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กลุ่่�มแคนนาบิินอยด์์ในกััญชาและในน้ำำ��มะพร้้าว การตรวจปริมาณสารแคนนาบิินอยด์์ในระยะต่่างๆ ของการเจริญเติิบโต 

ของใบกัญชา การพััฒนาตััวอย่่างทดสอบความชำำ�นาญพืืชกััญชาเพื่่�อใช้้ประเมิินความสามารถในการตรวจวิเคราะห์์ของห้้อง

ปฏิิบััติิการ นอกจากนี้้�ยัังมีีบทความวิิจััยอื่่�นๆ อีีก เช่่น การทดสอบประสิิทธิิภาพของสารสกััดจากเลืือดจระเข้้ในการยัับยั้้�ง

เซลล์์มะเร็็งตัับและเซลล์์มะเร็็งท่่อน้ำำ��ดีีมนุุษย์์ การทดสอบความเป็็นพิิษของถั่่�งเช่่าสีีทองในหนูแรท การพััฒนาวิิธีีวิเคราะห์์

สารเคมีีป้องกัันกำำ�ศัตรููพืืชตกค้้างในอาหาร การพััฒนาชุุดทดสอบพาราควอตแบบขั้้�นตอนเดีียว ระบาดวิทยาของโรคติิด

เชื้้�อไวรััสซิิกาในประเทศไทย การวิเิคราะห์์ปริมาณรัังสีีกระเจิงิและการป้อ้งกัันอัันตรายจากจากรังัสีีเมื่่�อถ่่ายภาพด้ว้ยเครื่่�อง

เอกซเรย์์เคลื่่�อนท่ี่� 

กองบรรณาธิิการวารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ขอขอบคุุณผู้้�นิพนธ์์ทุุกท่่านท่ี่�ส่่งบทความมาให้้พิิจารณา 

ตีีพิมพ์์เผยแพร่่องค์์ความรู้้�ใหม่จากงานวิิจััย ซ่ึ่�งจะเป็็นประโยชน์์ต่่อการปฏิิบััติิงานด้้านการพััฒนาวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

และสาธารณสุุขของประเทศ ขอขอบพระคุุณผู้้�ทรงคุุณวุุฒิทุุกท่่านในการพิจิารณาบทความ (Peer reviews) และให้ข้้้อเสนอ

แนะในการปรับปรุุงแก้้ไขบทความวิิจััยต่่างๆ ให้้มีีความถููกต้้องทางวิิชาการและเข้้าใจง่ายขึ้้�น และขอขอบพระคุุณทุุกท่่าน 

ท่ี่�มีีส่วนในการจััดทำำ�วารสารฉบัับนี้้�ให้้เสร็็จสมบููรณ์์ด้้วยดีี กองบรรณาธิิการหวังเป็็นอย่่างยิ่่�งว่่าวารสารฉบัับนี้้�จะเป็็นประโยชน์์

สำำ�หรับัผู้้�อ่านทุุกท่่าน และโปรดติดิตามวารสารกรมวิทิยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์ฉบัับที่� 4 เดืือนตุุลาคม - ธันวาคม 2564 ต่่อไป 

		ด  ร.อภิวัฏ  ธวัชสิน

		บ  รรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
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บทคัดยอ กัญชา (Cannabis sativa L.) จัดเปนพืชเสพติดท่ีมีหลายสายพันธุ (strains) ปจจุบันในประเทศไทยไดรับ

อนุญาตใหใชประโยชนของกัญชาในทางการแพทยและการวิจัยทางวิทยาศาสตร สารสําคัญหลักท่ีพบมากในกัญชาเปน

แคนนาบินอยดท่ีพบมีสองชนิด คือ ∆9-tetrahydrocannabinol (THC) และ cannabidiol (CBD) ซ่ึงรายงานฤทธ์ิ

ทางเภสัชวิทยาท่ีหลากหลาย งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคในการศึกษาความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงของสารสกัดชอดอก

เพศเมียกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC และ CBD ใกลเคียงกัน), PTC0602 (THC สูง) และ PTC0729 

(CBD สูง) สกัดดวยวิธีของไหลวิกฤตย่ิงยวด (Supercritical Fluid Extraction) วิเคราะหปริมาณดวยวิธี HPLC และ

ทดสอบความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงดวยวิธี MTT assay พบวาสารสกัดกัญชาท้ัง 3 ชนิด แสดงฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็ง

ท้ัง 7 ชนิด โดย PTC0729 ซ่ึงมีสัดสวน THC : CBD เทากับ 1 : 6 มีความจําเพาะแตกตางอยางมีนัยสําคัญและเปนพิษสูงสุด

ตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) เซลลมะเร็งไต (A-498) และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) ใหคา IC
50
 เทากับ 2.81 ± 0.85, 

5.48 ± 0.27 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวน PTC0602 ซ่ึงมีสัดสวน THC: CBD เทากับ 10 : 1 

แสดงความเปนพิษจําเพาะตอเซลลมะเร็งปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็ง

ตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50
 เทากับ 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 และ 19.19 ± 1.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ตามลําดับ ในขณะท่ี PTC0601 มีสัดสวน THC: CBD เทากับ 2 : 1 มีพิษตอเซลลเพาะเล้ียงแตไมจําเพาะกับเซลลใด จะเห็น

ไดวาสารสกัดกัญชาพันธุไทยสามารถยับย้ังเซลลมะเร็งเพาะเล้ียงไดและอาจพัฒนาไปเปนยาตานมะเร็งหรือยารวมกับ

ยาตานมะเร็งได 

คําสําคัญ: กัญชาพันธุไทย, พิษตอเซลล, เซลลมะเร็งเพาะเล้ียง, ∆9-tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol 

 (CBD) 
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บทนํา

โรคมะเร็งเปนสาเหตุหลักของการเสียชีวิตสาเหตุหน่ึงท่ัวโลก องคการอนามัยโลก หรือ World Health 

Organization (WHO) รายงานตัวเลขผูเสียชีวิตกวา 10 ลานคน ในป 2563 ซ่ึงเสียชีวิตจากมะเร็ง 5 อันดับแรก 

ไดแก มะเร็งปอด มะเร็งลําไส มะเร็งตับ มะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งเตานม สําหรับผูปวยรายใหมในป 2561

พบ 18.1 ลานราย โดยผูชายมักพบมะเร็งตอมลูกหมาก มะเร็งปอด และมะเร็งลําไส ในขณะท่ีในผูหญิงมักพบมะเร็งเตานม

มะเร็งปอด และมะเร็งลําไส มีการคาดการณในประมาณป 2584 จะพบผูปวยรายใหมกวา 30 ลานราย และมีผูเสียชีวิต

กวา 20 ลานราย มะเร็งกอใหเกิดผลกระทบอยางมากตอชีวิต จิตใจ และผลกระทบทางดานเศรษฐกิจ จากรายงานคา

ใชจายในการดูแลผูปวยมะเร็งในสหรัฐอเมริกามีคาใชจายสูงถึง 137.4 พันลานดอลลารสหรัฐหรือประมาณ 4 ลาน

ลานบาท ในป 2553 และมีอัตราเพ่ิมข้ึนในทุกๆ ป รวมถึงคายาหรือวิธีการรักษาซ่ึงมีผลขางเคียงและราคาแพง (1) 

ในประเทศไทยโรคมะเรง็พบมากเปนอนัดบัตนๆ เมือ่เทยีบกบัสาเหตกุารตายอืน่ๆ ซึง่การรกัษาดวยการใชยาเคมบีาํบดั

เปนทางเลอืกท่ีนิยมใชในการรกัษาเน่ืองจากมีประสทิธภิาพสงู แตพบวามผีูปวยจาํนวนมากไดรบัผลขางเคยีงจากการใชยา

ทําใหวงการแพทยไทยพยายามคิดคนหาแนวทางรักษาและยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยการนําเอาสมุนไพรไทยมาพัฒนา

และใชรวมกับการแพทยแผนปจจุบันในการบําบัดรักษาโรคมะเร็ง มีแนวโนมวาจะสามารถนําสารท่ีสกัดหรือสารสําคัญ

มาพัฒนาเปนยารักษาโรคได เน่ืองจากพืชและสมุนไพรไทยหลายชนิดถูกใชเปนยาสมุนไพรรักษาโรคตาง ๆ  มาแตโบราณ

การศึกษาเก่ียวกับสารสกัดสมุนไพรเพ่ือพัฒนาเปนยาตานมะเร็งจึงเปนท่ีนาสนใจและมีความเปนไปไดสูง และพืช

สมุนไพรอีกชนิดหน่ึงท่ีไดรับความนาสนใจจากประชาชนและไดรับการสนับสนุนจากรัฐบาลเพ่ือนํามาใชทางการแพทย

อยางถูกกฎหมายคือพืชสมุนไพรกัญชา

กัญชา (Cannabis, marijuana หรือ Cannabis sativa L.) เปนพืชเสพติดท่ีมีการอนุญาตใหใชทาง

การแพทยหรือเพ่ือสันทนาการอยางถูกกฏหมายในหลายประเทศ ปจจุบันในประเทศไทยไดมีความพยายามจากรัฐบาล

ในการผลักดันใหมีการใชประโยชนจากพืชกัญชาอยางถูกกฎหมาย โดยเฉพาะใชในทางการแพทย การศึกษาวิจัย

ผลิตภัณฑสุขภาพ เคร่ืองสําอางและอาหาร มีประกาศพระราชบัญญัติยาเสพติดใหโทษ (ฉบับท่ี 7) พ.ศ. 2562 อนุญาต

ใหสามารถนํากัญชามาใชในกรณีจําเปนเพ่ือประโยชนทางการแพทย การรักษาผูปวย หรือการศึกษาวิจัยและพัฒนา

การศึกษาวิจัยทางการแพทยได(2) นอกจากน้ี ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 

5 ซ่ึงลงประกาศในราชกิจจานุเบกษาแลว และมีผลบังคับใชต้ังแตวันท่ี 15 ธันวาคม 2563 เปนตนไป ระบุวาสามารถใช

ประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชง ท่ีไมจัดเปนยาเสพติด ไดแก ใบท่ีไมติดกับชอดอก ก่ิง กาน ลําตน เปลือก ราก ของ

กัญชา และเมล็ดของกัญชง รวมถึงกากท่ีเหลือจากการสกัดกัญชาและกัญชง ตองมีปริมาณ THC ไมเกิน 0.2% เพ่ือ

ประโยชนทางการแพทย การศึกษาวิจัย และการผลิตผลิตภัณฑสุขภาพ แตสวนของชอดอก ใบท่ีติดกับชอดอก และ

เมล็ดของกัญชา และชอดอกของกัญชงยังคงจัดเปนยาเสพติด(3) ปจจุบันไดมีประกาศคณะกรรมการพัฒนาระบบยา

แหงชาติ เร่ือง บัญชียาหลักแหงชาติดานสมุนไพร พ.ศ. 2564 ใหน้ํามันสารสกัดกัญชาในรูปแบบยาหยดในชองปาก 

(Oromucosal drops) จํานวน 5 รายการ เปนรายการยาเพ่ือใชในการปองกันหรือแกไขปญหาสุขภาพในสถานพยาบาล

หรือหนวยงานของรัฐท่ีไดรับอนุญาต ถือไดวาเปนการขับเคล่ือนและสงเสริมการใชกัญชาอยางเปนรูปธรรม ทําใหเกิด

ความม่ันคงระบบยาของประเทศ ลดคาใชจายในการนําเขายา สามารถสรางมูลคาและเพ่ิมรายไดใหเกิดข้ึนในประเทศ 

ประเทศไทยถือเปนประเทศแรกในอาเซียนท่ีอนุญาตใหใชกัญชาอยางถูกกฎหมายเพ่ือประโยชนทางการแพทยและ

การวิจัยทางวิทยาศาสตร จากรายงานของเครือขายพัฒนาประเทศไทยแบบเปด (Open development Thailand) 

คาดวามูลคาอุตสาหกรรมกัญชาท่ัวโลกจะเติบโตอยางรวดเร็วและตอเน่ือง โดยอุตสาหกรรมกัญชาของประเทศไทยจะมี

มูลคาทางตลาดกวา 21,000 ลานบาท ภายในป 2567(4) นอกจากน้ีปจจุบันเร่ิมมีผูประกอบการกลุมอาหารและเคร่ืองด่ืม

รวมท้ังผลิตภัณฑสุขภาพ สนใจท่ีจะใชสารสกัดจากกัญชาเปนสวนประกอบในผลิตภัณฑกลุมดังกลาว สงผลใหคาดวา

มูลคาตลาดกัญชาโลกจะเติบโตและกระจายไปในหลายธุรกิจมากข้ึน
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กัญชาเปนพืชในวงศ Cannabaceae มีช่ือวิทยาศาสตรคือ Cannabis sativa L. subsp. indica (Lam.)(5)

ในประเทศไทยยังพบกัญชง หรือ เฮมพ (Hemp) ช่ือวิทยาศาสตรคือ Cannabis sativa L. subsp. sativa มีลักษณะ

ทางพฤกษศาสตรคลายคลึงกัน แตมีความแตกตางกันของปริมาณสารสําคัญหลักในกลุมแคนนาบินอยด  2 ชนิด ไดแก 

∆9-tetrahydrocannabinol (THC) และ cannabidiol (CBD) ซ่ึงใชประกอบในการจําแนกระหวางกัญชาและ

กัญชง ในปจจุบันพืชท้ังสองยังคงถูกจัดใหเปนชนิด (species) เดียวกัน แตมีความแตกตางในระดับ sub-species 

หรือ variety เทาน้ัน(5, 6) สารสําคัญในกัญชาถูกพบมากกวา 545 ชนิด ในจํานวนน้ีสารกวา 100 ชนิด ท่ีถูกระบุวาเปน

ไฟโตแคนนาบินอยด (phytocannabinoids) ซ่ึงเปนสารกลุมหลักท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา(7) โครงสรางทางเคมีของ

แคนนาบินอยดประกอบดวยสวนท่ีเปนไขมัน (lipid) อัลคิลรีซอรซินอล (alkylresorcinol) และเทอรปน (terpenes) 

สารแคนนาบินอยดท่ีพบในกัญชาสวนใหญจะอยูในรูปของ carboxylic acid เม่ือโดนแสงหรือความรอนจะทําใหถูก 

decarboxylated ใหอยูในรูปของ reduced form โดยสารสําคัญแคนนาบินอยดท่ีพบไดมาก คือ ∆9-THC และ CBD 

สวนสารสําคัญแคนนาบินอยดท่ีพบไดนอยกวา เชน ∆8-THC, cannabinol (CBN) นอกจากสารกลุมแคนนาบินอยด

แลว ยังพบสารอ่ืนๆ อีกมากกวา 400 ชนิด เชน ฟลาโวนอยด เทอรปนอยด อัลคาลอยด สเตียรอยด อัลเคน กรดไขมัน

และน้ําตาล เปนตน(8, 9) จากการทบทวนรายงานวิจัยฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของกัญชาโดยเนนฤทธ์ิของสารสําคัญ ไดแก 

THC และ CBD พบวา THC และอนุพันธ มีฤทธ์ิแกปวด โดยเฉพาะอาการปวดจากโรคทางระบบประสาท กระตุน

ความอยากอาหารและลดอาการคล่ืนไสจากการใชเคมีบําบัด ชวยปกปองและกระตุนการสรางเซลลสมอง สวน CBD  

มีฤทธ์ิบรรเทาอาการลมชัก ลดอาการวิตกกังวลท้ังในเด็กกลุมอาการออทิสติกหรือในผูปวยท่ีมีประวัติการเสพกัญชา(10) 

นอกจากน้ียังพบวา THC CBD และอนุพันธแคนนาบินอยด เชน cannabichromene,  cannabigerol  รวมถึงสาร

ฟลาโวนอยด เชน apigenin, chrysoeriol, kaempferol, luteolin, quercetin, vitexin และ cannflavins  เปนตน 

มีฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งหลายชนิด เชน มะเร็งเตานม (breast cancer cells) มะเร็งตอมลูกหมาก (prostate cancer) 

มะเร็งตับ (hepatocarcinoma) มะเร็งปอด (lung cancer) มะเร็งเม็ดเลือดขาว (lypmphocyte leukemia cells) 

มะเร็งตับออน (pancreatic cells) และ มะเร็งผิวหนัง (melanoma cells)(8, 11) รายงานรวบรวมฤทธ์ิการยับย้ังเซลล

มะเร็งของ CBD ในเซลลเพาะเล้ียงหรือในสัตวทดลองพบวามีฤทธ์ิตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF7 and MDA-MB-231)

เซลลมะเร็งสมอง (U87-MG, U373, primary 3832 และ 387) เซลลมะเร็งปอด(NSCLC, A549) เซลลมะเร็ง

ลําไส (HT29) เซลลมะเร็งตับออน เซลลมะเร็งตอมลูกหมาก (PC-3, DU-145, 22RV1, LNCaP) และเซลล

มะเร็งเม็ดเลือด(Leukaemia/Lymphoma, Multiple myeloma) โดยกลไกหลักในการยับย้ังการเจริญของเซลล 

(proliferation)  และเปนแบบไมอาศัยตัวรับ (receptor-independent manner) ผาน 3 เสนทางหลัก (pathways)

ไดแก extracellular-signal-regulated kinase (ERK), Reactive oxygen species (ROS) และ

phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) ซ่ึงควบคุมการเจริญและการโตของเซลล (growth, proliferation) 

การสรางและสลายสาร (metabolism) การอยูรอดของเซลล และกระบวนการสรางเสนเลอืดใหม (angiogenesis)(12)

การทดสอบในสัตวทดลองยังแสดงใหเห็นวาสารสําคัญในกัญชาท้ังแคนนาบินอยดและสารอ่ืนท่ีไมใชแคนนา

บินอยด (non-cannabinoids) สามารถยับย้ัง cell proliferation กระตุนโปรแกรมเซลลตาย (apoptosis) ขัดขวาง 

angiogenesis และการแพรกระจายของมะเร็ง (tumor invasion/metastasis)(8, 13, 14) ปจจุบันองคการอาหารและ

ยาของสหรัฐอเมริกา (The US Food and Drug Administration, FDA) อนุญาตใหมีการใชยา Dronabinol 

(Marinol®) และ Nabilone (Cesamet®) ซ่ึงมี THC เปนสวนประกอบหลัก ใหใชในผูปวยมะเร็งท่ีมีอาการวิงเวียน 

คล่ืนไสอาเจียนและเบ่ืออาหารจากการใชยาเคมีบําบัด สวน Nabiximols (Sativex®) ซ่ึงเปนสารสกัดหยาบกัญชา

(มี THC : CBD = 1 : 1) ใชในรูปแบบสเปรยพนในชองปาก (Oromucosal spray) ใชบรรเทาอาการปวดซ่ึงเกิด

จากมะเร็ง อยูในระหวางการทดสอบทางคลินิกในสหรัฐอเมริกา ยาน้ีไดรับการข้ึนทะเบียนรับรองแลวในแคนาดา เม็กซิโก 

และบางประเทศในแถบยุโรป(15) การใชสารสกัดหรือสารสําคัญในกัญชาเพ่ือใชรักษาหรือฆาเซลลมะเร็งโดยตรงน้ัน
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ยังตองการองคความรูใหมจากการวิจัยเพ่ือใหเกิดประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งหรือลดความเส่ียงจากผลขางเคียงท่ีอาจ

เกิดขึ้นได

กัญชาพันธุไทยท่ีไดรับยกยองวาเปนพันธุท่ีดีท่ีสุดในโลกพันธุหน่ึง คือ พันธุหางกระรอก (Thai Stick) 

แตมีแนวโนมท่ีมีปริมาณ THC สูง(16) อยางไรก็ตามกัญชาพันธุไทยจากรายงานของกรมวิทยาศาสตรการแพทยท่ีมี

การเก็บรวบรวมพันธุกัญชาสามารถจําแนกตามปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ท่ีตรวจพบ แบงเปน 3 พันธุ

ไดแก กัญชาพันธุท่ีมีปริมาณ THC สูง (รหัสตัวอยาง PTC0602) พันธุกัญชาท่ีใหคา THC และ CBD สัดสวน

ใกลเคียงกัน (รหัสตัวอยาง PTC0601) และ พันธุกัญชาท่ีให CBD สูง (รหัสตัวอยาง PTC0729) ขณะน้ีกัญชา

ท้ัง 3 พันธุ อยูระหวางขอรับรองพันธุพืชกับกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ(17) งานวิจัยน้ีมี

จุดประสงคในการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอ

เซลลมะเร็งเพาะเล้ียงชนิดตางๆ เพ่ือใชเปนขอมูลในการพัฒนากัญชาพันธุไทยเปนยาตานมะเร็งหรือยาใชใน

ผูปวยมะเร็งตอไป

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารละลาย

Sodium bicarbonate, Sodium chloride, Potassium chloride, Potassium dihydrogen phosphate,

Di-sodium hydrogen phosphate dodecahydrate และ EDTA Disodium Salt, Dihydrate (MERCK, 

Darmstadt, Germany), 0.25% Trypsin (Gibco, New York, USA), Trypan Blue (Sigma-Aldrich, 

Oregon, USA), Dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), MTT [3-(4,5-dimethyl-

2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (Invitrogen, Oregon, USA), Doxorubicin 

(MERCK, St. Louis, USA), Fetal Bovine Serum (Gibco, Paisley, UK), Dulbecco`s Modified Eagle 

Media (DMEM) และ Eagle's minimal essential medium (EMEM) (Gibco, New York, USA).

