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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวัตถุประสงค์:  กัญชา (Cannabis sativa L.) ได้ถูกน�ำมาใช้ในการรักษาโรคต้ังแต่สมัยโบราณ สาร

ส�ำคัญที่พบในกัญชา คือ เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ซึ่งเป็นสารที่ออกฤทธิ์ต่อจิตประสาท และสารที่ไม่ออกฤทธิ์ต่อ

จติประสาท เช่น แคนนาบดิอิอลและแคนนาบนิอล ปัจจบุนักญัชาถกูน�ำมาใช้เป็นองค์ประกอบทางยาและผลติภณัฑ์

สุขภาพท่ีหลากหลาย อย่างไรก็ตามยังไม่มีวิธีการควบคุมคุณภาพสารท่ีพบในกัญชาอย่างเหมาะสม การศึกษานี้จึง

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบินอยด์ในช่อดอกกัญชาด้วยวิธีโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง (Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC)

	 วธิกีารศกึษา:  แบ่งเป็น 3 ขัน้ตอน ได้แก่ การพฒันาวธีิวเิคราะห์ปรมิาณสารแคนนาบิดอิอล แคนนาบนิอล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอลในช่อดอกกญัชาด้วยวธีิโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง การทดสอบความใช้ได้ของ

วิธีวิเคราะห์และการวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในช่อดอก

กัญชา จ�ำนวน 12 ตัวอย่าง

	 ผลการศึกษา:  ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของแคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.05-104.90, 1.00-99.60 

และ 1.00-99.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.999, ค่าร้อยละของการ

คืนกลับอยู่ในช่วง 98.99-100.39 ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบของแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร- 

แคนนาบนิอล มีค่าเท่ากบัร้อยละ 0.612, 0.872 และ 0.320 โดยน�ำ้หนกัแห้งของช่อดอกกญัชา (ไมโครกรมั/ไมโครกรมั) 

ตามล�ำดับ ในขณะที่ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับร้อยละ 2.041, 2.908 และ 1.066 โดยน�้ำหนักแห้งของ

ช่อดอกกัญชา (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ

	 อภิปรายผล:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บนิอลในวตัถุดิบช่อดอกกญัชาด้วยเครือ่ง UHPLC ทีพ่ฒันาขึน้ สามารถใช้ตรวจสอบสารสกดัช่อดอกกญัชาแห้งทีส่กดั

ด้วยตัวท�ำละลายเอทานอล โดยวธีิรฟีลกัซ์ ผลการทดสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์พบว่าทุกค่าอยูใ่นเกณฑ์ยอมรบั

ได้ วิธีการวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อย วิธีการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ ง่าย สะดวก และรวดเร็ว 
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	 ข้อสรุป:  วิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาข้ึนน้ีมีความเหมาะสม สามารถนำ�ไปใช้เป็นวิธีตรวจวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบดิิออล แคนนาบนิอล และเตตรา้ไฮโดรแคนนาบินอล ในวตัถดุบิชอ่ดอกกญัชาและสามารถนำ�ไปสู่การกำ�หนด

เกณฑ์ปริมาณสารสำ�คัญในช่อดอกกัญชาต่อไป

	 คำ�สำ�คัญ:	 กัญชา, แคนนาบิดิออล, แคนนาบินอล, เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล, โครมาโทกราฟีของเหลว
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Cannabis (Cannabis sativa L.) has been used to treat several diseases since 
ancient time. Tetrahydrocannabinol (THC) is the major psychoactive compound and the other non-psychoactive 
ingredients are cannabidiol (CBD) and cannabinol (CBN). Cannabis has been used as an active ingredient of sev-
eral drugs and products in the markets. However, the appropriate analytical methods for quality control of those 
compounds are still limited. This study aimed to develop analytical methods for quantification assessment of CBD, 
CBN and THC in cannabis flower samples using the Ultra-High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 
technique. 
	 Methods:  The study was divided into three steps: developing the UHPLC method for analyzing cannabidiol, 
cannabinol and tetrahydrocannabinol in cannabis flowers, testing the validity of the analysis method, and analyzing 
the quantity of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol in 12 cannabis flower samples.
	 Results:  This method was validated by establishing the linearity for cannabidiol, cannabinol and tetrahy-
drocannabinol at the concentration range of 1.05–104.90, 1.00–99.60 and 1.00–99.90 µg/mL, respectively, with a 
determination correlation coefficient (r) of 0.999. The % recovery was in the range of 98.99–100.39%. The limit 
of detection of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol was 0.612, 0.872 and 0.320% w/w (calculated 
on the dry weight as C. sativa flowers, µg/µg), respectively, while the limits of quantification were 2.041, 2.908, 
and 1.066% w/w (calculated on the dry weight as C. sativa flowers, µg/µg), respectively. 
	 Discussion:  The method developed for analyzing cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol in 
raw cannabis flowers using UHPLC involves the extraction of dried cannabis flowers with ethanol as the solvent 
through the reflux method. The validity test results for the analysis method all fell within acceptable limits. This 
developed analysis method requires less time for analysis and involves a simple, convenient, and rapid preparation 
of the mobile phase.
	 Conclusion and Recommendation:  This recently developed method proves suitable for analyzing the 
levels of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol in cannabis flowers. It enables the establishment of 
accurate specifications for these compounds in cannabis flowers.

	 Key words:	 Cannabis sativa L., cannabidiol, cannabinol, tetrahydrocannabinol, Ultra-High Performance 
Liquid 
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บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 กัญชา มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis 

sativa L. จัดอยู่ในวงศ์ Cannabaceae มีชื่อเรียก

อื่น เช่น กัญชาจีน, คุนเข้า, ปาง, ยานอ, Hashish, 

Hemp, Indian hemp, Marijuana เป็นต้น จัดเป็น

ไม้ล้มลกุ ต้นตัง้ตรง ดอกตัวผู้และดอกตวัเมยีแยกกนั

อยูค่นละต้น มขีนทีม่สีารเหนยีว ล�ำต้นเป็นเหลีย่มเลก็

น้อย ใบทีอ่ยูใ่กล้โคนต้นออกเป็นคูต่รงข้ามกนั ใบทีอ่ยู่

ใกล้ยอดเรียงแบบบนัไดเวยีน มหูีใบ 2 อนั เป็นรูปเส้น

ด้ายติดอยูโ่คน ก้านใบยาวประมาณ 0.5 เซนตเิมตร ตัง้

ตรง ไม่ร่วงง่าย แผ่นใบเป็นแฉก 5-7 แฉก แต่ละแฉก

เป็นรูปหอก ปลายแฉกแหลมเป็นติ่ง โคนแฉกแหลม 

ขอบหยัก ก้านใบมีขน ดอกตัวผู้ออกเป็นช่อตามง่าม

ใบและยอด ดอกมีกลีบเพียงชั้นเดียว จ�ำนวน 5 กลีบ 

ไม่ติดกัน กลีบรูปขอบขนาน ดอกตัวเมีย ออกเดี่ยว 

ตามง่ามใบและยอด แต่ละดอกมีใบประดับสีเขียว

เข้ม คล้ายกาบและมขีนเป็นต่อมหุ้มอยู ่ไม่มกีลบีดอก 

(Figure 1) ผลรูปไข่ หรือ รูปรี เกลี้ยง มีใบประดับ

หุ้มอยู่ 2 ใบ สรรพคุณของกัญชามีดังนี้ คือ ใบเป็นยา

ชูก�ำลัง แก้อ่อนเพลีย เจริญอาหาร กระตุ้นประสาท 

ท�ำให้นอนหลับ ช่อดอกตัวเมีย ช่วยบ�ำรุงประสาท 

แก้ปวดประสาท ท�ำให้เคล้ิมฝัน มีฤทธ์ิเป็นยาระงับ

ปวด เมล็ดเป็นยาชูก�ำลัง ท�ำให้ประจ�ำเดือนมาปกติ  

ส่วนล�ำต้นมีสรรพคุณบ�ำรุงประสาท[1] กัญชามีส่วน

ประกอบของสารเคมีมากกว่า 450 ชนิด โดยมากกว่า 

60 ชนดิเป็นสารกลุม่แคนนาบนิอยด์ (cannabinoids) 

