัญชา

ด้วยวิธี GC-MS/FID[4] 

	 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ท่ีจะพัฒนาวิธี

วิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชาด้วยวิธีเดนซิ- 

โทเมทรีโครมาโทกราฟีผิวบาง เพื่อใช้เป็นแนวทางใน

การประเมินคุณภาพวัตถุดิบของรากกัญชาท่ีพบใน

ประเทศไทย และใช้ในการวิจัยและพัฒนาต�ำรับยา

และผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรที่มีรากกัญชาเป็นส่วน

ผสม เพือ่เพิม่มลูค่าของรากกญัชาทางเศรษฐกจิต่อไป

Figure 1 Cannabis sativa L. roots

Figure 2  Chemical structure of Friedelin 
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1  ตัวอย่างสมุนไพร

	 รากกญัชาพนัธ์ุตะนาวศรีก้านแดงอาร์ด1ี (RD1) 

จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง (CANR1 และ CANR2) และพันธุ์

ตะนาวศรีก้านขาวดับเบิ้ลยูเอ1 (WA1) จ�ำนวน 2 

ตัวอย่าง (CANW1 และ CANW2) ถูกรวบรวมจาก

โครงการศึกษาการปลูกและขยายพันธุ์ต้นกัญชาภาย

ใต้สภาพโรงเรือนแบบปิดของสถาบันวิจัยสมุนไพร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และมหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร น�ำ

ตัวอย่างรากกัญชาสดซ่ึงมีอายุการปลูก 5 เดือน มา

คัดแยกเอาเฉพาะราก น�ำมาล้างด้วยน�้ำให้สะอาด ผึ่ง

ให้แห้งทีอ่ณุหภมูห้ิองพอหมาด ๆ  หัน่ให้เป็นชิน้เลก็ ๆ  

และอบให้แห้งด้วยตู้อบร้อนไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 45˚ซ 
นาน 72 ชั่วโมง น�ำตัวอย่างที่แห้งแล้วไปบดเป็นผง

หยาบ ผ่านแร่งที่มีขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร แล้ว

เก็บสมุนไพรในขวดแก้วสีชาที่มีฝาปิดสนิท ปิดฉลาก

ระบุชื่อสมุนไพร ปริมาณ และวันท่ีเตรียมตัวอย่าง 

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อน�ำมาศึกษาปริมาณสาร

ส�ำคัญในขั้นตอนต่อไป

	 1.2  สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐานฟริเดลีน ความบริสุทธ์ิ ≥ 99% 

(EXTRASYNTHESE, Batch: 05, ID: 0602/0)

	 1.3  สารเคมีและตัวท�ำละลาย

	 ethanol AR (RCI Labscan Limited, Thai-

land), methanol AR (RCI Labscan Limited, 

Thailand), ethyl acetate AR (Fisher Scientific, 

UK), hexane AR (RCI Labscan Limited, Thai-

land), chloroform AR (RCI Labscan Limited, 

Thailand), formic acid (Merck, Germany), 

sulfuric acid (Labscan, Thailand), vanillin 

(Sigma-Aldrich), absolute ethanol (RCI Lab-

scan Limited, Thailand) และน�้ำกลั่น (distilled 

water)

	 สารละลายทดสอบวานลิลนิ-กรดซัลฟริูก (van-

illin-sulfuric acid) เตรียมโดยละลาย สารวานิลลิน 

จ�ำนวน 3 กรัม ในแอ็บโซลูทเอทานอล (absolute 

ethanol) 100 มลิลลิติร เตมิกรดซัลฟริูก 0.5 มลิลลิติร 

และผสมให้เข้ากัน[5]

	 1.4  วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 HPTLC Silica gel 60F254 Glass plate 

ขนาด 20 5 10 เซนติเมตร No.1056420001 (Merck,  

Germany), Nylon filter syringe ขนาด 0.2 

ไมโครเมตร, กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, UK), 

เครื่องแก้ว และ micro pipette

	 1.5  เครื่องมือ

	 ตู้อบร้อนไฟฟ้ารุ่น UL-50 (memmert), เครื่อง

บดปั่น รุ่น RT 34 (ChyunTseh Industrial), เครื่อง

แร่ง รุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งท่ีมีขนาด

ช่อง 180 ไมโครเมตร (Endocott), เคร่ืองระเหย

สุญญากาศ ประกอบด้วย rotavapor รุ่น N-1000 

(Eyela) และอ่างน�ำ้แบบควบคมุอณุหภมูรุ่ิน SB-1000 

(Eyela), เครื่องท�ำสุญญากาศรุ่น A-3S (Eyela) และ

เครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน รุ่น CA-101 (Eyela), ชุด

เคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟีผิวบางประกอบ

ด้วยเครื่องพ่นสารตัวอย่าง (Automatic TLC Sam-

pler 4), เคร่ืองถ่ายภาพโครมาโตกราฟ (TLC Digital 

camera รุ่น TLC Visualizer 2) และเคร่ืองตรวจอ่าน

แผ่น TLC (TLC Scanner 3) ยี่ห้อ CAMAG และ

เครื่องชั่ง 4 ต�ำแหน่ง รุ่น XT 220A (Precisa)
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2. วิธีการศึกษา

