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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  กญัชา (Cannabis sativa L.) ได้ถกูน�ำมาใช้ทางการแพทย์ต้ังแต่สมยัโบราณ สารส�ำคัญ 

ท่ีพบในกัญชา คือ เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ซึ่งเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิต่อจิตประสาท และสารท่ีไม่ออกฤทธ์ิต่อ 

จิตประสาท เช่น แคนนาบิดิออล ปัจจุบันกัญชาถูกน�ำมาใช้เป็นองค์ประกอบทางยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพที่หลาก

หลาย อย่างไรกต็ามยงัขาดวธีิการควบคมุคณุภาพสารท่ีพบในสารสกดักญัชาอย่างเหมาะสม การวจิยัน้ีมีวตัถปุระสงค์

เพื่อศึกษาการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบินอยด์ในสารสกัดกัญชาด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง (Ultra High Performance Liquid Chromatography: UHPLC) 

	 วิธีการศึกษา:  การวิจัยแบ่งเป็น 3 ขั้นตอน ได้แก่ (1) การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัดกัญชาด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง (2) การทดสอบความ

ใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ และ (3) การวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออลและเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัด

กัญชา จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง

	 ผลการศึกษา:  ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ดังกล่าว พบว่ากราฟมาตรฐานของแคนนาบิดิออล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มลีกัษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 24.23-290.70 และ 23.98-383.62 ไมโครกรมั/

มิลลลิติร ตามล�ำดับ โดยมค่ีาสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ เท่ากบั 0.999, ค่าร้อยละของการคืนกลบัอยูใ่นช่วง 98.99-100.47 

ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบของแคนนาบดิิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีค่าเท่ากบัร้อยละ 1.015 และ 2.135 โดย

น�้ำหนักของสารสกัดกัญชา (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ ในขณะที่ขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณมีค่าเท่ากับ

ร้อยละ 3.382 และ 7.118 โดยน�้ำหนักของสารสกัดกัญชา (ไมโครกรัม/ไมโครกรัม) ตามล�ำดับ 

	 อภิปรายผล:  การพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัด

กัญชาด้วยวิธี UHPLC ที่พัฒนาขึ้น สามารถใช้ตรวจสอบสารสกัดกัญชา ผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์

พบว่าทุกค่าอยู่ในเกณฑ์ยอมรับได้ อีกท้ังวิธีนี้ใช้เวลาในการวิเคราะห์ไม่นาน และวิธีการเตรียมวัฏภาคเคลื่อนที่ง่าย 

สะดวก และรวดเร็ว
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	 ข้อสรปุ:  วธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาขึน้นีมี้ความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช้เป็นวธีิมาตรฐานส�ำหรบัตรวจวเิคราะห์

ปริมาณสารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัดกัญชา ตลอดจนเป็นข้อมูลพื้นฐานในการ

ก�ำหนดเกณฑ์ปริมาณสารส�ำคัญในสารสกัดกัญชาต่อไป
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Cannabis (Cannabis sativa L.) has been used for medicinal purposes since 
ancient time. Tetrahydrocannabinol (THC) is the major psychoactive compound and the other non-psychoactive 
ingredients are cannabidiol (CBD). Cannabis has been used as an active ingredient in various pharmaceutical and 
health-related products. However, the appropriate analytical methods for quality control of active compounds in 
cannabis extracts remain limited. This study aimed to develop and validate an Ultra High Performance Liquid 
Chromatography (UHPLC) method for the quantification of cannabinoids in cannabis extract samples.
	 Methods:  The study was divided into three steps: (1) developing the UHPLC method for analyzing  
cannabidiol and tetrahydrocannabinol in cannabis extracts, (2) testing the validity of the analysis method, and  
(3) analyzing the quantity of cannabidiol and tetrahydrocannabinol in 10 cannabis extract samples.
	 Results:  This method was validated by establishing the linearity for cannabidiol and tetrahydrocannabinol 
at the concentration range of 24.23-290.70 and 23.98-383.62 µg/mL, respectively, with a determination correlation 
coefficient (r) of 0.999. The % recovery was in the range of 98.99-100.47%. The limit of detection of cannabidiol 
and tetrahydrocannabinol was 1.015 and 2.135% w/w (calculated on the weight as C. sativa extracts, µg/µg), 
respectively, while the limit of quantification were 3.382 and 7.118% w/w (calculated on the weight as C. sativa 
extracts, µg/µg), respectively.
	 Discussion:  The method developed for analyzing cannabidiol and tetrahydrocannabinol in cannabis extracts 
using UHPLC. The validity test result 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 routine quantitative 
analysis of cannabidiol and tetrahydrocannabinol in cannabis extracts. It can support the establishment of quality 
specifications for cannabis extracts.

	 Key words:	Cannabis sativa L., Cannabidiol, Tetrahydrocannabinol, Ultra High Performance Liquid  
Chromatography
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บทน�ำและวัตถุประสงค์