มีองค์ประกอบหลักคือ เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

(Tetrahydrocannabinol, THC) และสารชนดิอืน่ใน

กลุม่เดยีวกนั เช่น แคนนาบินอล (Cannabinol, CBN), 

แคนนาบิดิออล (Cannabidiol, CBD), แคนนา- 

บิโครมีน (Cannabichromene, CBC), แคนนา- 

บิเจอรอล (Cannabigerol, CBG) เป็นต้น[2-3] 

	 ช่อดอกกัญชาเป็นส่วนประกอบหนึ่งของกัญชา

ท่ีมีสารส�ำคัญในกลุ่มแคนนาบินอยด์อยู่ โดยสารท่ี

เป็นท่ีรู้จักกันดีนั้นคือ แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ซ่ึงเป็นสารท่ีออก

ฤทธ์ิ กระตุ้นระบบประสาท ฮอร์โมน และภูมิคุ้มกัน

ต่าง ๆ ในการใช้ประโยชน์ของช่อดอกกัญชามัก

จะน�ำมาใช้เป็นส่วนประกอบการผลิตเป็นยาแผน

โบราณในหลายต�ำรับ เช่น ยาอัคคินีวคณะ ยาศุข

ไสยาศน์ ยาธรณีสัณฑฆาต ยาแก้โรคจิต ยาอัมฤต

โอสถ ยาไพสาลี ยาอไภยสาลี ยาท�ำลายพระสุเมรุ ยา

ทัพยาธิคุณ[4] สารแคนนาบิดิออล และสารแคนนา- 

บินอล มีลักษณะเป็นผงสีขาว สารเตตร้าไฮโดรแคน

นาบินอล มีลักษณะเป็นของเหลวใส สารแคนนา- 

บิดิออล มีฤทธ์ิบรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตก

กังวลทั้งในเด็กกลุ่มอาการออทิสติก หรือในผู้ป่วย

ท่ีมีประวัติการเสพกัญชา สารแคนนาบินอล มีฤทธ์ิ

ต้านการอักเสบและลดความเจ็บปวด ส่วนสาร

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีฤทธ์ิแก้ปวด กระตุ้น

ความอยากอาหารและลดอาการคลื่นไส้จากการใช้

เคมีบ�ำบัด ช่วยปกป้องและกระตุ้นการสร้างเซลล์

สมอง[5] สูตรโครงสร้างของแคนนาบิดิออล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล (Figure 2)

	 ปัจจุบัน การพัฒนาพืชสมุนไพรกัญชาเพื่อ

ประโยชน์ทางการแพทย์ จ�ำเป็นต้องมีการศึกษาการ

พัฒนาสารสกัด การแยกสารบริสุทธ์ิและผลิตภัณฑ์

จากกัญชา เพื่อให้เป็นพืชท่ีสามารถใช้ประโยชน์

ทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม และในการน�ำช่อ

ดอกกัญชามาเป็นองค์ประกอบในการปรุงต�ำรับยา

ยังไม่มีข้อมูลปริมาณสารส�ำคัญ ในปี พ.ศ. 2555 มี

รายงานการหาปริมาณสารแคนนาบิดิออล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในกัญชาด้วย

วิธี HPLC/UV[6] แต่เนื่องจากการวิเคราะห์ปริมาณ
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สารกลุ่มแคนนาบินอยด์ในกัญชาด้วยวิธี HPLC/UV 

จ�ำนวน 1 ตัวอย่างนั้น ใช้เวลานาน คือ 22 นาที ท�ำให้

สิ้นเปลืองวัฏภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) และ

ต่อมาในปี พ.ศ. 2561 มีรายงานการหาปริมาณสาร 

แคนนาบินอยด์ ในกัญชาด้วยวิธี HPLC-DAD[7] และ

การวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ ใน

กญัชาด้วยวธีิ HPLC-DAD นี ้ใช้เวลานาน ถงึ 50 นาที 

ซึ่งเป็นสาเหตุของการสิ้นเปลืองสารเคมีด้วยเช่นกัน

	 การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนา

วิธีวิเคราะห์สารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และ 

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในช่อดอกกัญชา และ

ทดสอบความถูกต้องของวิธีเพื่อให้ได้วิธีมาตรฐาน

ของห้องปฏิบัติการที่มีความถูกต้องแม่นย�ำ สะดวก 

รวดเร็วและประหยัดสารเคมี เพื่อใช้ในการประเมิน

คุณภาพของกัญชา จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ ที่ปลูกใน

ประเทศไทย รวมทั้งการหาปริมาณสารส�ำคัญที่อยู่ใน

ช่อดอกกญัชาและสามารถน�ำช่อดอกกญัชาแต่ละสาย

พันธุ์ไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม 

นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการวิจัยและพัฒนาต�ำรับ

ยาและผลติภณัฑ์จากสมนุไพรทีม่กีญัชาเป็นส่วนผสม 

รวมถึงเป็นข้อมูลในการพัฒนาพันธุ์กัญชาเพื่อเพิ่ม

มูลค่าของช่อดอกกัญชาทางเศรษฐกิจต่อไป

Figure 1  Cannabis sativa L. flowers

Figure 2  Chemical structure of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol

Cannabidiol (CBD)	 Cannabinol (CBN)	 Tetrahydrocannabinol (THC)

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1	 ตัวอย่างสมุนไพร

	 ช ่อดอกกัญชาสดถูกรวบรวมจากโครงการ

ศึกษาการปลูกและขยายพันธุ์ต้นกัญชาภายใต้สภาพ

โรงเรือนแบบปิดของสถาบันวิจัยสมุนไพร กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ และมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี

ราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร จ�ำนวน 12 

ตัวอย่าง คอื กญัชาพนัธ์ุไทย จ�ำนวน 4 สายพนัธ์ุ ได้แก่ 

หางกระรอกภูพานเอสที1 (ST1) มีจ�ำนวน 4 ตัวอย่าง, 
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หางเสือสกลนครทีที1 (TT1) มีจ�ำนวน 5 ตัวอย่าง, 

ตะนาวศรีก้านขาวดับเบ้ิลยูเอ1 (WA1) มีจ�ำนวน 1 

ตัวอย่าง และตะนาวศรีก้านแดงอาร์ดี1 (RD1) มี

จ�ำนวน 2 ตัวอย่าง ซ่ึงมีอายุการปลูก 5 เดือน น�ำมา

คัดแยกเอาเฉพาะช่อดอก น�ำมาล้างด้วยน�้ำให้สะอาด 

ผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้องพอหมาด ๆ หั่นให้เป็นชิ้น 