	 2.1		การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท-

กราฟี

		  2.1.1	 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานฟริเดลีน ความ

เข้มข้น 800 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น�ำสารละลายสาร

มาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์

โครมาโทกราฟีผิวบาง

		  2.1.2	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายใน

การสกัด

	 	 สกดัตวัอย่างรากกญัชา น�ำ้หนกั 2 กรัม โดย

ใช้เฮกเซน (hexane) 100 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ 

เอทานอล (ethanol) 100 มลิลลิติร ด้วยวิธีรีฟลกัซ์ (re-

flux) เป็นเวลา 60 นาท ีกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

น�ำสารสกัดเฮกเซน และสารสกัดเอทานอล ไประเหย

แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและ

ปรบัปริมาตรด้วยคลอโรฟอร์ม (chloroform) จนครบ 

5 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร (volumetric 

flask) แล้วน�ำมาวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์

โครมาโทกราฟีผวิบาง เพือ่เปรียบเทยีบความสามารถ

ในการสกดัสารฟริเดลนีจากรากกญัชา โดยใช้วัฏภาค

เคลื่อนท่ี (mobile phase) ที่มีสารละลายผสมของ 

โทลอูนี (toluene) และคลอโรฟอร์ม ในอตัราส่วน 9: 1 

ตรวจสอบภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 

366 นาโนเมตร หลังจากพ่นด้วยสารละลายทดสอบ

วานิลลิน-กรดซัลฟูริกและให้ความร้อน 110˚ซ นาน 
5 นาที 

			  2.1.3	การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมใน

การสกัด

	 	 	 สกัดตัวอย่างรากกัญชา น�้ำหนัก 2 กรัม 

ด้วยเฮกเซน 100 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 

30, 60 และ 90 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 

4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหย

สุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย

คลอโรฟอร์ม จนครบ 5 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์

ด้วยเครื่องเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟีผิวบาง เพื่อ

เปรียบเทียบผลของเวลาที่ใช้ในการสกัดสารฟริเดลีน 

โดยที่วัฏภาคเคลื่อนที่ และการตรวจหา (detection) 

เหมือนกับ ข้อ 2.1.2

		  2.1.4	 การศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏ

ภาคเคลื่อนที่

	 	 การศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏภาค

เคลื่อนท่ี โดยพิจารณาจากความสามารถในการแยก

องค์ประกอบทางเคมีของสารในสารละลายตัวอย่าง

รากกัญชา และค่า hRf ที่เหมาะสมของฟริเดลีน ใน

สารละลายตัวอย่างรากกัญชา

	 เตรียมวัฏภาคเคลื่อนท่ี โดยผสมโทลูอีนและ

คลอโรฟอร์ม ในอัตราส่วน 7:3, 9:1 และสารละลาย

ผสมของคลอโรฟอร์มและเมทานอล ในอตัราส่วน 7:3 

น�ำมาใส่ในแทงค์ (tank) ทิ้งไว้อย่างน้อย 1-2 ชั่วโมง 

เพื่อให้บรรยากาศในแทงค์อิ่มตัว

			  2.1.5	การตรวจหา

	 	 	 น� ำแผ ่นเคลือบซิลิกาเจลไปพ ่นด ้วย 

สารละลายทดสอบวานิลลิน-กรดซัลฟูริก ให้ความ

ร้อน 110˚ซ นาน 5 นาที แล้วตรวจสอบภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

	 2.2		การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟริเดลีนในรากกัญชาท่ีพัฒนาข้ึนตามแนวปฏิบัติการ

ทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดย

ห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์

กระทรวงสาธารณสุข[6]

			  2.2.1	การทดสอบความเป็นเส้นตรง (lin-
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ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร และน�ำมาอ่านแผ่น

ด้วยเคร่ืองตรวจอ่านแผ่นโครมาโท-กราฟีผิวบาง น�ำ

ค่าพื้นที่ใต้พีค (area under curve, AUC) ที่ได้มา 

สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างพืน้ทีใ่ต้พคีกบั

ความเข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐาน จะได้กราฟ

มาตรฐาน (standard curve) และค่าสัมประสิทธ์ิ 

สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r) จากนั้น

ท�ำการวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีน ในสารละลาย

ตัวอย่างสารสกดัรากกญัชา โดยน�ำค่าพืน้ท่ีใต้พคีท่ีได้

เทียบกับกราฟมาตรฐาน

		  2.2.2 การทดสอบหาร้อยละของการคืนกลบั 

(% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 	 เตรียม sample blank (sample blank 

คอื ตวัอย่างรากกญัชาทีน่�ำมาสกดัและตรวจวเิคราะห์

หาปริมาณฟริเดลีน แล้วมีปริมาณสารฟริเดลีนใน

ปริมาณต�่ำ ๆ โดย ชั่งตัวอย่างรากกัญชา 2 กรัม สกัด

ด้วยเฮกเซน โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 นาที กรอง

ผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายทีไ่ด้ไประเหย

แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและ

ปรับปริมาตรด้วยคลอโรฟอร์ม จนครบ 5 มิลลิลิตร 

โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างท่ีได้

ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟี

ผิวบาง จ�ำนวน 6 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย (mean)

	 	 การเตรียม spiked sample ลงใน sample 

blank โดยเติมสารละลายมาตรฐานที่ความเข้มข้น 3 

ระดับ ๆ ละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 ครั้ง โดยเตรียม spiked 

sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150% 

	 	 เติมสารละลายสารมาตรฐานที่ความเข้มข้น 

3 ระดับ ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample 

blank (unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ และวิเคราะห์ spiked 

