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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  ตามนโยบายกญัชาของประเทศไทย ซึง่อนญุาตให้มกีารใช้ประโยชน์กญัชาทางการ

แพทย์ ส่งผลให้เกิดการผลิตและการวิจัยผลิตภัณฑ์จากกัญชาอย่างแพร่หลาย การควบคุมคุณภาพสารสกัดและ

ผลิตภัณฑ์จากกัญชาให้มีมาตรฐาน ปลอดภัย และสอดคล้องกับกฎหมายน้ัน จ�ำเป็นต้องใช้สารมาตรฐาน Delta-

9-tetrahydrocannabinol (delta-9-THC) มาเปรียบเทียบในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารส�ำคัญ ส�ำนักยาและวัตถุ

เสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จึงได้ด�ำเนินการผลิตสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ delta-9-THC 

(delta-9-tetrahydrocannabinol DMSc reference standard) ขึ้นเพื่อรองรับนโยบายของประเทศและลดการน�ำเข้าสาร

มาตรฐานจากต่างประเทศที่มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง

	 วิธีการศึกษา:  การสกัดและแยกสาร delta-9-THC จากช่อดอกของพืชกัญชาใช้เทคนิค supercritical fluid 

extraction (SFE) ด้วยสัดส่วนของ carbon dioxide และ ethanol ที่เหมาะสม จากนั้นน�ำสารสกัดมาแยกให้ได้ delta-

9-THC ที่บริสุทธิ์สูงด้วย supercritical fluid chromatograph (SFC) ตรวจยืนยันเอกลักษณ์ของ delta-9-THC ด้วย IR 

spectroscopy, mass spectroscopy และ ¹H-NMR spectroscopy รวมถึงตรวจวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ด้วย high perfor-

mance liquid chromatography (HPLC) ก่อนน�ำไปผลิตเป็นสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

	 ผลการศึกษา:  การสกัดช่อดอกกัญชาด้วย SFE โดยใช้สัดส่วน carbon dioxide กับ ethanol 95:5 ท�ำให้ได ้

cannabinoids-rich extract ซึ่งเมื่อน�ำมาแยกด้วย SFC จะได้ delta-9-THC ที่มีค่าความบริสุทธิ์เท่ากับร้อยละ 99.4 เมื่อ

ค�ำนวณในสภาวะปกติ และมีค่าร้อยละของผลผลิตเท่ากับ 0.6 เม่ือน�ำ delta-9-THC มาผลิตเป็นสารมาตรฐานกรม

วทิยาศาสตร์การแพทย์ในรปูแบบสารละลายใน methanol ภายใต้มาตรฐานการผลติวสัดุอ้างองิ ISO 17034: 2016 สาร

มาตรฐานมีความคงสภาพเม่ือเก็บรักษาในอุณหภูมิ 2-8˚C เป็นเวลา 3 ปี มีความเป็นเนื้อเดียวกันตลอดรุ่นการผลิต 
และสามารถก�ำหนดความเข้มข้นมาตรฐานพร้อมค่าความไม่แน่นอนเท่ากับ 0.9303 ± 0.0792 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

	 อภปิรายผล:  การสกดัและแยกสารโดยใช้ SFE และ SFC ภายใต้สภาวะทีไ่ด้พฒันาข้ึน สามารถแยกสาร delta-

9-THC จาก cannabinoids อื่นได้อย่างเฉพาะเจาะจง และมีประสิทธิภาพในการแยกสารให้บริสุทธิ์ได้มากกว่าร้อยละ 

99 โดยวิธีนี้มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและสุขภาพน้อยว่าการใช้ตัวท�ำละลายอินทรีย์

	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  สารมาตรฐานท่ีผลิตข้ึนน้ีสามารถน�ำไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ delta-
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9-THC ในพืช สารสกัด และผลิตภัณฑ์จากกัญชา เพื่อประกันคุณภาพผลิตภัณฑ์จากกัญชาทางการแพทย์ที่ผลิตและ

ใช้ในประเทศ รวมถงึการใช้ในงานวจิยั การทดสอบฤทธ์ิ ความเป็นพษิ และการก�ำหนดขนาดสารส�ำคญัในผลติภณัฑ์

เพื่อใช้ในทางการแพทย์ในอนาคต

	 ค�ำส�ำคัญ:  delta-9-tetrahydrocannabinol, SFE, SFC, กัญชา, สารมาตรฐาน
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Abstract

	 Introduction and Objectives:  Thailand’s cannabis policy, which permits the medical use of cannabis, has 
led to increased production and research of cannabis-derived products. Ensuring the quality control of cannabis 
extracts and products to meet safety standards and legal requirements necessitates the use of a standard substance, 
delta-9-tetrahydrocannabinol (delta-9-THC), for comparative analysis in quantifying active compounds. The Bureau 
of Drug and Narcotic, Department of Medical Sciences, has undertaken the production of delta-9-THC reference 
standard to support national policy and reduce the ongoing reliance on imported reference standards.
	 Methods:   Delta-9-THC was extracted and isolated from the inflorescence of cannabis using supercritical 
fluid extraction (SFE) with a suitable ratio of carbon dioxide to ethanol. The resulting extract was further puri-
fied using supercritical fluid chromatography (SFC) to obtaining delta-9-THC. The identity of the compound was 
confirmed through IR spectroscopy, mass spectrometry, and ¹H-NMR spectroscopy, and purity was analyzed using 
high-performance liquid chromatography (HPLC) prior to its establishing as a Department of Medical Sciences 
reference standard.
	 Results:  The application of SFE with a carbon dioxide to ethanol ratio of 95:5 suitably produced a cannabi-
noids-rich extract. Subsequent purification of cannabinoids-rich extract via SFC achieved delta-9-THC with 99.4% 
purity, calculated on the as is basis, obtaining a yield of 0.6%. The produced delta-9-THC reference substance, 
formulated in methanol solution, adhered to ISO 17034:2016 standards for reference material production. Stability 
assessments indicated that the substance maintained its integrity when stored at 2–8˚C over a three-year period. 
The homogeneity studies demonstrating uniformity throughout production batch. The certified concentration with 
associated uncertainty of the standard was determined to be 0.9303 ± 0.0792 mg/mL.
	 Discussion:  The use of SFE and SFC under developed conditions enabled the selective isolation of delta-
9-THC from other cannabinoids, achieving > 99% purity. This method presents minimal environmental and health 
impacts compared to traditional organic solvents.
	 Conclusion and Recommendations:  The produced standard substance can be utilized for analyzing delta-
9-THC amounts in cannabis plants, extracts, and products, ensuring the quality of domestically produced medical 
cannabis products. Furthermore, it serves as a resource for research, efficacy testing, toxicity assessment, and the 
determination of active ingredient dosages in future medical applications..

