
นิพนธตนฉบับ ว กรมวิทย พ 2564; 63 (3) : 505-523

505วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

1

การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณแคนนาบินอยด
ในใบกัญชาดวยวิธี Ultra High Performance 

Liquid Chromatography

ธนวัฒน ทองจีน สรเพชร มาสุด พีรธรรม เทียมเทียบรัตน สายัณห เรืองเขตร ศักด์ิวิชัย ออนทอง พิเชฐ บัญญัติ  

ศิริวรรณ ชัยสมบูรณพันธ และอัศวชัย ชวยพรหม
สถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย ถนนติวานนท  นนทบุรี 11000

Corresponding author E-mail: thanawat.t@dmsc.mail.go.th

Received: 13 August 2021 Revised: 7 September 2021 Accepted: 13 September 2021

บทคัดยอ กัญชา (Cannabis sativa L.) ไดถูกนํามาใชในการรักษาโรคตั้งแตสมัยโบราณ สารสําคัญที่พบในกัญชา

คือ Tetrahydrocannabinol (THC) ซึ่งเปนสารที่ออกฤทธิ์ตอจิตประสาท และสารที่ไมออกฤทธิ์ตอจิตประสาท เชน

Cannabidiol (CBD) และ Cannabinol (CBN) สาร THC มีฤทธ์ิบรรเทาอาการปวด ลดภาวะคล่ืนไสอาเจียนจากเคมีบําบัด 

และรักษาภาวะกลามเน้ือหดเกร็ง สาร CBD มีฤทธ์ิบรรเทาอาการลมชัก แกปวด ลดอาการโรคพารกินสัน ตานการอักเสบ

สวนสาร CBN มีฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็งปอด ปจจุบันกัญชาถูกนํามาใชเปนองคประกอบทางยาและผลิตภัณฑสุขภาพ

ท่ีหลากหลาย อยางไรก็ตามยังไมมีวิธีการควบคุมคุณภาพสารท่ีพบในกัญชา การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะห

ปริมาณแคนนาบินอยด (CBD, CBN และ THC) ในใบกัญชาดวยวิธี Ultra-High Performance Liquid 

Chromatography (UHPLC) โดยการสกัดตัวอยางใบกัญชาใน ethanol ดวยวิธี reflux กรองและนําสารสกัดมาระเหยแหง 

จากน้ันละลายกลับและปรับปริมาตรดวย methanol แลวนํามาวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC ผลการทดสอบความใชไดของวิธี

วิเคราะหดังกลาว พบวา calibration curve ของ CBD, CBN และ THC มีลักษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน

1.07-106.89, 1.00-99.60 และ 1.00-99.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ คา correlation coefficient (r) เทากับ 

0.999, คา %recovery อยูในชวง 96.83-100.89%, คา HORRAT อยูในชวง 0.30-1.96, limit of detection (LOD) ของ 

CBD, CBN และ THC มีคาเทากับรอยละ 0.006, 0.009 และ 0.003 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ ในขณะท่ี limit of 

quantitation (LOQ) มีคาเทากับ รอยละ 0.020, 0.032 และ 0.011 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ ซ่ึงวิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนน้ี

มีความเหมาะสม สามารถนําไปใชเปนวิธีตรวจวิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในวัตถุดิบและสารสกัดกัญชาได

คําสําคัญ : กัญชา, CBD, CBN, THC, UHPLC
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บทนํา

กัญชา มีชื่อทางวิทยาศาสตรวา Cannabis sativa L. จัดอยูในวงศ Cannabidaceae มีชื่อเรียกอื่น เชน 

กัญชาจีน, คุนเขา, ปาง, ยานอ, Hashish, Hemp, Indian hemp, Marijuana เปนตน จัดเปนไมลมลุก ตนตั้ง

ตรง ดอกตัวผูและดอกตัวเมียแยกกันอยูคนละตน มีขนที่มีสารเหนียวๆ ทั่วไป ลําตนเปนเหลี่ยมเล็กนอย ใบที่อยูใกล

โคนตนออกเปนคูตรงขามกัน ใบที่อยูใกลยอดเรียงแบบบันไดเวียน มีหูใบ 2 อัน เปนรูปเสนดายติดอยูโคน กานใบยาว

ประมาณ 0.5 เซนติเมตร ตั้งตรง ไมรวงงาย แผนใบเปนแฉก 5-7 แฉก แตละแฉกเปนรูปหอก ปลายแฉกแหลมเปนติ่ง

โคนแฉกแหลม ขอบหยัก กานใบมีขน ดังแสดงในภาพท่ี 1 ดอกตัวผูออกเปนชอตามงามใบและยอด ดอกมีกลีบเพียง

ช้ันเดียว จํานวน 5 กลีบ ไมติดกัน กลีบรูปขอบขนาน ดอกตัวเมีย ออกเด่ียวๆ ตามงามใบและยอด แตละดอกมีใบ

ประดับสีเขียวเขม คลายกาบและมีขนเปนตอมหุมอยู ไมมีกลีบดอก ผลรูปไขหรือรูปรี เกล้ียง มีใบประดับหุมอยู 2 ใบ 

สรรพคุณของกัญชามีดังน้ี คือ ใบเปนยาชูกําลัง แกออนเพลีย เจริญอาหาร กระตุนประสาท ทําใหนอนหลับ ชอดอกตัวเมีย

ชวยบํารุงประสาท แกปวดประสาท ทําใหเคล้ิมฝน มีฤทธ์ิเปนยาระงับปวด เมล็ดเปนยาชูกําลัง ทําใหประจําเดือน

มาปกติ สวนลําตนมีสรรพคุณบํารุงประสาท(1) กัญชามีสวนประกอบของสารเคมีมากกวา 450 ชนิด โดยมากกวา 60 ชนิด

เปนสารกลุมแคนนาบินอยด (cannabinoids) มีองคประกอบหลักคือ Tetrahydrocannabinol (THC) และ

สารชนิดอื่นในกลุมเดียวกัน เชน Cannabinol (CBN), Cannabidiol (CBD), Cannabichromene (CBC), 

Cannabigerol (CBG) เปนตน(2, 3) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 424 (พ.ศ. 2564) เรื่อง กําหนด

อาหารที่หามผลิต นําเขา หรือจําหนาย ลงวันที่ 25 กุมภาพันธ 2564 ไดยกเลิกกัญชา-กัญชง จากบัญชียาเสพติดใหโทษ

รวมถึงการอนุญาตใหนําใบซึ่งไมมียอดหรือชอดอกติดมาดวย กิ่ง กาน ราก เปลือก ลําตน เสนใย ที่ไมจัดเปนยาเสพติด

ประเภทที่ 5 มาใชประโยชนทางการแพทย การศึกษาวิจัย ผลิตภัณฑสุขภาพ รวมทั้งใหประชาชนสามารถใชสวนตางๆ