เซลลเพาะเลี้ยง

เซลล A-549 (เซลลมะเรง็ปอด), HepG2 (เซลลมะเรง็ตบั), A-498 (เซลลมะเรง็ไต), A-172 (เซลลมะเรง็

สมอง), PANC-1 (เซลลมะเร็งตับออน), Caco-2 (เซลลมะเร็งลําไส) และ MCF-7 (เซลลมะเร็งเตานม) ซื้อมาจาก

บริษัท CLS Cell line service GmbH, Eppelheim, ประเทศเยอรมนี  เซลล A-549 และ A-172 เลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเซลลชนิด DMEM สวนเซลล HepG2 A-498 Caco-2 PANC-1 และ MCF-7 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด 

EMEM ที่มี 2mM L-Glutamine, 0.1 mM Non-essential amino acid, 1 mM Sodium pyruvate และ 

Fetal bovine serum รอยละ 10 บมในตูอบเพาะเชื้อแบบใชคารบอนไดออกไซด อุณหภูมิ 37 ºC

เครื่องมือและอุปกรณ

เครือ่งชัง่ 4 ตาํแหนง, Biological Safety Cabinet (BSC Class II), Circulating water bath, ตูอบเพาะเชือ้

แบบใชคารบอนไดออกไซด, เคร่ือง Elisa microplate reader, เคร่ืองปนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated

centrifuge), เคร่ือง Sonicator, 96 well plate, Micropipette ขนาด 10-100, 20-200, 100-1000, 5000 และ 

10000 ไมโครลิตร, Micropipette tip ขนาด 20, 200, 1,000, 5,000 และ 10,000 ไมโครลิตร, Multi-channel 

pipette ขนาด 300 ไมโครลิตร, หลอด centrifuge tube ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร, ชอนตักสาร, กระดาษช่ังสาร, 

Microcentrifµge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, กลองแชแข็งเซลล (Cool box), เคร่ืองนับเซลลอัตโนมัติ, กลองจุลทรรศน

หัวกลับ (Inverted Microscope), เคร่ืองเขยาสาร (Vortex mixer)
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วัตถุดิบดอกกัญชา

ตัวอยางสมุนไพรชอดอกเพศเมียกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ โดยใหรหัสตัวอยาง PTC0601 รหัสตัวอยาง 

PTC0602 (พันธุท่ีให THC สูง) และรหัสตัวอยาง PTC0729 (พันธุท่ีให CBD สูง) เก็บมาจากแหลงเพาะปลูกกรม

วิทยาศาสตรการแพทย หนังสือสําคัญยาเสพติดประเภท 5 อนุญาตปลูกเลขท่ี  90/2564 (ปลูก) 

ขั้นตอนการสกัดกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมีย PTC0601, จํานวน 132 กรัม, PTC0602 และ PTC0729 ปริมาณ 132, 126 

และ 100 กรัมตามลําดับ บดหยาบ สกัดดวยวิธีของไหลวิกฤตย่ิงยวดโดยใชเคร่ืองสกัดรุน Spe-ed SFE บริษัท Ap-

plied Separations ประเทศสหรัฐอเมริกา และใชคารบอนไดออกไซดเปนตัวทําละลาย แรงดัน 250 bar อุณหภูมิ

ของตูอบ (oven) 40 องศาเซลเซียส ไดปริมาณสารสกัด 10.92 กรัม, 8.95 กรัม และ 7.07 กรัม ตามลําดับ วิเคราะห

ปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวิธี High performance liquid chromatography (HPLC, model 

LC-40D, Shimadzu, Japan) มีตัวตรวจวัด UV-Vis ความยาวคล่ืน 220±4 nm คอลัมน 150 × 3.0 mm C18 

InfinityLab Poroshell packed with 2.7 micron particles เฟสเคล่ือนท่ีใช (A) 0.085% H
3
PO

4
 in  Water 

และ (B) 0.085% H
3
PO

4 
in Acetonitrile รันแบบ isocratic 30%(A) : 70%(B) เตรียมตัวอยางโดยนําสารสกัด 

20 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวย methanol : chloroform 9: 1 ใน volumetric  flask ขนาด 10 มิลลิลิตร จากน้ัน 

ปเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร ดวย methanol ใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร กรองดวย nylon 

syringe filter 0.45 micron 

การทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงดวยวิธี MTT

เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในเพลทเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม บมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC กาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลานาน 24 ช่ัวโมง เตรียมสารสกัดกัญชาความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึง

ระดับความเขมขนสูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน โดยการเจือจางแบบ 2-fold 

serial dilution ความเขมขนสูงสุดของสารทดสอบเทากับ 5,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในสารละลายอาหารเล้ียงเซลล 

(0.5% v/v DMSO) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา (n = 3) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลล ดูดสารละลายอาหารออกจากเพลท

จากน้ันปเปตสารละลายท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในเพลทท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

บมเพลทท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง ลางดวย 1X PBS 2 คร้ัง 

เติม MTT ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  บมเพลทในตูเล้ียงเซลลเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง ปเปตสารละลาย MTT ออก

ใหเหลือเฉพาะผลึก Formazan เติม DMSO ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในแตละหลุมเพ่ือละลายผลึก Formazan 

เขยาเพลทประมาณ 1 นาที วัดคาดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ดวยเคร่ือง microplate reader คํานวณรอยละ

ความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) โดยเทียบกับกลุมควบคุม (ไมเติมสารทดสอบ) ในการทดสอบใชยา Doxorubicin

เปน positive control

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

วิเคราะหคา IC
50
 โดยใชความสัมพันธแบบ non-linear regression ระหวาง %viability และความเขมขน

ท่ีทดสอบ สวนการเปรียบเทียบคา IC
50
 ของสารตัวอยางในเซลลแตละชนิด ใชสถิติ One-way ANOVA วิธี Tukey's 

multiple comparisons test โดยโปรแกรม GraphPad Prism version 9.0.0 ท่ีระดับความเช่ือม่ันรอยละ 95
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ผล

ปริมาณสารสกัดกัญชาและแคนนาบินอยด

สารสกัดชอดอกเพศเมียของกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดสารสกัดท่ีมีสีก่ึงแข็งก่ึงเหลวสีเหลืองน้ําตาล

การวิเคราะหปริมาณสารสําคัญในกลุม cannabinoids ไดปริมาณ THC และ CBD ดังแสดงในตารางท่ี 1 PTC0601 

PTC0602 และ PTC0729 ใหคา yield ใกลเคียงกันเทากับ 8.27, 7.10 และ 7.07% ตามลําดับ และจากการวิเคราะห

ปริมาณสารสําคัญดวยวิธี HPLC THC มีปริมาณเทากับ 20.08, 38.03 และ 4.28% ตามลําดับ ในขณะท่ีปริมาณ 

CBD มีคาเทากับ 12.18, 3.55 และ 25.89 % ตามลําดับ เม่ือเทียบสัดสวนระหวาง THC : CBD พบวา PTC0602 

ใหคา THC ในสัดสวน 10 : 1 ในขณะท่ี PTC0729 ใหคา CBD ในสัดสวนสูงกวาพันธุอ่ืนมีคา 1 : 6 สวนตัวอยาง 

PTC0601 มีคาสัดสวนของสารท่ีใกลเคียงกันประมาณ 2: 1

ตารางท่ี 1  ปริมาณสารสกัด (% yield) THC และ CBD ในตัวอยางกัญชา

รหัสตัวอยางสารสกัด Yield (%) Total THC (%) Total CBD (%) THC: CBD

PTC0601 8.27 20.08 12.18 2: 1

PTC0602 7.10 38.03 3.55 10: 1

PTC0729 7.07 4.28 25.89 1: 6

ความเปนพิษตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงดวยวิธี MTT assay
สารสกัดกัญชาพันธุไทยท้ัง 3 พันธุ สามารถยับย้ังหรือฆาเซลลมะเร็งได โดยมีคาความเขมขนสูงสุดของตัวอยาง

ท้ัง 3 ชนิด ท่ีฆาเซลลมะเร็งท้ัง 7 ชนิด ไดมากกวา 90% เทียบกับกลุมเซลลควบคุมท่ีมีคาต่ํากวา 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร โดยคาความเขมขนของตัวอยางท้ัง 3 ชนิด จะอยูในชวง 0.78-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เม่ือนําคารอยละ
การมีชีวิตและความเขมขนของสาร วิเคราะหแบบ non-linear regression คํานวณคา IC

50
 ตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง

ท้ัง 7 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 2  ยา doxorubicin ซ่ึงเปน positive control ใหคา IC
50
 ตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดตางๆ

อยูในชวง 0.10-1.43 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร คา IC
50
 ของ PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลล MCF-7 

ซ่ึงมีคาต่ําสุดเม่ือเปรียบเทียบกับเซลลอ่ืนๆ เทากับ 4.67 ± 1.31, 3.66 ± 0.43 และ 2.81 ± 0.85 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ตามลําดับ ในเซลล A-498 ใหคา 7.35 ± 0.92, 7.97 ± 0.79 และ 5.48 ± 0.27 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึง
ต่ํากวาในเซลล HepG2 เล็กนอย ใหคาเทากับ 9.36 ± 0.48, 8.13 ± 0.86 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ในเซลล Caco-2 และ PANC-1 ใหคา IC

50
 ของสาร PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ใกลเคียงกัน

โดยในเซลล Caco-2 ใหคา IC
50
 เทากับ 16.7 ± 1.50, 14.65 ± 2.05 และ 25.21 ± 2.41 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

สวนในเซลล PANC-1 ใหคา IC
50 

เทากับ 18.58 ± 1.65, 19.19 ± 1.79 และ 23.40 ± 0.88 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
ตามลําดับ ในเซลล A-549 และ A-172 มีแนวโนมท่ีจะถูกยับย้ังดวยตัวอยางสารสกัดท่ีมี THC สูงในเซลล 
A-549 ใหคา IC

50
 เทากับ 23.41 ± 1.91, 10.92 ± 1.05 และ 26.90 ± 2.27 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

สวนในเซลล A-172 ใหคา IC
50
 เทากับ 23.81± 1.10, 15.11 ± 2.52 และ 33.68 ± 1.59 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ตามลาํดบั

เม่ือเปรียบเทียบความแตกตางของคาความเปนพิษของสารสกัดท้ัง 3 พันธุ โดยใชสถิติ One-way ANOVA 
และ Tukey's multiple comparisons test ดังแสดงในภาพท่ี 1 สารสกัดกัญชาท้ัง 3 ชนิด มีพิษตอเซลล MCF-7 
สูงสุด (ใหคา IC

50 
ต่ําสุด) ซ่ึงมีความแตกตางของคา IC

50
 อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหวางตัวอยาง PTC0729 

และ PTC0601 และระดับความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของสารสกัดท้ัง 3 พันธุ ยังมีความเหมือนกันในเซลล 
HepG2 (p < 0.05 ระหวางตัวอยาง PTC0729 และ PTC0601) สวนในเซลล A-549 A-172 และ Caco-2 สารสกัด 
PTC0602 ใหคา IC

50
 ต่ําสุดเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดสองชนิด และแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.0001 

และ p < 0.005) เม่ือเทียบกับสารสกัด PTC0729
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การเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลมะเร็ง MCF-7 กลุมควบคุมและหลังการบมในสารสกัดกัญชาพันธุไทย 

3 พันธุ ท่ีระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง จากน้ันสองดวยกลองจุลทรรศนหัวกลับ 

(Inverted Microscope) กําลังขยาย 20 เทา จะเห็นความแตกตางระหวางกลุมเซลลควบคุมซ่ึงไมเติมสารทดสอบเซลล

มีรูปรางปกติแบบเซลลเย่ือบุ (epithelial-like) มีหัวทาย รูปเหล่ียม สามารถสังเกตเห็นขอบเขตเซลลและนิวเคลียส 

มีความหนาแนนของเซลลประมาณรอยละ 75-80 ของพ้ืนท่ี สวนเซลลท่ีทดสอบกับสารสกัดกัญชาท้ัง 3 พันธุ ท่ีระดับ

ความเขมขนสูงจะทําใหเซลลตาย (เซลลตายประมาณรอยละ 100 ท่ีความเขมขน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) สารสกัดท่ี

ระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะทําใหเซลลหดตัว ลักษณะกลมผิวขรุขระ เกาะกลุมหรือเปนเซลลเด่ียวท้ัง

บนผิวขวดเล้ียงเซลลและในอาหารเล้ียง โดยในสารสกัด PTC0601 และ PTC0602 เซลลท่ีตรวจพบจะมีลักษณะคลาย

กันเปนกลุมเซลลหดตัว กระจายบนพ้ืนผิวขวดนอยกวารอยละ 50 ของพ้ืนท่ี สวนสารสกัด PTC0729 จะเห็นเซลลหด

ตัวกลม สวนใหญเปนเซลลเด่ียว กระจายตัวนอยกวารอยละ 20 ของพ้ืนท่ี ดังแสดงในภาพท่ี 2

ตารางท่ี 2 คา IC
50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ของสารสกัดกัญชา PTC0601 PTC0602 PTC0729 และยา Doxorubicin

 ตอเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 7 ชนิด 

Cell lines
IC

50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)*

PTC0601 PTC0602 PTC0729 Doxorubicin                   
A-549 23.41 ± 1.91 10.92 ± 1.05 26.90 ± 2.27 0.18 ± 0.04
A-172 23.8 ± 1.10 15.11 ± 2.52 33.68 ± 1.59 0.44 ± 0.15
A-498 7.35 ± 0.92 7.97 ± 0.79 5.48 ± 0.27 0.16 ± 0.01
Caco-2 16.77 ± 1.50 14.65 ± 2.05 25.21 ± 2.41 1.43 ± 0.02
HepG2 9.36 ± 0.48 8.13 ± 0.86 7.65 ± 0.49 0.15 ± 0.03
MCF-7 4.67 ± 1.31 3.66 ± 0.43 2.81 ± 0.85 0.10 ± 0.01

PANC-1 18.58 ± 1.65 19.19 ± 1.79 23.40 ± 0.88 0.31 ± 0.01

*คาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพท่ี 1  ผลของสารสกัดกัญชาไทย PTC0601 PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลมะเร็งเพาะเล้ียง 7 ชนิด 
 คา IC

50
 แสดงคาเฉล่ีย±สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียของสาร

 ในเซลลมะเร็งแตละชนิดโดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple comparisons test 
 (ns = not significant, *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 และ ****p < 0.0001) 
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ภาพท่ี 2  การเปล่ียนแปลงลักษณะของเซลลมะเร็ง MCF-7 กลุมควบคุมและหลังการบมกับสารสกัดกัญชา
 พันธุไทย 3 พันธุ ท่ีระดับความเขมขน 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลานาน 48 ช่ัวโมง จากน้ัน
 สองดวยกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted Microscope) กําลังขยาย 20 เทา (A) ภาพเซลลกลุมควบคุม 
 (B) ภาพเซลลท่ีทดสอบกับสาร PTC0601 (C) ภาพเซลลท่ีทดสอบกับสาร PTC0602 และ (D) ภาพเซลล
 ที่ทดสอบกับสาร PTC0729 

วิจารณ

สารสกัดกัญชาพันธุไทยท้ัง 3 ตัวอยาง สกัดไดจากกัญชาท่ีมีปริมาณสารแคนนาบินอยด THC และ CBD 

แตกตางกันดวยวิธี HPLC  สารสกัด PTC0602 มีปริมาณ THC สูงกวา (THC: CBD = 10: 1) สวน PTC0729

มีปริมาณ CBD สูงกวา (THC: CBD = 1: 6) และ PTC0601 เปนพันธุ THC และ CBD ใกลเคียงกัน (THC : CBD = 2 : 1)

จากการผลทดสอบความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงจะเห็นไดอยางชัดเจนวาสารสกัดกัญชาสามารถยับย้ังเซลลมะเร็ง

ท้ัง 7 ชนิดไดดี โดยมีประสิทธิภาพสูงสุด 3 อันดับแรก ตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) เซลลมะเร็งไต (A-498) 

และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) สารสกัด PTC0729 ซ่ึงเปนตัวอยางกัญชาท่ีมีปริมาณ CBD สูง มีความจําเพาะและ

เปนพิษสูงสุดใหคา IC
50
 เทากับ 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 และ 7.65 ± 0.49 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซ่ึงแตกตาง

อยางมีนัยสําคัญ (p < 0.05) เม่ือเปรียบกับ PTC0601 หรือ PTC0602 พบวามีปริมาณ CBD ต่ํากวา สอดคลองกับ

รายงานการทดสอบ CBD สามารถยับย้ังเซลลมะเร็งเตานมชนิด ErbB2-positive โดยการกระตุนการแสดงออกของ 

cannabinoid receptor 2 (CB2), ELK1, Tyrosine kinase C-Src TRPV1 ยับย้ังการเจริญของเซลล(18)  อยางไร

ก็ตามมีการรวบรวมงานวิจัยท่ีแสดงใหเห็นวา CBD ยับย้ังเซลลมะเร็งสมอง (U87-MG, T98G, SF126, U251MG) 

อยางไดผล โดยยับย้ังการเจริญและการรุกราน (invasion) ของเซลล(11) สวนสารสกัด PTC0602 ซ่ึงมีปริมาณ THC  สูง

จะมีความจําเพาะตอเซลลมะเร็งปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็ง

ตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50 

ต่ํากวา PTC0601 และ PTC0729 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จากผลการทดลอง
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จะสังเกตไดวาสารสกัด PTC0601 ซึ่งมีสัดสวนของ THC และ CBD ใกลเคียงกันไมมีความจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ชนิดใดเลย หากกลไกในการตานมะเร็งของสารสกัดกัญชาผานการแสดงออกของ CB1 และ CB2 เปนหลัก CBD ซ่ึง

ปกติกลไกการออกฤทธ์ิจะไมไดเขาจับกับ CB1 โดยตรง แตจะทําตัวเปน competitor ขัดขวาง THC ในการจับกับ

เซลลตัวรับ(19) ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการยับย้ังเซลลมะเร็งลดลง อยางไรก็ตามในสารสกัดกัญชายังมีสารอ่ืนๆ นอกจาก

สารในกลุมแคนนาบินอยด เชน ฟลาโวนอยด เทอรปนอยด และอัลคาลอยด ซ่ึงอาจมีผลตอเซลลมะเร็ง จากฤทธ์ิยับย้ัง

เซลลมะเร็งท่ีไดสามารถใชเปนขอมูลในการพัฒนากัญชาพันธุไทยเปนยาตานมะเร็งตอไปได รวมถึงควรมีการศึกษาพิษ

วิทยาในสัตวทดลองเพ่ือใหเกิดความปลอดภัย นาเช่ือถือ เพ่ือนําขอมูลไปใชในการศึกษาวิจัยหรือพัฒนาผลิตภัณฑตอไป

สรุป

สารสกัดชอดอกของกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC : CBD=2 : 1), PTC0602 

(THC: CBD=10 : 1) และ PTC0729 (THC : CBD=1: 6) แสดงฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็งท้ัง 7 ชนิด โดย PTC0729 

ซ่ึงมีปริมาณ CBD สูง มีความจําเพาะแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและเปนพิษสูงสุดตอเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7)

เซลลมะเร็งไต (A-498) และเซลลมะเร็งตับ (HepG2) ใหคา IC
50 

เทากับ 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 และ 7.65±0.49 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวน PTC0602 ซ่ึงมีปริมาณ THC สูง แสดงควาเปนพิษจําเพาะตอเซลลมะเร็ง

ปอด (A-549) เซลลมะเร็งลําไส (Caco-2) เซลลมะเร็งสมอง (A-172) และมะเร็งตับออน (PANC-1) ใหคา IC
50

เทากับ 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 และ 19.19 ± 1.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ในขณะท่ี 

PTC0601 มีพิษตอเซลลเพาะเล้ียงแตไมจําเพาะกับเซลลใด จะเห็นไดวาสารสกัดกัญชาพันธุไทยสามารถยับย้ังเซลล

มะเร็งเพาะเล้ียงได เน่ืองจากงานวิจัยน้ีเปนการศึกษาวิจัยในชอดอกกัญชา ซ่ึงยังจัดเปนยาเสพติด ดังน้ันผลการทดลอง

ไมไดสะทอนไปถึงการใชสวนอ่ืน ๆ  ของกัญชา ซ่ึงผูวิจัยจะมีการศึกษาสวนตางๆ ของกัญชา เชน ใบ ก่ิง กาน ลําตน ราก 

ของกัญชาและเมล็ดตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนงบประมาณจากสํานักงานคณะกรรมการสงเสริมวิทยาศาสตร วิจัยและนวัตกรรม 

(สกสว.) ขอขอบพระคุณเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือและหองปฏิบัติการจีโนมิกสพืชในการจัดหาตัวอยาง

กัญชาพันธุไทยท้ัง 3 ตัวอยาง ภก. เสกรชตกร บัวเบา เจาหนาท่ีศูนยตรวจสอบและรับรองคุณภาพสมุนไพรในการ

วิเคราะหปริมาณสารทางเคมี เจาหนาท่ีหองปฏิบัติการพิษวิทยาทุกทานท่ีใหความชวยเหลือในการทํางานวิจัยเปนอยางดี  
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Investigation of the Cytotoxicity of 
Thai Cannabis Extracts on Various Cancer 

Cell Lines
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ABSTRACT Cannabis (Cannabis sativa L.) is an addictive plant. Currently, in Thailand, the plant is 

legalized for medical use and scientific research. It consists of two main active cannabinoids; ∆9-tetra-

hydrocannabinol (THC) and cannabidiol (CBD), both of which report a wide range of pharmacological 

effects. This research aims to study the toxicity of Thai cannabis female inflorescence extracts on seven 

cancer cell lines. The three cannabis strains, namely PTC0601, PTC0602 (THC dominant) and PTC0729 

(CBD dominant), were extracted using supercritical fluid extraction and then quantitatively analyzed 

using HPLC. Cytotoxicity was investigated by MTT assay. The results showed that all three extracts 

posed toxicity to all seven cancerous cell lines. PTC0729; (THC: CBD=1 : 6), demonstrated significantly 

different toxicity and specificity to breast cancer cell lines (MCF-7), renal carcinoma (A-498) and

hepatocellular carcinoma (HepG2) with IC
50
 values of 2.81 ± 0.85, 5.48 ± 0.27 and 7.65 ± 0.49 µg/mL,

respectively. PTC0602; (THC : CBD=10 : 1), showed specific toxicity against lung cancer cells (A-549), 

colon cancer cells (Caco-2), brain cancer cells (A-172) and pancreatic cancer (PANC-1) with IC
50 

values of 10.92 ± 1.05, 14.65 ± 2.05, 15.11 ± 2.52 and 19.19 ± 1.79 µg/mL, respectively. Whereas, PTC0601 

(THC: CBD=2: 1) was cytotoxic but not specific to any cell lines. In conclusion, the three Thai cannabis 

extracts exhibited cytotoxicity towards several cancer cell lines and may have the potential to be developed 

as anti-cancer drugs.