เล็ก ๆ และอบให้แห้งด้วยตู้อบร้อนไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 

45˚C นาน 72 ช่ัวโมง คัดเลือกเอาเมล็ดออกก่อนน�ำ
ตัวอย่างที่แห้งแล้วไปบดเป็นผงหยาบ ผ่านแร่งท่ีมี

ขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร แล้วเก็บสมุนไพรในขวด

แก้วสีชาที่มีฝาปิดสนิท ปิดฉลากระบุชื่อสมุนไพร 

ปริมาณ และวันที่เตรียมตัวอย่าง เก็บรักษาที่อุณหภูมิ

ห้อง เพือ่น�ำมาศกึษาปริมาณสารส�ำคญัในขัน้ตอนต่อไป

	 1.2	 สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐานแคนนาบิดิออล ความบริสุทธ์ิ 

≥ 99.9% (THC Pharm GmbH, Batch: S19-014) 

	 สารมาตรฐานแคนนาบินอล ความบริสทุธ์ิ ≥ 99.6%  

(THC Pharm GmbH, Batch: DWO180.707-1)

	 สารมาตรฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ความ

บริสุทธ์ิ ≥ 98.6% (THC Pharm GmbH, Batch: 

DWO181.121-1) 

	 1.3	 สารเคมีและตัวท�ำละลาย 

	 Methanol HPLC grade (RCI Labscan Lim-

ited, Thailand), acetonitrile HPLC grade (RCI 

Labscan Limited, Thailand), ethanol AR grade 

(RCI Labscan Limited, Thailand), hexane AR 

grade (Fisher Scientific, UK), ortho-phosphoric 

acid HPLC grade (RCI Labscan Limited, Thai-

land) และน�้ำปราศจากอิออน (deionized water)

	 1.4	 วัสดุวิทยาศาสตร์และเครื่องแก้ว

	 คอลัมน์ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 

มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และ ARC-

8, ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 3.0 

ไมโครเมตร (Restek), nylon filter syringe ขนาด 

0.2 ไมโครเมตร, กระดาษกรองเบอร์ 4 (Whatman, 

UK), เครื่องแก้ว และ micro pipette

	 1.5	 เครื่องมือ

	 เคร่ือง Ultra High Performance Liquid 

Chromatography–DAD detector รุ่น 1290 Infin-

ity II (Agilent), ตู้อบร้อนไฟฟ้ารุ่น UL-50 (Mem-

mert), เคร่ืองบดป่ัน รุ่น RT 34 (ChyunTseh Indus-

trial), เคร่ืองแร่ง รุ่น AS 200 Basic (Retsch), แร่งท่ีมี

ขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร (Endocott), เคร่ืองระเหย

สญุญากาศประกอบด้วย อ่างน�ำ้แบบควบคมุอณุหภมูิ 

รุ่น SB-1000 (Eyela) และ rotavapor รุ่น N-1000 

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

เครื่องท�ำน�้ำเย็นหมุนเวียน รุ่น CA-101 (Eyela) และ

เครื่องชั่งไฟฟ้า 4 ต�ำแหน่ง รุ่น XT 220A (Precisa) 

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์และหาสภาวะท่ี

เหมาะสมในการวิเคราะห์

			   2.1.1	 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐานแคนนาบิดิ

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นำ�สารละลาย

มาตรฐานที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง (UHPLC)

		  	 2.1.2	 การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 	 	 สกัดตัวอย่างช่อดอกกัญชาแห้ง น�้ำหนัก 

0.5 กรัม ด้วยเอทานอล (ethanol) ปริมาตร 40 

มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์ (reflux) เป็นเวลา 30 นาที 

กรองและน�ำสารสกัดท่ีได้มาระเหยแห้ง ละลายและ

ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล (methanol) จนครบ 100 
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มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร (volumetric 

flask) ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

เมทานอล จนครบ 25 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe น�ำ

สารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

			   2.1.3	 การเลือกชนิดของตัวท�ำละลายใน

การสกัด

	 	 	 สกัดตัวอย่างช่อดอกกัญชาแห้ง น�้ำหนัก 

0.5 กรัม โดยใช้เอทานอล 40 มิลลิลิตร เปรียบเทียบ

กับเฮกเซน (hexane) 40 มิลลิลิตร ด้วยวิธีรีฟลัก

ซ์ เป็นเวลา 30 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

น�ำสารสกัดเอทานอล และสารสกัดเฮกเซน ไประเหย

แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและ

ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 100 มิลลิลิตร 

โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 25 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe 

แล้วน�ำมาวเิคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการ

สกัดสารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอล จากช่อดอกกัญชา

		  	 2.1.4	 การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมใน

การสกัด

	 	 	 สกัดตัวอย่างช่อดอกกัญชาแห้ง น�้ำหนัก 

0.5 กรัม ด้วยเอทานอล 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลัก

ซ์ เป็นเวลา 30, 60 และ 90 นาที กรองผ่านกระดาษ

กรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วย

เคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 100 มิลลิลิตร โดย

ใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 25 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe 

น�ำสารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อเปรียบ

เทียบผลของเวลาท่ีใช้ในการสกัดสารแคนนาบิดิออล  

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล

		  	 2.1.5	 การเลือกใช้ความยาวคลื่นในการ

ตรวจวิเคราะห์สารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล

	 	 	 สกัดตัวอย่างช่อดอกกัญชาแห้ง น�้ำหนัก 

0.5 กรัม ด้วยเอทานอล โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 

นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 น�ำสารละลาย

ที่ได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จาก

นั้นละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอลจนครบ 

100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตมา 

1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 25 

มลิลลิติร โดยใช้ขวดแก้ววดัปริมาตร กรองผ่าน nylon 

filter syringe น�ำสารละลายตวัอยา่งทีไ่ดไ้ปวเิคราะห์

ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

วัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตของแคนนา- 

บดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล  

เพือ่ดคูวามยาวคลืน่ทีส่ารชนดินีส้ามารถดดูกลนืแสง

สงูสดุ (λmax) และวเิคราะห์สารละลายตวัอย่างช่อดอก

กัญชาโดยใช้ DAD เพื่อเลือกความยาวคลื่นส�ำหรับ

การตรวจวัดแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตต

ร้าไฮโดรแคนนาบินอล โดยที่ไม่พบการซ้อนทับของ 

(peak, co-elute)

		  	 2.1.6 วัฏภาคคงท่ี (stationary phase) 

และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase)

			   วฏัภาคคงท่ี  เปรียบเทียบผลของคอลมัน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในเร่ืองชนิดอนุภาคภายใน

คอลัมน์ (ARC-18 และ ARC-8) ความยาวคอลัมน ์

(150 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์ 
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จากลกัษณะของ peak shape, peak symmetry และ 

retention time

			   วัฏภาคเคลื่อนท่ี  ศึกษาชนิดและสัดส่วน

ของวฏัภาคเคลือ่นที ่เมือ่ปรับเปลีย่นองค์ประกอบของ

วฏัภาคเคลือ่นท่ีจากน�ำ้และอะซิโตไนไทรล์ เป็น 0.1% 

ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด (0.1% ortho-phosphoric 

acid) ในน�้ำ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดใน

อะซิโตไนไทรล์ โดยพิจารณาจาก peak shape และ 

retention time ของแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ความสามารถในการ