ของกัญชา-กัญชง ไปประกอบอาหาร ทํายารักษาโรคได(4) ปจจุบันสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา ไดออกใบ

อนุญาตกัญชาสําหรับองคกรตาง ๆ  ไปแลวจํานวน 2,210 ราย มีผูปลูกกัญชาท้ังพันธุตางประเทศและพันธุไทย อยางไร

ก็ตามกัญชาไทยยังไมมีความชัดเจนในเร่ืองของพันธุ โดยทางสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย รวมกับ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร ไดทําการศึกษากัญชาพันธุไทยจํานวน 4 พันธุ ไดแกหาง

กระรอกภูพานเอสที 1 (ST1) หางเสือสกลนครทีที1 (TT1) ตะนาวศรีกานขาวดับเบ้ิลยูเอ 1 (WA1) และตะนาวศรี

กานแดงอารดี1 (RD1) โดยทําการศึกษาท้ังลักษณะฟโนไทป จีโนไทป และเคโมไทปในสวนของชอดอก ซ่ึงไดข้ึนทะเบียน

พันธุกับกรมวิชาการเกษตร พบวากัญชาพันธุไทย 4 พันธุ มีลักษณะเดนถึง 3 แบบ แบบท่ี 1 เปนกัญชาท่ีใหสาร THC สูง

ไดแก พันธุ WA1 และ TT1 แบบท่ี 2 เปนกัญชาท่ีใหสาร THC และ CBD ในอัตราสวนท่ีเทากัน (THC  :  CBD =1 : 1) 

ไดแก พันธุ ST1 และกัญชาแบบท่ี 3 ท่ีใหสาร CBD สูง ไดแก พันธุ RD1 เม่ือไดพันธุท่ีถูกตองแลวจะสามารถนําไป

สงเสริมใหกับเกษตรกร วิสาหกิจชุมชนตางๆ นําไปปลูกไดและนําสวนตางๆ ของกัญชา (ยกเวนชอดอกและเมล็ด)

ไปใชประโยชนไดโดยเฉพาะใบ

ใบกัญชาเปนสวนประกอบหน่ึงของกัญชาท่ีมีสารสําคัญในกลุม Cannabinoids อยู โดยสารท่ีเปนท่ีรูจักกันดี

น้ันคือ CBD, CBN และ THC ซ่ึงเปนสารท่ีออกฤทธ์ิ กระตุนระบบประสาท ฮอรโมน และภูมิคุมกันตางๆ ในการใช

ประโยชนของใบกัญชามักจะนํามาใชในการประกอบอาหารเพ่ือใหไดรสชาติท่ีดีข้ึนและนํามาเปนสวนประกอบการผลิต

เปนยาแผนโบราณในหลายตํารับ เชน ยาอัคคินีวคณะ ยาศุขไสยาศน ยาแกสัณฑฆาต ยาแกโรคจิต ยาอัมฤตโอสถ

ยาไพสาลี ยาอไภยสาลี ยาทําลายพระสุเมรุ ยาทัพยาธิคุณ(5) สาร CBD และสาร CBN มีลักษณะเปนผงสีขาว

สาร THC มีลักษณะเปนของเหลวใส สาร CBD มีฤทธิ์บรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตกกังวลทั้งในเด็กกลุมอาการ

ออทิสติก หรือในผูปวยที่มีประวัติการเสพกัญชา สาร CBN มีฤทธิ์ตานการอักเสบและลดความเจ็บปวด สวนสาร THC 

มีฤทธิ์แกปวด กระตุนความอยากอาหารและลดอาการคล่ืนไสจากการใชเคมีบําบัด ชวยปกปองและกระตุนการสราง

เซลลสมอง(6) สูตรโครงสรางของ CBD, CBN และ THC ดังแสดงในภาพที่ 2
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ปจจบุนั การพฒันาพชืสมุนไพรกญัชาเพือ่ประโยชนทางการแพทย จาํเปนตองมกีารศกึษาการพฒันาสารสกดั

การแยกสารบริสุทธ์ิและผลิตภัณฑจากกัญชา เพ่ือใหเปนพืชท่ีสามารถใชประโยชนทางการแพทยไดอยางเหมาะสม 

และในการนําใบกัญชามาประกอบอาหารและเปนองคประกอบในการปรุงตํารับยายังไมมีขอมูลปริมาณสารสําคัญ 

ในป 2555 มีรายงานการหาปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในกัญชาดวยวิธี HPLC/UV(7) แตเน่ืองจาก

การวิเคราะหปริมาณสารกลุม Cannabinoids ในกัญชาดวยวิธี HPLC/UV น้ัน ใชเวลานาน คือ 22 นาที ทําใหส้ินเปลือง

วัฏภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) และตอมาในป 2561 มีรายงานการหาปริมาณสาร Cannabinoids ในกัญชาดวยวิธี

HPLC-DAD(8) และการวิเคราะหปริมาณสารกลุม Cannabinoids ในกัญชาดวยวิธี HPLC-DAD นี้ ใชเวลานาน

ถึง 50 นาที และก็เปนสาเหตุของการส้ินเปลืองสารเคมีดวยเชนกัน การวิจัยคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคในการพัฒนาวิธีวิเคราะห 

CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา และทดสอบความถูกตองของวิธีเพ่ือใหไดวิธีมาตรฐานของหองปฏิบัติการ

ท่ีมีความถูกตองแมนยํา สะดวก รวดเร็ว และประหยัดสารเคมี เพ่ือใชในการประเมินคุณภาพของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ 

และวัตถุดิบของใบกัญชาท่ีปลูกในประเทศไทย รวมท้ังการหาปริมาณสารสําคัญท่ีอยูในใบและสามารถนําใบกัญชา

พันธุไทยของแตละพันธุใหสามารถนําไปใชประโยชนทางการแพทยไดอยางเหมาะสม นอกจากน้ียังสามารถใชในการวิจัย

และพัฒนาตํารับยาและผลิตภัณฑจากสมุนไพรที่มีกัญชาเปนสวนผสม รวมถึงเปนขอมูลในการพัฒนาพันธุกัญชา

เพื่อเพิ่มมูลคาของใบกัญชาทางเศรษฐกิจตอไป

ภาพที่ 1  ใบกัญชา

ภาพที่ 2  สูตรโครงสรางของ CBD, CBN และ THC

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

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน :  Cannabidiol (CBD) ความบริสุทธ์ิ ≥ 99.9% (THC Pharm GmbH, Batch :  S19-014),

Cannabinol (CBN) ความบริสุทธ์ิ ≥ 99.6% (THC Pharm GmbH, Batch :  DWO180.707-1), 

Tetrahydrocannabinol (THC) ความบริสุทธ์ิ ≥ 98.6% (THC Pharm GmbH, Batch :  DWO181.121-1) 