	 Key words:  delta-9-tetrahydrocannabinol, SFE, SFC, Cannabis sativa L, reference standard
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 กัญชา Cannabis sativa L. ssp. indica 

เป็นพืชที่มีถิ่นก�ำเนิดอยู่ในทวีปเอเชียกลางและได้

แพร่กระจายไปท่ัวโลก[1] เดิมถูกจัดเป็นยาเสพติด

ให้โทษในประเภท 5 ตามพระราชบัญญัติยาเสพติด

ให้โทษ พ.ศ. 2522[2] มีสารส�ำคัญ ได้แก่ สาร delta-

9-tetrahydrocannabinol (delta-9-THC) เป็นยา

เสพติด (ยส.5) และสาร cannabidiol (CBD) เป็น

วัตถุออกฤทธ์ิต่อจิตและประสาท (วจ.2) มีการใช้พืช

กญัชาในต�ำรับยากญัชาทางการแพทย์แผนไทย (ส่วน

ท่ีไม่เป็นยาเสพติดให้โทษ) ประกอบด้วยต�ำรับยา 17 

ต�ำรับ เป็นต�ำรับยาจากต�ำรับยาแผนไทยของชาติ 12 

ต�ำรับ แบ่งตามกลุม่อาการได้ 7 กลุม่ ได้แก่ กลุม่อาการ

นอนไม่หลับ กลุ่มอาการทางเดินอาหาร กลุ่มอาการ

กล้ามเนื้อและกระดูก กลุ่มอาการทางระบบผิวหนัง 

กลุ่มอาการทางระบบทางเดินปัสสาวะ กลุ่มอาการใน

บริเวณช่องปาก และกลุ่มอื่น ๆ และเป็นต�ำรับยาที่

ประยกุต์จากต�ำรับยาการแพทย์แผนไทย 5 ต�ำรับ[3] ใน

ปี พ.ศ. 2562 รัฐบาลได้มีนโยบายให้น�ำกัญชาไปใช้ใน

ทางการแพทย์ จึงมกีารออกพระราชบัญญตัยิาเสพติด

ให้โทษ (ฉบับที่ 7) พ.ศ. 2562[4] อนุญาตให้สามารถน�ำ

กญัชาไปใช้ในทางการแพทย์ได้ โดยมวีตัถปุระสงค์ให้

มกีารน�ำพชืกญัชาไปท�ำการวิจัยเพ่ือศกึษาฤทธ์ิของสาร

ส�ำคัญในกัญชา เพื่อน�ำไปใช้ในทางการแพทย์ทั้งแผน

โบราณและแผนปัจจุบัน และเป็นการเปิดโอกาสให้

ประชาชนสามารถน�ำพืชกัญชาไปใช้ประโยชน์ในการ

รักษาโรคตามต�ำรับแพทย์พื้นบ้านได้ รวมทั้งก�ำหนด

กฎเกณฑ์การขอรับใบอนุญาตผลิต จ�ำหน่ายหรือมี

ไว้ในครอบครองซ่ึงยาเสพตดิเพือ่ใช้ในทางการแพทย์ 

จากนโยบายและการอนุญาตดังกล่าวท�ำให้มีผู้ผลิต

และวจัิยผลติภณัฑ์จากกญัชาเพือ่ใช้ในทางการแพทย์

ออกมาเป็นจ�ำนวนมาก เช่น น�้ำมันกัญชา เป็นต้น  

	 กรมวทิยาศาสตร์การแพทย์เป็นห้องปฏบิติัการ

ตรวจพิสูจน์ของภาครัฐและเป็นหน่วยงานคุ้มครอง

ผู้บริโภคจึงได้ด�ำเนินการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์

กัญชา เพื่อให้เป็นไปตามกฎหมาย ผู้บริโภคม่ันใจใน

ความปลอดภัยและคุณภาพผลิตภัณฑ์กัญชาท่ีผลิต

มาใช้ในทางการแพทย์ ด�ำเนินการตรวจวิเคราะห์

ปริมาณสาร delta-9-THC และสาร CBD ตามหลัก

เกณฑ์ท่ีคณะกรรมการควบคุมยาเสพติดให้โทษ

ประกาศก�ำหนด โดยใช้วิธีวิเคราะห์มาตรฐานต่าง ๆ 

ซ่ึงมีหลายวิธี ได้แก่ การตรวจพิสูจน์พืชกัญชาตาม 

UNODC[5] การควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์กัญชา

ตามต�ำรายาสมุนไพรของสหรัฐอเมริกาฉบับท่ี 2014 

(AHP2014)[6] รวมท้ังวิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ีหน่วย

งานภายในกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์พฒันาข้ึน โดย

เป็นการวิเคราะห์ด้วยวธีิ High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) และวิธี Gas Chro-

matography (GC) ซ่ึงต้องใช้สารมาตรฐาน delta-

9-THC และ CBD เป็นตัวเปรียบเทียบเพื่อวิเคราะห์

หาปริมาณสารดงักล่าวในผลติภณัฑ์ สารมาตรฐานท้ัง

สองชนิดนี้ต้องสั่งซ้ือจากต่างประเทศซ่ึงมีราคาค่อน

ข้างสูง ในแต่ละปีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ต้องใช้

งบประมาณในการซ้ือสารมาตรฐานหลายล้านบาทและ

เพิ่มขึ้นตามปริมาณงานควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์

กัญชาที่มีแนวโน้มมีการใช้ในประเทศเพิ่มมากขึ้น 

ศูนย์สารมาตรฐานยาและวัตถุเสพติด ส�ำนักยาและ

วัตถุเสพติด จึงมีแนวคิดในการผลิตสารมาตรฐาน

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ delta-9-THC เพื่อลด

งบประมาณการน�ำเข้าสารมาตรฐานจากต่างประเทศ 

โดยพัฒนาวิธีการสกัดสาร delta-9-THC จากช่อ

ดอกของกัญชา ด้วยเครื่องสกัดสาร supercritical 

fluid extraction (SFE) แล้วน�ำสารสกัดที่ได้นั้นมา

แยกและท�ำให้บริสทุธ์ิโดยเคร่ือง supercritical fluid 
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chromatograph (SFC) ให้ได้วตัถดุบิ delta-9-THC 

ท่ีมีปริมาณและบริสุทธ์ิมากพอ จึงน�ำมาผลิตเป็นสาร

มาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ delta-9-THC 

ตามมาตรฐานการผลิตวัสดุอ้างอิง ISO 17034: 2016 

การสกัดสารโดยใช้เทคนิค SFE[7] เป็นการสกัดสาร

โดยใช้ก๊าซท่ีมีความเป็นขั้วต�่ำ อยู ่ในภาชนะปิดท่ี

อณุหภมูแิละความดนัในสภาวะวกิฤตยิง่ยวด (super-

critical state) ก๊าซจะกลายเป็นตัวท�ำละลายที่อยู่ใน

สภาวะของไหลวิกฤตยิ่งยวด (supercritical fluid) 

มีสถานะเป็นท้ังก๊าซและของเหลวแยกกันไม่ออก มี

ความสามารถในการแพร่กระจายของก๊าซและความ

สามารถในการละลายของของเหลว เมือ่ผสมกบัตัวท�ำ

ละลายร่วม (co-solvent) ได้แก่ ตัวท�ำละลายอินทรีย์

ท่ีมีความเป็นขั้วสูงกว่า ในอัตราส่วนที่เหมาะสม  

จะท�ำให้สามารถกระจายตัวและแทรกซึมจึงสกัดสาร

ออกจากพืชได้ดีกว่าตัวท�ำละลายในสภาวะปกติ ใน

การสกัดสารจากพืชกัญชาคร้ังนี้ใช้ก๊าซ carbon di-

oxide และ ethanol เป็นตัวท�ำละลายร่วมในสัดส่วน

และสภาวะที่เหมาะสมท�ำการสกัด ท�ำให้ได้สารสกัด 

cannabinoids-rich extract ที่มีสาร delta-9-THC 

ปริมาณสูงมีสารเจือปนอื่น ๆ ในปริมาณน้อย จากนั้น

จึงน�ำสารสกัดท่ีได้มาแยกให้ได้ delta-9-THC ที่มี

ความบริสุทธ์ิสูงขึ้นด้วยเคร่ือง SFC[7] ซ่ึงใช้หลักการ

แยกสารผ่านคอลัมน์เช่นเดียวกับวิธี HPLC แต่ใช้

หลักการสารละลายตัวพาในการแยกสารเช่นเดียว

กับเทคนิค SFE โดยใช้ก๊าซ carbon dioxide กับ 

acetonitrile และ isopropanol ภายใต้อุณหภูมิ

และความดันในสภาวะวิกฤตยิ่งยวด สามารถแยก

สารหลายชนิดใน cannabinoids-rich extract ที่

มีคุณสมบัติความไม่มีขั้วใกล้เคียงกันออกจากกันได้

ดี จนได้สาร delta-9-THC ที่มีความบริสุทธ์ิสูงและ

มีปริมาณมากพอที่จะน�ำมาเป็นวัตถุดิบส�ำหรับการ

ผลิตสารมาตรฐานได้ 

ระเบียบวิธีศึกษา

1.	วัสดุ

	 พืชตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา ได้แก่ ช่อดอก

กัญชา (herbarium specimen no. DMSC 5268) 

จากจังหวัดล�ำปาง สารมาตรฐานและสารเคมีที่

ใช้ ได้แก่ สารมาตรฐาน Delta-9-THC solution 

(Lipomed AG reference standard, Switzer-

land) lot 135.1B78.0L2 ความเข้มข้น (certified 

concentration) 1.0250 mg/mL, สารมาตรฐาน 

CBD, (DMSc reference standard) control No. 

02A64217 ความบริสุทธ์ิร้อยละ 99.38 เมื่อค�ำนวณ

สภาพปกต ิ(as is basis), สารมาตรฐาน cannabinol 

solution (CBN), (Supelco reference standard, 

USA) lot FE05052008 ความเข้มข้น (certified 

concentration) 1.000 mg/mL, สารมาตรฐาน tetra-

hydrocannabinolic acid (THCA), (Lipomed AG 

reference standard, Switzerland) lot 741.1B0.13 

ความบริสุทธ์ิร้อยละ 97.946 เมื่อค�ำนวณสภาพปกต ิ

(as is basis), acetonitrile HPLC grade (Fisher 

Chemicals, USA), methanol HPLC grade 

(Fisher Chemicals, USA), ethanol HPLC grade 

(Honeywell, USA), isopropanol HPLC grade 

(Honeywell, USA), formic acid AR grade (Carlo 

ERBA Reagents, UK) , carbon dioxide: dip tube 

(food grade) และ water type 1 
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2.	วิธีการศึกษา