แยกสิ่งเจือปน (impurity) จากพีคของแคนนาบิดิ-

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในสารละลายตวัอย่างช่อดอกกญัชาและความดนัของ

ระบบโครมาโทกราฟี

	 2.2	 ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (method 

validation)

	 ทดสอบความใช้ได้ของวธิวีเิคราะห์ปริมาณแคน

นาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา

บินอล ในช่อดอกกัญชาที่พัฒนาขึ้นตามแนวปฏิบัติ

การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมี

โดยห้องปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุข[8]

		  	 2.2.1	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (speci-

ficity)

	 	 	 ฉดีสารละลายสารมาตรฐานแคนนาบดิอิอล  

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ความ

เข้มข้น 100 ไมโครกรัม/มลิลลิติร ด้วยเคร่ืองโครมาโท- 

กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เพื่อตรวจสอบการแยก

สารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร-

แคนนาบินอล ออกจากกันและออกจากการรบกวน

ของสารอื่น ซึ่งต้องมีค่า retention time แยกจากกัน

ได้ดีและค�ำนวณ peak purity

		  	 2.2.2	 การทดสอบความเป็นเส้นตรง (lin-

earity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานจ�ำนวน 3 

ชนดิ ได้แก่ แคนนาบดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอล โดยชั่งสารมาตรฐาน น�้ำหนัก 

10, 25 และ 100 มิลลิกรัม ตามล�ำดับ ละลายและ

ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 10, 25 และ 50 

มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้ววัดปริมาตร ตามล�ำดับ จะได้ 

stock solution ของสารละลายสารมาตรฐานแคนนา- 

บิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บินอล เข้มข้น 1,000, 1,000 และ 2,000 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามล�ำดับ ปิเปตสารละลายมาตรฐาน 

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร- 

แคนนาบินอล ปริมาตร 1,000, 1,000 และ 500 

ไมโครลิตร ตามล�ำดับ ใส่ลงในขวดแก้ววัดปริมาตร 

ขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรด้วยเมทานอล 

จากนั้นเจือจางให้ได้ 5 ระดับความเข้มข้น คือ 1, 10, 

20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะได้ 5 ระดับ 

ความเข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานแคนนา- 

บิดิออล ดังนี้ 1.05, 10.49, 20.98, 52.45 และ 104.90 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 5 ระดับความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐานแคนนาบินอล ดังนี้ 1.00, 

9.96, 19.92, 49.80 และ 99.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

และ 5 ระดับความเข้มข้นของสารละลายสารมาตร

ฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ดังนี้ คือ 1.00, 9.99, 

19.98, 49.95 และ 99.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีด

สารละลายสารมาตรฐาน แคนนาบิดิออล แคนนา- 

บนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ที ่5 ระดบัความ

เข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ�้ำ ด้วยเคร่ืองโครมาโท-

กราฟีของเหลวสมรรถนะสูง น�ำค่าพื้นท่ีใต้พีค (area 

under curve, AUC) และความเข้มข้นของสารละลาย

สารมาตรฐานแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และ
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เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

(calibration curve) และค�ำนวนค่าสัมประสิทธ์ิ 

สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)

			   2.2.3	 การทดสอบหาร้อยละของการคืน

กลับ (% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 	 	 เตรียม sample blank (sample blank คอื 

ตวัอย่างช่อดอกกญัชาทีน่�ำมาสกดัและตรวจวิเคราะห์

หาปริมาณแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอล แล้วมีปริมาณสารแคนนาบิดิ-

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล

ในปริมาณต�่ำ ๆ) โดย ชั่งตัวอย่างช่อดอกกัญชา 0.5 

กรัม สกัดด้วยเอทานอล 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ์  

เป็นเวลา 60 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

น�ำสารละลายท่ีได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหย

สุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย 

เมทานอล จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว 

วัดปริมาตร ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

เมทานอล จนครบ 25 มิลลิลิต โดยใช้ขวดแก้ววัด 

ปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe น�ำสารละลาย

ตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง จ�ำนวน 6 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่า

เฉลี่ย (mean)

	 	 เตรียม spiked sample ลงใน sample 

blank โดยเติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 

3 ระดับ ระดับละ 3 ซ�้ำ ฉีดซ�้ำละ 2 ครั้ง โดย spiked 

สารละลายสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้นระดบัต�ำ่ กลาง 

และสูง ลงไปใน sample blank 50, 100, 150% ตาม

ล�ำดับ

	 เติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 3 ระดบั 

ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample blank 

(unspiked) จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และวิเคราะห์ spiked 

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคืนกลับ

			     	 	  (C1 – C2) 5 100
	 % recovery   = 
                             	 	 	 C3

	 เมื่อ	 	 C1	 คือ ความเข้มข้นของสารใน spiked sample

	 	 	 	 C2	 คือ ความเข้มข้นของสารใน sample blank

	 	 	 	 C3	 คือ ความเข้มข้นของสารที่เติม

การทดสอบความเที่ยง

	 Repeatability วเิคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดอิอล  

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ใน

ตวัอย่างช่อดอกกญัชา จ�ำนวน 10 ซ�ำ้ ในวันเดยีวกนั น�ำ

ค่าพ้ืนที่ใต้พีคมาค�ำนวณปริมาณสารแคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล และ

ค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ 

(% RSD)

	 Intermediate precision วเิคราะห์ปริมาณสาร

แคนนาบดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคน-

นาบินอล ในตัวอย่างช่อดอกกัญชา เป็นเวลา 3 วัน  

วันละ 10 ซ�้ำ น�ำค่าพื้นที่ใต้พีคมาค�ำนวณปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร-

แคนนาบินอล และค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์
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			   2.2.4	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จากกราฟมาตรฐาน ดังนี้

		  	 LOQ (µg/mL), ค่าประมาณ	 =	 10 5 σ/S 

				    	 	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 	 	 LOQ (%w/w), ค่าประมาณ	 =
	 	 	 	 	 	 	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 เตรียมสารละลายตัวอย่างช่อดอกกญัชา โดยชัง่

ตัวอย่างช่อดอกกัญชา 0.5 กรัม สกัดด้วยเอทานอล 

โดยวิธีรีฟลักซ์ เป็นเวลา 60 นาที กรองผ่านกระดาษ

กรองเบอร์ 4 น�ำสารละลายที่ได้ไประเหยแห้งด้วย

เคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับ

ปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้

ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe 

เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความเข้มข้น

ใกล้เคยีงกบัค่าประมาณของ LOD แล้วตรวจวเิคราะห์

ปริมาณแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮ-

โดรแคนนาบินอล ใน spiked sample 6 ซ�้ำ

			   2.2.5 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

	 		 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จาก calibration curve ดังนี้

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

						     	 LOQ (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 		 	 LOQ (% w/w), ค่าประมาณ	 =	     
                                                          	 	  	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มีความเข้มข้น

ใกล้เคยีงกบัค่าประมาณของ LOQ แล้วตรวจวเิคราะห์

ปริมาณแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบนิอล ใน spiked sample 6 ซ�ำ้ ค�ำนวณ