Keywords: Thai cannabis, Cytotoxicity, Cancer cells, ∆9-tetrahydrocannabinol (THC), Cannabidiol 

  (CBD)
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บทคดัยอ การตดิเชือ้ทีร่ะบบทางเดนิหายใจสวนบนเปนปญหาทางสาธารณสขุทีพ่บไดบอย รวมถงึการตดิเชือ้ดวยไวรสัโคโรนา 

2019 ซึ่งผูติดเช้ืออาจเกิดภาวะแทรกซอนในระบบทางเดินหายใจสวนลางนําไปสูการเกิดปอดอักเสบ สงผลตอความเสียหาย

ของเซลลปอดได งานวจิยันีจึ้งมวีตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาฤทธิส์มานแผลของสารสกดัชอดอกกญัชาเพศเมยีพนัธุไทยตอเซลลปอด

เพาะเลี้ยง (SV-80) ดวย scratch assay ในหลอดทดลอง ผลการทดลองพบวา สารสกัดกัญชา PTC0601 มีคุณสมบัติที่มี

ประสิทธิภาพในการสมานแผล เพ่ิมการกระตุนเซลล การแบงตัวเพ่ิมจํานวน และการเคล่ือนท่ีของเซลล SV-80 ท่ีความเขมขน 

2.5 ไมโครกรัม/มิลลิตร สวนสารสกัดกัญชา PTC0729 ไมสามารถเหน่ียวนําเซลล SV-80 ท่ีความเขมขนตางๆ ได เม่ือเปรียบเทียบ

กับกลุมควบคุม ดังน้ันขอมูลเบ้ืองตนน้ี แสดงใหเห็นวากัญชาไทยมีประสิทธิภาพการสมานแผลในเซลลปอดเพาะเล้ียงได สามารถ

พัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพเพ่ือใชในการดูแลสุขภาพผูปวยท่ีมีการติดเช้ือไวรัสระบบทางเดินหายใจ อยางไรก็ตามการนําสาร

สกัดกัญชาไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพควรคํานึงถึงสัดสวนขององคประกอบสารสําคัญ นอกจากน้ีการพัฒนาเปนผลิตภัณฑ

สุขภาพควรทดสอบกลไกการสมานแผลเพ่ิมเติมในเซลลปอดเพาะเล้ียงชนิดเซลลเ ย่ือบุ รวมถึงการศึกษาฤทธ์ิ

การตานอักเสบ และการศึกษาดานความปลอดภัยของสารสกัดจากชอดอกกัญชาเพศเมีย เพื่อเปนขอมูลสนับสนุนการพัฒนา

เปนผลิตภัณฑสุขภาพตอไป

คําสําคัญ: สารสกัดชอดอกกัญชาเพศเมียพันธุไทย, เซลลปอดเพาะเลี้ยง, การสมานแผล
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บทนํา

การติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจสวนบน (upper respiratory tract infection, URI) เปนปญหาทาง

สาธารณสุขที่พบบอย สาเหตุสวนใหญเกิดจากเชื้อไวรัส เชน rhinoviruses, influenza viruses, parainfluenza 

viruses และ adenovirus ผูปวยที่ติดเชื้อจะมีอาการคัดจมูก นํ้ามูกขนหรือเหลือง และอาจมีไขในชวงแรก จากนั้น

อาการจะคอยๆ ดีขึ้น ใชเวลานาน 7-10 วัน ภาวะแทรกซอนที่พบบอย เชน หูชั้นกลางอักเสบ ไซนัสอักเสบ ปอดอักเสบ

จากเชือ้แบคทเีรีย(1) ในปจจบุนัพบโรคตดิเชือ้ในระบบทางเดินหายใจสวนบนดวยเช้ือไวรสัพันธุใหมทีเ่รยีกวาโรคตดิเชือ้

ไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) เกิดจากการติดเชื้อไวรัส SARS-CoV-2 ผูปวยที่เปนโรคจะมีอาการทางระบบทาง

เดินหายใจ มีไข ออนเพลีย ไอ หายใจหอบเหนื่อย หายใจลําบาก เนื่องจากเซลลที่ติดเชื้อไวรัสจะเกาะกันเปนกลุมกอน

(cytopathic effect) และทําใหเซลลตายจึงทําใหเกิดพยาธิสภาพ (สภาพของโรคที่เกิดกับรางกาย) ในปอด ผูปวย

ที่มีอาการของโรคที่ไมรุนแรงพยาธิสภาพในปอดที่เกิดขึ้นจะสามารถฟนคืนกลับมาไดหากไดรับการดูแลรักษาอยาง

ตอเนือ่งซึง่อาจจะใชระยะเวลาคอนขางนาน ในกรณทีีอ่าการรนุแรงมาก อาจทาํใหเกิดภาวะตดิเช้ือในระบบทางเดนิหายใจ

สวนลาง (lower respiratory tract infection, LRI) ไดแก ปอดบวม ปอดอักเสบ หรือภาวะแทรกซอนอื่น เชน

ไตวาย หรอือาจเสยีชวิีตได(2, 3) การแพรระบาดของ COVID-19 สงผลกระทบอยางมหาศาลตอประชากรและเศรษฐกจิ

ทั่วโลก รัฐบาลจึงออกนโยบายและมาตรการตางๆ เพื่อชวยเหลือ บรรเทาความเดือดรอนใหกับผูปวย บุคลากรทางการ

แพทยและประชาชนท่ีไดรบัผลกระทบ โดยปกตกิารรกัษาโรคตดิเช้ือในระบบทางเดนิหายใจจะเปนการรกัษาตามอาการ

หรอืการใชยาตานไวรสัซึง่อาจพบผลขางเคยีงเมือ่ผูปวยไดรบัยารกัษา การใชสมนุไพรหรอืสารสกดัจากธรรมชาตใินการ

รักษาหรือฟนฟูสุขภาพรางกายของผูปวยจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพ่ือลดความรุนแรงของโรคและลดอัตราการเสียชีวิต

ของผูปวย รวมถึงชวยสนับสนุนการใชสมุนไพรทองถิ่นและเปนการเพิ่มมูลคาของสมุนไพร

กัญชาเปนพืชท่ีมีช่ือวิทยาศาสตรวา Cannabis sativa L. ในวงศ Cannabaceae(4) มีการใชประโยชน

ทางการแพทยมาอยางยาวนาน จากฤทธิต์อจิตประสาทท่ีเกิดขึน้ ในปจจุบนัมขีอมลูทีก่ลาวถึงการใชกัญชาอยางหลากหลาย

เชน การรักษามะเร็ง เปนยากันชัก ลดอาการปวด และใชในโรคเอดส(5, 6, 7, 8, 9)  สงผลทําใหกัญชากลายเปนกระแส

ในสังคมไทยอยางมาก ในทางการแพทยแผนไทย พืชกัญชามีสวนท่ีใชเปนตัวยาในตํารับยาเกือบทุกสวน เชน ราก 

กานใบ ใบ และเรือนยอดชอดอกตัวเมีย (ซ่ึงมีฤทธ์ิแรงท่ีสุด) ตําราสรรพคุณยาไทยระบุวา กัญชามีรสเมาเบ่ือ

มีสรรพคุณแตกตางกันตามสวนท่ีใช เชน ใบมีสรรพคุณแกหอบหืด เจริญอาหาร ชูกําลัง แตทําใหจิตใจขลาดกลัว ตาลาย 

ประสาทหลอน ดอกมีสรรพคุณแกโรคประสาท ทําใหนอนหลับ เจริญอาหาร ละลายเสมหะในลําคอ เปนตน(10, 11)

องคประกอบสารเคมใีนกญัชาทีส่าํคญั ไดแก สารกลุมแคนนาบนิอยด (cannabinoids) เชน ∆9-tetrahydrocannabinol 

(∆9-THC) cannabidiol (CBD) cannabinol (CBN) cannabigerol (CBG) cannabichromene (CBC) 

และสารกลุมเทอรพนีอยด สาร ∆9-THC เปนสารทีพ่บในปรมิาณสงูสดุในกลุมแคนนาบนิอยด โดยอาจพบไดถงึรอยละ

17.3 รองลงมาไดแก สาร CBG ซึ่งพบไดรอยละ 16.3 สาร CBN พบรอยละ 9.6 สาร CBD และ CBC พบใน

ปริมาณใกลเคียงกันรอยละ 7.7(12) สาร ∆9-THC มีฤทธิ์กระตุนตัวรับแคนนาบินอยด (cannabinoid receptors) 

แบบ partial agonist ทั้ง 2 ชนิด คือ ชนิด CB1 และ CB2 ทําใหเกิดการกระตุนระบบประสาท (psychotropic 

effect) นอกจากนี้สาร ∆9-THC ยังทําปฏิกิริยากับตัวรับอ่ืนๆ ไดอีกหลายชนิด จึงออกฤทธิ์ไดหลากหลาย เชน 

ตานอาเจียน แกปวด ตานมะเร็ง ลดความดันในลูกตา ทําใหเจริญอาหาร อยางไรก็ตาม พบวาสาร ∆9-THC อาจทําให

เกิดการติด (addiction) และความวิตกกังวล (anxiety) ได(12, 13, 14, 15) สวนสาร CBD สามารถออกฤทธิ์ผานตัวรับอีก

หลายชนดิ ทาํให CBD สามารถออกฤทธิต์านการอกัเสบ แกปวด คลายกงัวล ตานมะเรง็ ตานการคลืน่ไสอาเจยีน และตาน

การชกัได(12, 13, 14, 15) จากขอมูลดงักลาวแสดงใหเหน็วากัญชามีสรรพคุณทางยาแผนไทยในการรกัษาการอักเสบไดซึง่เปน

กระบวนการตอบสนองของรางกายตอเนื้อเยื่อที่ถูกทําลายเพื่อซอมแซมตัวเองภายหลังไดรับบาดเจ็บ(16) กระบวนการ

ซอมแซมหรอืการสมานแผล (wound healing) สามารถแบงได 3 ระยะ ซึง่แตละระยะมกีารทาํงานตอเนือ่งและทบัซอนกนั
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ไดแก ระยะที่ 1 ระยะการหามเลือด (hemostasis) และระยะที่มีการอักเสบ (inflammatory phase) ระยะที่ 2 

ระยะงอกขยาย (proliferative phase หรือ fibroplasia) และระยะที่ 3 ระยะปรับตัวเขาสูภาวะปกติ (maturation 

หรือ remodeling phase) ซึ่งการสมานแผลที่เกิดขึ้นทั้งหมดนี้จะชวยใหเนื้อเยื่อกลับคืนสูสภาพและทําหนาที่ไดใกล

เคียงปกติมากที่สุด(17) การศึกษาฤทธิ์สมานแผลดวยเทคนิค in vitro scratch assay เปนเทคนิคมาตรฐานที่ใชในการ

ศกึษาจาํลองการสมานแผลของเซลลทีไ่ดรบัความเสยีหาย มขีอดใีนดานทีส่ามารถทาํการศกึษาโดยใชระยะเวลาทดลอง

สั้น สามารถเลียนแบบพฤติรรมในการเคลื่อนยายของเซลล(18) ทดแทนการศึกษาในสัตวทดลองซึ่งจะชวยลดความทุกข

ทรมานของสัตวทดลอง โดยพบวามีสมุนไพรหรือยาหลายชนิดที่ใชเทคนิคนี้ในการศึกษาวิจัย เชน การทดสอบฤทธิ์

สมานแผลของสารสกัดจากใบพลูตอเซลลไฟโบรบลาสต L929 ดวยวิธี in vitro scratch assay ซึ่งพบวาสวนสกัด

ใบพลูดวยไดคลอโรมีเทนสามารถกระตุนการเพิ่มจํานวนของเซลลไฟโบรบลาสตและการเคลื่อนยายของเซลลได(19) 

นอกจากนี้ เทคนิคดังกลาวยังสามารถใชศึกษาฤทธิ์ของยา pulvomycin ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเตานม

ชนิด MDA-MB-231 human TNBC cells พบวา ยา pulvomycin สามารถยับยั้งการเพิ่มจํานวนและการเคลื่อน

ยายของเซลลมะเร็งเตานมดังกลาวได(20) เนื่องจากสรรพคุณและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่หลากหลายของกัญชาทั้งในดาน

ของการแกหอบหืด ละลายเสมหะในลําคอ และตานอักเสบ จึงเปนพืชที่นาจะมีศักยภาพในการนํามาศึกษาวิจัยเพื่อใช

ในการฟนฟูเซลลปอดที่ไดรับความเสียหายจากการติดเชื้อไวรัสใหคืนกลับสูสภาพปกติ เปนการลดความรุนแรงของ

โรคและเพ่ิมคณุภาพชีวิตของผูปวยทาํใหผูปวยสามารถกลบัมาใชชีวติไดตามปกต ิดงันัน้การศกึษาวจิยันีม้วีตัถปุระสงค

เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากชอดอกกัญชาเพศเมียพันธุไทยในการสมานแผลตอเซลลปอดเพาะเลี้ยง โดย

ใชเทคนิค in vitro scratch assay

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมวัตถุดิบ

ตัวอยางสมุนไพรกัญชาชอดอกเพศเมียพันธุไทยจํานวน 2 พันธุ เก็บจากโรงเรือนปลูกแบบ Green house ของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย หนังสือสําคัญผลิตซ่ึงยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ท่ี 90/2564 (ปลูก) โดยใหรหัสตัวอยาง 

PTC0601 (พันธุท่ีมี THC : CBD เทากับ 2 : 1) และรหัสตัวอยาง PTC0729 (พันธุท่ีมี THC : CBD เทากับ 1 : 6)

การสกัดชอดอกกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมียพันธุไทย PTC0601 จํานวน 132 กรัม และ PTC0729 100 กรัม มาบดหยาบ 

แลวสกัดดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) โดยใชเครื่องสกัดรุน Spe-ed SFE บริษัท 

Applied Separations ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยใชแรงดัน 250 bar ที่อุณหภูมิของตูอบรอน (hot air oven)

40 องศาเซลเซียส จากน้ันนําสารสกัดท่ีไดวิเคราะหหาปรมิาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวธีิ High performance

liquid chromatography (HPLC, model LC-40D, Shimadzu, Japan) มตีวัตรวจวดั  UV-Vis ความยาวคลืน่ 

220 ± 4 nm คอลัมน 150 × 3.0 mm C18 InfinityLab Poroshell packed with 2.7 micron particles เฟส

เคลื่อนที่ใช (A) 0.085% H
3
PO

4
 in water และ (B) 0.085% H

3
PO

4
 in acetonitrile รันแบบ isocratic 

30%(A) : 70%(B) โดยนําสารสกัด 20 มิลลิกรัม  ปรับปริมาตรดวย methanol : chloroform ดวยอัตราสวน 9 : 1

ใน volumetric  flask ขนาด 10 มิลลลิติร จากนัน้ ปเปตมา 1 มลิลลิติร ปรบัปรมิาตร ดวย methanol ใน volumetric

flask ขนาด 10 มิลลิลิตร นํามากรองดวย nylon syringe filter ขนาด 0.45 micron แลวจึงนําสารละลายตรวจ

วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC
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เซลลเพาะเลี้ยงและอาหารเลี้ยงเซลล

นําเซลลปอดเพาะเลี้ยงชนิดปกติ Human fibroblast (SV40-transformed) cell line (SV-80)

ดังแสดงในภาพที่ 1 ซื้อจากบริษัท CLS Cell line service GmbH ประเทศสหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี มาเพาะเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลลชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ประกอบดวย 2mM L-Glutamine, 

0.1 mM Non-essential amino acid, 1 mM Sodium pyruvate และ 10% Fetal bovine serum (FBS)

เลีย้งในขวดเพาะเล้ียงเซลล ขนาด 75 ตารางเซนตเิมตร บมในตูอบเพาะเชือ้แบบใชคารบอนไดออกไซด ทีอ่ณุหภมู ิ37±1 

องศาเซลเซยีส ความชืน้รอยละ 90±10 และความเขมขนคารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0±1.0 เปนระยะเวลา 72 ชัว่โมง

ภาพที่ 1  ลักษณะรูปรางของเซลลปอดชนิดปกติ (SV-80) จากกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ (กําลังขยาย 10X)

การศึกษาฤทธิ์สมานแผลตอเซลลปอดเพาะเลี้ยงดวยวิธี in vitro scratch assay(21)

 เตรียมเซลล SV-80 ใหไดปริมาณของเซลลเทากับ 4.0 × 105 เซลลตอมิลลิลิตรตอหลุม ใสลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล บมในตูอบเพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซด ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จนเซลลเจริญและเกาะเต็มบนผิวภาชนะที่ใชเพาะเล้ียง (monolayer) เปลี่ยน

ถายอาหารเลี้ยงเซลลออก ใช SPL ScarTM Scratcher (SPL Life Sciences, Pocheon, Korea) ขีดตรงกลางของ

แตละหลุม และลางเซลลที่หลุดออกดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี FBS เติมสารละลายตัวอยางที่เตรียมโดยชั่งสารสกัด

ชอดอกเพศเมียพันธุไทย ปริมาณ 50 มิลลิกรัม ทําละลายดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร

จะไดความเขมขนของสารสกัดเริ่มตน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นทําการเจือจางสารสกัดตัวอยางดวยอาหารเลี้ยง

เซลลใหไดความเขมขน ตาง ๆ ที่ไดทําการคัดเลือก ดวยเกณฑการคัดเลือกความเขมขนของสารสกัดตัวอยางตองเปน

ความเขมขนที่ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง (สารสกัด PTC0601 ทดสอบที่ระดับความเขมขน 0.63, 

1.25, 2.50, 5.00 และ 10.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร; สารสกัด PTC0729 ทดสอบที่ระดับความเขมขน 0.94, 1.88, 

3.75, 7.50 และ 15.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) หลุมละ 1,000 ไมโครลิตร กลุมควบคุมทําการเติมอาหารเลี้ยงเซลล

แทนสารละลายตัวอยาง หลุมละ 1,000 ไมโครลิตร ถายภาพรอยขีดตรงกลางของแตละหลุมโดยใชกลองจุลทรรศน

ชนิดหัวกลับ Nikon ECLIPSE i2-E (Nikon, Tokyo, Japan) ที่สามารถควบคุมแกส ความชื้น และอุณหภูมิ

ถายภาพทีเ่วลา 0, 5, 10, 15, 25 และ 35 ชัว่โมง ภาพทีถ่กูถายนาํมาหาพืน้ทีช่องวางทีเ่ปลีย่นแปลงไปในระยะเวลาตางๆ

ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NIS Elements AR Analysis และคํานวณหาคารอยละการเคลื่อนที่ของเซลล 

(relative migration) ดังนี้
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                          (พื้นที่ระยะหางของเซลล T0- พื้นที่ระยะหางของเซลล Tn)
รอยละการเคลื่อนที่ของเซลล  =  
                                                           พื้นที่ระยะหางของเซลล T0
T0  =  ระยะเวลาเริ่มตนการทดสอบ

Tn  =  ระยะเวลาที่กําหนด

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

นาํขอมลูการศกึษาฤทธิส์มานแผลตอเซลลปอดดวยวธิ ีin vitro scratch  assay จากการทดลอง 3 ซํา้ แบบ 

Biological replicates (n = 3) มาคํานวณและเปรียบเทียบความเขมขนตางๆ ของสารสกัดกับกลุมควบคุม โดยใช

สถิติ One-way ANOVA วิธี Duncan’s New Multiple Range Test โดยโปรแกรม SPSS/PC version 19.0 

ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ผล

การสกัดชอดอกกัญชา

ชอดอกกัญชาเพศเมีย PTC0601 และ PTC0729 เมื่อสกัดดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical 

Fluid Extraction) ไดปริมาณสารสกัด 10.92 และ 7.07 กรัม คิดเปนรอยละของผลผลิต (%yield) เทากับ 8.27 

และ 7.07 เมื่อวิเคราะหหาปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด พบวา สารสกัด PTC0601 และ PTC0729 มีปริมาณ 

THC และ CBD ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  ปริมาณสาร THC และ CBD ในชอดอกกัญชาเพศเมียพันธุไทย PTC0601 และ PTC0729

รหัสตัวอยางสารสกัดกัญชา THC:CBD Total THC (%) Total CBD (%)

PTC0601 2:1 20.08 12.18

PTC0729 1:6 4.28 25.89

การศึกษาฤทธิ์สมานแผลตอเซลลปอดดวยวิธี in vitro scratch  assay 

การศึกษาฤทธิ์สมานแผลตอเซลลปอดเพาะเล้ียงดวยวิธี in vitro scratch assay ดังแสดงในภาพท่ี 2 

และ 3 พบวา สารสกัดกัญชา PTC0601 ที่ความเขมขน 2.50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําใหมีการเคลื่อนที่ของเซลล