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคืนกลับ

earity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 	 ชั่งสารมาตรฐานฟริเดลีน น�้ำหนัก 10 

มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยคลอโรฟอร์ม 

จนครบ 10 มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้ววัดปริมาตร จะ

ได้ stock solution ของสารละลายสารมาตรฐาน 

ฟริเดลีน เข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนั้น

เจือจางให้ได้ 6 ระดับความเข้มข้น ตามล�ำดับ ใส่ลง

ในขวดแก้ววัดปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร แล้วปรับ

ปริมาตรด้วยคลอโรฟอร์ม จะได้ 6 ระดับความเข้ม

ข้น คือ 25.99, 51.98, 103.95, 207.90, 415.80 และ 

831.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

	 	 น� ำสารละลายตั วอย ่ า งสารสกัดและ

สารละลายสารมาตรฐานฟริเดลีน มาหยดบนแผ่น

เคลือบซิลิกาเจลในแนวระดับเดียวกัน ให้เป็นแถบ 

(band) ขนาด 6 5 0.45 มิลลิเมตร ด้วยเคร่ืองหยด

สารตัวอย่าง โดยหยดสารละลายตัวอย่างสารสกัด 

จ�ำนวน 1 แถบ ปริมาตร 15 ไมโครลิตร (วิเคราะห์ 3 

ซ�ำ้) และสารละลายสารมาตรฐาน 6 ระดบัความเข้มข้น 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตามล�ำดับ (ทุกระดับความ 

เข้มข้นวเิคราะห์ 3 ซ�ำ้) โดยให้ห่างจากขอบล่างประมาณ 

1.5 เซนติเมตร และให้มีระยะห่างระหว่างสารละลาย

แต่ละชนดิไม่น้อยกว่า 0.5 เซนติเมตร จากนัน้น�ำแผ่น

โครมาโทกราฟีผิวบางดังกล่าวมาจุ่มลงในแทงค์ ซ่ึง

อ่ิมตัวด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ ซ่ึงเป็นสารละลายผสม

ของโทลูอีนและคลอโรฟอร์มในอัตราส่วน 9:1 น�ำมา

ใส่ในแทงค์ ทิ้งไว้อย่างน้อย 1-2 ชั่วโมง ก่อนใช้ เพื่อ

ให้บรรยากาศในแทงค์อิ่มตัว รอจนวัฏภาคเคลื่อนที่

เป็นระยะทาง 8 เซนติเมตร จึงน�ำแผ่นโครมาโทกราฟี

ผิวบางออก ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องให้แห้ง แล้วจึงน�ำ

แผ่นเคลือบซิลิกาเจลไปพ่นด้วยสารละลายทดสอบ

วานิลลิน-กรดซัลฟูริก ให้ความร้อน 110˚ซ นาน 5 
นาที แล้วตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตที่
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	 %recovery   =	 (C1 – C2) 5 100

	 	 	 	 	 	 C3

	 เมื่อ	C1 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked 

sample

	 	 	 C2 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample 

blank

	 	 	 C3 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

	 การทดสอบความเที่ยง

	 repeatability วเิคราะห์ปริมาณสารฟริเดลนี ใน

ตวัอย่างรากกัญชา ซ�ำ้ 10 ครั้ง ในวนัเดียวกัน ค�ำนวณ

ค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD)

intermediate precision วิเคราะห์ปริมาณสาร 

ฟริเดลนี ในตัวอย่างรากกญัชา เป็นเวลา 3 วัน ๆ  ละ 10 

ซ�้ำ ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

			  2.2.3	การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจ

พบ (Limit of Detection, LOD)

	 	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ 

LOD จาก calibration curve

LOD (µg/ml), ค่าประมาณ	 =	 3 5 standard error/slope

LOD (%w/w), ค่าประมาณ	 =	 LOD (µg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                                           	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างรากกัญชา โดยชั่ง

ตัวอย่างรากกัญชา 2 กรัม สกัดด้วยเฮกเซน โดย 

วิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 นาที กรองผ่านกระดาษกรอง

เบอร์ 4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ือง

ระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตร

ด้วยคลอโรฟอร์มจนครบ 5 มิลลิลิตร โดยใช้ขวด

แก้ววัดปริมาตร 

	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD แล้วตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนใน spiked sample 6 ซ�้ำ

			  2.2.4	การทดสอบขดีจ�ำกดัของการวดัเชงิ

ปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)

	 	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จาก cali-

bration curve  ดังนี้

LOQ (µg/ml), ค่าประมาณ	 =	 10 5 standard error/slope

LOQ (%w/w), ค่าประมาณ	 =	 LOQ (µg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                          	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มี

ความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้ว

ตรวจวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลนีใน spiked sample 6 

ซ�้ำ ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์

และร้อยละของการคืนกลับ

			   2.2.5	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 	 หยดสารละลาย standard solution ความ

เข้มข้น 831.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารละลาย

ตัวอย่างเพื่อตรวจสอบการแยกองค์ประกอบทางเคมี

ของสารในสารละลายตัวอย่างรากกัญชา และค่า hRf 

ที่เหมาะสมของฟริเดลีนในสารละลายตัวอย่างราก

กัญชา

	 2.3		การวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในราก

กัญชา

			  2.3.1	การเตรียมสารละลายตัวอย่างราก

กัญชา



403J Thai Trad Alt Med	 Vol. 21  No. 2  May-Aug  2023

สกัดตัวอย่างรากกัญชา (รากกัญชาของกัญชาพันธุ์

ตะนาวศรีก้านแดง ตัวอย่างท่ี 1 และตัวอย่างท่ี 2, 

CANR1 และ CANR2, รากกัญชาพันธุ์ตะนาวศรี

ก้านขาว ตัวอย่างท่ี 1 และตัวอย่างที่ 2, CANW1 

และ CANW2) น�้ำหนัก 2 กรัม ด้วยเฮกเซน ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 นาที กรอง