	 กัญชา มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis 

sativa L. จัดอยูใ่นวงศ์ Cannabaceae มชีือ่เรียกอ่ืน 

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

Indian hemp, Marijuana เป็นต้น จัดเป็นไม้ล้มลุก 

ต้นตัง้ตรง ดอกตวัผูแ้ละดอกตัวเมยีแยกกนัอยูค่นละ

ต้น มขีนทีม่สีารเหนยีว ล�ำต้นเป็นเหลีย่มเลก็น้อย ใบที่

อยูใ่กล้โคนต้นออกเป็นคูต่รงข้ามกนั ใบทีอ่ยูใ่กล้ยอด

เรียงแบบบันไดเวียน มีหูใบ 2 อัน เป็นรูปเส้นด้ายติด

อยู่โคน ก้านใบยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตร ตั้งตรง 

ไม่ร่วงง่าย แผ่นใบเป็นแฉก 5-7 แฉก แต่ละแฉกเป็น

รูปหอก ปลายแฉกแหลมเป็นต่ิง โคนแฉกแหลม ขอบ

หยกั ก้านใบมขีน ดอกตวัผู้ออกเป็นช่อตามง่ามใบและ

ยอด ดอกมีกลีบเพียงชั้นเดียว จ�ำนวน 5 กลีบ ไม่ติด

กนั กลบีรูปขอบขนาน ดอกตวัเมยี ออกเดีย่วตามง่าม

ใบและยอด แต่ละดอกมีใบประดับสีเขียวเข้ม คล้าย

กาบและมีขนเป็นต่อมหุ้มอยู่ ไม่มีกลีบดอก ผลรูปไข่ 

หรือ รูปรี เกลี้ยง มีใบประดับหุ้มอยู่ 2 ใบ สรรพคุณ

ของกัญชามีดังนี้ คือ ใบเป็นยาชูก�ำลัง แก้อ่อนเพลีย 

เจริญอาหาร กระตุ้นประสาท ท�ำให้นอนหลับ ช่อดอก 

ตัวเมีย ช่วยบ�ำรุงประสาท แก้ปวดประสาท ท�ำให้

เคลิ้มฝัน มีฤทธิ์เป็นยาระงับปวด เมล็ดเป็นยาชูก�ำลัง 

ท�ำให้ประจ�ำเดอืนมาปกต ิส่วนล�ำต้นมสีรรพคณุบ�ำรุง

ประสาท[1] กัญชามีส่วนประกอบของสารเคมีมากกว่า 

450 ชนิด โดยมากกว่า 60 ชนิดเป็นสารกลุ่มแคนนา

บินอยด์ (cannabinoids) มีองค์ประกอบหลักคือ 

tetrahydrocannabinol (THC) และสารชนิดอื่นใน

กลุม่เดยีวกนั เช่น cannabinol (CBN), cannabidiol 

(CBD), cannabichromene (CBC), cannabigerol 

(CBG) เป็นต้น[2,3] 

	 สารสกัดกัญชา (Figure 1) มีสารส�ำคัญในกลุ่ม

แคนนาบินอยด์อยู่ โดยสารท่ีเป็นท่ีรู้จักกันดีนั้นคือ 

แคนนาบิดอิอลและเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ซ่ึงเป็น

สารท่ีออกฤทธ์ิ กระตุ้นระบบประสาท ฮอร์โมน และ

ภูมิคุ้มกันต่าง ๆ สารแคนนาบิดิออล มีลักษณะเป็น

ผงสีขาว สารเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีลักษณะ

เป็นของเหลวใส สารแคนนาบิดิออล มีฤทธ์ิบรรเทา

อาการลมชกั ลดอาการวิตกกงัวลทัง้ในเดก็กลุม่อาการ 

ออทิสติก หรือในผู ้ป่วยท่ีมีประวัติการเสพกัญชา  

ส่วนสารเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีฤทธ์ิแก้ปวด 

กระตุ ้นความอยากอาหารและลดอาการคลื่นไส ้

จากการใช้เคมบี�ำบัด ช่วยปกป้องและกระตุ้นการสร้าง

เซลล์สมอง[4] สูตรโครงสร้างของแคนนาบิดิออลและ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล (Figure 2)

	 ปัจจุบัน การพัฒนาพืชสมุนไพรกัญชาเพื่อ

ประโยชน์ทางการแพทย์ จ�ำเป็นต้องมีการศึกษา 

การพฒันาสารสกดั การแยกสารบริสทุธ์ิและผลติภณัฑ์ 

จากกัญชา เพื่อให้สามารถใช้ประโยชน์ทางการแพทย์

ได้อย่างเหมาะสม และในการน�ำสารสกัดกัญชามา

เป็นองค์ประกอบในการปรุงต�ำรับยายังไม่มีข้อมูล 

ปริมาณสารส�ำคัญ ในปี พ.ศ. 2555 มีรายงาน 

การหาปริมาณสารแคนนาบดิอิอล แคนนาบินอล และ 

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในกญัชาด้วยวธีิ HPLC/UV[5]  

แต่เนื่องจากการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด ์

ในกญัชาด้วยวธีิ HPLC/UV จ�ำนวน 1 ตัวอย่างนัน้ ใช้

เวลานาน คอื 22 นาท ีท�ำให้สิน้เปลอืงวฏัภาคเคลือ่นท่ี 

(mobile phase) และต่อมาในปี พ.ศ. 2561 มรีายงาน

การหาปริมาณสารแคนนาบินอยด์ในกัญชาด้วยวิธี 

HPLC-DAD[6] และการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่ม

แคนนาบินอยด์ในกัญชาด้วยวิธี HPLC-DAD นี้ ใช้

เวลานาน ถึง 50 นาที ซึ่งเป็นสาเหตุของการสิ้นเปลือง

สารเคมีด้วยเช่นกัน 
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การวจัิยคร้ังนีม้วีตัถปุระสงค์ในการพฒันาวธีิวเิคราะห์

สารแคนนาบิดิออลและเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล

ในสารสกัดกัญชา และทดสอบความถูกต้องของวิธี

เพื่อให้ได้วิธีมาตรฐานของห้องปฏิบัติการที่มีความ

ถูกต้องแม่นย�ำ สะดวก รวดเร็วและประหยัดสารเคมี 

เพื่อใช้ในการประเมินคุณภาพของสารสกัดกัญชา  

รวมทัง้การหาปริมาณสารส�ำคญัท่ีอยูใ่นสารสกดักญัชา 

ให้สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได ้

อย่างเหมาะสม นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการวิจัย

และพฒันาต�ำรับยาและผลติภณัฑ์จากสารสกดักญัชา

เป็นส่วนผสม รวมถึงเป็นข้อมูลในการเพิ่มมูลค่าของ

สารสกัดกัญชาทางเศรษฐกิจต่อไป

Figure 1  Cannabis sativa L. extracts

Figure 2  Chemical structure of cannabidiol and tetrahydrocannabinol

Cannabidiol (CBD) Tetrahydrocannabinol (THC)
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ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1	ตัวอย่างสารสกัด

	 สารสกัดกัญชาได้จากการน�ำช่อดอกกัญชาต้น

ตัวเมียสด (ซ่ึงมีอายุการปลูก 5 เดือน น�ำมาคัดแยก

เอาเฉพาะช่อดอก ล้างด้วยน�้ำให้สะอาด ผึ่งให้แห้งที่

อุณหภูมิห้องพอหมาด ๆ หั่นให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ และ

อบให้แห้งด้วยตู้อบร้อนไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง คัดเลือกเอาเมล็ดออกก่อน