เพิ่มขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่เวลา 5, 15 และ 25 ชั่วโมง ดังแสดงในตาราง

ที่ 2  โดยพบวามีการเหนี่ยวนําใหเกิดการเคลื่อนที่ของเซลลมากกวากลุมควบคุมทุกชวงเวลา ยกเวนเวลาที่ 35 ชั่วโมง 

และพบวาที่ความเขมขน 10.00, 1.25 และ 0.63 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลทําใหประสิทธิภาพการเคลื่อนที่ของเซลล

ลดลงแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่เวลา 15 และ 25 ชั่วโมง สําหรับสารสกัดกัญชา PTC0729 

พบวาที่ระดับความเขมขน 1.88 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มีการเคลื่อนที่ของเซลลเพิ่มขึ้นแตกตางจากกลุมควบคุมอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่เวลา 5 ชั่วโมง เทานั้น ดังแสดงในตารางที่ 3  สวนเวลาอื่นๆ สารสกัดกัญชา PTC0729 

ทุกความเขมขนไมมีผลตอการเคลื่อนที่ของเซลลปอด SV-80 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม

× 100
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ระยะเวลา
(ชั่วโมง)

ความเขมขนของสารสกัด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

0 10.00 5.00 2.50 1.25 0.63

0

5

15

25

35

ระยะเวลา
(ชั่วโมง)

ความเขมขนของสารสกัด (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

0 15.00 7.50 3.75 1.88 0.94

0

5

15

25

35

ภาพที่ 2  ผลของสารสกดักญัชา PTC0601 ตอการเคลือ่นทีข่องเซลลปอดเพาะเลีย้ง SV-80 ทีถ่กูขดีใหเปนแผลจาํลอง

 ดวย SPLScar™ Scratcher และถายภาพดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่ระยะเวลากอนการทดสอบ 

 (เวลาที่ 0 ชั่วโมง) และระหวางการทดสอบ (เวลาที่ 5, 15, 25 และ 35 ชั่วโมง) ภาพที่ถูกถายนํามาหาพื้นที่

 ชองวางที่เปลี่ยนแปลงไปในระยะเวลาตางๆ ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NIS Elements AR Analysis

ภาพที่ 3  ผลของสารสกดักญัชา PTC0729 ตอการเคลือ่นทีข่องเซลลปอดเพาะเลีย้ง SV-80 ทีถ่กูขดีใหเปนแผลจาํลอง

 ดวย SPLScar™ Scratcher และถายภาพดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่ระยะเวลากอนการทดสอบ 

 (เวลาที่ 0 ชั่วโมง) และระหวางการทดสอบ (เวลาที่ 5, 15, 25 และ 35 ชั่วโมง) ภาพที่ถูกถายนํามาหาพื้นที่

 ชองวางที่เปลี่ยนแปลงไปในระยะเวลาตางๆ ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร NIS Elements AR Analysis
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ตารางที่ 2 ผลของสารสกัดชอดอกกัญชาเพศเมียพันธุไทย PTC0601 ตอการเหน่ียวนําการเคล่ือนที่ของเซลลปอด

 เพาะเลี้ยง SV-80 ที่ถูกขีดใหเปนแผลจําลอง

ความเขมขนของ
สารสกัด

(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร)

รอยละการเคลื่อนที่ของเซลลปอดเพาะเลี้ยงตามชวงเวลา (ชั่วโมง)*

0 5 15 25 35

0 0 21.48 ± 3.44bc 52.19 ± 3.59b 73.24 ± 4.38b 95.75 ± 5.62a

10.00 0 11.75 ± 3.89bd 33.75 ± 1.54c 56.79 ± 10.25c 83.88 ± 17.18a

5.00 0 24.59 ± 4.94ab 60.00 ± 4.46ab 86.62 ± 9.43ab 93.90 ± 10.14a

2.50 0 32.15 ± 2.20a 72.75 ± 9.63a 93.08 ± 4.58a 99.17 ± 1.44a

1.25 0 18.48 ± 4.49bcd 33.25 ± 13.35c 56.35 ± 12.92c 76.34 ± 23.15a

0.63 0 14.94 ± 6.67cd 27.50 ± 3.28c 38.74 ± 5.26d 50.99 ± 1.98b

หมายเหตุ: *คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, คาเฉล่ียในคอลัมนเดียวกันที่มีอักษรตางกันมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

 ทางสถิติ (p<0.05)

ตารางท่ี 3  ผลของสารสกัดชอดอกกัญชาสายพันธุไทย PTC0729 ตอการเหน่ียวนําการเคล่ือนท่ีของเซลลปอดเพาะเล้ียง 

 SV-80 ที่ถูกขีดใหเปนแผลจําลอง

ความเขมขนของ
สารสกัด

(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร)

รอยละการเคลื่อนที่ของเซลลปอดเพาะเลี้ยงตามชวงเวลา (ชั่วโมง)*

0 5 15 25 35

0 0 21.48 ± 3.44bc 52.19 ± 3.59a 73.24 ± 4.38a 95.75 ± 5.62a

15.00 0 17.07 ± 0.21c 40.83 ± 20.51a 58.97 ± 35.00a 63.40 ± 31.46a

7.50 0 21.43 ± 0.75bc 57.27 ± 15.42a 78.33 ± 20.36a 89.30 ± 16.29a

3.75 0 24.93 ± 6.01b 54.73 ± 23.06a 78.50 ± 28.80a 84.93 ± 25.92a

1.88 0 32.27 ± 4.46a 58.23 ± 15.72a 75.40 ± 22.17a 85.50 ± 17.42a

0.94 0 19.03 ± 2.75bc 52.20 ± 12.87a 78.63 ± 25.71a 84.50 ± 22.32a

หมายเหตุ: *คาเฉลีย่±สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน, คาเฉลีย่ในคอลมันเดยีวกนัทีม่อีกัษรตางกนัมคีวามแตกตางกนัอยางมีนยัสาํคญัทางสถติิ 

 (p < 0.05)

วิจารณ

ในประเทศไทยกัญชาจัดเปนพืชเสพติดตามพระราชบัญญัติยาเสพติดใหโทษ พ.ศ. 2522 จึงทําใหขาดขอมูล

งานวิจัยดานกัญชาในประเทศไทยมากวา 40 ป ปจจุบันตามพระราชบัญญัติยาเสพติดใหโทษ (ฉบับที่ 7) พ.ศ. 2562 

ไดอนุญาตใหสามารถนํากญัชามาใชในกรณเีพือ่ประโยชนของทางราชการ การแพทย การรกัษาผูปวย หรอืการศกึษาวจิยั

และพัฒนาได(22)  ซ่ึงจากขอมูลงานวิจัยกญัชาพบวา องคประกอบสารเคมใีนกัญชาทีส่าํคัญ ไดแก สารกลุมแคนนาบนิอยด

(cannabinoids) เชน ∆9-tetrahydrocannabinol (∆9-THC) cannabidiol (CBD) cannabinol (CBN)

cannabigerol (CBG) cannabichromene (CBC) และสารกลุมเทอรพีนอยด(12) จากการศึกษาการตอบสนอง
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ทางภูมิคุมกันเมื่อใหสาร THC พบวาสาร THC สามารถทําใหกลไกการตอบสนองทางภูมิคุมกันลดตํ่าลงทั้งในหลอด

ทดลองและในสัตวทดลอง โดยเฉพาะในสวนของกลไกระบบภมูคิุมกนัแบบอาศยัเซลล (cell-mediated immunity) 

ซึ่งเปนสวนที่มีความสําคัญเกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบและการสมานแผล(23) ดังนั้น การศึกษาฤทธิ์สมานแผลใน

เซลลปอดของกัญชาจึงเปนที่นาสนใจในสถานการณแพรระบาดของเช้ือไวรัสที่มีการติดเช้ือระบบทางเดินหายใจและ

มีการทําลายเนื้อเยื่อของเซลลปอด จากขอมูลการศึกษาครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัดกัญชา PTC0601 ที่มีปริมาณ

สดัสวนของ THC : CBD ประมาณ 2 : 1 มศีกัยภาพในการเหนีย่วนาํใหสมานแผลจาํลองเซลลปอดเพาะเลีย้งชนดิปกติ

สามารถฟนฟูกลับมาไดรวดเร็วกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนสารสกัดกัญชา PTC0729 มี

ปรมิาณสัดสวนของ THC : CBD ประมาณ 1 : 6 ไมสามารถเหนีย่วนาํใหเซลลปอดเพาะเลีย้งชนดิปกตฟินฟไูดแตกตาง

จากกลุมควบคุม แสดงใหเห็นวากัญชาที่มีปริมาณสาร CBD สูงไมไดสงผลตอความไวในการสมานบาดแผลเซลล

ปอดเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง สอดคลองกับรายงานของ Klein และคณะ (2018) ซึ่งไดศึกษาผลของ CBD ตอการ

รักษาแผลในชองปากสัตวทดลอง พบวา การรักษาดวยการฉีด CBD ในชองทองไมไดสงผลตอการสมานของบาดแผล

ในชองปาก แตพบวาภายหลังจากการใหสาร CBD เปนระยะเวลา 3 วัน สาร CBD ชวยทําใหบาดแผลมีการอักเสบ

ลดตํ่ากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามไมพบความแตกตางดังกลาวในวันที่ 7 บงช้ีใหเห็นวา CBD 

มีฤทธิ์ในการตานการอักเสบระยะแรกของกระบวนการสมานแผล(24) จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวากัญชาเปน

พืชสมุนไพรที่มีศักยภาพในการสมานแผลตอเซลลปอดเพาะเลี้ยงไดเร็วขึ้นเหมาะในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพ

เพ่ือใชในการดูแลสุขภาพผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสระบบทางเดินหายใจ ซ่ึงอาจจะมีสวนชวยดูแลใหผูปวยที่ติดเชื้อ

ในเซลลปอดและเนื้อเยื่อเซลลปอดถูกทําลายสามารถฟนคืนกลับสูสภาพปกติไดเร็วขึ้น แตทั้งนี้การนําสารสกัดกัญชา

ไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพควรคํานึงถึงขนาดของสารสกัด สัดสวนและปริมาณสารสําคัญในกัญชาทั้งปริมาณสาร 

THC และ CBD ที่จะนําไปใช เนื่องจากขนาดของสารสกัดกัญชาและสัดสวนปริมาณของสารเคมีทั้ง THC และ CBD 

มีผลตอการออกฤทธิ์สมานเซลลปอดเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์การตานอักเสบและสมานแผล

เปนการออกฤทธิ์แบบ synergistic effect(23) ชอดอกกัญชาเปนพืชที่จัดเปนยาเสพติด หากจะนําไปใชหรือพัฒนาเปน

ผลิตภัณฑอื่นๆ ตองไดรับการอนุญาตจากสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา และปฏิบัติตามกฎหมายที่เกี่ยวของ 

นอกจากน้ีการนําไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพควรทดสอบกลไกการสมานแผลเพิ่มเติมตอเซลลปอดเพาะเล้ียงชนิด

เซลลเยื่อบุ รวมถึงการศึกษาฤทธิ์การตานอักเสบ และการศึกษาดานความปลอดภัยของสารสกัดจากชอดอกกัญชา เพื่อ

เปนขอมูลสนับสนุนการพัฒนาเปนผลิตภัณฑสุขภาพตอไป

สรุป

การเพ่ิมจํานวนและการเคลื่อนที่ของเซลลปอดเพาะเลี้ยง SV-80 เปนหนึ่งในขั้นตอนการรักษาบาดแผล

โดยการสรางเนื้อเยื่อใหมขึ้นทดแทนเนื้อเยื่อที่ไดรับบาดเจ็บหรือสูญเสีย ซึ่งการทดสอบดวยวิธี in vitro scratch 

assay เปนการจําลองศึกษาการเคลื่อนท่ีของเซลลเมื่อเกิดความเสียหายที่เซลลปอด จากนั้นตรวจสอบการเพิ่ม

จํานวนและเคลื่อนที่ของเซลลปอดเพาะเลี้ยง SV-80 เพื่อสมานแผล โดยจะประเมินผลกอนการทดสอบดวยตัวอยาง 

(เวลาช่ัวโมงท่ี 0 ช่ัวโมง) และระหวางการทดสอบ (เวลาช่ัวโมงท่ี 5, 15, 25 และ 35 ช่ัวโมง) โดยผลการศึกษาคุณสมบัติ

การสมานแผลตอเซลลปอดเพาะเล้ียงเปนสวนหน่ึงของการทดสอบในหลอดทดลองเพ่ือศึกษาฤทธ์ิท่ีทําใหเน้ือเย่ือท่ีเกิด

บาดแผลสามารถสมานปดของสารสกัดชอดอกกัญชาพันธุไทย PTC0601 และ PTC0729 พบวาสารสกัดชอดอกกัญชา

พันธุไทย PTC0601 มีคุณสมบัติในการสมานแผลท่ีดี ชวยเพ่ิมจํานวนและการเคล่ือนท่ีของเซลลปอดเพาะเล้ียง SV-80

ในขนาดความเขมขนท่ี 2.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนสารสกัดชอดอกกัญชาพันธุไทย PTC0729 พบวา สารสกัด

ความเขมขนท่ีทดสอบทุกระดับไมสงผลเหน่ียวนําใหเซลลปอดเพาะเล้ียง SV-80 มีประสิทธิภาพการเคล่ือนท่ีแตกตาง

จากกลุมควบคุม ขอมูลท่ีไดเปนขอมูลเบ้ืองตน และเปนการศึกษาจากชอดอกของกัญชาพันธุไทย ซ่ึงผลท่ีไดไมสามารถ
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ใชอางอิงสวนตางๆ เชน ใบ ราก ลําตน และสวนอ่ืนๆ ของกัญชาได หากผูท่ีจะนํามาใช ตองไดรับคําแนะนําจากแพทย

ผูเช่ียวชาญ เน่ืองจากยังตองมีการศึกษาขอมูลเชิงลึกเร่ืองความปลอดภัยของสารสกัดกัญชาเพ่ิมเติมตอไป
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Wound Healing Effect of Thai Cannabis
Female Inflorescence Extracts on Lung 

Cell Lines

Pornchai Sincharoenpokai Tiyanee Sahad Praw Suppajariyawat Sarayut Radapong

Sekrachatakorn Buabao Phichet Banyati Siriwan Chaisomboonphan and Nathaphat Harnkit
Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT Upper respiratory tract infections are common public health problems. These include the 

infection from the coronavirus 2019 (COVID-19). These patients may develop complications in the 

lower respiratory tract leading to pneumonia resulting in lung cell damage. The aim of this research was 

to study the healing effect of Thai strain cannabis (Cannabis sativa L.) female inflorescence extracts in 

lung cell lines (SV-80) by in vitro scratch assay. The results showed that the extract PTC0601 exhibited 

potent wound healing properties, increasing the stimulation activities, cell proliferation and migration 

at a concentration of 2.5 µg/ml. The extract PTC0729 did not induce SV-80 cells at various concentrations 

when compared to control group. Therefore, it was preliminarily information for Thai cannabis that has 

potential to heal wounds in lung cell lines. This herb can be developed as a health product for patients 

with respiratory viral infections. However, the use of cannabis extracts to develop health products should 

take consideration proportion of active ingredients. In addition, the development of a health product 

should further be tested the wound healing in epithelial lung cells including the study of anti-inflam-

matory activity and safety studies of cannabis female inflorescence extracts as information to support 

development of further health products.

Keywords: Thai strain cannabis (Cannabis sativa L.) female inflorescence extracts, Lung cell lines

 (SV-80), Wound healing
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บทคัดยอ กัญชา (Cannabis sativa L.) เปนพืชที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากทั้งในทางการแพทยและทางเศรษฐกิจ 

เนื่องจากมีการกลาวถึงสรรพคุณในการรักษาโรค และสามารถผลักดันเปนพืชเศรษฐกิจของประเทศไทยได ในปจจุบันมีการใช

ประโยชนของกญัชาในทางการแพทยโดยทีไ่มทราบขอมูลเก่ียวกับประสทิธภิาพและผลขางเคยีงทัง้ระยะสัน้และระยะยาว รวมถงึ

ขอมูลดานพิษวิทยาและความปลอดภัยมีอยูนอย การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาพิษของสารสกัดชอดอกกัญชาพันธุไทย

3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC:CBD=2:1), PTC0602 (THC:CBD=10:1) และ PTC0729 (THC:CBD=1:6) ที่สกัด

ดวยวิธีของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) วิเคราะหปริมาณดวยวิธี HPLC ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิด

ปกติ ไดแก เซลลปอด (SV-80), เซลลตับ (Chang-liver) และเซลลไต (HEK-293) โดยใชวิธี MTT assay และเซลล

เอมบริโอหนู (BALB/c 3T3) โดยใชวิธี Neutral red uptake assay เพื่อกําหนดขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบพิษ

เฉียบพลัน ผลการทดลองพบวาสารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ  มีคายับยั้งการเจริญเติบโตรอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต 

(HEK-293) ตํ่าที่สุด (มีความเปนพิษสูงที่สุด) รองลงมาเซลลตับ และเซลลปอด สวนในเซลลเอมบริโอหนู พบวาสารสกัด

กัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปนพิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ขนาดแนะนํา

เริ่มตนสําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม งานวิจัยนี้ใชเปนขอมูลเบื้องตน

ในการเตือนภัยผูปวยท่ีใชชอดอกของกัญชาในการรักษาทางการแพทย ดังน้ันควรมีการศึกษาในเรื่องความปลอดภัยตอเซลล

เพาะเลี้ยงชนิดอื่นๆ หรือในสัตวทดลอง และการนํากัญชาไปใชเพิ่มเติมตอไป 

คําสําคัญ: สารสกัดกัญชา, พิษตอเซลลเพาะเลี้ยง, กัญชาพันธุไทย, วิธี MTT, วิธี Neutral red uptake
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บทนํา

กัญชา เปนพืชเสพติดผิดกฎหมายในหลายประเทศและใชประโยชนในดานสันทนาการเปนหลัก แตใน

ประเทศไทย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ลงราชกิจจานุเบกษา มีผล

บังคับใชต้ังแต 15 ธันวาคม 2563 ประชาชนสามารถใชประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชงท่ีไมจัดเปนยาเสพติด ไดแก 

เมล็ดกัญชง น้ํามันและสารสกัดจากเมล็ดกัญชง ใบท่ีไมติดกับชอดอก ก่ิง กาน ลําตน เปลือก ราก รวมถึงสารสกัด CBD 

และกากท่ีเหลือจากการสกัดซ่ึงตองมีปริมาณ THC ไมเกิน 0.2%(1) จากประกาศดังกลาวเปรียบเสมือนเปนการปลดล็อค

พืชกัญชาบางสวนออกจากบัญชียาเสพติดใหโทษ ทําใหเปนท่ีสนใจของประชาชน ผูประกอบการ สงผลใหเกิดเปน 

“ตลาดกัญชา” จากขอมูลรายงานพบวา ตลาดกัญชาท่ีถูกกฎหมายมีมูลคากวา 1.75 หม่ืนลานดอลลารสหรัฐ หรือ

5 แสนลานบาท และเติบโตมากกวา 17% โดยกัญชาในอุตสาหกรรมทางการแพทยและสุขภาพสรางรายไดสูงกวา 70% 

ของมูลคาท้ังหมด ขณะท่ีรายงานของ The Global Cannabis Report โดย Prohibition Partners คาดการณวา

มูลคาตลาดกัญชาท่ัวโลกในป 2567 จะมีแนวโนมเติบโตอยางตอเน่ืองหรือคิดเปนมูลคากวา 1.03 แสนลานดอลลาร

สหรัฐ แบงเปน ตลาดกัญชา เพ่ือการแพทย 60% และอีก 40% เปนตลาดกัญชาเพ่ือการสันทนาการ สําหรับประเทศไทย

คาดการณวาตลาดกัญชาจะเติบโตเปน 661 ลานดอลลารสหรัฐ หรือกวา 2.1 หม่ืนลานบาท ภายในป 2567 ซ่ึงขณะน้ี

รัฐบาลไดมีนโยบายสงเสริมและผลักดันใหกัญชาและกัญชงเปน Product Champion ไดแก ยาแผนไทยผลิตภัณฑ

สุขภาพ และการทองเท่ียวเชิงสุขภาพ ท่ีสามารถสรางมูลคาทางเศรษฐกิจได(2)  ในสวนของผูท่ีสามารถนําสวนของกัญชา

ไปใชประโยชนไดน้ัน ไมไดมีเพียงผูประกอบการเทาน้ันท่ีสามารถนําไปใชเปนวัตถุดิบในการผลิตผลิตภัณฑตาง ๆ  แต

ประชาชนท่ัวไปก็สามารถใชประโยชนได เชน การนําไปประกอบอาหารในครัวเรือน หรือประกอบอาหารและเคร่ืองด่ืม

เพ่ือขายในรานอาหาร แตตองเปนผลผลิตจากผูท่ีไดรับอนุญาตปลูกท่ีถูกตองตามกฎหมาย สามารถระบุท่ีมาของสวน

กัญชาได การนํากัญชาหรือสวนของกัญชามาใชประโยชน จึงตองมีขอมูลดานสรรพคุณและความปลอดภัยมารองรับเพ่ือ

ใหประชาชนใชพืชชนิดน้ีไดอยางม่ันใจ

กญัชาเปนพชืในวงศ Cannabaceae มชีือ่วทิยาศาสตรคอื Cannabis sativa L. Subsp. indica (Lam.)(3)

มีชื่อเรียกอื่นวา กัญชาจีน (ทั่วไป), ปาง (เงี้ยว-แมฮองสอน), ยานอ (กะเหรี่ยง-แมฮองสอน), คุนเชา คุณเชา (จีน), 