และน�ำสารสกัดท่ีได้มาระเหยแห้ง ละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยคลอโรฟอร์มจนครบ 5 มิลลิลิตร โดย

ใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้

ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟี

ผิวบาง

	  วิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในตัวอย่างวัตถุดิบ

รากกัญชา จ�ำนวน 4 ตัวอย่าง ด้วยวิธีท่ีพัฒนาข้ึน 

โดยที่แต่ละตัวอย่างให้วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่า

เฉลี่ย (mean)

	 การค�ำนวณความเข้มข้นของสารท่ีวิเคราะห์ใน

ตัวอย่างรากกัญชา (ร้อยละโดยน�้ำหนักแห้งของราก

กัญชา, % w/w)

CS (% w/w)	 =	 C0 (µg/ml) 5 ปริมาตรที่เตรียม (ml) 5 ระดับเจือจาง 5 100

	 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เมื่อ	 C0		 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน

	 CS		 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์เพื่อแปลงเป็นร้อยละโดยน�้ำหนัก

ผลการศึกษา

1. การศกึษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

	 1.1		การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท-

กราฟี

	 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ ี

หลังจากน�ำสารละลายมาตรฐานของฟริเดลีนและ

สารละลายตัวอย่างรากกัญชาไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง

เดนซิโทมเิตอร์โครมาโทกราฟีผวิบาง พบว่าอตัราส่วน

ส่วนผสมของตวัท�ำละลายท่ีท�ำให้เกดิการแยกสารได้ดี 

และเหมาะสมในการแยกสารฟริเดลนี คอื โทลอีูนและ

คลอโรฟอร์ม ในอัตราส่วน 9:1 (Figure 3)

Figure 3	 Chromatogram of Cannabis sativa L. roots sample solution (1, 2, 3, 4, 5 and 6) and standard solu-
tion of friedelin (7 and 8). Spray with vanillin-sulfuric acid, heat at 110˚C for 5 minutes and then 
examine under ultraviolet light 366 nm. Developing solvent system 1: Toluene and chloroform (7:3), 
system 2: Toluene and chloroform (9:1) and system 3: Chloroform and methanol (7:3).

	 System 1	 System 2	 System 3
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โครมาโทกราฟีผิวบาง ค่าพื้นท่ีใต้พีคเฉลี่ยของสาร 

ฟริเดลนีท่ีสกดัด้วยเฮกเซน มค่ีาเฉลีย่เท่ากบั 0.00255 

และที่สกัดด้วยเอทานอล มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.00210 

(Figure 4 and 5)

	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเด

ลีนในรากกัญชา จึงเลือกใช้เฮกเซนเป็นตัวท�ำละลาย

ในการสกัดรากกัญชา

	 1.3		การศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการสกดั

	 การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัด 

พบว่าสารละลายที่ได้จากการสกัดตัวอย่างรากกัญชา 

ซ่ึงสกัดด้วยวิธีเดียวกันโดยการรีฟลักซ์กับเฮกเซน 

แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน เมื่อน�ำมา

วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟี

ผิวบาง และน�ำมาอ่านแผ่นด้วยเคร่ืองตรวจอ่านแผ่น

โครมาโทกราฟีผิวบางพบว่าค่าพ้ืนท่ีใต้พีคของสาร 

ฟริเดลีนจากการสกัดด้วยระยะเวลา 30 นาที มีค่า

น้อยกว่าระยะเวลาสกัด 60 และ 90 นาที แต่ค่าพื้นที่

ใต้พคีของสารฟริเดลนีจากการสกดัด้วยระยะเวลา 60 

และ 90 นาท ีไม่แตกต่างกนั (Figure 6 and Table 1)

	 1.2		การเลอืกชนดิของตัวท�ำละลายในการสกดั

	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายในการสกัด ผล

การศึกษาพบว่าเมื่อน�ำสารละลายที่ได้จากการสกัด

รากกัญชาด้วยเฮกเซนและเอทานอล วิเคราะห์ด้วย

เคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟีผิวบาง ตัวอย่าง

ละ 3 ซ�้ำ พบแถบสารฟริเดลีน ที่ hRf เฉลี่ยเท่ากับ 

39.7 และเมือ่น�ำมาอ่านแผ่นด้วยเคร่ืองตรวจอ่านแผ่น

Figure 4	 Chromatogram of friedelin extraction results 
in Cannabis sativa L. roots with hexane (1, 2 
and 3), ethanol (4, 5 and 6) compare with 
standard solution of friedelin (7 and 8) were 
examined under ultraviolet light 366 nm

Figure 5	 Densitogram of friedelin extraction results in Cannabis sativa L. roots with hexane (1, 2 and 3), ethanol 
(4, 5 and 6) compare with standard solution of friedelin (7 and 8) were examined under ultraviolet 
light 366 nm
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Figure 6	 Effect of extraction time to extract friedelin from Cannabis sativa L. roots: 30 minutes (1 and 2), 60 
minutes (3 and 4) and 90 minutes (5 and 6)