สารเคมี: methanol (HPLC grade), acetonitrile (HPLC grade), ethanol (AR grade), 

hexane (AR grade) และนํ้าปราศจากอิออน (deionized water)

เครื่องมือและอุปกรณ

เคร่ือง Ultra High Performance Liquid Chromatography–DAD detector รุน 1290 Infinity II

ผลิตภัณฑของ Agilent, คอลัมนชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร

และ ARC-8, ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร ผลิตภัณฑของ Restek, ตูอบรอนไฟฟา

รุน UL-50 ผลิตภัณฑของ Memmert, เคร่ืองบดปน รุน RT 34 ผลิตภัณฑของ ChyunTseh Industrial, 

เคร่ืองแรง รุน AS 200 Basic ผลิตภัณฑของ Retsch, เคร่ืองระเหยสุญญากาศ ผลิตภัณฑของ Eyela ประกอบดวย

อางนํ้าแบบควบคุมอุณหภูมิ รุน SB-1000, เครื่อง rotavapor รุน N-1000, เครื่อง Aspirator รุน A-3S และ

เคร่ืองทําน้ําเย็นหมุนเวียน รุน CA-101, เคร่ืองช่ังไฟฟาความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม รุน XB 220A ผลิตภัณฑ

ของ Precisa และ Nylon filter syringe ขนาด 0.2 ไมโครเมตร, กระดาษกรองเบอร 4 และเคร่ืองแกว

ตัวอยาง

ใบกัญชาถูกรวบรวมจากโครงการศึกษาการปลูกและขยายพันธุตนกัญชาภายใตสภาพโรงเรือนแบบปด

ของสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย และมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร 

จํานวน 12 ตัวอยาง คือ กัญชาไทย จํานวน 4 พันธุ ไดแก หางกระรอกภูพานเอสที1 (ST1), หางเสือสกลนครทีที 1 

(TT1), ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ1 (WA1) และตะนาวศรีกานแดงอารดี1 (RD1)

การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา

การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ

เตรียมสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC ความเขมขน 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นําสารละลาย

มาตรฐานที่ไดไปวิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC

สกัดตัวอยางใบกัญชาแหง นํ้าหนัก 1 กรัม ดวย ethanol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เปนเวลา 

60 นาที กรองและนําสารสกัดที่ไดมาระเหยแหง ละลายและปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช

volumetric flask กรองผาน Nylon filter syringe นําสารละลายตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC 

การเลือกชนิดของตัวทําละลายในการสกัด

สกัดตัวอยางใบกัญชาแหง นํ้าหนัก 1 กรัม โดยใช ethanol 40 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ hexane 40 

มลิลิลติร ดวยวธิ ีreflux เปนเวลา 30 นาท ีกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 นาํสารสกดั ethanol และ สารสกดั hexane

ไประเหยแหงดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ จากนัน้ละลายและปรับปรมิาตรดวย methanol จนครบ 50 มลิลลิติร โดยใช

volumetric flask กรองผาน Nylon filter syringe แลวนํามาวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC เพ่ือเปรียบเทียบ

ความสามารถในการสกัดสาร CBD, CBN และ THC จากใบกัญชา
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การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการสกัด

สกัดตัวอยางใบกัญชาแหง นํ้าหนัก 1 กรัม ดวย ethanol โดยวิธี reflux เปนเวลา 30, 60 และ 90 นาที 

กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 นําสารละลายท่ีไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและ

ปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช volumetric flask กรองผาน Nylon filter syringe 

นําสารละลายตัวอยางท่ีไดไปวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC เพ่ือเปรียบเทียบผลของเวลาท่ีใชในการสกัดสาร

CBD, CBN และ THC

การเลือกใชความยาวคลื่นในการตรวจวิเคราะหสาร CBD, CBN และ THC 

สกัดตัวอยางใบกัญชาแหง นํ้าหนัก 1 กรัม ดวย ethanol โดยวิธี reflux เปนเวลา 60 นาที กรองผาน

กระดาษกรองเบอร 4 นาํสารละลายท่ีไดไประเหยแหงดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ จากนัน้ละลายและปรบัปรมิาตรดวย 

methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช volumetric flask กรองผาน Nylon filter syringe นําสารละลายตัวอยาง

ท่ีไดไปวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC วัดการดูดกลืนแสง UV ของ CBD, CBN และ THC เพ่ือดูความยาวคล่ืนท่ีสาร

ชนิดน้ีสามารถดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) และวิเคราะหสารละลายตัวอยางใบกัญชาโดยใช DAD เพ่ือเลือกความยาวคล่ืน

สําหรับการตรวจวัด CBD, CBN และ THC โดยท่ีไมพบการซอนทับของ peak (co-elute)

วัฏภาคคงที่ (Stationary phase) และวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)

วฏัภาคคงที ่เปรยีบเทยีบผลของคอลมันชนดิตางๆ ทีแ่ตกตางกนัในเรือ่งชนดิอนภุาคภายในคอลมัน (ARC-18

และ ARC-8) ความยาวคอลมัน (150 และ 100 มลิลเิมตร) โดยพจิารณาเลอืกคอลมัน จากลกัษณะของ peak shape, 

peak symmetry และ retention time 

วัฏภาคเคล่ือนท่ี ศึกษาชนิดและสัดสวนของวัฏภาคเคล่ือนท่ี โดยพิจารณาจาก peak shape และ retention

time ของ CBD, CBN และ THC ความสามารถในการแยก impurity จาก peak ของ CBD CBN และ THC

ในสารละลายตัวอยางใบกัญชา และความดันของระบบโครมาโทกราฟ

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชาท่ีพัฒนาข้ึนตาม

แนวปฏิบัติการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหทางเคมีโดยหองปฏิบัติการเดียว กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข(9)

การทดสอบความเปนเสนตรง (linearity)

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC

ชั่งสารมาตรฐาน CBD, CBN และ THC นํ้าหนัก 10, 25 และ 100 มิลลิกรัม ตามลําดับ ละลายและ

ปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 10, 25 และ 50 มิลลิลิตร ดวย volumetric flask ตามลําดับ จะได stock 

solution ของสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC เขมขน 1,000, 1,000 และ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามลําดบั ปเปตสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC ปรมิาตร 1,000, 1,000 และ 500 ไมโครลติร ตามลําดบั

ใสลงใน volumetric flask  ขนาด 10 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวย methanol จากนั้นเจือจางใหได 5 ระดับ

ความเขมขน คือ 1, 10, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ฉีดสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC

ที่ 5 ระดับความเขมขน ความเขมขนละ 3 ซํ้า ดวยเครื่อง UHPLC นําคา peak area และความเขมขนของสารละลาย