ตาหมา (จีนกลาง) เปนตน ลักษณะทางพฤกษศาสตรของตนกัญชา มีดังนี้ กัญชาเปนไมลมลุกปเดียว ลําตนต้ังตรง 

สงู 0.9-1.5 เมตร มีขนสเีขยีวอมเทาและไมคอยแตกสาขา ใบเดีย่ว รปูฝามอื เรยีงสลบั ขอบใบเวาลกึจนถึงจดุโคนใบเปน 

5-7 แฉก แตละแฉกรปูยาวรี กวาง 0.3-1.5 เซนติเมตร ยาว 6-10 เซนตเิมตร โคนและปลายสอบ (oblanceolate leaf)

ขอบจกัฟนเล่ือย แผนใบดานบนสเีขียวเขมกวาดานลาง ดอกแยกเพศตางตน ออกเปนชอกระจกุตามงามใบและปลายกิง่ 

ชอดอกและใบของตนเพศผูเรียงตัวกันหางๆ ตางจากตนเพศเมียที่เรียงชิดกัน เกสรเพศผู 5 อัน ดอกเล็ก ดอกเพศเมีย

มีกลีบเลี้ยงหุม ไมมีกลีบดอก รังไขอยูเหนือวงกลีบ มี 1 ชอง มีออวุล (ovule) 1 เม็ด ผลแบบผลแหงเมล็ดลอน เล็ก 

เรียบ สีนํ้าตาล ยอดของตนเพศเมียที่กําลังออกดอกเรียก กะหลี่กัญชา เมื่อตากใหแหงแลวนิยมนํามาใชสูบ(4, 5) ปจจุบัน

สารสําคัญในกัญชาถูกพบมากกวา 545 ชนิด และในจํานวนนี้สารกวา 100  ชนิด ที่ถูกระบุวาเปนไฟโตแคนนาบินอยด

(phytocannabinoids) ซึง่เปนสารกลุมหลกั มโีครงสรางทางเคมทีีค่ลายคลงึกนัและเปนสารออกฤทธิท์ีพ่บในกญัชา(6) 

สารสําคัญในกัญชาปจจุบันแบงออกเปนได 3 กลุมหลักๆ คือ สารแคนนาบินอยด (Cannabinoids) ซึ่งสารที่มีการ

กลาวถึงคอนขางมาก คือ Tetrahydrocannabinol (THC) และ Cannabidiol (CBD) สารเทอรปน (Terpenes) 

เปนสารประกอบอะโรมาตกิ (Aromatic) เปนสารทีท่าํใหมกีลิน่เฉพาะตวั ทาํใหเราสามารถแยกพนัธุกญัชาไดจากกลิน่ 

ซึ่งกลิ่นเหลานี้ทําใหกัญชาแตละพันธุมีความโดดเดน สารฟลาโวนอยด (Flavonoids) ปจจุบันมีการคนพบ สารสําคัญ

ในกัญชา ที่เปนสารในกลุมฟลาโวนอยด มากถึง 20 ชนิด เชน Apigenin, Luteolin, Quercetin, Kaempferol, 

Cann-f lavin A, Cann-f lavin B และ β-sitosterol เปนตน(7) และปจจุบันสารกลุม terpenes ไดรับความ

สนใจจากนักวิจัยเปนอยางมาก มีการศึกษาถึงสรรพคุณของสารกลุมนี้กันอยางแพรหลาย การออกฤทธิ์ที่มีผลของสาร 
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Terpenes ใดๆ ทีอ่าจมีการเปลีย่นแปลงการเขารวมของสารประกอบอืน่ๆ ปรากฎการณนีเ้รยีกวา อองทรูาจ เอฟเฟกต 

(entourage effect) หมายถึงการที่สารทั้งหมดในกัญชาซึ่งไมไดมีเพียงแคสาร THC และ CBD สามารถสงเสริมให

กัญชาออกฤทธิมี์ผลชวยบาํบดัรกัษาโรคตางๆ ไดอยางมปีระสทิธภิาพมากทีส่ดุ ทัง้นีจ้าํเปนตองมีการศกึษาวจิยัเพิม่เตมิ

เพื่อทําความเขาใจถึงผลกระทบของสาร terpenes ในแตละครั้งเมื่อใชรวมกับสารอื่น(8) เนื่องจากกลุมสาร terpenes 

เปนสื่อกลางในการทํางานรวมกันระหวางรางกายกับสาร cannabinoids ในการรักษา

การทดสอบความเปนพษิโดยใชเซลลเพาะเลีย้ง 3 ชนดิ ไดแก เซลลปอด (SV-80) เซลลตบั (Chang-liver) 

เซลลไต (HEK-293) โดยใชวิธกีารทดสอบ MTT assay เปนการทดสอบความมชีวีติของเซลล (cell viability) โดย

วดัความสามารถของ mitochondrial enzyme ท่ีเปลีย่น tetrazolium salt (3-(4, 5-dimethyldiazol-2-yl)-2, 5

diphenyl tetrazolium bromide, MTT) ซึ่งมีสีเหลือง เปลี่ยนไปเปน formazan product ที่มีสีมวง จากระดับ

ของสีจะสัมพันธกับจํานวนเซลลที่มีชีวิตอยู และเซลลเอมบริโอหนูเมาส (BALB/c 3T3) ใชวิธีทดสอบ Neutral red 

uptake assay เปนการวัดความมีชีวิตของเซลลดวยการแตกเซลล จากสีแดงของ Neutral red ซึ่งซึมผานเขาไป

ใน lysosome โดย lysosome ของเซลลมีชีวิตมีสภาวะเปนกรด ทําใหเกิด pH gradient ที่ให Neutral red ซึม

ผานเขาไป และสะสมอยูใน lysosome ขณะที่เซลลตายจะไมเกิดกิจกรรมนี้(9) ซ่ึงการศึกษาพิษของสมุนไพรในเซลล

เพาะเล้ียงนบัวาเปนการศกึษาเพือ่ใหไดขอมูลความปลอดภยัของสมนุไพรเบือ้งตนทีส่ามารถนาํไปใชคุมครองผูบรโิภค

และสามารถนําไปวางแผนการวิจัยพิษวิทยาในสัตวทดลองเพื่อใหสอดคลองกับหลัก 3Rs นอกจากนี้วิธีการทดสอบ

ดังที่กลาวขางตน ดําเนินการทดสอบตาม test guideline ที่เปนมาตรฐาน ซึ่งยกระดับผลงานใหมีความนาเชื่อถือทาง

วชิาการ อกีทัง้ผลการทดสอบยงัเปนทีย่อมรบัทัง้ในและตางประเทศ เปนการลดการกดีกนัทางการคาไดดวย ในปจจบุนั

พบวารายงานขอมูลการศึกษาทางพิษวิทยาของกัญชาพันธุไทยยังไมชัดเจนและยังไมสามารถสรุปไดวากัญชามีความ

ปลอดภยัจรงิหรอืไม ประกอบกบัขอมูลการศกึษาพษิวทิยาของกญัชาในปจจบุนัเปนขอมลูของกญัชาทีม่พีนัธุเจรญิเตบิโต

ในตางประเทศ สวนกัญชาพันธุไทยมีขอมูลไมเพียงพอ จึงมีความจําเปนตองมีการศึกษาขอมูลทางพิษวิทยาของพันธุ

กัญชาในประเทศไทยเพื่อสนับสนุนการพัฒนากัญชาเปนยารักษาโรคหรือผลิตภัณฑสุขภาพอื่นๆตอไป

วัสดุและวิธีการ

ขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบ

ตัวอยางสมุนไพรชอดอกเพศเมียกัญชาไทย 3 พันธุ เก็บจากโรงเรือนปลูกของกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

หนังสือสําคัญผลิตซึ่งยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ที่ 90/2564 (ปลูก) โดยใหรหัสตัวอยาง PTC0601 (พันธุที่มี 

THC:CBD เทากับ 2:1) รหัสตัวอยาง PTC0602 (พันธุที่มี THC:CBD เทากับ 10:1) และรหัสตัวอยาง PTC0729 

(พันธุที่มี THC:CBD เทากับ 1:6)

ขั้นตอนการสกัดชอดอกกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมีย PTC0601 จํานวน 132 กรัม, PTC0602 126 กรัม และ PTC0729 100 กรัม 

บดหยาบ ไดปริมาณสารสกัด 10.92 กรัม, 8.95 กรัม และ 7.07 กรัม คิดเปน %yield เทากับ 8.27, 7.10 และ 7.07% 

ตามลําดับ สกัดดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) โดยใชเครื่องสกัดรุน Spe-ed SFE 

ของบรษิทั Applied Separations ประเทศสหรัฐอเมรกิา โดยใชแรงดนั 250 bar อณุหภมูขิองตูอบ (oven) 40 องศา

เซลเซียส วิเคราะหปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) รุน LC-40D ยี่หอ Shimadzu Japan โดยนําสารสกัด 20 มิลลิกรัม  ปรับปริมาตรดวย methanol : 

chloroform 9:1 ใน volumetric  flask ขนาด 10 มลิลลิติร จากนัน้ ปเปตมา 1 มิลลลิติร ปรบัปริมาตร ดวย methanol 

ใน volumetric  flask ขนาด 10 มิลลิลิตร กรองดวย nylon syringe filter 0.45 micron 
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เซลลเพาะเลี้ยงและอาหารเลี้ยงเซลล

เซลลปอด (SV-80), เซลลตับ (Chang-liver, Hela derivative) และ เซลลไต (HEK-293) ซ้ือจาก

บริษัท CLS Cell line service GmbH ประเทศเยอรมนี เซลล SV-80 เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM) สวนเซลล Chang-liver และ HEK-293 เล้ียงในอาหารเล้ียงเซลลชนิด 

Eagle's minimal essential medium (EMEM) ท่ีมี 2mM L-Glutamine, 0.1 mM Non-essential amino 

acid, 1 mM Sodium pyruvate และ Fetal bovine serum รอยละ 10 เซลลเอมบริโอหนูไมซ (BALB/c 3T3 

clone A31) ซ้ือจาก European Collection of Cell Cultures ประเทศ สหราชอาณาจักร เล้ียงในอาหารเล้ียง

เซลลชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) และรอยละ10 New born calf serum บมในตูอบ

เพาะเช้ือแบบใชกาซคารบอนไดออกไซด อุณหภูมิ 37±1 องศาเซลเซียสความช้ืนรอยละ 90±10 และความเขมขนกาซ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5.0 ±1.0 

ศึกษาความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ HEK-293 ดวยวิธี MTT assay 

 เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม โดยใชเซลลเร่ิมตน 5,000 เซลลตอหลุมๆ ละ 

100 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขมขนกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

เตรียมสารสกัดกัญชาท่ีความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึงระดับความเขมขน

สูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25, 50

และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลลปเปตอาหารออกจากจานเพาะเลี้ยง จากนั้นปเปต

สารสกัดกัญชาท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในจานเพาะเล้ียงท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือครบกําหนดเวลา ลางดวย 

Phosphate Buffered Saline (PBS) จํานวน 1 คร้ัง เติมสาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-1

Diphenyltetrazolium Bromide) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมจานเพาะเล้ียงในตูเล้ียงเซลลเปนระยะเวลา 4 ช่ัวโมง 

ปเปตสารละลาย MTT ออก ใหเหลือเฉพาะผลึก Formazan (ผลึกสีมวง)  เติม DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในแตละหลุมเพ่ือละลายผลึก Formazan เขยาจานเพาะเล้ียงแนวระนาบประมาณ 1 นาที 

วัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร คํานวณรอยละความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) โดยเทียบ

กับกลุมควบคุมอาหารเล้ียงเซลลเจือจางสารทดสอบ (Vehicle control)

ศึกษาความเปนพิษในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 3T3 ดวยวิธี Neutral red uptake อางอิงวิธีตาม 

OECD Test Guideline 129(10)

เตรียมเซลลเพาะเล้ียงในจานเพาะเล้ียงเซลลชนิด 96 หลุม โดยใชเซลลเร่ิมตน 5,000 เซลลตอหลุม ๆ  ละ 100

ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเขมขนกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 

เตรียมสารสกัดกัญชาท่ีความเขมขนตางๆ ต้ังแตระดับความเขมขนต่ําซ่ึงไมมีผลทําลายเซลลจนถึงระดับความเขมขน

สูงซ่ึงมีผลทําลายเซลลมากกวารอยละ 90 จํานวน 8 ระดับความเขมขน (0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.50, 25, 50

และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เม่ือครบเวลาบมเล้ียงเซลลปเปตอาหารเล้ียงเช้ือออกจากจานเพาะเล้ียง จากน้ันปเปต

สารสกัดกัญชาท้ัง 8 ระดับความเขมขนท่ีเตรียมไวแลว ลงในจานเพาะเล้ียงท่ีมีเซลล โดยเติมหลุมละ 100 ไมโครลิตร 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาบมปเปต

สารละลายออกจากทุกหลุม ลางดวย 1× PBS 1 คร้ัง เติมสารละลาย Neutral red ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวนํา

ไปบมตอเปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง ปเปตสารละลาย Neutral red ออกจากทุกหลุมและลางสีดวยสารละลาย 1× PBS 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติม Neutral red destain solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม เขยา
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จานเพาะเล้ียงแนวระนาบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 20 นาที จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร คํานวณรอยละความมีชีวิตของเซลล (% cell viability) กับกลุมควบคุมอาหารเล้ียง

เซลลเจือจางสารทดสอบ (Vehicle control) คํานวณหาคา LD
50 

(50% lethal dose) หมายถึง ปริมาณของสาร

เคมี/ตัวอยางท่ีใหกับสัตวทดลองท้ังหมดเพียงคร้ังเดียว แลวทําใหกลุมของสัตวทดลองรอยละ 50 (คร่ึงหน่ึง) ตายลง

LD
50

 พิจารณาปริมาณท่ีใชในสัตวทดลอง จากความสัมพันธ IC
50

-LD
50

 relationship ดวยสมการ log LD
50 

(mg/kg) = 0.372 log IC
50 

(µg/mL) + 2.024

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ขอมูลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดชอดอกเพศเมียกัญชาไทย 3 พันธุ ตอเซลลเพาะเลี้ยง  4 ชนิด 

ดวยวิธี MTT assay และวิธี Neutral red uptake assay  โดยทําการทดลอง 3 ซํ้า (n = 3) ใชสถิติ One-way 

ANOVA วิธี Tukey's multiple comparisons test โดยโปรแกรม GraphPad Prism version 9.0.0 ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นรอยละ 95 

ผล

ผลการสกัดชอดอกกัญชา

สารสกัดจากชอดอกเพศเมียของกัญชาดวยของไหลวิกฤตยิ่งยวด (Supercritical Fluid Extraction) 

ของกัญชาไทย 3 พันธุ ไดสารสกัดที่มีลักษณะเปนของกึ่งแข็งกึ่งเหลว (semisolid) สีเหลืองนํ้าตาล จากการวิเคราะห

ตัวอยางปริมาณกลุม cannabinoids ไดปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ดังนี้

ตารางที่ 1  แสดงสัดสวนปริมาณ THC และ CBD ในพันธุกัญชาไทย

รหัสตัวอยางสารสกัดกัญชา THC:CBD Total THC (%) Total CBD (%)

PTC0601 2:1 20.08 12.18

PTC0602 10:1 38.03 3.55

PTC0729 1:6 4.28 25.89

การศึกษาความเปนพิษตอเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ HEK-293 ดวยวิธี MTT assay

สารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 PTC0602 และ PTC0729  มีคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต (HEK-293) ตํ่าที่สุด (มีความเปนพิษสูงที่สุด) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอื่นๆ เทากับ 

6.72 ± 0.72, 7.47 ± 0.96 และ 6.63 ± 0.69 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ในเซลลตับ (Chang-liver) ใหคา 

IC
50
 เทากับ 9.69 ± 1.47, 9.04 ± 0.80 และ 9.47 ± 0.37 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งคาสูงกวาเซลลไตเล็ก

นอย สวนในเซลลปอด (SV-80) ใหคา IC
50 

เทากับ 20.08 ± 0.70, 12.78 ± 0.61 และ 24.98 ± 3.58 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับ ซึ่งจากผลการทดลองเมื่อคํานวณผลโดยใชสถิติ one-way ANOVA แสดงใหเห็นวา สารสกัด

กัญชาไทย 3 พันธุ PTC0601, PTC0602 และ PTC 06729 มีความเปนพิษตอเซลลไต (HEK-293) สูงที่สุด รอง

ลงมาคือเซลลตับและเซลลปอดตามลําดับ 

เมือ่เปรยีบเทียบความแตกตางของคาความเปนพษิของสารสกดัทัง้ 3 ชนดิ โดยใชสถิต ิOne-way ANOVA 

และ Tukey's multiple comparisons test แสดงในภาพที่ 1 สารสกัดกัญชาทั้ง 3 ชนิดมีพิษตอเซลลไต (HEK-

293) สูงสุด (ใหคา IC
50
 ตํ่าสุด) และทั้ง 3 พันธุไมแตกตางกัน (p > 0.05) ในเซลลไตและเซลลตับ (Chang-
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liver) สวนในเซลลปอด (SV-80) มีความแตกตางของคา IC
50 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ระหวางพันธุ 

PTC0601 และ PTC0602 และระหวางพันธุ PTC0602 และ PTC0729 มีความแตกตางของคา IC
50 

อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p < 0.005) ภาพที่ 3A, 3B และ 3C แสดงถึงลักษณะของเซลลเพาะเลี้ยง SV-80, Chang-liver และ 

HEK-293 ตามลําดับ ทําการสองดูลักษณะของเซลลและถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted 

Microscope) กําลังขยาย 20 เทา

ตารางที่ 1 คา IC
50

 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ของสารสกัดชอดอกกัญชา PTC0601 และ PTC0729 และ 

  Doxorubicin ในเซลล SV-80, Chang-liver และ HEK-293

ชนิดเซลลเพาะเลี้ยง
IC

50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

PTC0601 PTC0602 PTC0729 Doxorubicin

SV-80 20.08 ± 0.70 12.78 ± 0.61 24.98 ± 3.58 0.44 ± 0.08

Chang-liver 9.69 ± 1.47 9.04 ± 0.80 9.47 ± 0.37 0.45 ± 0.01

HEK-293 6.72 ± 0.72 7.47 ± 0.96 6.63 ± 0.69 0.054 ± 0.03

คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพท่ี 1  แสดงผลของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601, PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลเพาะเล้ียง 3 ชนิด 

 คา IC
50 

แสดงคาเฉล่ีย±สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียของสาร

 ในเซลลเพาะเล้ียงแตละชนิดโดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple comparisons test

 (ns = not significant, * p < 0.05, ** p<0.005)

ศึกษาความเปนพิษในเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 3T3 ดวยวิธี NRU assay ตาม OECD Test 

Guideline 129

สารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 PTC0602 และ PTC0729  มีคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50
) ในเซลล BALB/c 3T3 เทากบั 11.79 ± 1.12, 10.90 ± 1.38 และ 13.99 ± 0.45ไมโครกรมั/มลิลลิติร

ตามลาํดบั นาํคาท่ีไดคาํนวณหาคาประมาณของคา LD
50
 ไดเทากบั 256.68 ± 12.37  264.39 ± 9.46 และ 281.96 ± 3.39 

มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามลําดับ ซึ่งจากผลการทดลอง แสดงใหเห็นวา สารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปน

พิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ตามลําดับ และขนาดแนะนําเริ่มตน

สําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม

HEK-293
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เมือ่เปรยีบเทียบความแตกตางของคาความเปนพษิของสารสกดัทัง้ 3 ชนดิ โดยใชสถิต ิOne-way ANOVA 

และ Tukey's multiple comparisons test แสดงในภาพที่ 2 สารสกัดกัญชา PTC0601 และ PTC0602  ไมแตก

ตางกัน (p > 0.05) รวมถึง PTC0601 และ PTC0729 ก็ไมแตกตางกันเชนเดียวกัน แต PTC0602 และ PTC0729  

มีความแตกตางของคา IC
50
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ภาพที่ 3D แสดงถึงลักษณะของเซลลเพาะเลี้ยง 

BALB/c 3T3 ทําการสองดูลักษณะของเซลลและถายภาพโดยใชกลองจุลทรรศนหัวกลับ (Inverted Microscope) 

กําลังขยาย 20 เทา

ตารางที่ 2 คา IC50 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร), LD50 (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) และขนาดเริ่มตนทดสอบพิษเฉียบพลัน

ของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ

สารทดสอบ IC
50
 (µg/ml) LD

50
 (mg/kg)

ขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับ
ทดสอบพิษเฉียบพลัน (mg/kg)

PTC0601 11.79 ± 1.12 256.68±12.37 300

PTC0602 10.90 ± 1.38 264.39±9.46 300

PTC0729 13.99 ± 0.45 281.96±3.39 300

Doxorubicin 0.16 ± 0.04

คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

ภาพที่ 2  ผลของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601, PTC0602 และ PTC0729 ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิด BALB/c 

 3T3 คา IC50 แสดงคาเฉล่ีย±สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (n=3) เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย

 ของสารในเซลลเพาะเล้ียงชนิด BALB/c 3T3 โดยใชสถิติ One-way ANOVA และ Tukey's multiple

 comparisons test (ns = not significant, *p < 0.05)
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วิจารณ

ปจจุบันหลายประเทศมีการใชพืชกัญชาอยางเสรี สําหรับประเทศไทยมีการปลดล็อกสวนประกอบพืชกัญชา

เพยีงบางสวน ออกจากการเปนยาเสพตดิใหโทษ อยางไรก็ตามการปลดลอ็กดงักลาวยงัตองมกีารขออนญุาตจากสาํนกังาน

คณะกรรมการอาหารและยา และตองปฏิบัติตามกฎระเบียบของกฎหมายของประเทศในการนําไปใชประโยชน เม่ือ