ค่าร้อยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์และร้อยละ

ของการคืนกลับ

	 2.3	 การวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลใน

สารละลายตัวอย่างช่อดอกกัญชา

			   2.3.1 การเตรียมสารละลายตัวอย่างช่อ

ดอกกัญชา

	 	 	 ชั่งตัวอย่างช่อดอกกัญชา 0.5 กรัม สกัด

ด้วยเอทานอล ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธีรีฟลักซ ์

เป็นเวลา 60 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 

น�ำสารละลายท่ีได้ไประเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหย

สุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตรด้วย 

เมทานอล จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร ปิเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย 

เมทานอล จนครบ 25 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ว

วัดปริมาตร กรองผ่าน nylon filter syringe น�ำ

สารละลายตัวอย่างที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

	 	 	 วเิคราะห์ปริมาณแคนนาบดิอิอล แคนนาบนิอล  

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างช่อดอก
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กัญชา จ�ำนวน 12 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยที่

แต่ละตัวอย่างให้วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย 

	 	 	 การค�ำนวณความเข้มข้นของสารแคนนา-

บดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล 

ในตัวอย่างสารละลายช่อดอกกัญชา (ร้อยละโดย 

น�้ำหนักของตัวอย่างช่อดอกกัญชา, % w/w)

						      	 C0 (µg/mL) 5 ปริมาตรที่เตรียม (mL) 5 ระดับเจือจาง 5 100
	 	 	 CS (% w/w)	 =     
                                               	 1,000,000 5 น�้ำหนักตัวอย่าง (g)

	 	 	 เมื่อ	 C0	 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์ที่ค�ำนวณได้จากกราฟมาตรฐาน

	 	 	 	 	 CS	 คือ ความเข้มข้นของสารที่วิเคราะห์เพื่อแปลงเป็นร้อยละโดยน�้ำหนัก

ผลการศึกษา

1.	การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิ

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคน

นาบินอลในช่อดอกกัญชา

	 1.1	 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโท-

กราฟี

	 หลงัจากน�ำสารละลายมาตรฐานของแคนนาบิด-ิ

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

และสารละลายตวัอย่างช่อดอกกญัชาไปวเิคราะห์ด้วย

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวปสมรรถนะสูง พบว่า

ได้สภาวะของระบบโครมาโทกราฟีที่เหมาะสมในการ

แยกสารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอล (Table 1) โดยสดัส่วนของวฏัภาค 

เคลื่อนที่แบบ gradient program จะเริ่มที่เวลา นาที

ที่ 0.0 ถึง นาทีที่ 8.5 ใช้ % A:% B (28:72), นาทีที่ 8.5 

ถึง นาทีที่ 8.6 ใช้ % A:% B (5:95), นาทีที่ 8.6 ถึง นาที

ที่ 9.5 ใช้ % A:% B (5:95), นาทีที่ 9.5 ถึง นาทีที่ 12.1 

ใช้ % A:% B (28:72) และ นาทีที่ 12.1 ถึง นาทีที่ 15.0 

ใช้ % A:% B (28:72) (Table 2, Figure 3) 

Table 1	 Optimal chromatography conditions for separation of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol by 

UHPLC system

	 Optimal conditions

Stationary phase	 UHPLC column ARC-18; 4.6 5 150 mm, 2.7 µm

Column Temperature	 40˚C
Mobile phase	 Gradient: 0.1% ortho-phosphoric acid in deionized water and 0.1% ortho-phosphoric 

acid in acetonitrile

Flow rate	 1.5 mL/min

Detection	 DAD 220 nm

Injection volume	 5 µL
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	 การศึกษาชนิดของตัวท�ำละลายในการสกัด 

พบว่าเมื่อน�ำสารละลายท่ีได้จากการสกัดช่อดอก

กญัชาด้วยเอทานอลและเฮกเซน วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง ตัวอย่างละ 2 

ซ�้ำ พบว่าสารสกัดช่อดอกกัญชาด้วยเอทานอล ให้

ปริมาณสารเฉล่ียของสารแคนนาบิดิออล แคนนา- 

บนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล เท่ากบั 140.403,  

13.759 และ 150.250 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (2.796, 

0.274 และ 2.992% w/w) ตามล�ำดับ ซ่ึงมากกว่า

สารสกัดช่อดอกกัญชาด้วยเฮกเซน คือ มีค่าเท่ากับ 

67.860, 11.962 และ 73.552 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

(1.352, 0.238 และ 1.466% w/w) ตามล�ำดับ (Table 

3)

Table 2  Gradient program 

	 Time	 Flow	 0.1% ortho-phosphoric acid 	 0.1% ortho-phosphoric
	 (min)	 (mL/min)	 in water (% A)	 acid in acetonitrile (% B)

	 Initial	 1.5	 28	 72
	 8.5	 1.5	 28	 72
	 8.6	 1.5	 5	 95
	 9.5	 1.5	 5	 95
	 12.1	 1.5	 28	 72
	 15.0	 1.5	 28	 72

Figure 3	 Chromatograms of sample solution of Cannabis sativa L. flowers (A) and standard solution of cannabidiol, 
cannabinol and tetrahydrocannabinol (B) 
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	 ดงันัน้ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์ปริมาณแคนนา- 

บดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล 

ในช่อดอกกญัชา จึงเลอืกใช้เอทานอลเป็นตัวท�ำละลาย

ในการสกัดช่อดอกกัญชา

	 1.2	 การศกึษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสกดั

	 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด 

พบว่าสารละลายที่ได้จากการสกัดตัวอย่างช่อดอก

กัญชา ซ่ึงสกัดด้วยวิธีเดียวกันโดยการรีฟลักซ์กับ

เอทานอล แต่ระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดแตกต่างกัน 

เมือ่น�ำมาวเิคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสงู พบว่าการสกดัด้วยระยะเวลา 30 นาท ีจะ

ให้ปริมาณสารแคนนาบิดอิอล แคนนาบินอล และเตต

ร้าไฮโดรแคนนาบินอล น้อยกว่าการสกัดด้วยระยะ

เวลา 60 และ 90 นาที ส่วนปริมาณสารแคนนา-บิดิ

ออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ของการสกัดด้วยระยะเวลา 60 และ 90 นาที ไม่แตก

ต่างกัน (Table 4)

Table 3	 The results showed cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol contents in Cannabis sativa L. 

flowers ethanol extracts and hexane extracts 

	 Sample		  The concentration of CBD, CBN	 Substances contents (% w/w)
			  and THC are calculated from a linear 
			  equation of Calibration curve (µg/mL)	

		  CBD	 CBN	 THC	 CBD	 CBN	 THC

	Ethanol extract	 140.403	 13.759	 150.250	 2.796	 0.274	 2.992

Hexane extracts	 67.860	 11.962	 73.552	 1.352	 0.238	 1.466

Table 4	 The results showed cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol contents were extracted with ethanol 

at 30, 60 and 90 minutes

Sample	 Vail		 The concentration of CBD, 		 Substances contents 
			  CBN and THC are calculated		  (% w/w)
			  from a linear equation of 
			  Calibration curve (µg/mL)	
		  CBD	 CBN	 THC	 CBD	 CBN	 THC