สารมาตรฐาน CBD, CBN และ THC ไปสราง calibration curve คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation 

coefficient, r)
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การทดสอบหารอยละของการคืนกลับ (%recovery) และความเท่ียง (precision)

เตรียม sample blank (sample blank คือ ตัวอยางใบกัญชาท่ีนํามาสกัดและตรวจวิเคราะหหาปริมาณ 

CBD, CBN และ THC แลวมีปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในปริมาณต่ําๆ) โดยช่ังตัวอยางใบกัญชา 1 กรัม 

สกัดดวย ethanol โดยวิธี reflux เปนเวลา 60 นาที กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 นําสารละลายท่ีไดไประเหยแหง

ดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากน้ันละลายและปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช volumetric 

flask กรองผาน Nylon filter syringe นําสารละลายตัวอยางท่ีไดไปวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC จํานวน 6 ซ้ํา 

แลวนํามาหาคาเฉล่ีย (mean)

เตรียม spiked sample ลงใน sample blank โดยเติมสารละลายมาตรฐานที่ความเขมขน 3 ระดับๆ ละ 

3 ซํ้า ฉีดซํ้าละ 2 ครั้ง โดยเตรียม spiked sample ใหมีความเขมขน 50, 100, 150% 

เติมสารละลายมาตรฐานท่ีความเขมขน 3 ระดับ ลงใน sample blank แลววิเคราะห sample blank 

(unspiked) จํานวน 6 ซ้ํา และวิเคราะห spiked sample ระดับละ 3 ซ้ํา จากน้ันคํานวณคา %recovery
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การทดสอบความเที่ยง (precision)

Repeatability precision วิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยางใบกัญชา ซ้ํา 10 คร้ัง 

ในวันเดียวกัน คํานวณคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD)

Intermediate precision, between day วิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยาง

ใบกัญชา เปนเวลา 3 วันๆ ละ 10 ซ้ํา คํานวณคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD)

การทดสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD)

คํานวณคาประมาณของ LOD จาก calibration curve

LOD (µg/ml), estimated  = 3 × standard error/slope

        LOD (µg/ml) × ปริมาตรที่เตรียม (ml) × ระดับเจือจาง × 100
LOD (%w/w), estimated  = 
                                                           1,000,000 × นํ้าหนักตัวอยาง (g)

เตรียมสารละลายตัวอยางใบกัญชา โดยชั่งตัวอยางใบกัญชา 1 กรัม สกัดดวย ethanol โดยวิธี reflux 

เปนเวลา 60 นาที กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 นําสารละลายที่ไดไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้น

ละลายและปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช volumetric flask กรองผาน Nylon filter 

syringe 

เตรียมสารละลาย spiked sample ใหมีความเขมขนใกลเคียงกับคาประมาณของ LOD แลวตรวจวิเคราะห

ปริมาณ CBD, CBN และ THC ใน spiked sample 6 ซํ้า
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การทดสอบขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of Quantitation, LOQ)

คํานวณคาประมาณของ LOQ จาก calibration curve  ดังนี้

LOQ (µg/ml), estimated  =   10 × standard error/slope

        LOQ (µg/ml) × ปริมาตรที่เตรียม (ml) × ระดับเจือจาง × 100
LOQ (%w/w), estimated  =
                            1,000,000 × นํ้าหนักตัวอยาง (g)

เตรียมสารละลาย spiked sample ใหมีความเขมขนใกลเคียงกับคาประมาณของ LOQ แลวตรวจวิเคราะห

ปริมาณ CBD CBN และ THC ใน spiked sample 6 ซ้ํา คํานวณคา %RSD และ %recovery

การทดสอบความจําเพาะ (Specificity)

ฉีดสารละลาย mixed working standard solution ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

สารละลายตัวอยาง ดวยเคร่ือง UHPLC เพ่ือตรวจสอบการแยกสาร CBD, CBN และ THC ออกจากกันและออกจาก

การรบกวนของสารอ่ืน ซ่ึงตองมีคา retention time แยกจากกันไดดี

การวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา

การเตรียมสารละลายตัวอยาง

สกัดตัวอยางใบกัญชา นํ้าหนัก 1 กรัม ดวย ethanol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เปนเวลา 60 นาที

กรองและนําสารสกัดท่ีไดมาระเหยแหง ละลายและปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช 

volumetric flask กรองผาน Nylon filter syringe นําสารละลายตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC

วเิคราะหปรมิาณ CBD, CBN และ THC ในตวัอยางใบกญัชา จาํนวน 12 ตัวอยาง ดวยวธิทีีพ่ฒันาขึน้ โดยที่

แตละตัวอยางใหวิเคราะห 3 ซํ้า แลวนํามาหาคาเฉลี่ย (mean) 

การคํานวณความเขมขนของสารท่ีวิเคราะหในตัวอยางใบกัญชา (รอยละโดยนํ้าหนักตัวอยางใบกัญชา,

%w/w)

     C0 (µg/ml) × ปริมาตรท่ีเตรียม (ml) × ระดับเจือจาง × 100
Cs (%w/w)    =
                                    1,000,000 × นํ้าหนักตัวอยาง (g)

เมื่อ C0 คือ  ความเขมขนของสารที่วิเคราะหที่คํานวณไดจากกราฟมาตรฐาน

  Cs คือ  ความเขมขนของสารที่วิเคราะหเพื่อแปลงเปนรอยละโดยนํ้าหนัก

ผล

การพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา

การศึกษาหาสภาวะของระบบโครมาโทกราฟ หลังจากนําสารละลายมาตรฐานของ CBD, CBN และ THC 

และสารละลายตัวอยางใบกัญชาไปวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC พบวาไดสภาวะของระบบโครมาโทกราฟท่ีเหมาะสม

ในการแยกสาร CBD, CBN และ THC ดังแสดงในตารางท่ี 1 โดยสัดสวนของวัฏภาคเคล่ือนท่ีแบบ gradient program

จะเร่ิมท่ีเวลา นาทีท่ี 0.0 ถึง นาทีท่ี 8.5 ใช %A : %B (28 : 72), นาทีท่ี 8.5 ถึง นาทีท่ี 8.6 ใช %A  : %B (5 : 95),

นาทีท่ี 8.6 ถึง นาทีท่ี 9.5 ใช %A : %B (5 : 95), นาทีท่ี 9.5 ถึง นาทีท่ี 12.1 ใช %A : %B (2 : 72) และ

นาทีท่ี 12.1 ถึง นาทีท่ี 15.0 ใช %A : %B (28 : 72) ดังแสดงในตารางท่ี 2
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ตารางที่ 1  สภาวะของระบบโครมาโทกราฟที่เหมาะสมในการแยกสาร CBD, CBN และ THC ดวยระบบ UHPLC