น�ำตัวอย่างที่แห้งแล้วไปบดเป็นผงหยาบ ผ่านแร่งที่มี

ขนาดช่อง 180 ไมโครเมตร) น�ำผงช่อดอกกัญชาแห้ง 

จ�ำนวน 50 กรัม สกดัด้วยเอทานอล (ethanol) โดยวิธี 

Soxhlet extraction นาน 4 ชั่วโมง กรองและน�ำสาร

สกัดที่ได้มาระเหยแห้งด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ 

จะได้สารสกัดกัญชามีลักษณะเป็นของหนืดสีน�้ำตาล

ปนเหลือง วัตถุดิบช่อดอกกัญชาถูกรวบรวมจาก 

โครงการศกึษาการปลกูและขยายพนัธ์ุต้นกญัชาภายใต้ 

สภาพโรงเรือนแบบปิดของสถาบันวิจัยสมุนไพร 

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และมหาวิทยาลัย

เทคโนโลยรีาชมงคลอสีาน วทิยาเขตสกลนคร จ�ำนวน 

10 ตวัอย่าง คอื กญัชาพนัธ์ุไทย ตะนาวศรีก้านแดงอาร์

ดี1 (RD1) ได้แก่ RD1/1, RD1/2, RD1/3, RD1/4, 

RD1/5, RD1/6, RD1/7, RD1/8, RD1/9 และ RD1/10 

	 1.2	สารมาตรฐาน

	 สารมาตรฐานแคนนาบิดิออล ความบริสุทธ์ิ 

≥ 99.9% (THC Pharm GmbH, Batch: S19014)

	 สารมาตรฐานเตตร ้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ความบริสุทธ์ิ ≥ 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�ำสุญญากาศ รุ่น A-3S (Eyela) และ

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

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

2. วิธีการศึกษา

	 2.1	การพัฒนาวิธีวิเคราะห์และหาสภาวะที่

เหมาะสมในการวิเคราะห์

		  2.1.1 การเตรียมสารมาตรฐาน

	 	 เตรียมสารละลายมาตรฐานแคนนาบิดอิอล 

และเตตร ้าไฮโดรแคนนาบินอล ความเข ้มข ้น 
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100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร น�ำสารละลายมาตรฐาน

ที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง (UHPLC)

		  2.1.2	การเตรียมสารละลายตัวอย่าง

	 	 น�ำสารสกัดกัญชา น�้ำหนัก 50 มิลลิกรัม 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล (methanol) 

จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร 

(volumetric flask) กรองผ่าน Nylon filter syringe 

น�ำสารละลายตัวอย่างสารสกัดที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วย

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง 

		  2.1.3	การเลือกใช้ความยาวคลื่นในการ

ตรวจวิเคราะห์สารแคนนาบดิิออล และเตตร้าไฮโดร

แคนนาบินอล

	 	 สารสกัดกัญชา น�้ำหนัก 50 มิลลิกรัม 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 100 

มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน  

Nylon filter syringe น�ำสารละลายตวัอย่างสารสกัด

ที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง วัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ของแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

เพือ่ดคูวามยาวคลืน่ทีส่ารชนดินีส้ามารถดดูกลนืแสง

สงูสดุ (λmax) และวเิคราะห์สารละลายตวัอย่างสารสกดั

กัญชาโดยใช้ DAD เพื่อเลือกความยาวคลื่นส�ำหรับ

การตรวจวดัแคนนาบดิอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา

บนิอล โดยทีไ่ม่พบการซ้อนทบัของ (peak, co-elute)

		  2.1.4 วัฏภาคคงที่ (Stationary phase) 

และวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)

		  วัฏภาคคงที่ เปรียบเทียบผลของคอลัมน์

ชนิดต่าง ๆ ที่แตกต่างกันในเร่ืองชนิดอนุภาคภายใน

คอลัมน์ (ARC-18 และ ARC-8) ความยาวคอลัมน ์

(150 และ 100 มิลลิเมตร) โดยพิจารณาเลือกคอลัมน์ 

จากลกัษณะของ peak shape, peak symmetry และ 

retention time 

	 วัฏภาคเคลื่อนท่ี ศึกษาชนิดและสัดส่วนของ 

วฏัภาคเคลือ่นที ่เมือ่ปรับเปลีย่นองค์ประกอบของวฏัภาค 

เคลื่อนที่จากน�้ำและอะซิโตไนไทรล์ เป็น 0.1% ออร์โท

ฟอสโฟริกแอซิด (0.1% Ortho-phosphoric acid) ในน�ำ้  

และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์  

โดยพิจารณาจาก peak shape และ retention time 

ของแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ความสามารถในการแยกสิ่งเจือปน (impurity) จาก

พคีของแคนนาบิดอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ในสารละลายตัวอย่างสารสกัดกัญชาและความดัน

ของระบบโครมาโทกราฟี

	 2.2	การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 ทดสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณ 

แคนนาบิดอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอลในสาร

สกัดกัญชาท่ีพัฒนาขึ้นตามแนวปฏิบัติการทดสอบ

ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทางเคมีโดยห้องปฏิบัติ

การเดียว กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุข[7] และ ICH Harmonised Guideline 

Validation of Analytical Procedures Q2(R1)[8]

	 	 2.2.1 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 	 ฉี ดส า รล ะล ายผสมของส า รม าตรฐ าน 

แคนนาบิดอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล ความเข้มข้น 

 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟ ี

ของเหลวประสิทธิภาพสูง เพื่อตรวจสอบการแยก

สารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ออกจากกันและออกจากการรบกวนของสารอื่น 

ซ่ึงต้องมค่ีา retention time แยกจากกนัได้ด ีค�ำนวณ 

peak purity และค่า resolution
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	 	 2.2.2 การทดสอบความเป ็นเส ้นตรง 

(linearity) และช่วงการวิเคราะห์ (range)

	 	 เตรียมสารละลายสารมาตรฐานจ�ำนวน 2 ชนดิ 

ได้แก่ แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนา

บินอล โดยชั่งสารมาตรฐาน น�้ำหนัก 50 และ 100 

มิลลิกรัม ตามล�ำดับ ละลายและปรับปริมาตรด้วย

เมทานอล จนครบ 50 มิลลิลิตร ด้วยขวดแก้ววัด

ปริมาตร ตามล�ำดับ จะได้ stock solution ของ

สารละลายสารมาตรฐานแคนนาบิดิออล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอล เข้มข้น 1,000 และ 2,000 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ ปิเปตสารละลาย

สารมาตรฐานแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดร

แคนนาบินอลปริมาตร 1,000 และ 500 ไมโครลิตร  

ตามล�ำดับ ใส่ลงในขวดแก้ววัดปริมาตร ขนาด 10 

มลิลลิติร แล้วปรับปรมิาตรด้วยเมทานอล จากนัน้เจือจาง 

ให้ได้ 5 ระดับความเข้มข้น คือ 25, 50, 100, 200 

และ 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะได้ 5 ระดับความ

เข้มข้นของสารละลายสารมาตรฐานแคนนาบิดิออล  

ดังนี้ 24.23, 48.45, 96.90, 193.80 และ 290.70 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และจะได้ 5 ระดับความเข้มข้น 

ของสารละลายสารมาตรฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ดังนี้ 23.98, 47.95, 95.90, 191.81 และ 383.62 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีดสารละลายสารมาตรฐาน

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ที ่5 ระดบัความเข้มข้น ความเข้มข้นละ 3 ซ�ำ้ ด้วยเคร่ือง

โครมาโทกราฟีของเหลวประสทิธิภาพสงู น�ำค่าพืน้ท่ีใต้

พีค (area under curve, AUC) และความเข้มข้น 

ของสารละลายสารมาตรฐานแคนนาบิดิออล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ไปสร้างกราฟมาตรฐาน 

(calibration curve) และค�ำนวณค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ (correlation coefficient, r)

	 	 2.2.3	การทดสอบหาร้อยละของการคืนกลบั 

(% recovery) และความเที่ยง (precision)

	 	 เตรียม sample blank (sample blank  

คือ ตัวอย่างสารสกัดท่ีตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ 

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล แล้วมี

ปรมิาณสารแคนนาบดิอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบนิอล  

ในปริมาณต�่ำ ๆ) โดยช่ังตัวอย่างสารสกัดกัญชา 50 

มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล  

จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร 

กรองผ่าน Nylon filter syringe น�ำสารละลายตัวอย่าง 

ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง โครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง จ�ำนวน 6 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย 

(mean)

	 เตรียม spiked sample ลงใน sample blank 

โดยเติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 3 ระดับ 

ระดบัละ 3 ซ�ำ้ ฉดีซ�ำ้ละ 2 คร้ัง โดย spiked สารละลาย

สารมาตรฐานท่ีความเข้มข้นระดับต�่ำ กลาง และสูง 

ลงไปใน sample blank 50, 100, 150% ตามล�ำดับ

	 เติมสารละลายสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 

3 ระดับ ลงใน sample blank แล้ววิเคราะห์ sample 

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

sample ระดับละ 3 ซ�้ำ จากนั้นค�ำนวณค่าร้อยละของ

การคืนกลับ (% recovery)

	       (C1 – C2) 5 100
% recovery	 =
	 	 	 C3

เมื่อ	 C1	 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน spiked sample

	 C2	 คือ	 ความเข้มข้นของสารใน sample blank

	 C3	 คือ	 ความเข้มข้นของสารที่เติม
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	 การทดสอบความเที่ยง

	 Repeatability วิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดอิอล  

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ในตัวอย่างสารสกัด

กัญชาเข้มข้น 154 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จ�ำนวน 10 

ซ�ำ้ ในวนัเดยีวกนั น�ำค่าพืน้ท่ีใต้พคีมาค�ำนวณปริมาณ

สารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

และค�ำนวณค่าร้อยละส่วนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ 

(% RSD) เกณฑ์การยอมรับ (acceptance criteria) 

% RSD < 2

	 Intermediate precision วิเคราะห์ปริมาณ

สารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในตัวอย่างสารสกัดกัญชาเข้มข้น 154 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วัน วันละ 10 ซ�้ำ น�ำค่าพื้นที่ 

ใต้พคีมาค�ำนวณปริมาณสารแคนนาบิดอิอล และเตต

ร้าไฮโดรแคนนาบินอล และค�ำนวณค่า % RSD เกณฑ์

การยอมรับ (acceptance criteria) % RSD < 2

		  2.2.4	การทดสอบขีดจ�ำกดัของการตรวจพบ 

(Limit of Detection, LOD)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณ (estimated) ของ LOD 

จาก calibration curve

	 	 เตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดกัญชา 

โดยชั่งตัวอย่างสารสกัดกัญชา 50 มิลลิกรัม ละลาย

และปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 100 มลิลลิติร 

โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน Nylon filter 

syringe 

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

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

	 	 เตรียมสารละลาย spiked sample ให้มี

ความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOD แล้ว

ตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดอิอล และเตตร้า

ไฮโดรแคนนาบนิอล ใน spiked sample 6 ซ�ำ้ ค�ำนวณ

ค่า % RSD และ % recovery เกณฑ์การยอมรับ 

(acceptance criteria) % RSD < 2

		  2.2.5 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิง

ปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)

	 	 ค�ำนวณค่าประมาณของ LOQ จาก calibra-

tion 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 ให้มี

ความเข้มข้นใกล้เคียงกับค่าประมาณของ LOQ แล้ว

ตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดอิอล และเตตร้า

ไฮโดรแคนนาบนิอล ใน spiked sample 6 ซ�ำ้ ค�ำนวณ

ค่า % RSD และ % recovery เกณฑ์การยอมรับ 

(acceptance criteria) % RSD < 2
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	 2.3	 การวเิคราะห์ปรมิาณแคนนาบดิอิอล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัดกัญชา

		  2.3.1	การเตรียมสารละลายตัวอย่างสาร

สกัดกัญชา

	 	 ชั่งตัวอย่างสารสกัดกัญชา น�้ำหนัก 50 

มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล  

จนครบ 100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร 

กรองผ่าน Nylon filter syringe น�ำสารละลาย

ตัวอย่างสารสกัดกัญชาที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 

โครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง

	 	 วเิคราะห์ปริมาณแคนนาบิดอิอล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอล ในตัวอย่างสารสกัดกัญชา 

จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง ด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยที่แต่ละ

ตัวอย่างให้วิเคราะห์ 3 ซ�้ำ แล้วน�ำมาหาค่าเฉลี่ย 

	 การค�ำนวณความเข้มข้นของสารแคนนาบิดอิอล  

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างสารสกัด

กัญชา (ร้อยละโดยน�้ำหนักของตัวอย่างสารสกัด

กัญชา, % 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

	 การพิสูจน์ว่าการเจือจางนั้นไม่มีผลต่อความ

ถูกต้องของค่าความเข้มข้นนั้น โดยการท�ำ dilution 

integrity มีขั้นตอนดังนี้ คือ

	 1. เตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดกัญชา

	 ชัง่ตวัอย่างสารสกดักญัชา น�ำ้หนกั 50 มลิลกิรัม 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 

100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตมา 

10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 

25 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน 

Nylon filter syringe น�ำสารละลายตัวอย่างสาร

สกดักญัชาท่ีได้ไปวเิคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี

ของเหลวประสิทธิภาพสูง

	 วิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบนิอล ในตัวอย่างสารสกดักญัชาทีเ่จือจาง 