Ethanol extract (30 min)	 1	 64.608	 3.479	 70.142	 1.287	 0.069	 1.397

Ethanol extract (30 min)	 2	 64.706	 3.486	 70.142	 1.289	 0.069	 1.397

Ethanol extract (60 min)	 1	 149.146	 5.356	 161.197	 2.972	 0.107	 3.212

Ethanol extract (60 min)	 2	 149.417	 5.378	 161.588	 2.978	 0.107	 3.220

Ethanol extract (90 min)	 1	 149.504	 5.378	 161.652	 2.981	 0.107	 3.223

Ethanol extract (90 min)	 2	 149.455	 5.380	 161.918	 2.980	 0.107	 3.228
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	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บินอลในช่อดอกกัญชา จึงเลือกใช้เอทานอลเป็นตัว

ท�ำละลายในการสกัดและใช้เวลาในการสกัด 60 นาที

	 1.3	ความยาวคลืน่ในการตรวจวดัสารแคนนาบิดิออล  

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

	 จากการศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ของแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร-

แคนนาบินอล พบว่า λmax ของสารแคนนาบิดิออล

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีค่าเท่ากับ 208 และ 

274 นาโนเมตร ส่วน λmax ของแคนนาบินอล มีค่า

เท่ากับ 220 และ 284 นาโนเมตร และเมื่อวิเคราะห์

สารละลายตัวอย่างช่อดอกกัญชาด้วยเคร่ืองโครมา- 

โทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้ DAD เป็น

เคร่ืองตรวจวัด ท่ีความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร ไม่

พบการซ้อนทับของพีคของสารอื่น (Figure 4)

Figure 4	 UV spectrum of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol (H) in mixed standard solution 
of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol (G) compare with UV spectrum of cannabidiol, 
cannabinol and tetrahydrocannabinol (J) in Cannabis sativa L. flowers sample solution (I)

	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอลและเตตร้าไฮโดร- 

แคนนาบินอลในช่อดอกกัญชา จึงเลือกการตรวจวัด

การดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 

220 นาโนเมตร

	 1.4	 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 วัฏภาคคงท่ี พบว่าเมื่อใช้ UHPLC column 

ชนดิ ARC-18 (L), ขนาด 4.6 5 150 มลิลเิมตร, ขนาด

อนุภาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC chromatogram 

fingerprint ท่ีได้ให้พีคของแคนนาบิดิออล แคนนา-
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บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ที่ retention 

time 3.44, 5.00 และ 6.32 นาที ตามล�ำดับ ซึ่งมีการ

แยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน แต่ UHPLC col-

umn ชนิด ARC-8 (K), ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร ให้การแยกสารออก

จากสิ่งเจือปนอื่นได้น้อยกว่า column ชนิด ARC-18 

(Figure 5) 

Figure 5	 The UHPLC chromatograms of the Cannabis sativa L. flowers sample solution using different stationary 
phases, where (K) represents the ARC-8 UHPLC column, and (L) represents the ARC-18 UHPLC column  
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	 วฏัภาคเคลือ่นที ่พบว่าเมือ่ปรับเปลีย่นองค์ประ

กอบของวัฏภาคเคลื่อนท่ีจากน�้ำและอะซิโตไนไทรล ์

(Figure 6M) เป็น 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด 

(0.1% ortho-phosphoric acid) ในน�้ำ และ 0.1% 

ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ (Figure 

6N) retention time ของสารแคนนาบดิอิอล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล เปลี่ยนจาก 

3.40, 4.92 และ 6.19 นาที เป็น 3.42, 5.00 และ 6.32 

นาที จะได้ peak shape ของแคนนาบิดอิอล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลที่สมมาตร 

(symmetry) และแยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน 

(Figure 6) 

Figure 6  Chromatographic fingerprint of the Cannabis sativa L. flowers sample solution was obtained using 
different mobile phases. (M) represents a mixture of water and acetonitrile, while (N) represents a 
combination of 0.1% ortho-phosphoric acid in water and 0.1% ortho-phosphoric acid in acetonitrile   

	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคน

นาบินอล ในช่อดอกกัญชาด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง จึงเลือกใช้ UHPLC column 

ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาด

อนุภาค 2.7 ไมโครเมตร ใช้ 0.1%ออร์โทฟอสโฟริก
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แอซิดในน�้ำ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดใน 

อะซิโตไนไทรล์เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจวัดด้วย 

DAD ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร

2. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 2.1 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)  

	 จากการฉีดสารละลายสารมาตรฐาน พบว่าภาย

ใต้สภาวะ UHPLC ท่ีพัฒนาข้ึน สามารถแยกสาร 

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร- 

แคนนาบนิอล ออกจากกนัได้ และไม่มกีารรบกวนของ

สารอื่น โดยมีค่า retention time เท่ากับ 3.46, 5.03 

และ 6.34 นาที ตามล�ำดับ (Figure 7) และมีค่า peak 

purity ของสารละลายสารมาตรฐาน แคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล เท่ากับ

ร้อยละ 96.74, 97.12 และ 96.44 ตามล�ำดับ

Figure 7	 Chromatographic fingerprint of standard solution of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol

	 2.2 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์

	 จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายสารมาตรฐานและพื้นที่ใต้พีค พบว่าความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานแคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลกับ

พื้นท่ีใต้พีคมีลักษณะเป็นเส้นตรง โดยสารมาตรฐาน

แคนนาบิดิออลมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความ

เข้มข้น 1.05-104.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9999 สารมาตรฐาน
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แคนนาบินอล มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความ

เข้มข้น 1.00-99.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมี

ค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9998 และสาร 

มาตรฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลมีลักษณะเป็น

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.00-99.90 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 

0.9999 (Figure 8) 

Figure 8	 The calibration curve of cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol standard intensity against peak 

area under the curve (AUC) concentration range of 1.00-104.90 µg/mL

	 2.3 การทดสอบร้อยละของการคืนกลับและ

ความเที่ยง 

	 เมื่อเติมสารละลายสารมาตรฐานแคนนา- 

บิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บินอลที่ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในช่วงการใช้งาน 3 

ระดบั ลงใน sample blank วิเคราะห์ sample blank 

จ�ำนวน 6 ซ�ำ้ และวเิคราะห์ spiked sample ระดบัละ 3  

ซ�ำ้ แต่ละซ�ำ้ ฉดีวเิคราะห์ 2 คร้ัง ตามล�ำดบั การเตรียม 

spiked sample ให้มีความเข้มข้น 50, 100, 150% 

ของความเข้มข้นของแคนนาบิดิออล แคนนาบินอลที่ 

spikedลงไปใน sample blank สามารถค�ำนวณได้

เท่ากับร้อยละ 9.09, 16.67 และ 23.08 โดยน�้ำหนัก 
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ตามล�ำดับ และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ค�ำนวณ

ได้เท่ากับร้อยละ 9.09, 16.72 และ 23.15 โดยน�้ำหนัก 

ตามล�ำดับ

	 จากการวิเคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบ

ว่าร้อยละของการคืนกลับของสารแคนนาบิดิออล 

แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลอยู่ใน

ช่วงร้อยละ 98.99-99.87, 99.22-100.25 และ 99.32-

100.39 ตามล�ำดับ (Table 5) 

Table 5  Results of percentage recovery and repeatability

	 Analyzed 	 Sample blank	 Spiked level		  n = 6
	substances	 (µg/mL)	 (% w/w)	 (%)	 (% w/w)	 % Recovery	 % RSD	 HORRAT
						      Mean ± S.D. 