สภาวะที่เหมาะสม

วัฏภาคคงที่ UHPLC column ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร

อุณหภูมิคอลัมน 40 องศาเซลเซียส

วัฏภาคเคลื่อนที่ Gradient: 0.1% ortho-phosphoric acid ในนํ้า และ 0.1% ortho-phosphoric acid
ใน acetonitrile

อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตร/นาที

การตรวจวัดสาร DAD ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร

ปริมาตรการฉีด 5 ไมโครลิตร

ตารางที่ 2  วัฏภาคเคลื่อนที่แบบ Gradient program

Time 
(min)

Flow
(ml/min)

0.1% ortho-phosphoric 
acid in water (%A)

0.1% ortho-phosphoric 
acid in acetonitrile (%B)

Initial
8.5
8.6
9.5
12.1
15.0

1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5

28
28
5
5
28
28

72
72
95
95
72
72

การศึกษาชนิดของตัวทําละลายในการสกัด ผลการศึกษาพบวาเมื่อนําสารละลายที่ไดจากการสกัดใบกัญชา

ดวย ethanol และ hexane วิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC ตัวอยางละ 2 ซํ้า พบวา พื้นที่ใตกราฟเฉลี่ยของ peak 

สาร CBD, CBN และ THC จากการสกัดใบกัญชาดวย ethanol ที่ retention time 3.35, 4.85 และ 6.10 นาที 

ตามลําดับ มีคา 323.89, 1,036.74 และ 2,431.62 ซึ่งมากกวาใบกัญชาที่สกัดดวย hexane คือ มีพื้นที่ใตกราฟเฉลี่ย 

เทากับ 309.89, 1,006.44 และ 2,141.23 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  ผลการสกัด CBD, CBN และ THC ในใบกัญชาดวย ethanol และ hexane
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ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา จึงเลือกใช ethanol เปน

ตัวทําละลายในการสกัดใบกัญชา

การศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัด พบวาสารละลายท่ีไดจากการสกัดตัวอยางใบกัญชา ซ่ึงสกัด

ดวยวิธีเดียวกันโดยการ reflux กับ ethanol แตระยะเวลาท่ีใชในการสกัดแตกตางกัน เม่ือนํามาวิเคราะหดวยเคร่ือง

UHPLC พบวา สาร CBD, CBN และ THC ให retention time 3.39, 4.89 และ 6.15 นาที ตามลําดับ จากการ

สกัดดวยระยะเวลา 30, 60 และ 90 นาที มีคาดังน้ี คือ คาพ้ืนท่ีใตพีคของสาร CBD, CBN และ THC จากการสกัดดวย

ระยะเวลา 30 นาที นอยกวาการสกัดดวยระยะเวลา 60 และ 90 นาที สวนคาพื้นที่ใตพีคของสาร CBD, CBN และ 

THC จากการสกัดดวยระยะเวลา 60 และ 90 นาที ไมแตกตางกัน ดังแสดงในภาพที่ 4 และตารางที่ 3

ภาพที่ 4  ผลของระยะเวลาที่ใชในการสกัด CBD, CBN และ THC จากตัวอยางใบกัญชา

ตารางที่ 3  คาพื้นที่ใตพีคของสาร CBD, CBN และ THC จากการสกัดดวย ethanol ที่ระยะเวลา 30, 60 และ

 90 นาที

ลําดับที่ ตัวอยาง ขวดที่
Retention time (นาที)/พ้ืนท่ีใตพีค

CBD CBN THC

1 Ethanol extract (30 นาที) 1 3.383/175.134 4.890/528.840 6.150/1243.732

2 Ethanol extract (30 นาที) 2 3.384/175.080 4.891/529.344 6.152/1243.689

3 Ethanol extract (60 นาที) 1 3.384/333.796 4.891/1009.748 6.150/2346.040

4 Ethanol extract (60 นาที) 2 3.386/333.899 4.893/1010.747 6.153/2348.429

5 Ethanol extract (90 นาที) 1 3.385/334.259 4.893/1012.480 6.152/2352.464

6 Ethanol extract (90 นาที) 2 3.384/333.998 4.890/1011.890 6.148/2350.904

ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในใบกัญชาจึงเลือกใช ethanol

เปนตัวทําละลายในการสกัดและใชเวลาในการสกัด 60 นาที
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ความยาวคลื่นในการตรวจวัดสาร CBD, CBN และ THC 

จากการศึกษาการดูดกลืนแสง UV ของ CBD, CBN และ THC พบวา λmax ของสาร CBD และ THC

มีคาเทากับ 208 และ 274 นาโนเมตร สวน λmax ของ CBN มีคาเทากับ 220 และ 284 นาโนเมตร ดังแสดงในภาพท่ี 5

และเม่ือวิเคราะหสารละลายตัวอยางกัญชาดวยเคร่ือง UHPLC โดยใช DAD เปนเคร่ืองตรวจวัด ท่ีความยาวคล่ืน

220 นาโนเมตร ไมพบการซอนทับของ peak ของสารอื่น

ภาพที่ 5  UV spectrum ของ CBD, CBN และ THC

ดังน้ันในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา จึงเลือกการตรวจวัด

การดูดกลืนแสง UV ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร 

วัฏภาคคงที่ (Stationary phase) และวัฏภาคเคลื่อนที่ (Mobile phase)

วัฏภาคคงที่  จากการศึกษา UHPLC chromatographic fingerprint ของสารสกัด ethanol จาก

ใบกัญชาและตรวจวัดดวย DAD ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร โดยใช 0.1% ortho-phosphoric acid ในนํ้า 

และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ พบวาเมื่อใช UHPLC column ชนิด 

ARC-18 (A), ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร UHPLC chromatogram ที่ไดให 

peak ของ CBD, CBN และ THC ที่ retention time 3.35, 4.85 และ 6.10 นาที ตามลําดับ ซึ่งมีการแยกจาก

สิ่งเจือปน (impurity) อื่นอยางชัดเจน แต UHPLC column ชนิด ARC-8 (B), ขนาด 2.1 × 100 มิลลิเมตร, 

ขนาดอนุภาค 3.0 ไมโครเมตร ใหการแยกสารออกจากส่ิงเจือปนอ่ืนไดนอยกวา column ชนิด ARC-18 ดังแสดง

ในภาพที่ 6

วัฏภาคเคลื่อนที่  เมื่อปรับเปลี่ยนองคประกอบของวัฏภาคเคล่ือนที่จากนํ้าและ acetonitrile (C) เปน 

0.1% ortho-phosphoric acid ในนํา้ และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile (D) พบวา retention 

time ของสาร CBD, CBN และ THC เปลี่ยนจาก 6.37, 7.24 และ 7.75 นาที เปน 3.35, 4.85 และ 6.10 นาที จะได

peak shape ของ CBD, CBN และ THC ที่ดีขึ้น การแยกดีขึ้น และแยกจาก impurity อื่นอยางชัดเจน ดังแสดง