	 การเตรียมพืชกัญชาเพื่อใช้ในการผลิตวัตถุดิบ 

delta-9-THC โดยน�ำช่อดอกกัญชา 1 กิโลกรัม อบ

แห้งที ่60˚C แล้วน�ำมาลดขนาดด้วยเคร่ืองป่ันให้เป็น
ผงละเอียด ท�ำการตรวจเอกลักษณ์และหาปริมาณ 

delta-9-THC เพ่ือยืนยันสารส�ำคัญที่พบในช่อดอก

โดยใช้วิธี HPLC ซ่ึงเป็นวิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ี

ศูนย์สารมาตรฐานยาและวัตถุเสพติดพัฒนาขึ้น (วิธี 

HPLC-RSC) โดยใช้เคร่ือง HPLC (High perfor-

mance liquid chromatograph, UV/VIS detector, 

Empower 3, Waters, USA) น�ำผงช่อดอกที่ยืนยัน

สารส�ำคัญแล้วมาสกัดด้วยเคร่ือง SFE (Super-

critical fluid extraction 1000, Chromscope v.2, 

Waters, USA) ซ่ึงมีขนาด 1 ลิตร ทนต่อความดัน

ไม่เกิน 350 bar โดยใช้ผงช่อดอกครั้งละไม่เกิน 250 

กรัม ทดสอบหาสัดส่วนของตัวท�ำละลายคือ carbon 

dioxide และ ethanol รวมทั้งอุณหภูมิและความดัน

ในสภาวะต่าง ๆ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการสกัด 

(extraction condition) และเก็บสารสกัด (collec-

tion condition) ให้ได้สารสกดั cannabinoids-rich 

extract ทีม่ ีdelta-9-THC และ THCA ในปริมาณสงู

และมสีารเจือปนอืน่ ๆ  ในปริมาณต�ำ่ โดยเกบ็สารสกดั

ท่ีได้อย่างต่อเนือ่งในภาชนะเกบ็สาร (collection ves-

sel) แล้วน�ำสารสกัด cannabinoids-rich extract 

ไปอบท่ีอุณหภูมิ 120˚C เป็นเวลา 45 นาที ท�ำการ
วิเคราะห์หาปริมาณ delta-9-THC และ THCA ใน

สารสกัดก่อนและหลังอบ

	 หลังจากนั้นท�ำการแยกสาร delta-9-THC จาก

สารสกัด cannabinoids-rich extract หลังอบ ให้

เป็นสารเดี่ยวที่มีความบริสุทธ์ิสูงขึ้นด้วยเคร่ือง SFC 

(Supercritical fluid chromatograph, photodiode 

array detector, Chromscope v.2, Waters, USA) 

โดยทดสอบหาสัดส่วนของตัวท�ำละลายและชนิดของ

ตัวท�ำละลายร่วมที่เหมาะสมคือ carbon dioxide 

กับสารละลายอินทรีย์ต่าง ๆ ภายใต้สภาวะที่ทดสอบ

ว่ามีความเหมาะสมสามารถแยก delta-9-THC ออก

จากสารอืน่ๆ ได้อย่างจ�ำเพาะเจาะจง ก�ำหนดให้เคร่ือง

ท�ำการเก็บเฉพาะพีค delta-9-THC อย่างต่อเนื่องใน

ภาชนะเก็บสาร (collection vessel) ด�ำเนินการแยก

สารซ�้ำ ๆ อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ได้ delta-9-THC ที่มี

ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 99 และมีปริมาณมาก

เพยีงพอทีจ่ะน�ำมาใช้เป็นวตัถดุบิส�ำหรบัการผลติสาร

มาตรฐาน 

	 ท�ำการตรวจสอบคุณสมบัติของ delta-9-THC 

ที่แยกได้โดยตรวจเอกลักษณ์ด้วยวิธี IR spectros-

copy (Infrared spectrometer, Jasco, Japan) 

วิธี nuclear magnetic resonance spectroscopy 

(NMR spectrometer, Bruker, Germany) และ

วิธี UPLC ซ่ึงเป็นวิธีวิเคราะห์มาตรฐานท่ีศูนย์สาร

มาตรฐานยาและวัตถุเสพติดพัฒนาข้ึน (วิธี UPLC-

QDa-RSC) ซึ่งใช้ detector ชนิด diode array ร่วม

กับ single quadrupole mass spectrometer 

โดยใช้เคร่ือง UPLC (Ultra-performance liquid 

chromatograph: H-class, diode array detector, 

ACQUITY QDa detector, Empower 3, Waters, 

USA) ใช้คอลัมน์ ACQUITY UPLC BEH C18 

ขนาด 2.1 5 100 มิลลิเมตร อนุภาค 1.7 ไมโครเมตร 

(Waters, USA) และทดสอบความบริสุทธ์ิโดยการ

วิเคราะห์หาปริมาณ delta-9-THC ด้วยวิธี HPLC-

RSC ทั้งนี้การตรวจเอกลักษณ์และการหาปริมาณจะ

ท�ำการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน delta-9-THC 

	 น�ำวัตถุดิบ delta-9-THC ที่ผลิตได้มาเตรียม
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เป็นสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร แบ่งบรรจุลงในหลอดแก้วสีชาหลอดละ 

1 มิลลิลิตรด้วยเคร่ืองบรรจุและปิดผนึกหลอด

แก้วแบบอัตโนมัติ [ampule filling and sealing 

system (Ampulmatic-10), Bioscience, Inc., 

USA] ทดสอบความคงสภาพ (stability study) ของ

สารละลายมาตรฐาน delta-9-THC โดยแบ่งเก็บท่ี

สภาวะต่าง ๆ ตาม ICH guideline[8] ได้แก่ 40˚C 
ความชืน้สมัพัทธ์ทีร้่อยละ 75, 2-8˚C และ -20˚C สุม่
ตวัอย่างท่ีช่วงเวลาท่ีก�ำหนดพร้อมตรวจวิเคราะห์และ

ประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติ เพื่อก�ำหนดสภาวะการ

เก็บรักษาและอายุของสารละลายมาตรฐานท่ีผลิตขึ้น 

แล้วทดสอบความเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneity 

test) โดยท�ำการสุ่มตัวอย่าง (stratified random 

sampling) สารละลายมาตรฐานที่แบ่งบรรจุแล้ว

จ�ำนวน 10 หลอด น�ำมาวิเคราะห์หลอดละ 2 ซ�้ำ แล้ว

น�ำค่าที่ได้มาประมวลผลด้วยวิธีทางสถิติ ตาม ISO 

33405: 2024[9]  แล้วจึงก�ำหนดค่าความเข้มข้น (certi-

fied concentration) ของสารละลายมาตรฐานทีผ่ลติ

ขึน้ โดยท�ำการวเิคราะห์ตัวอย่างด้วยนกัวเิคราะห์ 3 คน 

คนละ 6 ตัวอย่าง น�ำค่าที่ได้มาประมวลผลทางสถิติ

พร้อมค�ำนวณค่าความไม่แน่นอน (uncertainty) ตาม 

ISO 33405: 2024[9] แล้วจัดท�ำ certificate of analy-

sis (COA) กระบวนการผลิตสารมาตรฐานนี้ด�ำเนิน

การตามมาตรฐานการผลิตวัสดุอ้างอิง ISO 17034: 

2016[10] และเปิดให้บริการสารมาตรฐานที่ผลิตขึ้น

ผลการศึกษา

	 ช่อดอกกัญชา 1 กิโลกรัมน�ำมาอบแห้งบด

ละเอียด แล้วน�ำไปตรวจยืนยันเอกลักษณ์และหา

ปริมาณด้วยวิธี HPLC-RSC เทียบกับสารมาตรฐาน 

delta-9-THC ใช้คอลัมน์ Ascentis Express 

(Sigma-Aldrich, USA) C18 ขนาด 3.0 5 150 

มิลลิเมตร บรรจุอนุภาคขนาด 2.7 ไมโครเมตร 

สารละลายตัวพา 0.1% formic acid ในน�้ำ  (A) : 

0.1% formic acid ใน acetonitrile (B) ในอตัราส่วน

เร่ิมต้น 50:50 และปรับขึ้นไปที่ 5:95 ในเวลา 8 นาที 

อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิคอลัมน์ 

50˚C ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ปริมาณการฉีด 
10 ไมโครลติร พบสาร delta-9-THC ในตัวอย่าง จาก

นั้นน�ำมาสกัดด้วยเคร่ือง SFE โดยท�ำการทดสอบ

อัตราส่วนของตัวท�ำละลายร่วมที่เหมาะสมส�ำหรับ

สกัดและเก็บสาร delta-9-THC ที่ carbon dioxide 

ต่อ ethanol เท่ากับ 98:2, 95:5 และ 90:10 พบว่า

อัตราส่วนท่ี 95:5 มีความเหมาะสมสามารถสกัดพืช

กัญชาได้สารสกัดมีลักษณะเหนียวข้นสีน�้ำตาลเข้ม 

[Figure 1(a)] ได้เป็นสารสกัด cannabinoids-rich 

extract ปริมาณ 20 กรัมหรือคิดเป็นร้อยละ 6.7 ของ

น�้ำหนักช่อดอกกัญชาแห้งท่ีน�ำมาสกัด รายละเอียด 

ผลการทดสอบสภาวะการสกัดช่อดอกกัญชาด้วย

เคร่ือง SFE และสภาวะท่ีเหมาะสมของเคร่ือง SFE 

(Table 1)
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	 เมื่อน�ำสารสกัด cannabinoids-rich extract 

ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC-RSC ค�ำนวณโดยวิธี area 

normalization ได้ปริมาณ delta-9-THC ร้อยละ 62.1 

และ THCA ร้อยละ 36.0 โครมาโตแกรมของสารสกัด 

cannabinoids-rich extract [Figure 2(a)] และเมือ่น�ำ

สารสกดั cannabinoids-rich extract นีไ้ปอบที ่120˚C 
เป็นเวลา 45 นาที พบว่าสาร THCA ในสารสกัดเปลี่ยน

เป็น delta-9-THC วิเคราะห์ได้ปริมาณ delta-9-THC 

Table 1  SFE optimal condition for Cannabis sativa L. extraction 

SFE condition
Flow rate (ml/min)	 100
Run time (min)	 45
Vessel condition: temp/pressure (˚C/bar)
Extraction vessel 	 55/240
Collection vessel 1  	 55/120
Collection vessel 2  	 50/90
Extraction ratio (CO2 : ethanol)  	 98:2	 95:5	 90:10
Cannabinoids extraction appearance	 no extraction 	 dark brown	 liquid-liked
	 collected	  viscous extraction	 extraction
% yield of cannabinoids extraction	 N/A	 6.7	 N/A
% of delta-9-THC and THCA in cannabinoids-rich extract   	 N/A	 62.1 and 36.0	 N/A
% of delta-9-THC and THCA in cannabinoids-rich 	 N/A	 82.2 and 2.5	 N/A
extract after heated (delta-9-THC-rich extract)

Figure 1	 (a) Cannabinoids-rich extract from SFE extraction

	 (b) Delta-9-THC from SFC isolation, > 99% purity

ร้อยละ 82.2 และ THCA ร้อยละ 2.5 (สารสกัด delta-

9-THC-rich extract) [Figure 2(b)]

Figure 2  HPLC chromatogram of cannabinoids-rich extract from SFE extraction, CO2 : ethanol (95:5)
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Figure 3	 (a)	SFC chromatogram of cannabinoids-rich extract with various co-solvent