แล้ว จ�ำนวน 6 ซ�้ำ น�ำมาหาค่าเฉลี่ย และเปรียบเทียบ

กับค่าความเข้มข้นที่คาดหวังจากการเจือจาง หากค่า 

ท่ีวดัได้ใกล้เคยีงกบัค่าท่ีคาดหวัง แสดงว่าการเจือจาง

ไม่ส่งผลต่อความถูกต้องของค่าความเข้มข้น

ผลการศึกษา

1.	การพัฒนาวธีิวเิคราะห์ปริมาณแคนนาบดิอิอล  

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัด

กัญชา

	 1.1		 การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟี

	 หลังจากน�ำสารละลายมาตรฐานของสาร 

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล และ

สารละลายตัวอย่างสารสกัดกัญชาไปวิเคราะห์ด้วย

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวประสทิธิภาพสงู พบว่า 

ได ้สภาวะของระบบโครมาโทกราฟี ท่ีเหมาะสม 

ในการแยกสารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดร 

แคนนาบนิอล (Table 1) โดยสดัส่วนของวฏัภาคเคลือ่นที่ 

แบบ gradient program จะเริ่มที่เวลา นาทีที่ 0.0 ถึง 
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(28:72) และ นาทีที่ 12.1 ถึง นาทีที่ 15.0 ใช้ %A:%B 

(28:72) (Table 2, Figure 3)

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

8.6 ใช้ %A:%B (5:95), นาทีที่ 8.6 ถึง นาทีที่ 9.5 ใช้ 

%A:%B (5:95), นาททีี ่9.5 ถงึ นาททีี ่12.1 ใช้ %A:%B 

Table 1  Optimal Chromatography Conditions for Separation of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol by UHPLC system

	 Chromatographic parameter		  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

Table 2  Gradient program for UHPLC analysis

	Time (min)	 Flow (mL/min)	 0.1% Ortho-phosphoric acid in water 	 0.1% Ortho-phosphoric acid
			   (% A)	 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 standard solution of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol (A) and sample solution 
of Cannabis sativa L. extracts (B)
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	 1.2	 ความยาวคล่ืนในการตรวจวดัสารแคนนา

บิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล

	 จากการศึกษาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ของแคนนาบิดิออล แคนนาบินอล และเตตร้าไฮโดร

แคนนาบินอล พบว่า λmax ของสารแคนนาบิดิออล 

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล มีค่าเท่ากับ 208, 

274 นาโนเมตร และ 210, 274 นาโนเมตร ตามล�ำดับ 

(Figure 4) และเมื่อวิเคราะห์สารละลายตัวอย่าง

สารสกัดกัญชาด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง โดยใช้ DAD เป็นเคร่ืองตรวจวัด  

ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร ไม่พบการซ้อนทับ

ของพีคของสารอื่น

Figure 4  UV spectrum of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol

	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในสารสกัดกัญชา จึงเลือกการตรวจวัดการดูดกลืน

แสงอัลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 

	 1.3	 วัฏภาคคงที่และวัฏภาคเคลื่อนที่

	 วัฏภาคคงที่ พบว่าเมื่อใช้ UHPLC column 

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

อนุภาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC chromatogram 

fingerprint ที่ได้ให้พีคของแคนนาบิดิออล และ 

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ที่ retention time 3.39 

และ 6.17 นาที ตามล�ำดับ ซึ่งมีการแยกจากสิ่งเจือปน

อื่นอย่างชัดเจน ดัง Figure 5 (ผู้วิจัยได้ศึกษาการ

เปรียบเทียบผลของคอลัมน์ท้ัง 2 ชนิด คือ ARC-

18 และ ARC-8 มาแล้ว[9,10] จึงเลือกใช้คอลัมน์ชนิด 

ARC-18 ในการศึกษาครั้งนี้)

	 วัฏภาคเคลื่อนที่ พบว่าเมื่อใช้ 0.1% ออร์โท

ฟอสโฟริกแอซิด (0.1% Ortho-phosphoric acid)  

ในน�ำ้ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟรกิแอซดิในอะซิโตไนไทรล์  

(Acetonitrile) retention time ของสารแคนนาบิดิ

ออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล เท่ากบั 3.39 และ 

6.17 นาท ีจะได้ peak shape ของแคนนาบดิอิอล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลที่สมมาตร (symmetry)  

และแยกจากสิ่งเจือปนอื่นอย่างชัดเจน (Figure 

5) (ผู้วิจัยได้ศึกษาการเปรียบเทียบผลของวัฎภาค 

เคลื่อนที่ทั้ง 2 ชนิด คือ 1. น�้ำและอะซิโตไนไทรล์ และ 

2. 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในน�ำ้ และ 0.1% ออร์

โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ มาแล้ว[9,10] จึง

เลอืกใช้วฎัภาคเคลือ่นท่ี 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด 

ในน�ำ้ และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์ 

ในการศึกษาครั้งนี้)
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	 ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณแคน

นาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ในสาร

สกัดกัญชาด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง จึงเลือกใช้ UHPLC column ชนิด 

ARC-18, ขนาด 4.6 5 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 

2.7 ไมโครเมตร ใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด ในน�ำ้  

และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิดในอะซิโตไนไทรล์  

เป ็นวัฏภาคเคลื่ อน ท่ี  ตรวจวัดด ้วย DAD ท่ี

ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร

2. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(method validation)

	 2.1	 การทดสอบความจ�ำเพาะ (specificity)

	 จากการฉีดสารละลายผสมของสารมาตรฐาน 

พบว่าภายใต้สภาวะ UHPLC ทีพ่ฒันาขึน้ สามารถแยก

สารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล  

ออกจากกนัได้ และไม่มกีารรบกวนของสารอืน่ โดยมี 

ค่า retention time เท่ากับ 3.39 และ 6.17 นาที  

ตามล�ำดับ (Figure 6) มีค่า peak purity ของ

สารละลายสารมาตรฐาน แคนนาบิดิออล และเตตร้า

ไฮโดรแคนนาบินอล เท่ากับร้อยละ 96.74 และ 96.44 

ตามล�ำดับ และมีค่า resolution > 2

Figure 5	 Chromatographic fingerprint of the Cannabis sativa L. extracts sample solution using stationary phases, 
the ARC-18 UHPLC column and mobile phases, 0.1% Ortho-phosphoric acid in water and 0.1% 
Ortho-phosphoric acid in Acetonitrile
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Figure 6	 Chromatographic fingerprint of standard solution of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol, mixed 
standard solution of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol.