ในภาพที่ 7
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ภาพที่ 6 Chromatogram ของสารละลายตัวอยางใบกัญชา เมื่อใชวัฏภาคคงที่ตางชนิดกัน โดยที่ (A) คือ คอลัมน

 ชนิด ARC-18 และ (B) คือ คอลัมนชนิด ARC-8

ภาพที่ 7   Chromatogram ของสารละลายตัวอยางใบกัญชา เมื่อใชวัฏภาคเคลื่อนที่ตางกัน โดยที่ (C) คือ นํ้า

 และ acetonitrile สวน (D) คือ 0.1% ortho-phosphoric acid ในนํ้า และ 0.1% ortho-phosphoric 

 acid ใน acetonitrile 
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ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในกัญชาดวยเครื่อง UHPLC จึงเลือก

ใช UHPLC column ชนิด ARC-18, ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร ใช 0.1% 

ortho-phosphoric acid ในนํ้า และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile เปนวัฏภาคเคลื่อนท่ี 

ตรวจวัดดวย DAD ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ความเปนเสนตรง (linearity) :  จากกราฟมาตรฐาน (Calibration curve) ระหวางความเขมขนของ

สารละลายมาตรฐานและพ้ืนท่ีใตพีค พบวาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC กับพ้ืนท่ีใตพีค

มีลักษณะเปนเสนตรง โดยสารมาตรฐาน CBD มีลักษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 1.07-106.89 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) เทากับ 0.9999 สารมาตรฐาน CBN มีลักษณะเปนเสนตรงในชวงความ

เขมขน 1.00-99.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) เทากับ 0.9997 และสารมาตรฐาน 

THC มลีกัษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 1.00-99.90 ไมโครกรมั/มลิลลิติร โดยมคีาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (r)

เทากับ 0.9999  ดังแสดงในภาพที่ 8

ภาพท่ี 8 Calibration curve ของสารละลายสารมาตรฐาน CBD, CBN และ THC ในชวงความเขมขน 1.00-100.00 

 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
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การทดสอบรอยละของการคืนกลับ (%recovery) และความเท่ียง (precision) เม่ือเติมสารละลายสาร

มาตรฐาน CBD, CBN และ THC ท่ีความเขมขนระดับตาง ๆ  ในชวงการใชงาน 3 ระดับ ลงใน sample blank 

วิเคราะห sample blank จํานวน 6 ซ้ํา และวิเคราะห spiked sample ระดับละ 3 ซ้ํา แตละซ้ําทํา duplicate

ตามลําดับ การเตรียม spiked sample ใหมีความเขมขน 50, 100, 150% ความเขมขนของ CBD, CBN และ THC 

ท่ีคํานวณไดเทากับรอยละ 9.09, 16.67 และ 23.08 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ

จากการวิเคราะหตัวอยาง spiked sample พบวารอยละของการคืนกลับของสาร CBD CBN และ THC 

อยูในชวงรอยละ 97.50-99.75, 97.77-100.89 และ 96.83-98.33 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4

การทดสอบความเที่ยง (precision)

Repeatability precision เคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยางใบกัญชา พบวามีคา

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 0.89, 0.55 และ 0.33 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 5

การทดสอบ Intermediate precision, between-day วิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC 

ในตัวอยางใบกัญชา พบวามีคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 0.42, 0.51 และ 0.32 ตามลําดับ

ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 4   ผลการศึกษา %recovery และ repeatability

สารที่วิเคราะห
Sample blank Spiked level

(µg/ml) (%w/w) (%) (%w/w)

CBD 14.40 0.07

50 9.09 97.50 ± 2.50 2.56 1.96

100 16.67 97.70 ± 0.49 0.50 0.60

150 23.08 99.75 ± 1.17 1.17 1.79

CBN 6.84 0.03

50 9.09 97.94 ± 1.58 1.62 1.23

100 16.67 100.89 ± 0.76 0.75 0.89

150 23.08 97.77 ± 0.26 0.27 0.41

THC 13.91 0.07

50 9.09 96.83 ± 0.38 0.39 0.30

100 16.67 97.02 ± 0.74 0.76 0.90

150 23.08 98.33 ± 0.96 0.97 1.47

เกณฑการยอมรับของ %recovery ตาม AOAC Peer-verified methods program on policies and procedures, Arlington, 
VA, USA (1998) คือ 95-105%  และการยอมรับความเท่ียง ประเมินจาก HORRAT (< 2)  

ตารางที่ 5  ผลการศึกษา intermediate precision between-day

สารที่วิเคราะหในตัวอยางใบกัญชา
%RSD

ของ Repeatability
%RSD ของ intermediate
precision between-day

CBD 0.89 0.42

CBN 0.55 0.51

THC 0.33 0.32

%recovery
 %RSD HORRAT

mean ± SD
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การทดสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) พบวา LOD ของการวิเคราะห 

CBD, CBN และ THC เทากับรอยละ 0.006, 0.009 และ 0.003 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ 

การทดสอบขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) พบวา LOQ ของ

การวิเคราะห CBD, CBN และ THC เทากับรอยละ 0.020, 0.032 และ 0.011 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ โดยมีคา %RSD 

เทากับ 1.00, 1.19 และ 1.54 ตามลําดับ และรอยละของการคืนกลับอยูในชวงรอยละ 95.75-98.33, 95.51-98.21

และ 97.62-99.87 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 6

การทดสอบความจําเพาะ (Specificity) จากการฉีดสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง

พบวา ภายใตสภาวะ UHPLC ท่ีพัฒนาข้ึน สามารถแยกสาร CB, CBN และ THC ออกจากกันได และไมมีการรบกวน

ของสารอ่ืนในตัวอยาง โดยมีคา retention time เทากับ 3.35, 4.85 และ 6.10 นาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 9

ตารางที่ 6  ผลการศึกษา limit of quantitation (LOQ)

สารท่ีวิเคราะห
Spiked sample

(µg/ml)
LOQ

(% w/w)

CBD 0.96 0.020

97.15

96.91 ± 0.97 1.00

95.75

98.33

96.20

97.65

96.39

CBN 6.34 0.032

95.51

96.90 ± 1.16 1.19

97.08

98.21

95.57

98.01

97.03

THC 2.14 0.011

99.87

98.52 ± 1.52 1.54

97.62

98.74

96.00

100.08

98.81

%recovery
 %recovery

 %RSD
 mean ± SD
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ภาพท่ี 9  Chromatogram ของสารละลายมาตรฐาน CBD, CBN และ THC และสารละลายตัวอยางใบกัญชา

การวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา

ผลการวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในตัวอยางใบกัญชา จํานวน 12 ตัวอยาง พบวาใบกัญชา