Table 1  Area under the peak of friedelin was extracted with hexane at 30, 60 and 90 minutes

	 No.	 Sample	 Vial	 hRf	 Area peak

	 1	 Hexane extract (30 นาที)	 1	 40.1	 0.00133
	 2	 Hexane extract (30 นาที)	 2	 39.3	 0.00152
	 3	 Hexane extract (60 นาที)	 1	 39.5	 0.00254
	 4	 Hexane extract (60 นาที)	 2	 39.3	 0.00242
	 5	 Hexane extract (90 นาที)	 1	 40.0	 0.00255
	 6	 Hexane extract (90 นาที)	 2	 39.7	 0.00246

	 ดังนั้น ในการพัฒนาวิ ธีวิ เคราะห ์ปริมาณ 

ฟริเดลีนในรากกัญชา จึงเลือกใช้เฮกเซนเป็นตัวท�ำ

ละลายในการสกัดและใช้เวลาในการสกัด 60 นาที

ความยาวคลื่นในการตรวจวัดสารฟริเดลีน 

	 จากการสงัเกตลกัษณะของโครมาโทรแกรมพบ

ว่าพีคของสารสกัดเฮกเซนจากรากกัญชาซ้อนทับกัน

กบัพคีของสารมาตรฐานฟริเดลนี ที ่hRf  เฉลีย่เท่ากบั 

39.7 และเมื่อใช้วิธีการตรวจวัด UV spectrum พีค

ท่ีซ้อนทับกันนั้น พบว่าสารท้ังสองมีการดูดกลืนแสง

สูงสุดที่ความยาวคลื่นเดียวกัน (Figure 7)	
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Figure 7	 Ultraviolet spectrum of friedelin in Cannabis sativa L. roots sample solution (1) compare with standard 
solution of friedelin (2). Analyzed withthin layer chromatography densitometer. After spraying with 
vanillin-sulfuric acid test solution, heat to 110˚C for 5 minutes, then examine under ultraviolet light 
366 nm and detect the plate with thin layer chromatography scanner.

	 ดงันัน้ ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณฟริเดลนี 

ในรากกัญชา จึงเลือกตรวจวัดการดูดกลืนแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร

	 1.4 การศึกษาชนิดและสัดส่วนของวัฏภาค

เคลื่อนที่

	 พบว่าสัดส่วนของวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่ท�ำให้การ

แยกองค์ประกอบทางเคมขีองสารและค่า hRf ทีเ่หมาะ

สมของฟริเดลีนในสารละลายตัวอย่างรากกัญชา 

คือ สารละลายผสมของโทลูอีนและคลอโรฟอร์มใน

อตัราส่วน 9:1 เมือ่เปรยีบเทยีบกบัสดัส่วนสารละลาย

ผสมของโทลูอีนและคลอโรฟอร์มในอัตราส่วน 7:3 

และสารละลายผสมของคลอโรฟอร์มและเมทานอล

ในอัตราส่วน 7:3 (Figure 3)

2. การทดสอบความใช้ ได้ของวิธีวิเคราะห์

	 2.1		การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห ์

	 จากกราฟมาตรฐาน (calibration curve) 

ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานและ

พื้นท่ีใต้พีค พบว่าความเข้มข้นของสารละลายสาร

มาตรฐานฟริเดลีนกับพื้นท่ีใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้น

ตรง ในช่วงความเข้มข้น 25.99-831.60 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 

0.9990 (Figure 8 and 9)
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Figure 9  Calibration curve of friedelin concentration range of 25.99-831.60 µg/mL

Figure 8  Densitogram of standard solution of friedelin concentration range of 25.99-831.60 µg/mL

r = 0.9990
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	 2.2		การทดสอบร้อยละของการคืนกลับและ

ความเที่ยง

	 เมื่อเติมสารละลายสารมาตรฐานฟริเดลีนที่

ความเข้มข้นระดบัต่าง ๆ  ในช่วงการใช้งาน 3 ระดบั ลง

ใน sample blank วิเคราะห์ sample blank จ�ำนวน 

6 ซ�้ำ และวิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้ำ 

แต่ละซ�ำ้ท�ำ duplicate ตามล�ำดบั การเตรียม spiked 

sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150% ความเข้ม

ข้นของฟริเดลีนที่ค�ำนวณได้เท่ากับร้อยละ 35.71, 

52.63 และ 62.50 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ

	 การค�ำนวณ

	 sample blank ที่วิเคราะห์ได้ มีปริมาณความ

เข้มข้นของฟริเดลนีเฉลีย่ 21.60 ไมโครกรัม/มลิลลิติร 

(แทนค่าพ้ืนที่ใต้พีคของฟริเดลีนที่ค่า y จากสมการ

เส้นตรง y = 0.00002x + 0.0004 จะได้ค่า x คือ 

ปริมาณความเข้มข้นของฟริเดลีนที่ค�ำนวณได้)

	 ความเข้มข้นของฟริเดลีนใน sample blank 

(%w/w) โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา

เท่ากับ (21.60 µg/mL) 5 (5 mL) 5 1 5 100/น�้ำหนัก

รากกัญชา 2.0043 µg /1,000,000 = 0.005%w/w

	 %recovery   =	 	(C1 – C2) 5 100

	 	 	 	 	 	 	 C3

ที่ระดับความเข้มข้นต�่ำ

	 C1	คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 30.862 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