	 (b)	SFC chromatogram of cannabinoids-rich extract with acetonitrile: isopropanol (1:1) and carbon 

dioxide as co-solvent

	 น�ำสารสกัด delta-9-THC-rich extract มา

แยกต่อให้ได้ delta-9-THC บริสุทธ์ิ ใช้เคร่ือง SFC 

โดยทดสอบชนิดของตัวท�ำละลายท่ีเหมาะสมกับร่วม 

carbon dioxide พบว่าตัวท�ำละลายร่วมระหว่าง 

carbon dioxide กับ ethanol, isopropanol และ 

methanol ไม่สามารถแยกสาร delta-9-THC ออก

จากสารอืน่ ๆ  ได้ [Figure 3(a)] เมือ่เพิม่ acetonitrile 

เป็นตัวท�ำละลายร่วมกับ isopropanol อัตราส่วน 1:1 

พบว่าสามารถแยกสาร delta-9-THC ออกจากสาร

อื่น ๆ ได้อย่างชัดเจน [Figure 3(b)] จึงท�ำการฉีด

สารละลายของ delta-9-THC-rich extract ปริมาณ

การฉีดคร้ังละ 30 ไมโครลิตร ก�ำหนดให้เคร่ืองเก็บ

สารเฉพาะพีค delta-9-THC ลงในภาชนะเก็บอย่าง

ต่อเนือ่ง รายละเอยีดสภาวะเหมาะสมของเคร่ือง SFC 

ที่ทดสอบได้ (Table 2)   

(a)

(a)
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	 ในการแยก delta-9-THC จาก delta-9-THC-

rich extract ปริมาณ 20 กรัม ด้วยเคร่ือง SFC ได้สาร 

delta-9-THC ซ่ึงมีลักษณะเป็นของเหลวข้นหนืดสี

น�ำ้ตาลอมเหลอืง (yellowish brown paste) [Figure 

1(b)] ปริมาณ 1.5 กรัม คดิเป็นร้อยละ 7.5 ของน�ำ้หนกั

สารสกัด delta-9-THC-rich extract และเมื่อน�ำมา

วิเคราะห์หาปริมาณ delta-9-THC ด้วยวิธี HPLC-

RSC เทียบกับสารมาตรฐาน delta-9-THC พบว่า

มีความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 99 ตรวจเอกลักษณ์

สาร delta-9-THC ความบริสุทธิ์สูงที่แยกได้ด้วย IR 

spectroscopy พบว่ามี IR spectrum ที่สอดคล้อง

กับสารมาตรฐาน delta-9-THC (Figure 4) และเมื่อ

วิเคราะห์โดยวิธี UPLC-QDa-RSC พบว่า UPLC 

chromatogram ของ delta-9-THC มี retention 

time เท่ากับ 2.538 นาที UV spectrum แสดงค่า

การดูดกลืนคลื่นแสงสูงสุด (lmax) ท่ี 209.8 นาโน

เมตร และ mass spectrum LC-MS(ESI)(+) มีค่า 

[M+H]+ m/z เท่ากับ 315.1 (Figure 5) ซึ่งสอดคล้อง

กับสารมาตรฐาน delta-9-THC 

 

Table 2  SFC condition for delta-9-THC isolation

SFC condition 

Column		 TorusTM 2-PIC OBD 5, 10 5 250 mm., 5 µm.

Mobile phase (gradient)		 (A) CO2 : (B) acetonitrile : isopropyl alcohol = 1:1

	 Time (min)	 A (%)	 B (%)

	 0.0	 96.5	 3.5

	 13.0	 95.3	 4.7

	 19.0	 75.0	 25.0

	 21.0	 75.0	 25.0

	 23.0	 96.5	 3.5

	 25.0	 96.5	 3.5

Flow rate	 14.0 ml/min

Column temperature	 50˚C

Detection 	 UV 225 nm

Injection volume	 30 ml

Run time	 25 min
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	 นอกจากนี้ได้ท�ำการตรวจวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 
1H-NMR ให้ผลดังนี้ 1H-NMR (MeOD, 300 MHz) 

δ (ppm): 6.43 (1H, s, H-2), 6.16 (1H, s, H-5’), 

6.08 (1H, s, H-3’), 3.15 (1H, d, H-1), 2.40 (2H, t, 

H-1”), 2.13 (2H, brs, H-4, H-5), 1.92 (1H, m, H-6), 

1.64 (3H, s, H-(3-Me)), 1.55 (2H, m, H- 2”), 1.44 

(3H, m, H-(8-Me)), 1.32 (4H, m, H-3”, H-4”), 1.04 

(3H, s, H-(9-Me)), 1.90 (3H, m, H-5”). (Figure 6) 

ซ่ึงสามารถพิสูจน์โครงสร้างของสารจากค่าเคมีคอล

ชิฟต์และสัญญาณของโปรตอนบนคาร์บอน พบว่า

สอดคล้องกับโครงสร้างโมเลกุลของ delta-9-THC

Figure 4  IR spectrum of standard delta-9-THC and high purity delta-9-THC, isolated from SFC

Figure 5 UV spectrum, mass spectrum and UPLC chromatogram of high purity delta-9-THC, isolated from SFC
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	 จากการประมวลผลการตรวจเอกลักษณ์สาร

ส�ำคัญด้วย FT-IR, NMR และ UPLC-mass spec-

troscopy สามารถยนืยนัได้ว่าเป็นสาร delta-9-THC 

โดยมีโครงสร้างโมเลกุล (Figure 7) มีสูตรโมเลกุล 

C21H30O2 และมีน�้ำหนักโมเลกุลเท่ากับ 314.5

ดังกล่าวมาเตรียมเป็นสารละลายมาตรฐาน delta-

9-THC ที่มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

ใน methanol ท�ำการแบ่งบรรจุลงในหลอดแก้วสีชา

หลอดละ 1 มลิลลิติรภายใต้ก๊าซไนโตรเจน เมือ่ท�ำการ

วิเคราะห์ตัวอย่างที่สุ่มมาได้เมื่อเก็บที่สภาวะต่าง ๆ 

ทุก 1 เดือนเป็นเวลา 12 เดือน ด้วยวิธี HPLC-RSC 

โดยเทียบกับสารมาตรฐาน delta-9-THC (Figure 

8) พบว่าท่ีสภาวะ 2-8˚C และ -20˚C ค่าความ
เข้มข้นของตัวอย่างยังคงสภาพ แต่ท่ีสภาวะ 40˚C 
ปริมาณ delta-9-THC ลดลงร้อยละ 15 ในเดือนที่ 