	 2.2	 การทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการ

วิเคราะห์

	 จากกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ

สารละลายมาตรฐานและพืน้ทีใ่ต้พคี พบว่าความเข้มข้น 

ของสารละลายมาตรฐานแคนนาบิดิออล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอลกับพื้นท่ีใต้พีคมีลักษณะเป็น

เส้นตรง โดยสารมาตรฐานแคนนาบิดิออลมีลักษณะ

เป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 24.23-290.70 

ไมโครกรัม/มลิลลิติร โดยมค่ีาสมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(r) เท่ากับ 0.9998 และสารมาตรฐานเตตร้าไฮโดร

แคนนาบินอลมีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความ 

เข้มข้น 23.98-383.62 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่า

สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r) เท่ากบั 0.9995 (Figure 7)

Figure 7	 The calibration curve of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol standard intensity against peak area 
under the curve (AUC) concentration range of 24.00-400.00 µg/mL
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	 2.3 การทดสอบร้อยละของการคืนกลับและ

ความเที่ยง

	 เมือ่เติมสารละลายสารมาตรฐานแคนนาบิดอิอล  

และและเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล ที่ความเข้มข้น

ระดับต่าง ๆ  ในช่วงการใช้งาน 3 ระดับ ลงใน sample 

blank วิเคราะห์ sample blank จ�ำนวน 6 ซ�้ำ และ

วิเคราะห์ spiked sample ระดับละ 3 ซ�้ำ แต่ละซ�้ำ

ฉีดวิเคราะห์ 2 คร้ัง ตามล�ำดับ การเตรียม spiked 

sample ให้มคีวามเข้มข้น 50, 100, 150 % ความเข้มข้น 

ของแคนนาบิดิออล ที่ spiked ลงไปใน sample 

blank สามารถค�ำนวณได้เท่ากับร้อยละ 9.09, 16.67 

และ 23.08 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ และเตตร้าไฮโดร

แคนนาบินอล ค�ำนวณได้เท่ากับร้อยละ 9.09, 16.72 

และ 23.15 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ

	 จากการวเิคราะห์ตัวอย่าง spiked sample พบว่า 

ร ้อยละของการคืนกลับของสารแคนนาบิดิออล  

และและเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล อยู ่ในช่วง 

ร้อยละ 98.99-100.47 และ 99.26-100.36 ตามล�ำดับ  

(Table 3)

Table 3  Results of percentage recovery and repeatability

	 Analyzed	 Sample blank	 Spiked level	 n = 6

	Substances	 (ug/mL.)	 (% w/w)	 (%)	 (% w/w)	 % recovery	 % RSD	 HORRAT
						      Mean ± SD

				    50	 9.09	 98.99 ± 1.53	 1.55	 1.90

	 CBD	 58.51	 7.69	 100	 16.67	 100.47 ± 0.33	 0.33	 1.52

				    150	 23.08	 99.30 ± 0.63	 0.63	 1.12

				    50	 9.09	 100.36 ± 1.56	 1.55	 1.89

	 THC	 47.66	 9.51	 100	 16.67	 99.26 ± 1.23	 1.24	 1.87

				    150	 23.08	 100.07 ± 0.59	 0.59	 1.09

	 การทดสอบความเที่ยง (precision)

	 Repeatability วเิคราะห์ปริมาณสารแคนนาบดิอิอล  

และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างสารสกัด

กญัชา พบว่ามค่ีาเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ์ (% RSD) 

เท่ากับ 0.10 และ 0.13 ตามล�ำดับ (Table 4)

การทดสอบ Intermediate precision between-

day วิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบิดิออล และ 

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างสารสกัดกัญชา 

พบว่ามีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ เท่ากับ 0.14 

และ 0.19 ตามล�ำดับ (Table 4)

Table 4  Results of repeatability and intermediate precision between-day

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

	 CBD	 0.10	 0.14

	 THC	 0.13	 0.19
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	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (Limit 

of detection, LOD) : พบว่า LOD ของการวิเคราะห์

แคนนาบดิอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล เท่ากบั 

ร้อยละ 1.015 และ 2.135 โดยน�ำ้หนกั ตามล�ำดบั โดย

มีค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์เท่ากับ 

1.00 และ 1.24 ตามล�ำดบั และร้อยละของการคนืกลบั

อยู่ในช่วงร้อยละ 97.88-100.61 และ 97.27-100.65 

ตามล�ำดับ (Table 5) 

Table 5  Results of the limit of detection (LOD)

	 Analyzed	 Spilied sample	 LOD	 n = 6
	 Substances	 (mg/mL.)	 (% w/w)	 % recovery	 % recovery	 % RSD
					     Mean ± SD

			   	 100.61
				    99.24
				    98.10
	

CRD	 5.17	 1.015
	 98.80	

99.00 ± 0.99	 1.00

				    97.88
				    99.37

				    98.30
				    100.65
				    99.03
	

THC	 10l.89	 2.135
	 98.22	

98.89 ± 1.23	 1.2 d4

				    99.87
				    97.27

	 การทดสอบขีดจ�ำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

(Limit of quantitation, LOQ) : พบว่า LOQ ของ

การวเิคราะห์แคนนาบดิอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนา

บินอล เท่ากับร้อยละ 3.382 และ 7.118 โดยน�้ำหนัก 

ตามล�ำดับ โดยมีค่าร้อยละส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ์เท่ากบั 1.71 และ 1.89 ตามล�ำดบั และร้อยละ

ของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 98.28-102.68 และ 

97.31-102.53 ตามล�ำดับ (Table 6)
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Table 6  Results of the limit of quantitation (LOQ)

	 Analyzed	 Spiked sample	 LOQ	 n = 6
	 Substances	 (mg/mL.)	 (% w/w)	 % recovery	 % recovery	 % RSD
					     Mean ± SD

				    99.58
				    102.68
				    98.28
	

CRD	 17.25	 3.382
	 99.54	

100.11 ± 1.71	 1.71

				    98.86
				    101.72

				    98.27
				    97.31
				    100.86
	

THC	 36.30	 7.118
	 98.98	

99.52 ± 1.88	 1.89

				    102.53
				    99.15

	 การวเิคราะห์ปริมาณแคนนาบดิอิอล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอลในสารสกัดกัญชา

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในตัวอย่างสารสกัดกัญชา 

จ�ำนวน 10 ตวัอย่าง พบว่าสารสกดักญัชาพนัธ์ุตะนาวศรี 

ก้านแดงอาร์ดี1 (RD1), RD1/1 ให้ปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออลสูงที่สุดเท่ากับ 347.788 ไมโครกรัม/