	 C2	คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 21.600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3	คอื ความเข้มข้นของสารท่ีเติม เท่ากบั 9.281 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 %recovery =  (30.862-21.600) 5 100/9.281 = 99.79

เมื่อวิเคราะห์ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 คร้ัง จะได ้

%recovery = 101.43 ± 2.54 และ %RSD = 2.51

	 ในขณะเดียวกันการค�ำนวณร้อยละของการคืน

กลับที่ระดับความเข้มข้นระดับกลางและระดับสูง จะ

ค�ำนวณเหมอืนกนักบัระดบัความเข้มข้นต�ำ่ แต่จะต่าง

กันเฉพาะค่า C1 และ C3     

	 จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบ

ว่าร้อยละของการคืนกลับของสารฟริเดลีน อยู่ในช่วง 

100.57-102.45% (Table 2)

	 การทดสอบความเที่ยง

	 Repeatability วิเคราะห์ปริมาณสารฟริเดลีน

ในตัวอย่างรากกญัชา พบว่ามค่ีาร้อยละส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 1.77 (Table 3)

	 Intermediate precision, between-day 

วิเคราะห์ปริมาณสารฟริเดลีนในตัวอย่างรากกัญชา 

พบว่ามีค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

เท่ากับ 1.93 (Table 3)

Table 2  Results of percentage recovery and repeatability 

	 Analyzed	 Sample blank		 Spiked level 	 n = 6

	 substances	 (µg/mL)	 (%w/w)	 (%)	 (%w/w)	 %Recovery
						      mean ± SD 	 %RSD

	 Friedelin	 21.60	 0.005	 50	 35.71	 101.43 ± 2.54	 2.51

				    100	 52.63	 102.45 ± 1.14	 1.11

				    150	 62.50	 100.57 ± 1.58	 1.58

%Recovery acceptance criteria according to AOAC Peer-verified methods program on policies and procedures, Arlington, VA, USA (1998) 
is 95-105%
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	 2.3 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ 

การค�ำนวณ

	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOD จาก calibration 

curve

	 LOD (µg/mL), ค่าประมาณ  =  3 5  standard 

error/slope

	 standard error = 0.000188

	 slope = 0.000022 

	 LOD (µg/mL) ,  ค ่ าประมาณ = (3  5 

0.000188)/0.000022  =  25.636 µg/mL

Table 3  Results of repeatability and intermediate precision between-day 

Analyzed substances	 %RSD	 %RSD
	 of repeatability	 of intermediate precision 
		  between-day

Friedelin	 1.77	 1.93

	 LOD (%w/w), ค่าประมาณ 	=   LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100

                                                   	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

                                          	 =	 (25.636 5 5) 5 1 5 100/1,000,000/2.0043  =  0.006

	 พบว่า LOD ของการวิเคราะห์ฟริเดลีน เท่ากับ

ร้อยละ 0.006 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา 

	 2.4		การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ 

	 การค�ำนวณ

	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จาก calibration 

curve

	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ  =  10 5  standard  

error/slope

	 standard error = 0.000188

	 slope = 0.000022 

	 LOQ (µg/mL),  ค ่ าประมาณ = (10 5 

0.000188)/0.000022  =  85.455 µg/mL

	 LOQ (%w/w), ค่าประมาณ	 =	 LOD (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5  ระดับเจือจาง 5 100

                                                  		 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (µg)

                                   	 =	 (85.455 5 5) 5 1 5 100/1,000,000/2.0043   =   0.021

	 %recovery	 =	 (C1 – C2) 5 100

                                                                C3

	 ที่ความเข ้มข้นของ LOQ เท่ากับ 85.455 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C1	คอื ความเข้มข้นของสารใน spiked sample 

เท่ากับ 65.612 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

	 C2	คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank 

เท่ากับ 21.600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

	 C3	คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม เท่ากับ 

44.976 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร



410 วารสารการแพทย์แผนไทยและการแพทย์​ทางเลือก	 ปีที่ 21  ฉบับที่ 2  พฤษภาคม-สิงหาคม 2566

	 %recovery =  (65.612-21.600) 5  100/44.976 

= 97.86

	 เมื่อวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนใน spiked 

sample 6 ซ�้ำ การค�ำนวณร้อยละของการคืนกลับ ที่

เหลืออีก 5 ครั้ง จะค�ำนวณเหมือนกันกับครั้งแรก แต่

จะต่างกันเฉพาะค่า C1 และ C3     

	 เมื่อวิเคราะห์ 6 ซ�้ำ จะได้ %recovery = 100.40 

± 1.90 และ %RSD = 1.89

	 พบว่า LOQ ของการวิเคราะห์ฟริเดลีนเท่ากับ

ร้อยละ 0.021 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา โดย

มีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 1.89 และ 

ร้อยละของการคืนกลับอยู ่ในช่วงร้อยละ 97.86-

102.94 (Table 4)

Table 4  Results of Limit of Quantitation

	 Analyzed	 Spiked sample	 LOQ		  n = 6
	 substances	 (µg/ml))	 (% w/w)	 % Recovery	 % Recovery	 % RSD
					     mean ± SD	