พันธุหางกระรอกภูพานเอสที 1 (ST1) หางเสือสกลนครทีที 1 (TT1) ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ 1 (WA1) และ

ตะนาวศรีกานแดงอารดี1 (RD1) มีปริมาณสาร THC ในระยะใบออนสูงกวาใบเพสลาดและใบแก สวนปริมาณ

สาร CBD พบมากในใบแกของพนัธุ RD1 ถงึรอยละ 2.50 โดยนํา้หนกั ปรมิาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยาง

ใบกญัชามคีาอยูในชวงรอยละ 0.002-2.500, 0.002-0.023 และ 1.363-7.392 โดยนํา้หนกั ตามลาํดบั ปรมิาณ CBD, 

CBN และ THC มีคาอยูในชวงรอยละ 0.002-2.500, 0.002-0.023 และ 1.363-7.392 โดยนํ้าหนัก ตามลําดับ

ดังแสดงในตารางที่ 7

ตารางท่ี 7   ผลการวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชาดวยวิธี UHPLC

ตัวอยาง พันธุ/ระยะการเก็บเกี่ยว

นํ้าหนัก

ตัวอยาง 

(g)

ความเขมขนของสารที่คํานวณไดจากสมการ

เสนตรงจาก Calibration curve 

(µg/ml)

ปริมาณสาร (% w/w)

CBD CBN THC CBD CBN THC

1 ST1 ระยะใบออน 1.0044 12.037 0.060 54.585 1.198 0.006 5.435

2 ST1 ระยะใบเพสลาด 1.0033 14.160 0.081 55.360 0.882 0.002 1.379

3 ST1 ระยะใบแก 1.0040 40.164 0.457 54.720 1.000 0.011 1.363

4 TT1 ระยะใบออน 1.0049 0.284 0.121 74.284 0.028 0.012 7.392

5 TT1 ระยะใบเพสลาด 1.0036 0.320 0.440 70.531 0.016 0.022 3.514
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วิจารณ

กัญชาเปนสมุนไพรท่ีมีศักยภาพเชิงพาณิชยและมีประโยชนท้ังเปนยาและเปนผลิตภัณฑสุขภาพ สามารถนํามา

ผสมในผลิตภัณฑตางๆ เชน เคร่ืองด่ืมสมุนไพร ผลิตภัณฑเคร่ืองสําอาง มีรายงานการศึกษาทางวิทยาศาสตร

ทางดานเคมี เภสัชวิทยา และพิษวิทยามากมายท่ีสนับสนุนการใช แตการพัฒนาเปนผลิตภัณฑน้ัน ปจจัยท่ีสําคัญท่ี

ควรคํานึงถึงคือ ปจจัยดานคุณภาพของสมุนไพรเน่ืองจากกัญชามีสารสําคัญกลุมแคนนาบินอยด คือ CBD, CBN

และ THC ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา ในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณสารแคนนาบินอยด ในวัตถุดิบใบกัญชา โดยสกัด

ใบกัญชาแหงน้ําหนัก 1 กรัม ดวย ethanol ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยวิธี reflux เปนเวลา 60 นาที กรองผานกระดาษ

กรองเบอร 4 และนําสารสกัดท่ีไดไประเหยแหงดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ จากน้ันละลายและปรับปริมาตรดวย

methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร โดยใช volumetric flask แลวกรองผาน Nylon filter syringe นําสารละลาย

ดังกลาว ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ฉีดเขาสูระบบโครมาโทกราฟของเคร่ือง UHPLC ซ่ึงใชคอลัมนชนิด ARC-18,

ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร และใช 0.1% ortho-phosphoric acid ใน deionized water

และ 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile เปนวัฏภาคเคล่ือนท่ี อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตร/นาที

ตรวจวัดดวย DAD ท่ีความยาวคล่ืน 220 นาโนเมตร จะปรากฏ peak ของ CBD, CBN และ THC ท่ี retention

time เทากับ 3.35, 4.85 และ 6.10 นาที ตามลําดับ ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหดังกลาว พบวา

calibration curve มีความเปนเสนตรง โดยสารมาตรฐาน CBD มีลักษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน

1.07-106.89 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) เทากับ 0.9999 สารมาตรฐาน CBN มี

ลักษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 1.00-99.60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) 

เทากับ 0.9997 และสารมาตรฐาน THC มีลักษณะเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 1.00-99.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

โดยมีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) เทากับ 0.9999 คา %recovery อยูในชวง 97.17-99.85, 97.92-101.89 และ 

97.08-98.99% ตามลําดับ คา HORRAT เทากับ 0.60-1.96, 0.41-1.23 และ 0.30-1.47 ตามลําดับ LOD ของ

การวิเคราะห CBD, CBN และ THC เทากับรอยละ 0.006, 0.009 และ 0.003 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ LOQ ของ

การวิเคราะห CBD, CBN และ THC เทากับรอยละ 0.020, 0.032 และ 0.011 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ โดยมีคา

%RSD เทากับ 1.00, 1.19 และ 1.54 ตามลําดับ และรอยละของการคืนกลับอยูในชวงรอยละ 95.75-98.33,

95.51-98.21 และ 97.62-99.87 ตามลําดับ ปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยางวัตถุดิบใบกัญชา จํานวน 

ตัวอยาง พันธุ/ระยะการเก็บเกี่ยว

นํ้าหนัก

ตัวอยาง 

(g)

ความเขมขนของสารที่คํานวณไดจากสมการ

เสนตรงจาก Calibration curve 

(µg/ml)

ปริมาณสาร (%w/w)

CBD CBN THC CBD CBN THC

6 TT1 ระยะใบแก 1.0045 0.082 0.640 67.380 0.002 0.016 1.677

7 WA1 ระยะใบออน 1.0054 0.750 0.470 71.492 0.075 0.020 7.111

8 WA1 ระยะใบเพสลาด 1.0019 0.223 0.347 68.060 0.011 0.017 3.397

9 WA1 ระยะใบแก 1.0050 0.139 0.454 49.694 0.007 0.023 2.472

10 RD1 ระยะใบออน 1.0043 23.990 0.080 45.420 2.389 0.008 4.523

11 RD1 ระยะใบเพสลาด 1.0045 41.725 0.286 61.665 2.077 0.014 3.069

12 RD1 ระยะใบแก 1.0046 50.222 0.424 44.182 2.500 0.021 2.199

ตารางที่ 7   ผลการวิเคราะหปริมาณ CBD CBN และ THC ในใบกัญชาดวยวิธี UHPLC (ตอ)
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12 ตัวอยาง สามารถนําไปใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการกําหนดปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในตัวอยางวัตถุดิบ

ใบกัญชาได ในการศึกษาน้ีไดทําการตรวจปริมาณสารแคนนาบินอยดของตัวอยางใบกัญชาในระยะการเจริญเติบโต