มลิลลิติร (ร้อยละ 68.194 โดยน�ำ้หนกั) และให้ปริมาณ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลสูงท่ีสุดเท่ากับ 307.766 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ร้อยละ 60.346 โดยน�้ำหนัก) 

(Table 7)

Table 7	 The results showed cannabidiol and tetrahydrocannabinol contents in Cannabis sativa L. extracts sample 

by Ultra High Performance Liquid Chromatography technique

				    The concentration of CBD and THC are	 Substance contents
	Sample	 Cannabis sotiva L.	 Sample weight	 calculated from a linear equation of 	 (% w/w)
		  		  extracts	 (g)	 Calibration curve (mg/mL.)		
					    CBD	 THC	 CBD	 THC

	 1	 RD1/1	 0.0510	 347.788	 307.766	 68.194	 60.346
	 2	 RD1/2	 0.0509	 211.236	 187.569	 41.500	 36.850
	 3	 RD1/3	 0.0512	 137.557	 95.049	 26.867	 18.564
	 4	 RD1/4	 0.0512	 211.065	 204.078	 41.224	 39.859
	 5	 RD1/5	 0.0514	 222.131	 207.553	 43.216	 40.380
	 6	 RD1/6	 0.0508	 235.014	 160.662	 46.263	 31.626
	 7	 RD1/7	 0.0511	 177.655	 88.559	 34.766	 17.330
	 8	 RD1/8	 0.0537	 166.254	 126.722	 27.235	 23.598
	 9	 RD1/9	 0.0522	 137.351	 102.416	 26.312	 19.620
	 10	 RD1/10	 0.515	 186.359	 190.653	 36.186	 37.020
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	 ผลการพสิจูน์ว่าการเจอืจางน้ันไม่มผีลต่อความ

ถกูต้องของค่าความเข้มข้นนัน้ โดยการท�ำ dilution 

integrity

	 ชัง่ตวัอย่างสารสกดักญัชา น�ำ้หนกั 54 มลิลกิรัม 

ละลายและปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 

100 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร ปิเปตมา 

10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยเมทานอล จนครบ 

25 มิลลิลิตร โดยใช้ขวดแก้ววัดปริมาตร กรองผ่าน  

Nylon filter syringe ค�ำนวณค่าความเข้มข้นที่

คาดหวังจากการเจือจางได้เท่ากับ 216 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร น�ำสารละลายตัวอย่างสารสกัดกัญชาท่ี

ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูง

	 วิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮ

โดรแคนนาบินอล ในตัวอย่างสารสกดักญัชาท่ีเจือจาง

แล้ว จ�ำนวน 6 ซ�้ำ น�ำมาหาค่าเฉลี่ย ได้ปริมาณความ

เข้มข้น 220.47 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 211.54 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ และเปรียบเทียบกับ 

ค่าความเข้มข้นที่คาดหวังจากการเจือจาง พบว่าค่า 

ท่ีวิเคราะห์ได้ใกล้เคียงกับค่าท่ีคาดหวัง แสดงว่า 

การเจือจางไม่ส่งผลต่อความถกูต้องของค่าความเข้มข้น 

(Table 8)

Table 8	 The results showed concentration of Cannabidiol and Tetrahydrocannabinol in Cannabis sativa L. extracts 

sample by Ultra High Performance Liquid

	 Chromatography technique	 The concentration of CBD and THC are
Cannabis sativa L. 	 Peak area of CBD and THC	 calculated from a linear equation of
extracts		  Calibration curve (µg/mL)
Conc. 216 µg/mL	 CBD	 THC	 CBD	 THC

1	 2820.211	 2788.231	 220.68	 211.53

2	 2822.314	 2782.415	 220.84	 211.07

3	 2818.524	 2788.584	 220.54	 211.56

4	 2819.222	 2796.229	 220.60	 212.15

5	 2811.347	 2789.221	 219.98	 211.61

6	 2813.898	 2785.898	 220.18	 211.35

Average			   220.47	 211.54

SD			   0.32	 0.36

% RSD			   0.15	 0.17

อภิปรายผล

	 กัญชาเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพเชิงพาณิชย์ 

และมีประโยชน์ทั้งเป็นยาและผลิตภัณฑ์สุขภาพ 

สามารถน�ำมาพฒันาเป็นผลติภณัฑ์ต่าง ๆ  เช่น เคร่ืองดืม่ 

สมุนไพร ผลิตภัณฑ ์ เค ร่ืองส� ำอาง  มีรายงาน 

การศกึษาทางวทิยาศาสตร์ทางด้านเคม ีเภสชัวทิยา และ 

พษิวิทยามากมายทีส่นบัสนนุการใช้ แต่การพฒันาเป็น

ผลติภณัฑ์นัน้ ปัจจัยทีส่�ำคญัทีค่วรค�ำนงึถงึ คอื ปัจจัย

ด้านคณุภาพของสารสกดักญัชาเนือ่งจากกญัชามสีาร

ส�ำคัญกลุ่มแคนนาบินอยด์ คือ แคนนาบิดิออล และ
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เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลที่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 

ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบินอยด์

ในสารสกัดกัญชา พบว่าเมื่อฉีดตัวอย่างเข้าสู่ระบบ 

โครมาโทกราฟีของเคร่ือง Ultra High Performance 

Liquid Chromatography (UHPLC) ซึ่งใช้คอลัมน์

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

อนภุาค 2.7 ไมโครเมตร และใช้ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริก 

แอซิดในน�้ำ  และ 0.1% ออร์โทฟอสโฟริกแอซิด 

ในอะซิโตไนไทรล์เป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ ตรวจวัดด้วย 

DAD ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร จะปรากฏพีค

ของแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ที่ retention time เท่ากับ 3.39 และ 6.17 นาที  

ตามล�ำดบั ผลการทดสอบความใช้ไดข้องวธิวีเิคราะห์

ดงักล่าว พบว่า calibration curve มคีวามเป็นเส้นตรง 

โดยสารมาตรฐานแคนนาบิดิออลมีลักษณะเป็นเส้น

ตรงในช่วงความเข้มข้น 24.23-290.70 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ เท่ากับ 

0.9998 และสารมาตรฐานเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 23.98-

383.62 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์

สหสมัพันธ์ เท่ากบั 0.9995 ค่าร้อยละของการคนืกลบั

อยู่ในช่วง 95-105% ค่า HORRAT < 2 ขีดจ�ำกัดของ

การตรวจพบของการวิเคราะห์แคนนาบิดิออล และ

เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลเท่ากับร้อยละ 1.015 และ 

2.135 โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ ขีดจ�ำกัดของการวัด 

เชงิปริมาณของการวเิคราะห์แคนนาบิดอิอล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอลเท่ากับร้อยละ 3.382 และ 7.118 