	 CBD	 6.62	 3.30	 50	 9.09	 99.06 ± 1.71	 1.72	 1.31

				    100	 16.67	 99.87 ± 0.10	 0.10	 0.12

				    150	 23.08	 98.99 ± 0.16	 0.16	 0.24

	 CBN	 2.77	 1.38	 50	 9.09	 99.22 ± 1.46	 1.48	 1.12

				    100	 16.67	 100.25 ± 0.46	 0.46	 0.55

				    150	 23.08	 99.74 ± 0.39	 0.39	 0.59

	 THC	 6.68	 3.33	 50	 9.09	 99.89 ± 1.16	 1.16	 0.88

				    100	 16.72	 99.32 ± 0.78	 0.79	 0.93

				    150	 23.15	 100.39 ± 0.82	 0.81	 1.23

%Recovery acceptance criteria according to AOAC Peer-verified methods program on policies and procedures, Arlington, VA, 

USA (1998) is 95-105% and precision, assessed by HORRAT (< 2) 

การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability วิเคราะห์ปริมาณสารแคนนา- 

บิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บินอลในตัวอย่างช่อดอกกัญชา พบว่ามีค่าเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ์ (% RSD) เท่ากบั 0.42, 0.51 และ 0.32 

ตามล�ำดับ (Table 6) 

การทดสอบ intermediate precision, between-day 

วิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างช่อดอก

กัญชา พบว่ามีค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 

0.89, 0.55 และ 0.33 ตามล�ำดับ (Table 6)

Table 6  Results of repeatability and intermediate precision between-day

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

	 CBD	 0.42	 0.89

	 CBN	 0.51	 0.55

	 THC	 0.32	 0.33
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	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (limit 

of detection, LOD) :  พบว่า LOD ของการวเิคราะห์ 

แคนนาบดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา- 

บินอลเท่ากับร้อยละ 0.612, 0.872 และ 0.320 โดย 

น�้ำหนัก ตามล�ำดับ 

	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

(limit of quantitation, LOQ) : พบว่า LOQ ของ

การวิเคราะห์แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และ 

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล เท่ากับร้อยละ 2.041, 

2.908 และ 1.066 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ โดยมีค่า

ร้อยละส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 1.27, 

0.90 และ 1.02 ตามล�ำดับ และร้อยละของการคืน

กลบัอยูใ่นช่วงร้อยละ 96.30-99.63, 97.82-99.95 และ 

97.65-100.33 ตามล�ำดับ (Table 7)		

Table 7 Results of the limit of quantitation (LOQ)

  Analyzed	 Spiked sample 	 LOQ		  n = 6
substances	 (µg/mL)	 (% w/w)	 % Recovery	 % Recovery	 % RSD
					     Mean ± S.D.	

CBD		  0.37	 2.041	 99.08	 98.01 ± 1.25	 1.27
				    96.30		
				    97.27		
				    98.38		
				    97.41		
				    99.63		

CBN		  0.53	 2.908	 99.95	 98.75 ± 0.89	 0.90
				    97.82		
				    98.34		
				    98.83		
				    99.64		
				    97.92		

THC		  0.19	 1.066	 98.54	 99.14 ± 1.01	 1.02
				    99.61		
				    98.72		
				    97.65		
				    99.97		
				    100.33

การวเิคราะห์ปรมิาแคนนาบดิิออล แคนนา- 

บนิอลและเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอลในช่อ

ดอกกัญชา

	 ผลการวเิคราะห์ปริมาณแคนนาบิดอิอล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างช่อ

ดอกกัญชา จ�ำนวน 12 ตัวอย่าง (Table 8) พบว่าช่อ

ดอกกัญชาสายพันธุ์ตะนาวศรีก้านแดงอาร์ดี1 (RD1) 

ต้นท่ี 1 ให้ปริมาณสารแคนนาบิดิออลสูงท่ีสุดเท่ากับ 

118.847 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ร้อยละ 59.03 โดยน�้ำ

หนกั) และต้นที ่4 ให้ปริมาณสารแคนนาบนิอลสงูท่ีสดุ
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เท่ากับ 34.515 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ร้อยละ 17.18 

โดยน�้ำหนัก) และช่อดอกกัญชาสายพันธุ์หางเสือ

สกลนครทีที1 (TT1) ต้นที ่4 ให้ปรมิาณสารเตตร้าไฮ-

โดรแคนนาบินอลสูงสุดเท่ากับ 199.907 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร (ร้อยละ 49.73 โดยน�้ำหนัก) (Table 8) 

Table 8  The results showed cannabidiol, cannabinol and tetrahydrocannabinol contents in dried Cannabis sativa 

L. flowers sample by Ultra High Performance Liquid Chromatography technique

	 Sample	 Breed	 Sample		 The concentration of CBD, 		 Substances contents
			   weight (g)		 CBN and THC are calculated 		  (% w/w)
					    from a linear equation of 
					    Calibration curve (µg/mL)	 

				    CBD	 CBN	 THC	 CBD	 CBN	 THC

	 1	 RD1 (Tree 1)	 0.5013	 118.847	 3.151	 39.283	 59.03	 < LOQ	 34.73

	 2	 RD1 (Tree 2)	 0.5006	 50.331	 3.732	 162.249	 25.14	 < LOQ	 40.51

	 3	 ST1 (Tree 2)	 0.5034	 -	 6.045	 144.474	 -	 3.00	 35.87

	 4	 ST1 (Tree 3)	 0.5032	 -	 7.224	 111.810	 -	 3.59	 27.77

	 5	 ST1 (Tree 4)	 0.5024	 -	 34.515	 165.174	 -	 17.18	 41.10

	 6	 ST1 (Tree 5)	 0.5045	 -	 13.456	 143.200	 -	 6.67	 35.48

	 7	 TT1 (Tree 1) 	 0.5033	 -	 18.958	 162.325	 -	 9.42	 40.32

	 8	 TT1 (Tree 2)	 0.5019	 -	 5.532	 151.639	 -	 < LOQ	 37.77

	 9	 TT1 (Tree 3)	 0.5045	 -	 3.984	 191.314	 -	 < LOQ	 47.40

	 10	 TT1 (Tree 4)	 0.5025	 -	 11.565	 199.907	 -	 5.75	 49.73

	 11	 TT1 (Tree 5)	 0.5035	 -	 11.321	 147.553	 -	 5.62	 36.63

	 12	 WA1	 0.5036	 35.735	 10.793	 58.351	 17.74	 5.36	 39.31

อภิปรายผล

	 กัญชาเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพเชิงพาณิชย์

และมีประโยชน ์ทั้ ง เป ็นยาและเป ็นผลิตภัณฑ์

สุขภาพ สามารถน�ำมาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ 

เช่น ผลิตภัณฑ์เคร่ืองส�ำอาง มีรายงานการศึกษา

ทางวิทยาศาสตร์ทางด้านเคมี เภสัชวิทยาและพิษ

วิทยามากมายที่สนับสนุนการใช้ แต่การพัฒนาเป็น

ผลติภณัฑ์นัน้ ปัจจัยทีส่�ำคญัทีค่วรค�ำนงึถงึคอื ปัจจัย

ด้านคณุภาพของสมนุไพรเนือ่งจากกญัชามสีารส�ำคญั

กลุ่มแคนนาบินอยด์ คือ แคนนาบิดิออล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลท่ีมีฤทธ์ิทาง