ของใบท่ีแตกตางกัน คือ ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแกของกัญชาไทย 4 พันธุ ไดแก หางกระรอกภูพานเอสที 1

(ST1) หางเสือสกลนครทีที 1 (TT1) ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ 1 (WA1) และตะนาวศรีกานแดงอารดี 1 (RD1) 

พบวาปริมาณสาร THC ในระยะใบออนสูงกวาใบเพสลาดและใบแกในกัญชาอายุ 2 เดือน สวนปริมาณสาร CBD

พบมากในใบแกของพันธุ RD1 ถึงรอยละ 2.50 โดยนํ้าหนัก สวนปริมาณสาร CBN พบในใบคอนขางนอย เมื่อเปรียบ

เทียบพันธุกับปริมาณสารแคนนาบินอยด พบวา WA1 และ TT1 มีปริมาณสาร THC และ CBN สูงกวาพันธุอ่ืน

ซึ่งปริมาณของ CBN จะแปรผันตามปริมาณสาร THC ที่สูงข้ึน ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่พบวาสาร CBN จะเปน

ผลผลิตที่ไดจาก THC ในชวงของการ decarboxylation ระหวางการอบแหงผานความรอน ซึ่งถาหากมีปริมาณ 

THC ที่สูง ปริมาณของ CBN จะสูงไปดวย(10, 11) สวนปริมาณสาร CBD พบมากเพียง 2 พันธุ คือ RD1 และ ST1 

ซ่ึงจากขอมูลปริมาณสารสําคัญท่ีอยูในใบคอนขางสูง เม่ือเปรียบเทียบกับผูศึกษาปริมาณสารแคนนาบินอยดในใบ

ซ่ึงพบวามีคาอยูระหวาง 1.10–2.10%(12) จากขอมูลสามารถนําใบกัญชาไทยในแตละพันธุไปใชประโยชนทางการแพทย

ไดอยางเหมาะสม รวมถึงเปนขอมูลในการพัฒนาพันธุกัญชาเพ่ือเพ่ิมมูลคาของใบกัญชาทางเศรษฐกิจตอไป

UHPLC เปน High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ที่มีการพัฒนาเพื่อใหมี

ประสิทธิภาพการแยกสาร ความไวในการแยกสารที่ดีข้ึน ใชวัฏภาคเคลื่อนที่นอยลง และลดระยะเวลาในการตรวจ

วิเคราะห คือ เมื่อนําวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ในใบกัญชาดวยวิธี UHPLC ที่พัฒนาขึ้นมาใหม

เปรียบเทียบกับการหาปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในกัญชาดวยวิธี HPLC/UV(7) และวิธี HPLC-DAD(8) 

พบวาวิธี HPLC/UV  และวิธี HPLC-DAD ใชเวลาวิเคราะหตัวอยางกัญชาตอ 1 ตัวอยาง นาน 22 นาที และ 50 นาที

ตามลําดับ ทําใหส้ินเปลืองวัฏภาคเคล่ือนท่ี (Mobile phase) สวนวิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนมาใหม ใชเวลาในการวิเคราะห 

10 นาที ซ่ึงรวดเร็วและประหยัดวัฏภาคเคล่ือนท่ี ดังน้ันจึงเลือกใชเคร่ือง UHPLC ในการพัฒนาวิธีวิเคราะหปริมาณ 

CBD, CBN และ THC ในใบกัญชา จากการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหปริมาณ CBD, CBN และ THC ท่ี

พัฒนาข้ึน พบวา %recovery จากการวิเคราะห spiked sample อยูในเกณฑยอมรับได (95-105%) ซ่ึงแสดงถึงความ

แมนของวิธีวิเคราะห และคา HORRAT อยูในเกณฑยอมรับได (< 2) ซ่ึงแสดงถึงความเท่ียงของวิธีวิเคราะหท่ีพัฒนา

ข้ึน วิธีดังกลาวจึงมีความเหมาะสม สามารถนําไปใชในการวิเคราะหปริมาณสาร CBD, CBN และ THC เพ่ือใชควบคุม

ปริมาณสารของใบกัญชาตอไปได ในเบ้ืองตนจะนําวิธีท่ีพัฒนาข้ึนน้ีตรวจวิเคราะหวัตถุดิบจากแหลงปลูกตางๆ เพ่ือใหมี

ขอมูลหลากหลายเปนประโยชนตอการพัฒนากัญชาไทยตอไป 

สรุป

การศกึษานีไ้ดพฒันาวิธกีารตรวจวเิคราะหปรมิาณแคนนาบนิอยดในใบกญัชาดวยวธิ ีUHPLC และทดสอบ

ความใชไดของวิธีวิเคราะห ผลการศึกษาพบวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความถูกตองแมนยํา สะดวก รวดเร็ว และประหยัดสาร

เคมีทีใ่ชใน mobile phase จงึนาํวิธทีีไ่ดมาตรวจวเิคราะหปรมิาณแคนนาบนิอยดในตวัอยางใบกญัชาไทย 4 พนัธุ ทาํให

ไดขอมูลซึ่งจะเปนประโยชนตอการพัฒนาพันธุกัญชา และผลิตภัณฑผสมกัญชาตอไป
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Development and Method Validation of 
Cannabinoid Contents In Cannabis sativa L. 
Leaves by Ultra High Performance Liquid 

Chromatography
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ABSTRACT  Cannabis (Cannabis sativa L.) has been used to treat several diseases since the ancient 

time. Tetrahydrocannabinol (THC) is the major psychoactive compound and the other non-psychoactive 

ingredients are Cannabidiol (CBD) and Cannabinol (CBN). THC has been used for pain relief, reducing 

nausea from chemotherapy and muscle contraction treatment. CBD has antiepileptic mechanism, relieve 

pain and neuroprotective property for Parkinson's disease, while CBN has a potential use for 

anti-cancer therapy. Cannabis have been used as active ingredient of several 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 leaf samples using the Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) 

technique. Samples were prepared by refluxing in ethanol, filtering and evaporating until dry. The 

residue was redissolved and adjusted with methanol and injected into UHPLC system. Linearity was 

established for CBD, CBN and THC at concentration range of 1.07-106.89, 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 

96.83-100.89% and HORRAT was in the range of 0.30-1.96. The limit of detection (LOD) of CBD, CBN 

and THC were 0.006, 0.009, and 0.003 %w/w, respectively, while limit of quantitation (LOQ) was 0.020, 

0.032, and 0.011 %w/w, respectively. It has been shown that the developed method is suitable and can 

be used to analyze the content of CBD, CBN and THC in cannabis leaves. Therefore, the appropriate 

specification of cannabinoid contents (CBD, CBN and THC) in cannabis leaf extract can be established.

Keywords: Cannabis, CBD, CBN, THC, UHPLC