โดยน�้ำหนัก ตามล�ำดับ โดยมีค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน

สมัพทัธ์ เท่ากบั 1.71 และ 1.89 ตามล�ำดบั และร้อยละ

ของการคืนกลับอยู่ในช่วงร้อยละ 95-105% ปริมาณ

สารแคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในตัวอย่างสารสกัดกัญชา จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง 

สามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูลเบ้ืองต้นแต่ยังไม่สามารถ

สรุปปริมาณที่ชัดเจนได้ เนื่องจากตัวอย่างน้อย

เกินไป ในการศึกษานี้ได้ท�ำการตรวจปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลของ

ตัวอย่างสารสกัดกัญชาที่สกัดจากวัตถุดิบของกัญชา

พันธุ์ไทย 1 พันธุ์ ได้แก่ ตะนาวศรีก้านแดงอาร์ดี1 

(RD1) พบว่าสารสกัดกัญชา RD1/1 ให้ปริมาณสาร

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลมาก

ท่ีสุด และสารสกัดกัญชา RD1/1, RD1/2, RD1/4, 

RD1/5, RD1/8 และ RD1/10 จะให้ปริมาณสารแคนนา

บิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในอัตราส่วน

ที่เท่ากัน (THC:CBD =1:1, เช่น RD1/1 มีความเข้ม

ข้นของ THC เท่ากับ 307.766 และมีความเข้มข้น

ของ CBD เท่ากบั 347.788 อตัราส่วนของ THC:CBD 

เท่ากับ 307.766/307.766:347.788/307.766 เท่ากับ 

1:1.13 หรือประมาณ 1:1 และ RD1/3 จะค�ำนวณ

คล้ายกัน ได้อัตราส่วนของ THC:CBD เท่ากับ 

95.049/95.049:137.557/95.049 เท่ากับ 1:1.45 หรือ

ประมาณ 1:1, (Table 7) ซ่ึงจากข้อมูลนี้สามารถน�ำ

สารสกดักญัชาพนัธ์ุไทยชนดินีไ้ปใช้ประโยชน์ทางการ

แพทย์ได้อย่างเหมาะสม รวมถงึเป็นข้อมลูในการเพิม่

มูลค่าของสารสกัดกัญชาทางเศรษฐกิจต่อไป

	 UHPLC เป็น High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อให้

มีประสิทธิภาพการแยกสาร ความไวในการแยกสาร

ท่ีดีข้ึน ใช้วัฏภาคเคลื่อนท่ีน้อยลง และลดระยะเวลา

ในการตรวจวิเคราะห์ เมื่อน�ำวิธีวิเคราะห์ปริมาณสาร 

แคนนาบิดิออล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในสารสกดักญัชาด้วยวิธี UHPLC ท่ีพฒันาข้ึนมาใหม่ 

เปรียบเทียบกบัการหาปริมาณสารแคนนาบิดอิอล และ
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เตตร้าไฮโดรแคนนาบินอลในกัญชาด้วยวิธี HPLC/

UV[5] และวิธี HPLC-DAD[6] พบว่าวิธี HPLC/UV 

ใช้เวลาวิเคราะห์ตัวอย่างกัญชาต่อ 1 ตัวอย่าง นาน 22 

นาที ใช้ flow rate 1.5 มิลลิลิตร/นาที และวิธี HPLC-

DAD ใช้เวลาวิเคราะห์ตัวอย่างกัญชาต่อ 1 ตัวอย่าง 

นาน 50 นาที ใช้ flow rate 1.0 มิลลิลิตร/นาที ท�ำให้

สิ้นเปลืองวัฏภาคเคลื่อนที่ ส่วนวิธีวิเคราะห์ท่ีพัฒนา

ขึน้มาใหม่ ใช้เวลาวเิคราะห์ตวัอย่างสารสกดักญัชาต่อ 

1 ตัวอย่าง นาน 10 นาที ใช้ flow rate 1.5 มิลลิลิตร/

นาที ซ่ึงรวดเร็วและประหยัดวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังนั้น

จึงเลือกใช้เคร่ือง UHPLC ในการพัฒนาวิธีวิเคราะห ์

ปริมาณแคนนาบดิอิอล และเตตร้าไฮโดรแคนนาบินอล 

ในสารสกัดกัญชา และจากการทดสอบความใช้ได้

ของวิธีวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบิดิออล และเตตร้า

ไฮโดรแคนนาบินอลท่ีพฒันาขึน้ พบว่า ค่าร้อยละของ

การคืนกลับจากการวิเคราะห์ spiked sample อยู่ใน 

เกณฑ์ยอมรับ (95 - 105%) ซ่ึงแสดงถงึความแม่นของ

วิธีวิเคราะห์ และค่า HORRAT อยู่ในเกณฑ์ยอมรับ  

(< 2) ซึ่งแสดงถึงความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนา

ขึ้น วิธีดังกล่าวจึงมีความเหมาะสม สามารถน�ำไปใช ้

ในการวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบดิอิอล และเตตร้า 

ไฮโดรแคนนาบินอลเพื่อใช้ควบคุมปริมาณสารของ

สารสกัดกัญชาต่อไปได้ ในเบ้ืองต้นสามารถน�ำวิธีที่

พัฒนาขึ้นนี้ตรวจวิเคราะห์สารสกัดกัญชาจากกัญชา

พนัธ์ุไทยสายพนัธ์ุชนดิอืน่ เพือ่ให้มข้ีอมลูหลากหลาย

เป็นประโยชน์ต่อการพัฒนากัญชาพันธุ์ไทยต่อไป

ข้อสรุป

	 เป ็นวิ ธีการควบคุมคุณภาพและจ� ำแนก 

สายพันธุ์พืชกัญชา ที่สนับสนุนการวิจัยและพัฒนายา

และผลิตภัณฑ์จากกัญชา เพื่อใช้ประโยชน์ทางการ

แพทย์ได้เป็นอย่างดี

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณ กรมวิทยาศาสตร ์การแพทย์ 

ที่สนับสนุนงบประมาณในการวิจัยนี้ ห้องปฏิบัติการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ห้องปฏิบัติการพิพิธภัณฑ์พืช 

และเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบัติการวิจัยเพื่อแยกสารส�ำคัญ

จากสมุนไพรทุกท่าน ที่ท�ำให้งานวิจัยนี้ส�ำเร็จลุล่วง

ไปได้ด้วยดี
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