3 เมื่อประมวลผลด้วยสถิติ (regression statistics: 

trend analysis) ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%[11] จึง

มีการก�ำหนดให้สารละลายมาตรฐานมีอายุ 3 ปีนับ

ตั้งแต่วันท่ีผลิตเมื่อเก็บรักษาตัวอย่างภายใต้ 2-8˚C 
นอกจากนี้ยังได้เก็บตัวอย่างเพื่อทดสอบผลความคง

สภาพระยะยาว (long-term stability) เป็นเวลา 3 

Figure 6  1H-NMR spectrum of high purity delta-9-THC, isolated from SFC

Figure 7  Delta-9-THC

	 เมื่อพบว่าวัตถุดิบ delta-9-THC ที่แยกได้

มีคุณสมบัติเหมาะสม โดยผ่านการตรวจพิสูจน์

เอกลักษณ์ มีความบริสุทธิ์สูงและมีปริมาณมากเพียง

พอต่อการน�ำมาผลิตเป็นสารมาตรฐาน จึงน�ำวัตถุดิบ
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ปี พบว่าให้ผลการทดสอบความคงสภาพสอดคล้อง

กัน ผลความคงสภาพ (Figure 9) นอกจากนี้ยังพบว่า

สารละลายมาตรฐานนีม้คีวามเป็นเนือ้เดยีวกนัตลอดทัง้

รุ่นการผลติ (homogeneity test) เมือ่ประมวลผลด้วย

สถติ ิCochran’s test: within sample variation และ 

one-way ANOVA: between-bottle homogeneity 

ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%[9] ท�ำการก�ำหนดค่าความเข้ม

ข้นมาตรฐาน (certified concentration) พร้อมค�ำนวณ

ค่าความไม่แน่นอน (uncertainty) แล้วจัดท�ำ COA

	 สารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์

delta-9-tetrahydrocannabinol solution ผลิต

ตามระบบคุณภาพการจัดท�ำวัสดุอ้างอิง ISO 17034: 

2016[10] และเปิดให้บริการเป็นรุ่นการผลติแรก ตัง้แต่

วันที่ 1 เมษายน 2565 มีค่าความบริสุทธิ์ของวัตถุดิบ 

delta-9-THC เท่ากับร้อยละ 99.38 เมื่อค�ำนวณใน

สภาวะปกติและสามารถให้ค่าก�ำหนดเป็นความเข้ม

ข้นของสารละลายมาตรฐาน THC (certified con-

centration) เท่ากับ 0.9303 ± 0.0792 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน delta-

9-THC (Lipomed®)

Figure 8 HPLC chromatogram of delta-9-THC in standard solution and DMSc solution

Figure 9  Stability testing data of delta-9-THC DMSc solution
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อภิปรายผล

	 วิธีการสกัดสาร delta-9-THC จากช่อดอกของ

กญัชามหีลายวธีิ[12] เช่น การหมกั (maceration), การ

ไหลซึม (percolation), การสกัดด้วย soxhlet ex-

tractor ซ่ึงมักเป็นวิธีการสกัดที่ใช้เวลานาน ใช้ตัวท�ำ

ละลายอินทรีย์ในปริมาณมากและเมื่อสกัดเสร็จต้อง

น�ำสารสกัดไประเหยตัวท�ำละลายอินทรีย์ก่อนน�ำไป

แยกต่อ ส�ำหรับเทคนิคการสกัดด้วย SFE เป็นการน�ำ

คุณสมบัติของก๊าซท่ีอยู่ในสภาวะเป็นของไหลวิกฤต

ยิง่ยวด (supercritical fluid) ก ับตวัท�ำละลายร่วมมา

ใช้ในการสกดั ท�ำให้ตัวท�ำละลายกระจายและแทรกซึม

ได้ดจึีงท�ำให้การสกดัมปีระสทิธิภาพกว่าตวัท�ำละลาย

ในสภาวะปกติ[13] เมื่อปรับอุณหภูมิและความดันหลัง

การสกัด จะท�ำให้ carbon dioxide เปลี่ยนเป็นก๊าซที่

ระเหยออกไปจากสารสกัดได้ง่าย ช่วยลดขั้นตอนใน

การระเหยแห้งตัวท�ำละลายออกจากสารสกัด รวมถึง

ไม่ต้องใช้ความร้อนในการระเหยแห้ง[12] จึงเหมาะสม

ต่อการสกดัสารทีไ่ม่ทนความร้อน นอกจากนีย้งัใช้ตวั

ท�ำละลายอนิทรีย์ในปริมาณน้อยช่วยลดมลภาวะจาก

ตัวท�ำละลายอินทรีย์และลดอันตรายที่เกิดจากตัวท�ำ

ละลายอินทรีย์ต่อสุขภาพ

	 การสกัดด้วยเทคนิค SFE นี้ การเปลี่ยนแปลง

สัดส่วนของตัวท�ำละลายร่วม ethanol ตั้งแต่ 0-10% 

พบว่านอกจากการใช้ ethanol จะช่วยให้สามารถ

สกัด delta-9-THC ออกมาได้ดีกว่าการใช้ carbon 

dioxide อย่างเดียวแล้ว ยังพบว่าที่สัดส่วนของ 

ethanol เท่ากับ 5-10% ยังช่วยให้สามารถสกัดสาร 

delta-9-THC ได้ดีขึ้น เนื่องจาก carbon dioxide 

เป็นสารไม่มีขั้ว การเติม ethanol ซ่ึงเป็นสารท่ีมีขั้ว

ในสัดส่วนท่ีเหมาะสม จะช่วยให้สกัด delta-9-THC 

ได้ปริมาณผลผลิตที่สูงขึ้น[13-14] ซ่ึงสอดคล้องกับผล

การศึกษาในคร้ังนี้ที่พบว่าที่อัตราส่วนของ carbon 

dioxide ต่อ ethanol เท่ากับ 95:5 เป็นสัดส่วนท่ี

เหมาะสมในการสกัดด้วย SFE ให้ได้ปริมาณ delta-

9-THC และ THCA มากทีส่ดุ ในการศกึษาคร้ังนีไ้ด้น�ำ 

cannabinoids-rich extract ที่ได้จากการสกัดด้วย

เครื่อง SFE มาอบที่ 120˚C เป็นเวลา 45 นาที เพื่อให้
เกิดการ decarboxylation เปลี่ยน THCA ให้เป็น 

delta-9-THC อย่างสมบูรณ์ ก่อนน�ำ delta-9-THC-

rich extract มาแยกให้ได้ delta-9-THC บริสทุธ์ิด้วย

เคร่ือง SFC ตามการศกึษาของ Wang M. และคณะ[15] 