มีการเปดเสรีกัญชา ทําใหเกิดความตองการในการใชกัญชามากยิ่งข้ึน จึงมีความกังวลเรื่องความปลอดภัยหรือผลขาง

เคียงในการใชกัญชา กัญชาเปนพืชที่มีสารออกฤทธิ์ตอรางกายหลายชนิด ที่สําคัญคือสารแคนนาบินอยด ซึ่งสงผลตอ

รางกายมนุษยในหลายดาน โดยมีการนํามาใชมากขึ้นแตยังขาดขอมูลการศึกษาทางวิชาการที่นาเชื่อถือ ที่สามารถนํามา

ใชเพ่ือการศกึษาวิจัยและเพือ่ประโยชนทางการแพทยได จากการใชกญัชาทางการแพทยโดยทีไ่มทราบประสทิธภิาพและ

ผลขางเคียงทั้งระยะสั้นและระยะยาว งานวิจัยเรื่องความปลอดภัยของกัญชาจึงเปนงานเรงดวนที่ตองดําเนินการ จาก

ผลการทดลองพบวา กัญชาไทย 3 พันธุ มีความเปนพิษตอเซลลไตมากที่สุด ซึ่งมีขอมูลจากหนวยโรคไต ภาควิชา

อายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยกลาววา ในรางกายของมนุษย มีตัวรับสารเคมีซึ่งลักษณะ

โครงสรางคลายสารออกฤทธิจ์ากกญัชา เรยีกวา ตวัรบัสารแคนนาบนิอยด ตัวรบัสารเหลานีพ้บมากในสมอง เสนประสาท 

ทาํใหเมือ่ไดรบักญัชาเขาไป มฤีทธิเ์ดนในการกดประสาท แตในขณะเดียวกันก็พบในอวยัวะอ่ืน ๆ  รวมถึงไต ดงันัน้การไดรบั

สารเคมจีากกญัชา อาจสงผลถงึไตได มีการศกึษาผลของสารเคมจีากกัญชาตอการทาํงานของไตพบวามคีวามเก่ียวของกนั

ทําใหเกิดการอักเสบและเกิดพังผืดในไต(11) โดยยังไมทราบกลไกที่แนชัด ซึ่งเมื่อสังเกตคายับยั้งการเจริญเติบโต

รอยละ 50 (IC
50

) ของสารสกัดกัญชาท้ัง 3 พันธุตอเซลลตับ พบวาคา IC
50 

ไมไดแตกตางจากเซลลไตมากนัก

ภาพที่ 3 ลักษณะเซลล SV-80(A), Chang-liver (B), HEK-293(C), และ BALB/c 3T3(D) สอง

ภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับกําลังขยาย 20 เทา

ภาพท่ี 3  ลักษณะเซลล SV-80(A), Chang-liver(B), HEK-293(C), และ BALB/c 3T3(D) สองภายใต

 กลองจุลทรรศนหัวกลับกําลังขยาย 20 เทา
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น่ันคือกอใหเกิดความเปนพิษตอตับได มีขอมูลพบวาสาร CBD สงผลใหคาเอนไซมตับข้ึนสูง(12) สําหรับการศึกษา

ความเปนพิษในเซลลเพาะเล้ียงชนิด BALB/c ดวยวิธี NRU assay ตาม OECD Test Guideline 129

พบวาขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบพิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ่งงานวิจัย

ของ Won Hyung Choi และคณะศึกษาพิษตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิดไฟโบรบลาสตเอมบริโอหนู (NIH3T3) ของสาร 

CBD ใหคา IC
50
 เทากับ 40.78 ± 4.21 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร(13) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยที่สารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ 

ใหคา IC
50 

ต่ํากวา 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือพิจารณาขนาดของการเร่ิมตนท่ีจะทดสอบในสัตวทดลองถือวาคา

คอนขางต่ํามาก ฉะน้ัน ผลการทดสอบพิษตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดปกติ ไดแก เซลลปอด เซลลตับ เซลลไต และเซลล

เอมบริโอหนู ของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ ซ่ึงมีสัดสวนของ THC และ CBD แตกตางกัน ใหผลความเปนพิษกับเซลล

ท้ัง 4 ชนิด และจะสังเกตวาปริมาณ THC และ CBD มีผลในการเกิดความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียง และอาจจะมีสา

รอ่ืนๆ ในกัญชาท่ีออกฤทธ์ิรวมอยูดวย งานวิจัยของ Aranya และคณะ ศึกษาพิษของสารสกัดใบและเมล็ดกัญชง (เฮมพ) 

ท่ีเก็บจาก จ.เชียงใหม จ.เชียงราย และ จ.ตาก ของประเทศไทย ตอเซลลเพาะเล้ียง human skin fibroblasts ดวยวิธี 

SRB ผลการทดลองพบวาเม่ือระดับความเขมขนสูงข้ึนต้ังแต 0.0625-5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร คา% cell viability จะ

ลดลง ท่ีระดับความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรใหคา %cell viability ของใบกัญชง (เฮมพ) เทากับ 57.66 ± 6.49 

และเมล็ดกัญชง (เฮมพ) เทากับ 32.37 ± 4.30 ซ่ึงจากงานวิจัยระบุวาคาความเขมขนท่ี 0.0625-1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

ไมกอใหเกิดพิษตอเซลลเพาะเล้ียงซ่ึงดูจากคา %viability มากกวา 70% ซ่ึงคาความเปนพิษตอเซลลเพาะเล้ียงจะ

แตกตางกันเน่ืองมาจากองคประกอบของสารในสารสกัด(14) งานวิจัยของ Martyna และคณะ ศึกษาความเปนพิษของ

สารสกัด Cannabis sativa L.ท่ีมี CBD สูงกวา THC ตอเซลล keratinocyte (HaCaT) และ fibroblast (Bj) ซ่ึง

ท้ังสองชนิดเปนเซลลผิวหนังชนิดปกติ ดวยวิธี Alamar Blue, Neutral red uptake และ Lactate dehydrogenase

(LDH) ผลการทดลองพบวาไมเกิดพิษตอเซลลเพาะเล้ียงกับท้ัง 2 เซลลท่ีความเขมขน 1-1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ซ่ึงจากการทดสอบตอเซลลผิวหนังท้ัง 2 งานวิจัย จะพบวาสารสกัด Cannabis sativa L. จะไมเกิดพิษตอเซลลผิวหนัง

ในความเขมขนท่ีทดสอบ(15) แตงานทดสอบของผูวิจัยจะทดสอบท่ีเซลลอวัยวะเปาหมาย 3 เซลลคือเซลลปอด เซลลตับ 

และเซลลไต เปนการศึกษาเซลลเพาะเล้ียงคนละชนิด ซ่ึงกัญชาแตละพันธุ มีการเก็บในพ้ืนท่ีหรือในชวงเวลาท่ีแตกตางกัน

จะใหสารสําคัญและองคประกอบทางเคมีในพืชท่ีแตกตางกัน งานวิจัยการทดสอบพิษในเซลลเพาะเล้ียงชนิดปกติจะไมมี

นักวิจัยศึกษามากนัก สวนใหญมีการศึกษาในเซลลมะเร็ง อยางไรก็ตาม หากจะนําสมุนไพรมาพัฒนาเปนยาหรือ

มีการศึกษาในมนุษย จะตองคํานึงถึงวาสมุนไพรน้ันหากมีฤทธ์ิยับย้ังเซลลมะเร็งแลว จะสงผลตอเซลลปกติในรางกายมนุษย

ควบคูกันไป ฉะน้ันขอควรระมัดระวัง การนํากัญชาไปใช ผูบริโภคท่ีมีโรคประจําตัวหรือมีการรับประทานยาแผนปจจุบัน

หรือยาอ่ืนๆ ควรใชกัญชาภายใตคําแนะนําของแพทย ถึงแมวาปจจุบันยังไมพบหลักฐานท่ีกลาวถึงการใชกัญชาสัมพันธ

กับการเกิดโรคไตวายเร้ือรัง โรคตับ โรคปอด ก็ควรเฝาระวังภาวะแทรกซอนจากการใชกัญชา และงานวิจัยน้ีใชเปนขอมูล

เบ้ืองตน สามารถนําผลไปอางอิงและใชในการวิจัยเชิงลึก เชน การศึกษาพิษเร้ือรังในสัตวทดลอง การศึกษากลไกตาง ๆ  

ในสัตวทดลอง รวมถึงเปนขอมูลในการเตือนภัยผูปวยท่ีใชชอดอกของกัญชาในการรักษาทางการแพทยตอไป 

สรุป

การศึกษาความเปนพิษของสารสกัดกัญชาไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601 (THC:CBD ใกลเคียงกัน) 

PTC0602 (THC เดน) และ PTC0729 (CBD เดน) ตอเซลลเพาะเลี้ยงชนิดปกติ 4 เซลล ไดแก เซลลปอด

(SV-80), เซลลตบั (Chang-liver, Hela derivative) และ เซลลไต (HEK-293) พบวา สารสกัดชอดอกกัญชาไทย

3 พันธุ มีคายับยั้งการเจริญเติบโตรอยละ 50 (IC
50
) ตอเซลลไต (HEK-293) ตํ่าที่สุด นับวามีความเปนพิษสูงที่สุด 

รองลงมาเซลลตับ และเซลลปอด สวนในเซลล BALB/c 3T3 พบวาสารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 มีความเปน

พิษตอเซลล BALB/c 3T3 สูงที่สุด รองลงมาคือ PTC0601 และ PTC0729 ขนาดแนะนําเริ่มตนสําหรับทดสอบ
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พิษเฉียบพลันในสัตวทดลอง เทากับ 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซึ่งเมื่อพิจารณาจากผลการทดลอง การใชกัญชามี

ความเปนพิษเกิดขึ้นใน 3 เซลลหลักคือ เซลลปอด เซลลตับ เซลลไต ฉะนั้นหากมีการนํากัญชาไปใชประโยชน ควร

มีการศึกษาในเร่ืองความปลอดภัยตอเซลลเพาะเล้ียงชนิดอ่ืนๆ การทดสอบในสัตวทดลอง และการนําไปใชเพิ่มเติม 

เพ่ือคนหาประโยชนและผลขางเคียงจากการใชกัญชาในอนาคต และหากมีการนําไปใชเพื่อประโยชนทางการแพทย 

ตองอยูภายใตคําแนะนําและคําปรึกษาของแพทยเทานั้น เนื่องจากงานวิจัยนี้เปนการศึกษาวิจัยในชอดอกกัญชา ซึ่งยัง

จัดเปนยาเสพติด ดังนั้นผลการทดลองไมไดสะทอนไปถึงการใชสวนอื่นๆของกัญชา ซึ่งผูวิจัยจะมีการศึกษาสวนตางๆ

ของกัญชา เชน ใบ ราก ฯลฯ ตอไป

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยน้ีไดรบัการสนับสนุนงบประมาณจากสาํนกังานคณะกรรมการสงเสรมิวทิยาศาสตร วจิยัและนวตักรรม 

(สกสว.) ขอขอบพระคุณหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และหองปฏิบัติการจีโนมิกสพืช ในการเก็บตัวอยาง

สมุนไพรกัญชา ภก. เสกรชตกร บัวเบา ศูนยตรวจสอบและรับรองคุณภาพสมุนไพรในการควบคุมคุณภาพทางเคมีและ

แยกปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ของตัวอยางกัญชา และเจาหนาที่หองปฏิบัติการพิษวิทยาทุกทานที่ใหความ

ชวยเหลือในการทํางานวิจัยเปนอยางดี
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Abstract Cannabis sativa L. is an addictive plant that has been gained dramatic attention in Thailand. 

According to its medical and recreational properties, this plant can be developed as a drug or commercial 

product and boot the country medically and economically. However, the toxicity and safety data are still 

limited. This research aims to study the toxicity of female inflorescence extracts of Thai cannabis to 

normal cell lines. The three cannabis extracts, namely PTC0601 (THC: CBD=2:1), PTC0602

(THC: CBD=10:1) and PTC0729 (THC: CBD=1:6), were extracted using Supercritical Fluid Extraction 

and then quantitatively analyzed using HPLC. Cytotoxicity was investigated in normal cells, including 

lung (SV-80), liver (Chang-liver, Hela derivative) and kidney (HEK-293) cell lines using MTT assay. 

The in vitro dose estimation for acute toxicity using mouse embryo, BALB/c 3T3 cells, was also

investigated using a neutral red uptake assay. The results showed that the extracts exhibited the 

highest cytotoxicity to kidney cells, followed by liver cells and lung cells, respectively. Neutral red uptake 

assay was found that PTC0602 posed the highest cytotoxicity, followed by PTC0601 and PTC0729,

respectively. Which was 300 mg/kg, recommended as the initial dose for acute toxicity testing in animals. 

In conclusion, the three extracts exhibited toxicity to certain extents to normal cell lines and

recommended at 300 mg/kg as the starting dose for in vivo acute toxicity testing. This finding could be 

used as preliminary toxicity and safety data. Moreover, more comprehensive research on other cultured 

cells or animal models should be investigated for Thai cannabis.

Keywords: Cannabis sativa extract, Cytotoxicity, Thai Cannabis sativa, MTT assay, Neutral 

 red uptake assay
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บทคัดยอ  กัญชา  (Cannabis sativa L.) เปนพืชเสพติดท่ีมีการอนุญาตใหใชทางการแพทย และไดรับความสนใจจาก

ภาครัฐและภาคเอกชน โดยมีการดําเนินการศึกษาวิจัยพัฒนาผลิตภัณฑ และมีการนํามารักษาในผูปวยอยางกวางขวาง การนํา

กัญชามาใชในการรักษาควรตองคํานึงถึงขนาดและปริมาณของสารออกฤทธ์ิชนิดตาง ๆ  ท่ีมีอยูในสมุนไพร ซ่ึงตองมีคุณภาพและ

ปริมาณเพียงพอตอการรักษาโรค ตลอดจนการประเมินความปลอดภัยของสมุนไพรชนิดน้ัน ปจจุบันประเทศไทยไดมีประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ประชาชนสามารถใชประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชง

ท่ีไมจัดเปนยาเสพติด ยกเวนชอดอกซ่ึงยังเปนยาเสพติด ทําใหมีการผลิตผลิตภัณฑสมุนไพรกัญชาออกมาใชและบริโภคกันอยาง

แพรหลาย แตขอมูลดานพิษวิทยาและความปลอดภัยมีอยูนอย การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสาร

สกัดชอดอกกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ไดแก PTC0601, PTC0602 และ PTC0729 ท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid 

Extraction อางอิงจาก OECD test guideline 471 ใชเช้ือ Salmonella typhimurium 4 สายพันธุ (TA98, TA100, 

TA1535, TA1537) และ Escherichia coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/

เพลท) ในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซมกระตุน ผลการทดลองพบวาสารสกัดชอดอกกัญชาไทยท้ัง 3 พันธุทุกขนาดทดสอบ

ทุกสายพันธุ ท้ังในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซมกระตุน ไมมีฤทธ์ิกอกลายพันธุ อยางไรก็ตามควรมีการทดสอบยืนยันดานความ

ปลอดภัยในสัตวทดลองหรือกลไกเชิงลึกเพ่ิมเติม เพ่ือใหเกิดความม่ันใจในการนํามาบริโภคหรือทําผลิตภัณฑตอไป 

คําสําคัญ: สารสกัดกัญชา, ฤทธ์ิกอกลายพันธุ, กัญชาพันธุไทย
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บทนํา

ปจจุบันประเทศไทยมีการกลาวถึงการนําพืชกัญชามาใชประโยชนกันหลากหลาย ไมวาจะเปนทางการแพทย 

และเชิงพาณิชย ซ่ึงลาสุดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุช่ือยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 ลงราชกิจจานุเบกษา

มีผลบังคับใชตั้งแต 15 ธันวาคม 2563 ประชาชนสามารถใชประโยชนจากสวนของกัญชา กัญชงที่ไมจัดเปนยาเสพติด

ไดแก เมล็ดกัญชง น้ํามันและสารสกัดจากเมล็ดกัญชง ใบที่ไมติดกับชอดอก ก่ิง กาน ลําตน เปลือก ราก รวมถึง

สารสกัด Cannabidiol (CBD) และกากท่ีเหลือจากการสกัดซ่ึงตองมีปริมาณ Tetrahydrocannabinol (THC)

ไมเกิน 0.2%(1) เพ่ือประโยชนทางการแพทย การศึกษาวิจัย และการผลิตผลิตภัณฑสุขภาพ จึงทําใหมีผูประกอบการ

จํานวนมากท่ีสนใจจะนํากัญชามาผลิตเปนผลิตภัณฑสุขภาพ เคร่ืองสําอาง หรือทําเปนอาหารเพ่ือจําหนายและในปจจุบัน

มีการนํากัญชามาประกอบอาหารเพ่ือจําหนายมากย่ิงข้ึน จึงไดมีประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 424 ซ่ึง

นายอนุทิน ชาญวีรกูล รองนายกรัฐมนตรีและรัฐมนตรีวาการกระทรวงสาธารณสุขลงนามเมื่อวันที่ 25 กุมภาพันธ 2564

โดยมีผลบังคับใชต้ังแตวันท่ี 26 กุมภาพันธ 2564 เปนตนไป ในเร่ืองการนําใบกัญชามาทําอาหาร(2) สวนเร่ืองปริมาณ

ของจํานวนใบยังไมมีการกลาวถึง ทางสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาจะมีคูมือถึงขอแนะนําในปริมาณ

การใชตอไป จะเห็นไดวาประเทศไทยพยายามผลักดันพืชกัญชาเปนอยางมาก สําหรับประเทศไทยถือเปนประเทศแรก

ในอาเซยีนทีอ่นญุาตใหใชกญัชาอยางถกูกฎหมายเพือ่ประโยชนทางการแพทยและการวจัิยทางวทิยาศาสตร จากรายงาน

The Global Cannabis Report คาดวามูลคาตลาดกัญชาท่ัวโลกจะมีแนวโนมเติบโตตอเนื่องหรือคิดเปน

มูลคากวา 103.9 พันลานดอลลารสหรัฐฯ และในป 2567 จะมีตลาดกัญชาเพื่อการแพทยมีสัดสวนราวรอยละ 60

ของมูลคาตลาดกัญชาทั้งหมด(3) นอกจากน้ีปจจุบันเริ่มมีผูประกอบการกลุมอาหารและเครื่องด่ืมรวมทั้งผลิตภัณฑ

สขุภาพ สนใจท่ีจะใชสารสกดัจากกญัชาเปนสวนประกอบในผลติภณัฑกลุมดงักลาว สงผลใหคาดวามูลคาตลาดกัญชาโลก

จะเติบโตและกระจายไปในหลายธุรกิจมากขึ้น 

กญัชาเปนพชืในวงศ Cannabaceae มชีือ่วทิยาศาสตรคอื Cannabis sativa L. Subsp. indica (Lam.)(4)

มีช่ือเรียกอ่ืนวา กัญชาจีน (ท่ัวไป), ปาง (เง้ียว-แมฮองสอน), ยานอ (กะเหร่ียง-แมฮองสอน), คุนเชา คุณเชา (จีน), 

ตาหมา (จีนกลาง) เปนตน ลักษณะทางพฤกษศาสตรของตนกัญชามีดังน้ี กัญชาเปนไมลมลุกปเดียว ลําตนต้ังตรง

สูง 0.9-1.5 เมตร มีขนสีเขียวอมเทาและไมคอยแตกสาขา ใบเดี่ยว รูปฝามือ เรียงสลับ ขอบใบเวาลึกจนถึงจุดโคนใบ

เปน 5-7 แฉก แตละแฉกรปูยาวร ีกวาง 0.3-1.5 เซนตเิมตร ยาว 6-10 เซนตเิมตร โคนและปลายสอบ (oblanceolate leaf)

ขอบจกัฟนเล่ือย แผนใบดานบนสเีขียวเขมกวาดานลาง ดอกแยกเพศตางตน ออกเปนชอกระจกุตามงามใบและปลายกิง่ 

ชอดอกและใบของตนเพศผูเรียงตัวกันหางๆ ตางจากตนเพศเมียที่เรียงชิดกัน เกสรเพศผู 5 อัน ดอกเล็ก ดอกเพศเมีย

มีกลีบเลี้ยงหุม ไมมีกลีบดอก รังไขอยูเหนือวงกลีบ มี 1 ชอง มีออวุล 1 เม็ด ผลแบบผลแหงเมล็ดลอน เล็ก เรียบ

สีน้ําตาล ยอดของตนเพศเมียท่ีกําลังออกดอกเรียก กะหล่ีกัญชา เม่ือตากใหแหงแลวนิยมนํามาใชสูบ(5, 6) ปจจุบัน

สารสําคัญในกัญชาถูกพบมากกวา 545 ชนิด และในจํานวนน้ีสารกวา 100 ชนิด ท่ีถูกระบุวาเปนไฟโตแคนนาบินอยด 

(phytocannabinoids) ซ่ึงเปนสารกลุมหลัก มีโครงสรางทางเคมีท่ีคลายคลึงกันและเปนสารออกฤทธ์ิท่ีพบในกัญชา(7) 

โครงสรางทางเคมีของแคนนาบินอยดประกอบดวยสวนท่ีเปนไขมัน (lipid) แอลคิลเรซอซินอล (alkylresorcinol) 

เทอรปน (terpene) และโมโนเทอรปน (monoterpene)(8) ซึง่สารสาํคญัของกญัชา 2 ชนดิ ทีม่กีารกลาวถงึคอนขางมาก

คือ THC และ CBD

กัญชามีการใชประโยชนทางการแพทยมาอยางยาวนาน จากฤทธิ์ตอจิตประสาทที่เกิดขึ้น ในปจจุบันมีขอมูล