	 Friedelin	 21.60	 0.021	 97.86	 100.40 ± 1.90	 1.89

				    99.89		

				    102.94		

				    101.92		

				    98.87		

				    100.91		

	 2.5		การทดสอบความจ�ำเพาะ

	 จากการหยดสารละลายสารมาตรฐานฟริเดลีน

และสารละลายตวัอย่างรากกญัชา พบว่าภายใต้สภาวะ 

โครมาโทกราฟีผิวบางท่ีพัฒนาขึ้น สามารถแยกสาร 

ฟริเดลีนและองค ์ประกอบทางเคมีของสารใน

สารละลายตัวอย่างรากกัญชาออกจากกันได้ โดยมี

ค่า hRf เฉลี่ยเท่ากับ 39.7 (Figure 10)

Figure 10  Densitogram of Cannabis sativa L. roots sample solution compare with standard solution of friedelin



411J Thai Trad Alt Med	 Vol. 21  No. 2  May-Aug  2023

3. การวเิคราะห์ปริมาณฟรเิดลีนเป็นร้อยละโดย

น�้ำหนักแห้งของรากกัญชา

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในตัวอย่าง

วตัถดุบิรากกญัชา CANR1, CANR2, CANW1 และ 

CANW2 พบว่าปริมาณฟริเดลีน มีค่าเฉลี่ยร้อยละ 

0.025 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) (Table 5)

Table 5	 The results showed friedelin contents in dried Cannabis sativa L. roots by thin layer chromatography 

densitometry

	 Sample	 Sample code	 Sample weight	 The concentration of friedelin 	 Friedelin content
			   (g)	 is calculated from a linear	 (% w/w) 
				    equation of Calibration curve
				    (µg/mL)	  

	 1	 CANR1	 2.0043	 115.756	 0.029

	 2	 CANR2	 2.0042	 90.608	 0.023

	 3	 CANW1	 2.0055	 104.325	 0.026

	 4	 CANW2	 2.0057	 87.560	 0.022

			   mean		  0.025

อภิปรายผล

	 รากกญัชาเป็นสมนุไพรทีม่ศีกัยภาพเชงิพาณิชย์

และมีประโยชน์ท้ังเป็นยาและเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพ 

แต่ยังไม่มีวิธีการควบคุมคุณภาพสมุนไพรชนิดนี้ 

มีรายงานการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ทางด้านเคม ี

เภสัชวิทยาและพิษวิทยามากมายที่สนับสนุนการใช ้

แต่การพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์นั้น ปัจจัยที่ส�ำคัญที่ควร

ค�ำนงึถงึคอื ปัจจัยด้านคณุภาพของสมนุไพรเนือ่งจาก

สารออกฤทธ์ิในรากกัญชา ได้แก่ สารฟริเดลีน เป็น

สารประกอบท่ีพบมากในรากกัญชา การศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีน 

ในรากกัญชาด้วยวิธีเดนซิโทเมทรีโครมาโทกราฟี

ผิวบาง ซ่ึงสามารถสรุปวิธีวิเคราะห์ได้ดังนี้ คือ น�ำมา

วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองเดนซิโทมิเตอร์โครมาโทกราฟี

ผิวบาง พบว่าอัตราส่วนส่วนผสมของตัวท�ำละลาย 

โทลูอีนและคลอโรฟอร์มในอัตราส่วน 7:3 นั้น แยก

องค์ประกอบทางเคมีของสารในสารละลายตัวอย่าง

รากกัญชาได้ไม่ดี แต่เมื่อเปลี่ยนอัตราส่วนเป็น 9:1 

แล้วจะท�ำให้เกิดการแยกสารได้ดีกว่าและเหมาะ

สมในการแยกสารฟริเดลีน ส�ำหรับส่วนผสมของตัว

ท�ำละลายคลอโรฟอร์มและเมทานอลในอัตราส่วน 7:3 

แม้ว่าจะแยกองค์ประกอบทางเคมขีองสารได้ดใีนช่วง

แรกแต่เมื่อถึงช่วงท่ีแยกสารฟริเดลีนนั้นจะแยกได้

ไม่ดีเพราะแถบของสารฟริเดลีนที่แยกได้มีลักษณะ

เป็นแถบหนา 

	 ในการสกัดรากกัญชานั้นจะเลือกใช้เฮกเซน

เป็นตัวท�ำละลายเพราะเฮกเซนมีคุณสมบัติไม่มีขั้ว

สูงสามารถละลายสารฟริเดลีนซ่ึงมีคุณสมบัติไม่มี

ข้ัวสูงเช่นกันออกมาจากรากกัญชาได้มากกว่าเมื่อ

เปรียบเทียบกับการสกัดด้วยเอทานอล การตรวจหา
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จะใช้สารละลายทดสอบวานิลลิน-กรดซัลฟูริก เพราะ

สารละลายทดสอบนี้สามารถตรวจหาสารกลุ่มไตร

เทอร์พีนอยด์ (triterpenoid) ได้ และสารฟริเดลีน 

เป็นสารกลุ่มไตรเทอร์พีนอยด์ด้วย ส่วนผลการ

ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่า 

calibration curve ของสารมาตรฐานฟริเดลีนมี

ลกัษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.07-106.89 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ 