	 การแยกบริสุทธ์ิ delta-9-THC จากสารสกัด

สามารถท�ำได้หลายวธีิ ได้แก่ การแยกด้วยวธีิคอลมัน์

โครมาโทกราฟี (column chromatography)[12] 

วิธี flash column chromatography[16] ส�ำหรับวิธี

การแยกบริสุทธ์ิ delta-9-THC ด้วยเคร่ือง SFC[16] 

สามารถแยกสารแคนาบินอยด์ท่ีมคีณุสมบัตเิป็นกลาง 

เช่น delta-9-THC, CBD และสารที่มีคุณสมบัติเป็น 

กรด เช่น THCA และ CBDA ออกจากกันได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ เนื่องจากการใช้ carbon dioxide เป็น

ตัวหลักของสารละลายตัวพาซ่ึงเป็นสารที่เข้ากับตัว

ท�ำละลายอินทรีย์ต่าง ๆ ได้ดี มีความปลอดภัยสูง ไม่

ติดไฟ มีค่าการดูดกลืนคลื่นแสงอุลตร้าไวโอเลตท่ี

คลื่นความถี่ต�่ำ (short wavelength) และสามารถ

ก�ำจัดออกจากสารส�ำคัญท่ีแยกออกมาได้ง่ายในภาย

หลัง[17] นอกจากนี้ เทคนิคการแยกสารด้วย SFC 

ที่ใช้สารละลายตัวพาที่มี carbon dioxide กับ ace-

tonitrile และ isopropanol เป็นส่วนประกอบนั้น 

มีค่า diffusion coefficient สูงกว่าการใช้การแยก

แบบ preparative HPLC ที่มีสารละลายตัวพาเป็น 

normal phase 3-5 เท่า ท�ำให้สามารถแยกสารได้เร็ว

ขึน้ เนือ่งจากความหนดืของสารละลายตัวพาของ SFC 
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น้อยกว่าสารละลายตัวพาของ preparative HPLC 

ท�ำให้สามารถเพ่ิมอัตราการไหลของสารละลายตัวพา

ได้สูงขึ้น จึงสามารถแยกสารได้เร็วขึ้นและได้ปริมาณ

สารเพิ่มขึ้นอีกด้วย[17]  

	 การตรวจเอกลักษณ์ delta-9-THC ที่ผลิต

ขึ้น IR spectra และ mass spectra สอดคล้องกับ

การศึกษาของ Tay L.-L. และคณะ[18] และ Gallo-

Molina A.C. และคณะ[13] ตามล�ำดับ นอกจากนี้

การทดสอบโดย NMR พบว่าโครงสร้างโมเลกุลเป็น

สาร delta-9-THC[19] ซ่ึงจากผลการทดสอบทั้งหมด

สามารถยืนยันได้ว่าสารท่ีได้จากวิธีผลิตท่ีพัฒนาขึ้น

นี้คือ delta-9-THC

ข้อสรุป

	 delta-9-THC ที่สกัดจากช่อดอกของพืช

กัญชาและแยกบริสุทธ์ิโดยวิธีท่ีพัฒนาขึ้นนี้ มีร้อย

ละของผลผลิตเท่ากับ 0.6 สามารถน�ำมาเป็นวัตถุดิบ

ส�ำหรับใช้ผลิตสารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การ 

แพทย์ delta-9-tetrahydrocannabinol (delta-

9-tetrahydrocannabinol DMSc reference 

standard) ในรูปแบบสารละลายใน methanol เป็น

สารมาตรฐานท่ีด�ำเนินการผลิตและจ�ำหน่ายโดยกรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ มีราคาถูกกว่าการน�ำเข้าสาร

มาตรฐานชนิดนี้จากต่างประเทศประมาณ 10 เท่า 

ผู้วิจัยและผู้ประกอบการผลิตยาจากกัญชาสามารถ

น�ำไปใช้เป็นสารมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ เพื่อ

หาปริมาณ delta-9-THC ในพืชกัญชา สารสกัดจาก

กัญชา เป็นการประกันคุณภาพและความปลอดภัย

ผลิตภัณฑ์จากกัญชาที่ผลิตในประเทศ นอกจากนี้

ยังสามารถน�ำไปเป็นตัวเปรียบเทียบเพื่อต่อยอดงาน

วจัิย ใช้ในการทดสอบฤทธ์ิ ทดสอบความเป็นพษิและ

ก�ำหนดขนาด (dose) ของสารส�ำคัญของผลิตภัณฑ์

กญัชาท่ีพฒันาขึน้เพือ่ใช้ในทางการแพทย์แผนปัจจุบัน

ต่อไป

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณนายอ�ำพร วงศ์เจริญสถิตย์ ที่ให้ค�ำ

แนะน�ำขั้นตอนการพัฒนาวิธีการใช้เคร่ือง SFE และ 

SFC, นายธีระวุธ ปิ่นทอง ที่ให้ค�ำแนะน�ำและเป็นที่

ปรึกษาในการสกัดและแยกสาร delta-9-THC จาก

กัญชาให้มีความบริสุทธ์ิสูงจนสามารถน�ำมาผลิตเป็น

สารมาตรฐานกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ delta-9- 

tetrahydrocannabinol ได้  
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