เภสัชวิทยา ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบินอยด์ ในวัตถุดิบช่อดอกกัญชา พบว่าเมื่อ

ฉดีตัวอย่างเข้าสูร่ะบบโครมาโทกราฟีของเคร่ือง Ultra 

High Performance Liquid Chromatography 

(UHPLC) ใช้คอลัมน์ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 5 

150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และ

ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�้ำ และ 0.1% 

ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ เป็นวฏัภาค

เคลื่อนท่ี ตรวจวัดด้วย DAD ท่ีความยาวคลื่น 220 
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นาโนเมตร จะปรากฏพคีของแคนนาบดิอิอล แคนนา-

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลที่ retention 

time เท่ากบั 3.46, 5.03 และ 6.34 นาที ตามล�ำดบั ผล

การทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบ

ว่า calibration curve มีความเป็นเส้นตรง โดยสาร

มาตรฐานแคนนาบิดิออลมีลักษณะเป็นเส้นตรงใน

ช่วงความเข้มข้น 1.05-104.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9999 สาร

มาตรฐานแคนนาบินอลมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วง

ความเข้มข้น 1.00-99.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดย

มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 0.9997 และสาร

มาตรฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลมีลักษณะเป็น

เส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.00-99.90 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 

0.9999 ค่าร้อยละของการคนืกลบัอยูใ่นช่วง 95-105% 

ค่า HORRAT < 2 ขีดจ�ำกดัของการตรวจพบของการ

วิเคราะห์แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอลเท่ากับร้อยละ 0.612, 0.872 และ 

0.320 โดยน�ำ้หนกั ตามล�ำดบั ขดีจ�ำกดัของการวัดเชงิ

ปริมาณของการวิเคราะห์แคนนาบิดิออล แคนนา- 

บินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลเท่ากับร้อยละ 

2.041, 2.908 และ 1.066 โดยน�ำ้หนกั ตามล�ำดบั โดยมี

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ เท่ากบั 1.27, 0.90 และ 

1.02 ตามล�ำดบั และร้อยละของการคนืกลบัอยูใ่นช่วง

ร้อยละ 95-105% ปริมาณสารแคนนาบิดิออล แคน- 

นาบินอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่าง

วตัถดุบิช่อดอกกญัชา จ�ำนวน 12 ตวัอย่าง สามารถน�ำ

ไปใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้นแต่ยงัไม่สามารถสรุปปริมาณ

ทีช่ดัเจนได้ เนือ่งจากตวัอย่างน้อยเกนิไป ในการศกึษา

นีไ้ด้ตรวจปริมาณสารแคนนาบนิอยด์ของตวัอย่างช่อ

ดอกกญัชาของกญัชาพนัธ์ุไทย 4 สายพนัธ์ุ ซ่ึงปริมาณ

ของแคนนาบินอลจะแปรผันตามปริมาณสารเตตร้า- 

ไฮโดรแคนนาบินอลทีส่งูขึน้ ซ่ึงสอดคล้องกบังานวจัิย

ท่ีพบว่าสารแคนนาบินอลจะเป็นผลผลิตท่ีได้จากสาร

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในช่วงของการ decar-

boxylation ระหว่างการอบแห้งผ่านความร้อน ซึ่งถ้า

หากมปีริมาณเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลท่ีสงู ปริมาณ

ของแคนนาบินอล จะสูงไปด้วย[9-10] ส่วนปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล พบมากเพียง 2 สายพันธุ์ คือ ตะนาว

ศรีก้านขาวดบัเบ้ิลยเูอ1 และตะนาวศรีก้านแดงอาร์ด1ี 

จากข้อมลูสามารถน�ำช่อดอกกญัชาพนัธ์ุไทยในแต่ละ

พันธุ์ไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม 

รวมถึงเป็นข้อมูลในการพัฒนาพันธุ์กัญชาเพื่อเพิ่ม

มูลค่าของกัญชาทางเศรษฐกิจต่อไป

	 UHPLC เป็น High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให้

มีสมรรถนะการแยกสาร ความไวในการแยกสาร 

ท่ีดีข้ึน ใช้วัฏภาคเคลื่อนท่ีน้อยลง และลดระยะเวลา

ในการตรวจวิเคราะห์ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร-

แคนนาบินอล ในช่อดอกกัญชาด้วยวิธี UHPLC ท่ี

พัฒนาข้ึนมาใหม่เปรียบเทียบกับการหาปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร-

แคนนาบินอลในกัญชาด้วยวิธี HPLC/UV[6] และวิธี 

HPLC-DAD[7] พบว่าวิธี HPLC/UV ใช้เวลาวิเคราะห์

ตัวอย่างกัญชาต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 22 นาที ใช้ flow 

rate 1.5 มิลลิลิตร/นาที และวิธี HPLC-DAD ใช้

เวลาวิเคราะห์ตัวอย่างกัญชาต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 50 

นาที ใช้ flow rate 1.0 มิลลิลิตร/นาที ท�ำให้สิ้นเปลือง 

วัฏภาคเคลื่อนท่ี ส่วนวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนาขึ้นมาใหม่ 

ใช้เวลาวิเคราะห์ตัวอย่างกัญชาต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 10 

นาที ใช้ flow rate 1.5 มิลลิลิตร/นาที ซึ่งรวดเร็วและ 

ประหยัดวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังนั้นจึงเลือกใช้เคร่ือง 

UHPLC ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณแคนนา- 
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บดิอิอล แคนนาบนิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล 

ในช่อดอกกัญชา และจากการทดสอบความใช้ได้ของ

วิธีวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ที่พัฒนาขึ้น พบว่า 

ค่าร้อยละของการคืนกลับจากการวิเคราะห์ spiked 

sample อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ (95-105%) ซ่ึงแสดง

ถึงความแม่นของวิธีวิเคราะห์ และค่า HORRAT อยู่

ในเกณฑ์ยอมรับ (< 2) ซ่ึงแสดงถึงความเท่ียงของ

วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้น วิธีดังกล่าวจึงมีความเหมาะ

สม สามารถน�ำไปใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร- 

แคนนาบินอล เพื่อใช้ควบคุมปริมาณสารของช่อดอก

กัญชาต่อไปได้ ในเบ้ืองต้นสามารถน�ำวิธีที่พัฒนาขึ้น

นี้ตรวจวิเคราะห์วัตถุดิบจากแหล่งปลูกต่าง ๆ เพื่อให้

มข้ีอมลูหลากหลายเป็นประโยชน์ต่อการพฒันากญัชา

พันธุ์ไทยต่อไป

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณแคนนาบินอยด์ในช่อดอกกัญชาด้วยวิธี 

UHPLC และทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ ผล

การศกึษาพบว่าวธีิท่ีพฒันาขึน้ มคีวามถกูต้อง แม่นย�ำ 

สะดวก รวดเร็ว และประหยัดสารเคมีที่ใช้ในวัฏภาค

เคลื่อนที่ จึงสามารถน�ำวิธีท่ีได้มาตรวจสอบปริมาณ

แคนนาบินอยด์ในตัวอย่างช่อดอกกัญชาไทย 4 สาย

พันธุ์ ท�ำให้ได้ข้อมูลซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนา

พันธุ์กัญชา และผลิตภัณฑ์ผสมกัญชาต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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