(r) เท่ากับ 0.9990 ค่าร้อยละของการคืนกลับอยู ่

ในช่วง 100.57-102.45% LOD และ LOQ เท่ากับ

ร้อยละ 0.006 และ 0.021 โดยน�้ำหนักแห้งของราก

กัญชา (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ ปริมาณ

สารฟริเดลีนในตัวอย่างวัตถุดิบรากกัญชา CANR1, 

CANR2, CANW1 และ CANW2 มีค่าเฉลี่ยร้อยละ 

0.025 โดยน�้ำหนักแห้งของรากกัญชา (ไมโครกรัม/

ไมโครกรัม) วิธีเดนซิโทเมทรีโครมาโทกราฟีผิวบางที่

มกีารพัฒนาเพือ่ให้มปีระสทิธิภาพการแยกสาร ความ

ไวในการแยกสารทีด่ขีึน้ ใช้วฏัภาคเคลือ่นท่ีน้อยลง ไม่

ยุง่ยากในการตรวจวเิคราะห์ จากการศกึษานี ้เมือ่เพิม่

ปริมาณของสารละลายตัวอย่างรากกัญชาท่ีหยดลง

ไปบนแผ่นโครมาโทกราฟีผิวบางให้มากขึ้น หลังจาก

พ่นด้วยสารละลายทดสอบวานิลลิน-กรดซัลฟูริก ให้

ความร้อน 110˚ซ นาน 5 นาที แล้วตรวจสอบภายใต้
แสงสขีาว พบว่าแถบสารทีป่รากฏยงัแสดงสไีม่ชดัเจน 

การศึกษานี้จึงตรวจสอบภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต

ที่ความยาวคล่ืน 366 นาโนเมตร และน�ำมาอ่านแผ่น

ด้วยเคร่ืองตรวจอ่านแผ่นโครมาโทกราฟีผิวบาง เพื่อ

น�ำค่าพื้นที่ใต้พีคมาใช้ในการเปรียบเทียบและการ

ค�ำนวณ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในราก

กัญชาด้วยวิธีเดนซิโทเมทรีโครมาโทกราฟีผิวบางที่

พัฒนาขึ้นมาใหม่เปรียบเทียบกับการหาปริมาณสาร 

ฟริเดลีนในสารสกัดและต�ำรับยาสมุนไพรมะค่าไก่

ด้วยวิธี HPTLC[3] และเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์

ฟริเดลีนในรากกัญชาด้วยวิธี GC-MS/FID[4] พบ

ว่าการหาปริมาณสารฟริเดลีนด้วยวิธี HPTLC นี้จะ

แยกสารฟริเดลีนออกจากกันได้ และไม่มีการรบกวน

ของสารอื่นในตัวอย่าง แต่ลักษณะของแถบค่อนข้าง

กว้างไป วิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนท่ีพัฒนาขึ้นมา

ใหม่นั้น มีการแยกองค์ประกอบทางเคมีที่ชัดเจน 

โดยสังเกตได้จากแถบสารฟริเดลีนแยกออกจากกัน

ได้ และไม่มีการรบกวนของแถบสารอื่นในตัวอย่าง 

นอกจากนี้ลักษณะของแถบสารฟริเดลีนที่แยกจะ

แคบกว่า ท�ำให้การวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ให้ความถูกต้อง

แม่นย�ำกว่า ส่วนการวเิคราะห์สารฟริเดลนีในสารสกดั

รากกัญชาด้วยวิธี GC-MS/FID นั้น ต้องใช้วัฏภาค

เคลื่อนท่ี คือ แก๊สตัวพา (carrier gas) และวัฏภาค

ที่อยู่กับท่ี คือ column ที่มีราคาแพง ท�ำให้ต้องเสีย

ค่าใช้จ่ายสูงในการตรวจวิเคราะห์ ส่วนวิธีวิเคราะห์ท่ี

พัฒนาขึ้นมาใหม่ ประหยัดวัฏภาคเคลื่อนที่ และวัฏ

ภาคทีอ่ยูก่บัท่ี ทีใ่ช้คอืแผ่น HPTLC ซ่ึงมรีาคาถกูกว่า

เมื่อเทียบกับคอลัมน์ของวิธี GC-MS/FID ดังนั้นจึง

เลอืกใช้เคร่ืองเดนซโิทมเิตอร์โครมาโทกราฟีผวิบาง ใน

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชา 

จากการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

ฟริเดลนีท่ีพฒันาขึน้ พบว่าร้อยละของการคนืกลบัจาก

การวิเคราะห์ spiked sample อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ 

(95-105%) ซ่ึงแสดงถึงความแม่นของวิธีวิเคราะห์ท่ี

พัฒนาขึ้น วิธีดังกล่าวจึงมีความเหมาะสม สามารถน�ำ

ไปใช้ในการวเิคราะห์ปริมาณฟริเดลนี เพือ่การควบคมุ

คุณภาพของวัตถุดิบรากกัญชาต่อไปได้

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห ์

ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชาด้วยวิธีเดนซิโทเมทรี- 
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โครมาโทกราฟีผิวบางและทดสอบความใช้ได้ของ

วิธีวิเคราะห์ ผลการศึกษาพบว่าวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนา

ขึ้นนี้มีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวิธีตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณฟริเดลีนในรากกัญชา ซ่ึงเป ็น

ประโยชน์ในการควบคุมคุณภาพของรากกัญชา หรือ

พัฒนาใช้กับการควบคุมคุณภาพสมุนไพรอื่นที่มีสาร 

ฟริเดลีนเป็นสารส�ำคัญ และสามารถน�ำไปสู ่การ

ก�ำหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�ำคัญในรากกัญชาต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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สนับสนุนงบประมาณในการศึกษานี้ ห้องปฏิบัติการ 

พิพิธภัณฑ์พืช และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการวิจัย

เพื่อแยกสารส�ำคัญจากสมุนไพรทุกท่าน ที่ท�ำให้การ 

ศึกษานี้ส�ำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี
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