ทีก่ลาวถงึการใชประโยชนจากกญัชาอยางหลากหลาย เชน รกัษามะเรง็(9) เปนยากนัชัก(10) ลดการปวด(11) ทัง้หมดเหลานี้

ทําใหกัญชาเปนกระแสในสังคมไทยเปนอยางมาก สารกลุมแคนนาบินอยดในกัญชาอาจยังมีประโยชนทางการแพทย

อื่น ๆ  เชน ชวยใหเจริญอาหาร เพื่อเพิ่มนํ้าหนักในผูปวย HIV/AID ลดความดันในลูกตาสําหรับโรคตอหิน บําบัด

ผูปวยกลุมโรคระบบประสาท เชน การชวยใหนอนหลับ โรคพารกินสัน ความจําเสื่อม(12) การนํากัญชามาใชในการ
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รักษาควรตองคํานึงถึงขนาดและปริมาณของสารออกฤทธิ์ชนิดตาง ๆ  ที่มีอยูในสมุนไพร ซึ่งตองมีคุณภาพและปริมาณ

เพียงพอตอการรักษาโรค ตลอดจนการประเมินความปลอดภัยของสมุนไพรชนิดน้ัน และตองมีงานวิจัยท่ีไดรับการ

ยอมรับในเร่ืองของพิษวิทยา เพ่ือความม่ันใจในการใชสมุนไพรมากย่ิงข้ึน ซ่ึงในปจจุบันพบวารายงานขอมูลการศึกษา

ทางพิษวิทยาของกัญชาไทยยังมีความไมชัดเจนและยังไมสามารถสรุปไดวากัญชามีความปลอดภัยจริงหรือไม ประกอบ

กับขอมูลการศึกษาพิษวิทยาของกัญชาในปจจุบันเปนขอมูลของกัญชาท่ีมีพันธุเจริญเติบโตในตางประเทศ สําหรับกัญชา

พันธุท่ีมีการเจริญเติบโตและเพาะปลูกในประเทศไทยน้ันไมมีขอมูลการใชเพ่ือเปนยารักษาโรคมานานกวา 40 ป จึงมี

ความจําเปนตองมีการศึกษาขอมูลทางพิษวิทยาของพันธุกัญชาในประเทศไทยเพ่ือสนับสนุนการพัฒนากัญชาเปนยา

รักษาโรคหรือผลิตภัณฑสุขภาพอ่ืนๆตอไป

การทดสอบการกอกลายพันธุโดยใชแบคทีเรีย อางอิงวิธีจากองคการเพื่อความรวมมือและการพัฒนา

ทางเศรษฐกิจ (The Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) หรือเรียกวา

วิธีทดสอบเอมส (Ames test) เปนการทดสอบในหลอดทดลองเพื่อหาการกอกลายพันธุของสารเคมี สารสมุนไพร 

เคร่ืองมือทางการแพทย ฯลฯ โดยจะพิจารณาความผิดปกติในระดับ DNA หากตัวอยางสามารถทําตัวเสมือนสาร

กอกลายพันธุ (Mutagen) จะชี้ใหเห็นวาตัวอยางนั้นๆ อาจจะไมปลอดภัยที่จะใชในการบริโภค และมีแนวโนม

ในการกอโรคทีผ่ดิปกตทิางพนัธกุรรม หรอืโรคมะเรง็ได(13) การทดสอบเอมส เปนหนึง่การทดสอบในความตองการของ

ผูประกอบการทีจ่ะขึน้ทะเบยีนผลติภณัฑสขุภาพจากสมนุไพร รวมถงึสาํนกังานคณะกรรมการอาหารและยาทีเ่ปนหนวย

ขึน้ทะเบยีน ทีต่องใชขอมูลดานความปลอดภัยน้ีในการประเมนิผลติภัณฑสขุภาพตางๆ ดังนัน้ผูวจิยัจงึดาํเนนิการทดสอบนี้

ตาม test guideline ทีเ่ปนมาตรฐาน เพือ่ยกระดบัใหผลงานมคีวามนาเชือ่ถอืทางวชิาการ อกีทัง้ผลการทดสอบยงัเปน

ที่ยอมรับทั้งในและตางประเทศ เปนการลดการกีดกันทางการคาไดดวย

วัสดุและวิธีการ

ขั้นตอนการเตรียมวัตถุดิบ

ตัวอยางสมุนไพรชอดอกเพศเมียกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ โดยใหรหัสตัวอยาง PTC0601 (พันธุท่ีมี 

THC : CBD เทากับ 2 : 1) รหัสตัวอยาง PTC0602 (พันธุท่ีมี THC : CBD เทากับ 10 : 1) และรหัสตัวอยาง PTC0729 

(พันธุท่ีมี THC : CBD เทากับ 1 : 6)

ขั้นตอนการสกัดกัญชา

นําตัวอยางชอดอกเพศเมีย PTC0601 จํานวน 132 กรัม PTC0602 126 กรัม และ PTC0729 100 กรัม 

บดหยาบ ไดปริมาณสารสกัด 10.92 กรัม 8.95 กรัม และ 7.07 กรัม คิดเปน %yield เทากับ 8.27, 7.10 และ 7.07% 

ตามลําดับ สกัดดวยของไหลวิกฤตย่ิงยวด (Supercritical Fluid Extraction) โดยใชเคร่ืองสกัดรุน Speed SFE 

บริษัท Applied Separations ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยใชแรงดัน 250 bar อุณหภูมิของตูอบ (oven) 40 องศา

เซลเซียส วิเคราะหปริมาณ THC และ CBD ในสารสกัด ดวยวิธี High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC) โดยนําสารสกัด 20 มิลลิกรัม  ปรับปริมาตรดวย methanol : chloroform 9 : 1 ใน volumetric flask

ขนาด 10 มิลลิลิตร จากน้ัน ปเปตมา 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตดวย methanol ใน volumetric flask ขนาด

10 มิลลิลิตร กรองดวย nylon syringe filter 0.45 micron 

ขั้นตอนการทดสอบคุณสมบัติเชื้อ 

ความตองการกรดอะมิโนฮิสทิดีนสําหรับเชื้อ S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537

เตรียม Minimal Glucose Agar plate (MGA) เคลือบผิววุนดวย 0.1 M L-histidine และ 1 mM         

D-biotin ดังนี้ เพลทที่ 1 ไมเคลือบผิววุน เพลทที่ 2 เคลือบผิววุนดวย 1 mM D-biotin ปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
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เพลทที่ 3 เคลือบผิววุนดวย 0.1 M L-histidine ปริมาณ 100 ไมโครลิตร เพลทที่ 4 เคลือบผิววุนดวย 0.1 M 

L-histidine ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และเคลือบ 1 mM D-biotin ปริมาณ 100 ไมโครลิตร จากนั้นนํา single 

colony จากการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนเวลา 8-12 ชั่วโมง ไปขีดลงบนวุน นําเพลทบมที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แบคทีเรียที่มีการเจริญมากที่สุดคือ เพลทที่ 4 ซึ่งสามารถนําไปใชในการทดลองเพื่อ

ทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุได 

ความตองการกรดอะมิโนทริปโตเฟนสําหรับเชื้อ E. coli WP2 

เตรียม MGA ท่ีผสม 0.05 mM tryptophan นํา single colony ท่ีเล้ียงไวในอาหารเล้ียงเช้ือเปนเวลา 

8-12 ช่ัวโมง ไปขีดลงบนวุน นําเพลทบมท่ีตูบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการทดสอบแบคทีเรีย

ตองมีการเจริญบนผิววุน ซึ่งสามารถนําไปใชในการทดลองเพื่อทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุได 

การตรวจ rfa mutation และ R-factor 

เตรียม MGA plate ผสม 0.1 M L-histidine ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สําหรับเช้ือ  S. typhimurium 

สวนเช้ือ E. coli ใชอาหารเล้ียงเช้ือ MGA ผสม 0.05 mM tryptophan และ bacterial culture ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร ลงใน top agar ท่ีมีสวนผสมของ 0.5 mM histidine + 0.5 mM biotin ปริมาณ 2,000 ไมโครลิตร สวน 

E.coli  0.5 mM tryptophan ผสมเขาไป จากน้ันเทสวนผสมลงบน MGA plate ในการทดสอบ rfa mutation 

ทําไดโดย จุม blank paper disc ท่ีผานการฆาเช้ือลงใน 0.1% crystal violet วางลงบน MGA เพลทท่ีหนาอาหาร

เล้ียงเช้ือแหง และในการทดสอบ R-factor ทําไดโดยจุม blank paper disc ใน 8 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ampicillin 

วางไวอีกดานหน่ึงของเพลท นําเพลทบมท่ีตูบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูผลการทดสอบโดยสังเกต

รอบๆ paper disc ท่ีจุม 0.1% crystal violet ถาเปนเช้ือท่ีมี rfa จะเห็นโซนใส (clear zone) คือ ไมมีแบคทีเรีย

เจริญอยู โดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางไดประมาณ 12-14 มิลลิเมตร สวนผลการทดสอบ R-factor ในพันธุ TA98 

และ TA100 มี R-factor ทําใหแบคทีเรียตาน ampicillin สวนพันธุอ่ืนจะเกิด clear zone รอบๆ disc ampicillin

การตรวจความผิดปกติ uvr โดยใช mitomycin C

นํา mitomycin C ที่ความเขมขน 0.2 ไมโครกรัม/disc วางลงใน MGA plate ที่ผสม histidine และ 

biotin สําหรับเชื้อ S. typhimurium และผสม tryptophan สําหรับเชื้อ E. coli ดูผลการทดสอบโดยสังเกตรอบๆ 

paper disc จะเห็นโซนใส (clear zone) 

ข้ันตอนการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดชอดอกกัญชาไทย 3 พันธุ (อางอิงวิธีจาก 

OECD TG471, 2020)(13)

การทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุใชวิธี plate incorporation method ทําการทดสอบ 3 ซ้ํา นําสารสกัด

ชอดอกกัญชา ท่ีขนาดทดสอบ 5 ระดับความเขมขน 50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ผสมกับเช้ือ

ท่ีใชทดสอบ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (เช้ือท่ีใชคือ S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ E. coli 

WP2 บม 8-12 ช่ัวโมง และในกรณีท่ีการทดลองอยูในระบบไมมีเอนไซมกระตุน จะใช 0.1M Na
2
PO

4
-KCl buffer

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แทน S9 เอนไซม และสารสกัดสมุนไพรทั้ง 5 ความเขมขนลงในแตละหลอด จากน้ันเติม

top agar และเทลง  MGA plate และบมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สวนการทดสอบ E. coli WP2 

จะเติม tryptophan ลงไปแทน histidine/biotin เม่ือครบเวลา นําเพลทมาสองภายใตกลองจุลทรรศน inverted 

microscope วาเกิด killing effect บน background lawn หรือไม ดังแสดงในภาพท่ี 1 นําเพลทมานับจํานวน 
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revertant colony การแปลผลคือ ถาสารท่ีทดสอบมีฤทธ์ิกอกลายพันธุจะพบความสัมพันธระหวางปริมาณสารสมุนไพร

ท่ีทดสอบกับจํานวน revertant colony เพ่ิมข้ึนดวย และพบวามีอยางนอย 2 ความเขมขน ท่ีใหจํานวนแบคทีเรีย

กลายพันธุมีจํานวนมากกวาจํานวนท่ีกลายพันธุตามธรรมชาติ (negative control) ในขณะเดียวกันตองมีอยางนอย

ท่ีความเขมขนจุดหน่ึง สามารถทําใหจํานวนแบคทีเรียกลายพันธุสูงเกิน 2 เทา ของการกลายพันธุตามธรรมชาติ จึงนับวาสาร

ท่ีนํามาทดสอบน้ีเปนสารกอกลายพันธุ 

ผล

ผลการสกัดกัญชา

สารสกัดชอดอกเพศเมียของกัญชาดวย Supercritical Fluid Extraction ของกัญชาพันธุไทย

3 พันธุ ไดสารสกัดท่ีมีลักษณะเปนของก่ึงแข็งก่ึงเหลว (semisolid) สีเหลืองน้ําตาล จากการวิเคราะหตัวอยางปริมาณ

กลุม cannabinoids ไดปริมาณสารสําคัญ THC และ CBD ดังแสดงในตารางท่ี 1

ตารางท่ี 1  แสดงสัดสวนปริมาณ THC และ CBD ในพันธุกัญชาไทย 3 พันธุ

ภาพที่ 1  Background lawn ของเชื้อ S. typhimurium สายพันธุ TA100 โดยใชกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ 

 ที่กําลังขยาย 10X ภาพ 1A แสดง background lawn ที่ปกติจะเห็นภาพพื้นหลังเต็มไมมีการตายของเชื้อ 

 ภาพ 1B แสดงการเกิด Killing effect background lawn จะพบลักษณะของชองวางที่พื้นหลัง แสดงถึง

 การตายของเชื้อ

รหัสตัวอยางสารสกัดกัญชา THC : CBD Total THC (%) Total CBD (%)

PTC0601 2 : 1 20.08 12.18

PTC0602 10 : 1 38.03 3.55

PTC0729 1 : 6 4.28 25.89

ผลการทดสอบคุณสมบัติเชื้อ 

ผลการตรวจคุณสมบัติเช้ือกอนทําการทดสอบเอมสพบวา เช้ือ S. typhimurium 4 พันธุ และ E. coli 1 

พันธุ มีคุณสมบัติครบถวนทุกการทดสอบ คือ ความตองการกรดอะมิโนฮิสทิดีน/ทริปโตเฟน rfa mutation R-factor 

และความผิดปกติ uvr mutation โดยใช mitomycin C ดังแสดงในตารางท่ี 2
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TA1537 5,000 ug/plate (-S9), 10x

ภาพที่ 2 Background lawn ของเชือ้ S. typhimurium สายพนัธุ TA 1537 ทีข่นาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรมั/เพลท

  ในระบบไมมีเอนไซม S9 ที่กําลังขยาย 10X โดยจะเห็นการเกิด Killing effect background lawn จะพบ

  ลักษณะของชองวางที่พื้นหลัง แสดงถึงการตายของเชื้อ

ตารางท่ี 2  คุณสมบัติการทดสอบของ S. typhimurium และ E. coli ท้ัง 5 พันธุ

สายพันธุ

คุณสมบัติที่ทดสอบของ S. typhimurium/E. coli

ความตองการกรดอะมิโนฮิสทีดีน/ทริปโตแฟน
rfa mutation R-factor uvr mutation

Neg His Bi His+bi Tryp

TA98 - ++ - +++ N/A
เกิด 

clear zone
ไมเกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone

TA100 - ++ - +++ N/A
เกิด 

clear zone
ไมเกิด 

clear zone
เกิด

clear zone

TA1535 - ++ - +++ N/A
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone

TA1537 - ++ - +++ N/A
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone

WP2 - N/A N/A N/A +++
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone
เกิด 

clear zone

หมายเหตุ: เครื่องหมาย   –  หมายถึง ไมมีการเจริญของเชื้อ
 เครื่องหมาย ++  หมายถึง เชื้อมีการเจริญแตไมเทากับ +++
 เครื่องหมาย +++ หมายถึง เชื้อมีการเจริญมากที่สุด
          N/A                 หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ

ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601 ในระบบไมมีเอนไซม 

S9 (Without S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ E. coli WP2) ท่ีขนาดทดสอบ 

5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีไมมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวา

ทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวน

เพ่ิมเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control แตพบความผิดปกติของ background lawn ท่ีพันธุ TA1537 ท่ี

ขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ดังแสดงในภาพท่ี 2 สวนพันธุอ่ืนๆ และทุกขนาดทดสอบ background lawn 

ปกติ ดังแสดงในตารางท่ี 3
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ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0601 ในระบบมีเอนไซม

กระตุน (With S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537) และ E. coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 

5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวา

ทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวนเพ่ิม

เปน 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control แตพบความผิดปกติของ background lawn ท่ีพันธุ TA1537

ท่ีขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ดังแสดงในภาพท่ี 3 สวนพันธุอ่ืนๆ และทุกขนาดทดสอบ background 

lawn ปกติ ดังแสดงในตารางท่ี 4

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0601)

(-S9)

Negative 24.6 ± 6.11 N 153.33 ± 10.07 N 9.00 ± 0.00 N 7.33 ± 4.93 N 52.33 ± 9.07 N

5,000 25.67 ± 3.06 N 121.33 ± 15.57 N 7.33 ± 6.11 N 2.33 ± 0.58 K 32.33 ± 4.93 N

1,500 20.00 ± 2.65 N 139.00 ± 11.53 N 7.33 ± 1.53 N 5.00 ± 2.00 N 49.00 ± 8.72 N

500 17.33 ± 5.13 N 146.33 ± 5.03 N 9.00 ± 3.00 N 4.33 ± 2.52 N 50.67 ± 9.29 N

150 21.33 ± 1.33 N 173.67 ± 6.11 N 10.00 ± 4.36 N 5.67 ± 2.31 N 59.33 ± 14.22 N

50 20.67 ± 3.79 N 162.67 ± 10.26 N 7.00 ± 3.61 N 5.33 ± 1.53 N 46.33 ± 8.08 N

หมายเหตุ:   BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
           K หมายถึง  Killing effect background lawn

ตารางท่ี 3 จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชาพันธุ PTC0601 ตอเช้ือแบคทีเรีย 

   5 พันธุ ในระบบไมมีเอนไซม S9 (Without S9 enzyme)

ภาพท่ี 3  Background lawn ของเช้ือ S. typhimurium สายพันธุ TA 1537 ท่ีขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท

  ในระบบท่ีมีเอนไซม S9 ท่ีกําลังขยาย 10X โดยจะเห็นการเกิด Killing effect background lawn

  จะพบลักษณะของชองวางท่ีพ้ืนหลัง แสดงถึงการตายของเช้ือ

TA1537 5,000 ug/plate (+S9), 10x
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ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0602 ในระบบไมมีเอนไซม 

S9 (Without S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537) และ E. coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 

5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีไมมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวา

ทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวน

เพ่ิมเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control และไมพบความผิดปกติของ background lawn ในทุกพันธุและ

ทุกขนาดทดสอบ ดังแสดงในตารางท่ี 5

ตารางท่ี 5 จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 ตอเช้ือแบคทีเรีย 

  5 พันธุ ในระบบไมมีเอนไซม S9 (Without S9 enzyme)

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0602)

(-S9)

Negative 24.00 ± 1.73 N 153.67 ± 17.01 N 6.33 ± 2.52 N 3.67 ± 1.15 N 41.00 ± 13.11 N

5,000 20.00 ± 5.00 N 140.00 ± 8.66 N 7.33 ± 4.04 N 5.00 ± 1.73 N 34.33 ± 5.03 N

1,500 27.00 ± 1.73 N 132.00 ± 7.94 N 6.67 ± 3.79 N 2.33 ± 2.52 N 40.00 ± 1.00 N

500 17.67 ± 1.53 N 152.00 ± 12.53 N 5.00 ± 2.52 N 5.67 ± 2.52 N 41.33 ± 9.49 N

150 16.67 ± 5.77 N 161.67 ± 21.03 N 7.00 ± 3.81 N 3.00 ± 2.00 N 45.00 ± 7.21 N

50 20.67 ± 3.06 N 170.67 ± 18.50 N 5.20 ± 1.73 N 4.00 ± 1.73 N 46.67 ± 5.86 N

หมายเหตุ: BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
              K หมายถึง  Killing effect background lawn

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0601)

(+S9)

Negative 21.00 ± 6.00 N 159.00 ± 8.72 N 11.00 ± 1.00 N 10.00 ± 1.73 N 50.33 ± 5.77 N

5,000 24.33 ± 7.09 N 158.00 ± 9.17 N 12.00 ± 2.65 N 9.00 ± 3.61 K 42.33 ± 4.73 N

1,500 32.33 ± 1.15 N 163.00 ± 11.53 N   8.00 ± 3.00 N 7.33 ± 3.21 N 52.00 ± 5.00 N

500 24.00 ± 2.65 N 170.33 ± 22.72 N 11.67 ± 4.04 N 5.67 ± 3.21 N 46.67 ± 3.51 N

150 36.33 ± 1.15 N 158.00 ± 18.03 N   8.67 ± 0.58 N 11.33 ± 3.06 N 62.67 ± 7.77 N

50 30.33 ± 8.50 N 153.00 ± 14.73 N 11.33 ± 4.04 N 12.67 ± 4.51 N 45.67 ± 7.64 N

หมายเหตุ: BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
              K หมายถึง  Killing effect background lawn

ตารางท่ี 4  จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชาตอเช้ือแบคทีเรีย 5 พันธุ ในระบบ

 มีเอนไซม S9 (With S9 enzyme)

ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0602 ในระบบมีเอนไซม S9 

(With S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537) และ E. coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 
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5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีไมมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวา

ทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวน

เพ่ิมเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control และไมพบความผิดปกติของ background lawn ในทุกพันธุและ

ทุกขนาดทดสอบ ดังแสดงในตารางท่ี 6

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0602)

(+S9)

Negative 31.00 ± 6.08 N 18.00 ± 22.30 N 14.67 ± 2.02 N 10.00 ± 1.73 N 43.33 ± 10.69 N

5,000 25.00 ± 3.61 N 164.00 ± 9.17 N 10.33 ± 1.43 N 11.67 ± 1.76 N 34.67 ± 6.43 N

1,500 21.33 ± 4.16 N 175.67 ± 11.68 N 9.67 ± 4.07 N 5.00 ± 2.52 N 35.00 ± 1.00 N

500 18.33 ± 4.73 N 136.33 ± 29.02 N 12.00 ± 4.00 N 6.33 ± 1.00 N 23.00 ± 2.65 N

150 30.67 ± 8.74 N 180.67 ± 10.02 N 7.33 ± 1.59 N 10.00 ± 2.58 N 47.67 ± 7.37 N

50 27.67 ± 9.50 N 169.67 ± 22.37 N 7.00 ± 1.53 N 6.00 ± 2.31 N 39.33 ± 3.06 N

หมายเหตุ: BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
              K หมายถึง  Killing effect background lawn

ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0729 ในระบบไมมีเอนไซม 

S9 (Without S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537) และ E. coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 

5 ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีไมมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวา

ทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวน

เพ่ิมเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control แตพบความผิดปกติของ background lawn ท่ีพันธุ TA98, TA100

และ TA 1537 ท่ีขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ดังแสดงในภาพท่ี 4 สวนพันธุอ่ืนๆ และทุกความเขมขน 

background lawn ปกติ ดังแสดงในตารางท่ี 7

ภาพท่ี 4  แสดง Background lawn ของเช้ือ S. typhimurium สายพันธุ TA98, TA100 และ TA1537 ท่ีขนาด

 ทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ในระบบไมมีเอนไซม S9 ท่ีกําลังขยาย 10X โดยจะเห็นการเกิด Killing 

 effect background lawn จะพบลักษณะของชองวางท่ีพ้ืนหลัง แสดงถึงการตายของเช้ือ

TA98 5,000 ug/plate (-S9), 10x TA100 5,000 ug/plate (-S9), 10x TA1537 5,000 ug/plate (-S9), 10x

ตารางท่ี 6 จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชาพันธุ PTC0602 ตอเช้ือแบคทีเรีย 

  5 พันธุ ในระบบมีเอนไซม S9 (With S9 enzyme)
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TA98 5,000 ug/plate (+S9), 10x TA100 5,000 ug/plate (+S9), 10x TA1537 5,000 ug/plate (+S9), 10x

ภาพที่ 5 Background lawn ของเชื้อ S. typhimurium สายพันธุ TA98 TA100 และ TA1537 ที่ขนาดทดสอบ 

  5,000 ไมโครกรัม/เพลท ในระบบมีเอนไซม S9 ที่กําลังขยาย 10X โดยจะเห็นการเกิด Killing effect 

  background lawn จะพบลักษณะของชองวางที่พื้นหลัง แสดงถึงการตายของเชื้อ

ผลการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดกัญชาพันธุไทย PTC0729 ในระบบมีเอนไซม S9 

(With S9 enzyme)

การศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ซ่ึงใชเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ (S. typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537) และ E. coli WP2 ท่ีขนาดทดสอบ 5 

ระดับ (50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท) ในระบบท่ีมีเอนไซม S9 ผลการทดลองพบวาทุกพันธุ

และทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ โดยดูจากจํานวนโคโลนีกลายพันธุไมไดมีจํานวนเพ่ิมเปน 2 เทา

เมื่อเทียบกับ negative control และเมื่อสังเกตจํานวนโคโลนีกลายพันธุที่ขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท

จะพบวาโคโลนีลดลงประมาณ 2 เทา เม่ือเทียบกับ negative control นอกจากน้ันพบความผิดปกติของ back-

ground lawn ท่ีพันธุ TA98, TA100 และ TA 1537 ท่ีขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ดังแสดงในภาพ

ท่ี 5 ซ่ึงสอดคลองกับจํานวนโคโลนีท่ีลดลง สวนพันธุอ่ืนๆ และทุกขนาดทดสอบ background lawn ปกติ ดังแสดง

ในตารางที่ 8

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0729)

(-S9)

Negative 12.33 ± 3.79 N 142.00 ± 13.08 N 11.00 ± 5.57 N 6.00 ± 1.00 N 39.33 ± 9.02 N

5,000 6.67 ± 1.15 K 34.67 ± 2.52 K 9.00 ± 2.00 N 2.67 ± 0.58 K 43.33 ± 11.00 N

1,500 11.67 ± 1.15 N 99.33 ± 3.51 N 6.00 ± 1.00 N 5.67 ± 1.53 N 43.00 ± 7.55 N

500 11.67 ± 4.04 N 129.00 ± 6.24 N 6.33 ± 0.58 N 6.33 ± 2.52 N 38.67 ± 7.57 N

150 9.00 ± 5.20 N 144.33 ± 15.31 N 11.00 ± 3.61 N 6.67 ± 1.31 N 41.67 ± 7.23 N

50 13.33 ± 5.51 N 171.67 ± 22.23 N 7.67 ± 4.04 N 6.33 ± 1.15 N 48.33 ± 12.31 N

หมายเหตุ: BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
              K หมายถึง  Killing effect background lawn

ตารางท่ี 7 จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชา PTC0729 ตอเช้ือแบคทีเรีย 5 พันธุ

  ในระบบท่ีไมมีเอนไซม S9 (With S9 enzyme)
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วิจารณ

กัญชาเปนพืชท่ีมีความนาสนใจ เน่ืองจากมีการใชกันมาอยางยาวนานโดยใชเปนเคร่ืองประกอบอาหารและยา

รักษาโรค รวมถึงเปนยาตํารับแผนไทยท่ีมีกัญชาเปนสวนผสม 16 ตํารับ แตอยางไรก็ตามกัญชาก็มีความเส่ียงอันตราย

ตอสุขภาพ หากมีการนํามาใชในทางท่ีไมเหมาะสม ซ่ึงเปนเหตุผลท่ีทําใหหลายประเทศมีการกําหนดมาตรการควบคุม

ท่ีเขมงวด รัดกุม จึงทําใหการพัฒนางานวิจัยของพืชกัญชาเกิดความลาชา ดังน้ัน การสรางความเช่ือม่ันดานความปลอดภัย 

ดานการรักษาโรค หรือผลขางเคียงท่ีอาจจะเกิดข้ึนจากการใชพืชกัญชา จึงเปนประเด็นสําคัญและเรงดวนท่ีตองดําเนินการ

สําหรับประเทศไทยในปจจุบันหลายหนวยงานทั้งภาครัฐและเอกชนไดดําเนินการศึกษาวิจัยเพื่อนํามาใชทางการแพทย

ภายใตพระราชบัญญัติยาเสพติดใหโทษฉบับใหม (ฉบับที่ 7) พ.ศ. 2562 และไดมีการอนุญาตสวนของพืชกัญชา 

เพื่อสะดวกในการศึกษาวิจัยและเชิงพาณิชย งานวิจัยในสวนความปลอดภัย หรืองานดานพิษวิทยามีความสําคัญและ

ความจําเปนเรงดวนในการศึกษาวิจัย เพื่อประโยชนและความปลอดภัยของผูบริโภค การทดสอบฤทธิ์กอกลายพันธุ

แบบยอนกลับโดยใชแบคทีเรีย ซึ่งอางอิงวิธีจาก OECD test guideline 471 เปนการทดสอบพิษวิทยา ในสวนของ 

genotoxicity เพื่อใหไดขอมูลพื้นฐานกอนจะทําการศึกษาในวิธีเชิงลึก เชน ในสัตวทดลอง ทําใหไดขอสรุปที่แนนอน

ในดานความปลอดภัยของสารท่ีนําไปทดสอบตอไป ซ่ึงการทดสอบฤทธ์ิกอกลายพันธุในเช้ือแบคทีเรีย เปนการทดสอบ

สารเคมี สารสมุนไพร และผลิตภัณฑสุขภาพ เพ่ือหาการเปล่ียนแปลงโครงสรางพันธุกรรมในเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงสารเคมี

ท่ีสงผลใหเกิดการกลายพันธุตอเซลลรางกายเม่ือมีการบริโภคส่ิงเหน่ียวนําใหเกิดการกอกลายพันธุน้ัน ๆ อาจทําให

เซลลถูกพัฒนาไปเปนเซลลมะเร็งหรือกอใหเกิดโรคความผิดปกติทางพันธุกรรมได ผลการทดลองในการวิจัยคร้ังน้ีพบ

วาสารสกัดกัญชาพันธุไทย 3 พันธุ ท่ีสกัดดวย Supercritical Fluid Extraction ทดสอบในเช้ือแบคทีเรียท้ัง 5 พันธุ

(S. typhimurium พันธุ TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ E. coli WP2) ทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิด

การกอกลายพนัธุ ท้ังในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซมกระตุน โดยดจูากจาํนวนโคโลนกีลายพันธุไมไดมจีาํนวนเพิม่เปน 2 เทา

เม่ือเทียบกับ negative control แตพบความผิดปกติของ background lawn ในสารสกัดกัญชารหัสตัวอยาง 

PTC0601 ของเช้ือแบคทีเรียพันธุ TA1537 ขนาดทดสอบท่ี 5,000 ไมโครกรัม/เพลท และรหัสตัวอยาง PTC0729 

ของเช้ือแบคทีเรียพันธุ TA98 TA100 และ TA1537 ระดับขนาดทดสอบท่ี 5,000 ไมโครกรัม/เพลท ซ่ึงจะพบ

วาเกิด Killing effect background lawn จะพบลักษณะของชองวางท่ีพ้ืนหลัง แสดงถึงการตายของเช้ือ ซ่ึงใน

การทดสอบจะตองทําการสองดู background lawn ภายใตกลอง inverted microscope เน่ืองจากลักษณะของ 

background lawn เปนเกณฑหน่ึงของ guideline ท่ีใชในการตัดสินใจวาสารตัวอยางมีการยับย้ังการเจริญของเช้ือ

สารสกัด
ความเขมขน     

(µg/plate)

โคโลนีกลายพันธุ (mean±S.D.)

TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 BL

สารสกัดกัญชา

(PTC0729)

(+S9)

Negative 23.00 ± 1.41 N 178.00 ± 19.31 N 7.67 ± 1.53 N 12.00 ± 1.73 N 42.33 ± 10.50 N

5,000 16.33 ± 3.79 K 69.67 ± 7.37 K 11.67 ± 3.51 N 6.00 ± 2.00 K 39.33 ± 9.29 N

1,500 26.67 ± 8.02 N 120.67 ± 11.37 N 10.00 ± 1.73 N 11.67 ± 2.08 N 58.33 ± 7.64 N

500 32.00 ± 5.29 N 177.33 ± 13.58 N 13.33 ± 5.77 N 14.67 ± 5.86 N 52.67 ± 6.43 N

150 33.67 ± 11.37 N 188.00 ± 9.17 N 13.00 ± 0.00 N 16.33 ± 3.21 N 56.67 ± 10.07 N

50 27.33 ± 11.93 N 214.33 ± 30.01 N 13.00 ± 1.73 N 14.67 ± 8.33 N 37.33 ± 1.15 N

หมายเหตุ: BL หมายถึง  Background lawn
 N หมายถึง  Normal background lawn
              K หมายถึง  Killing effect background lawn

ตารางท่ี 8 จํานวนโคโลนีกลายพันธุ (Revertant colony) ของสารสกัดกัญชา PTC0729 ตอเช้ือแบคทีเรีย 5 พันธุ

 ในระบบมีเอนไซม S9 (With S9 enzyme)
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ที่ใชทดสอบหรือไม ซึ่งการเกิด killing effect จะเปนการเตือนภัยผูบริโภคในสวนของขนาดทดสอบที่เหมาะสม

ในการนําไปใช รายงานการวิจัยของ Tennille และคณะ (2018)(14) ไดทดสอบประเมินความปลอดภัยของสารสกัด

กัญชาท่ีมีสาร CBD ประมาณ 96% และ THC นอยกวา 1% สกัดดวย Supercritical Fluid Extraction โดยใช

วิธี bacterial Reverse Mutation ตาม OECD Guideline No.471 ท่ีขนาดทดสอบ 5,000, 1,600, 500, 160, 

50, 16, 5 ไมโครกรัม/เพลท ผลการทดลองพบวาทุกพันธุและทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการกอกลายพันธุ ท้ังใน

ระบบท่ีมีและไมมีเอนไซม และรายงานการวิจัยของ Margitta และคณะ (2020)(15) ซ่ึงดําเนินการเหมือนกันกับของ

Tennille และผลการทดลองก็สอดคลองกับรายงานวิจัยของ Jungae Jeun และคณะ (2011)(16) ทดสอบฤทธ์ิ

การกอกลายพันธุและฤทธ์ิตานการกอกลายพันธุของสารสกัดเมล็ดกัญชาท่ีสกัดดวยเฮกเซนโดยวิธีเอมส ตอเช้ือ

แบคทีเรียพันธุ TA98 และ TA100 ท้ังในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซม S9 ท่ีขนาดทดสอบ 25,000, 12,500, 6,250 

และ 3,125 ไมโครกรัม/เพลท ผลการทดลองพบวาไมกอใหเกิดการกลายพันธุและมีฤทธ์ิตานการกอกลายพันธุ 

รายงานการวิจัยของ พราว และคณะ (2563)(17) ศึกษาฤทธ์ิกอกลายพันธุของสารสกัดกัญชาของกลางท่ีสกัดดวยวิธี

ของไหลวิกฤตย่ิงยวด (supercritical fluid extraction) โดยใชวิธีอางอิงจาก OECD test guideline 471 ในเช้ือ

แบคทีเรีย 5 พันธุ ท่ีขนาดทดสอบ 5 ระดับ (1,250,  2,500,  5,000, 10,000 และ 20,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

ในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซมกระตุน ผลการทดลองพบวาสารสกัดกัญชาของกลางท่ีมีปริมาณ THC สูง ทุกขนาดทดสอบ

ทุกพันธุ ท้ังในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซมกระตุน ไมมีฤทธ์ิกอกลายพันธุ ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองของ

ผูวิจัยและคณะ พบวาสารสกัดกัญชาพันธุไทยท้ัง 3 พันธุ ไมกอใหเกิดการกลายพันธุเชนเดียวกัน ซ่ึงกัญชา

พันธุไทยเปนพันธุท่ีแตกตางจากของตางประเทศ เพราะพันธุตางประเทศจะมีปริมาณสารสําคัญ CBD สูงมาก

และ THC นอยมาก แตพบวาผลการทดลองใหผลท่ีเหมือนกัน คือ ทุกพันธุทุกขนาดทดสอบไมกอใหเกิดการ

กอกลายพันธุท่ีขนาดทดสอบ ท้ังในระบบท่ีมีและไมมีเอนไซม S9 ในงานวิจัยน้ีเปนการศึกษาวิจัยในชอดอกกัญชา

ซ่ึงยังจัดเปนยาเสพติด ดังน้ันผลการทดลองท่ีไมไดกลาวถึงการใชสวนอ่ืนๆ ของกัญชา ซ่ึงผูวิจัยจะมีการศึกษาสวน

ตางๆ ของกัญชา เชน ใบ ราก ฯลฯ ตอไป ขอควรระมัดระวัง การนํากัญชาไปใช ผูบริโภคท่ีมีโรคประจําตัวหรือ

มกีารรบัประทานยาแผนปจจุบนัหรอืยาอืน่ๆ ควรใชกญัชาภายใตคาํปรกึษาของแพทยเนื่องจากยงัไมมขีอมลูการศกึษา

ถึงผลของอันตรกิริยาระหวางสมุนไพรกัญชาและยาแผนปจจุบัน รวมถึงยังมีการทดสอบดาน genotoxicity อื่นๆ เพื่อ

เปนการยืนยันผลใหมีความมั่นใจมากยิ่งขึ้น อาจตองระมัดระวังในการใชสมุนไพรชนิดนี้ ซึ่งผลการทดลองนี้สามารถ

นําผลไปอางอิงและใชในการวิจัยเชิงลึก เชน การศึกษาพิษเรื้อรังในสัตวทดลอง การศึกษากลไกตางๆ ในสัตวทดลอง

ตอไป 

สรุป

 การทดสอบการกอกลายพันธุในคร้ังน้ีเปนการทดสอบหน่ึงใน mutagenicity scope ซ่ึงยังตองมีการศึกษา

ในการทดสอบอ่ืนๆ เชน In vitro chromosome aberration assay, Mouse Lymphoma assay, In vitro และ

In vivo micronucleus เปนตน เพ่ือยืนยันผลการกอกลายพันธุดวยวิธีอ่ืนเพ่ิมเติม เน่ืองจากสารสกัดกัญชาพันธุไทย

PTC0601 และ PTC0729 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ขนาดทดสอบ 5,000 ไมโครกรัม/เพลท

ซ่ึงเกณฑของวิธีทดสอบระบุวาหากมีการยับย้ังของเช้ือจะตองไมนําขนาดทดสอบท่ียับย้ังการเจริญของเช้ือมาวิเคราะหผล 

และจะพิจารณาเฉพาะขนาดทดสอบท่ีไมเกิดการยับย้ังของเช้ือ ซ่ึงในการทดสอบ ผูวิจัยไดทําการเจือจางความเขมขน

เร่ิมท่ี 5,000, 1,500, 500, 150 และ 50 ไมโครกรัม/เพลท ดังน้ันผูท่ีจะนํากัญชาพันธุไทยมาใชอาจตองคํานึงถึง

ขนาดความปลอดภัย ซ่ึงจากผลการทดสอบควรจะคํานึงถึงในขนาดท่ีนอยกวาหรือเทากับ 1,500 ไมโครกรัม/เพลท 

การทดสอบน้ีเปนขอมูลดานความปลอดภัยของสารสกัดกัญชาพันธุไทย เพ่ือใชคุมครองผูบริโภคและเตือนภัยประชาชน 

ใหมีความม่ันใจในการใชสมุนไพรไทยอยางปลอดภัยมากย่ิงข้ึน
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Cannabis sativa L. Extract 
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ABSTRACT  Cannabis sativa L. is an addictive plant, which has been allowed for medical use in 

Thailand. This species has been recently drawn attention by the public conducting studies, research and 

development, and producing herbal products for medical purpose. The amount of active ingredients, the 

efficacy of the treatment and the safety for consumers should be taken into serious consideration. This 

herb has been legalized for medical purpose and daily consumption. The notification is enacted in the 

ministerial regulation regarding the names of narcotics in category 5, people can take advantage of any 

parts of cannabis and hemp (except trichromes of cannabis), which are not classified as a drug.

However, toxicity and safety data are still limited. This study, therefore, aimed to investigate the

mutagenic activity of the fomale Infovescence extracts from three of Thai cannabis, including PTC0601, 

PTC0602 and PTC0729 extracted using supercritical fluid extraction and then investigated the 

mutagenic activity using method complied with OECD GLP test guideline 471. The four strains of

Salmonella typhimurium (TA98, TA100, TA1535, TA1537) and Escherichia coli (WP2) were treated with 

five different doses of the extracts at 50, 150, 500, 1,500 and 5,000 µg/plate with and without metabolic 

activation enzymes. The results showed that the three trichrome extracts did not produce significant 

revertant colonies in all strains of bacteria and all concentrations of the extracts (both non- and 

enzymatic activation). However, in-depth testing or mechanisms for safety in animal model should be 

confirmed in order to ensure that the Thai cannabis extracts can be consumed or continue to make

products. 

Keywords: Cannabis sativa L. extract, Mutagenic activity, Thai Cannabis sativa L.
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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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                                         C
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1  
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  C
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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

Thanawat Thongchin Sorrapetch Marsud Peradhama Thiemthieprat Sayan Ruengkhet

Sakwichai Ontong Phichet Banyati Siriwan Chaisomboonpan and Aussavashai Shuayprom
Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

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
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บทคัดยอ กัญชามีสารหลักเปนกลุมแคนนาบินอยด โดยสารท่ีมีฤทธ์ิตอจิตประสาท คือ THC และสารท่ีไมออกฤทธ์ิ

ตอจิตประสาท ไดแก CBN และ CBD ซ่ึงกลุมสารแคนนาบินอยดมักพบในชอดอกของกัญชาและยังสามารถพบไดในสวนของ

ใบอีกดวย การนําใบกัญชาไปใชประโยชนทางการแพทยยังไมมีขอมูลสัดสวนของสารสําคัญท่ีชัดเจนโดยเฉพาะกัญชา

พันธุไทย ดังนั้นในการศึกษานี้ไดทําการตรวจปริมาณสารแคนนาบินอยดดวยวิธี Ultra High Performance Liquid 

Chromatography (UHPLC) ในระยะการเจริญเติบโตของใบท่ีแตกตางกัน ไดแก ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก

ของกัญชาไทย 4 พันธุ ไดแก หางกระรอกภูพานเอสที1 (ST1) หางเสือสกลนครทีที1 (TT1) ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ1 

(WA1) และตะนาวศรีกานแดงอารดี1 (RD1) พบวาใบเพสลาดของกัญชาอายุ 2 เดือน พันธุ ST1 และ RD1 มีน้ําหนักตอใบ

ท้ังใบสดและใบแหงสูงกวาพันธุอ่ืน และพบวาพันธุ RD1 มีความยาวกานใบในชวงใบเพสลาดและใบแกมากกวาพันธุอ่ืน

สวนความยาวและความกวางของใบมีคาไมแตกตางกัน นอกจากน้ีพบสาร THC มีปริมาณสูงสุดในระยะใบออนของใบกัญชา

อายุ 2 เดือน สวนปริมาณสาร CBD พบสูงสุดในใบออนของพันธุ RD1 ถึงรอยละ 3.83 โดยน้ําหนัก ท่ีอายุ 1 เดือน สวนปริมาณ

สาร CBN พบในใบคอนขางนอย ขอมูลน้ีชวยใหการนําใบกัญชาพันธุไทยไปใชประโยชนทางการแพทยไดอยางเหมาะสม รวม

ท้ังการพัฒนาพันธุกัญชาเพ่ือเพ่ิมมูลคาของใบกัญชาทางเศรษฐกิจ 

คําสําคัญ: กัญชา, พันธุ, สารแคนนาบินอยด



ปริมาณสารแคนนาบินอยดในใบกัญชาพันธุไทย   สรเพชร มาสุด และคณะ

525วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

บทนํา

กัญชา เปนพืชลมลุกชนิดหน่ึง อยูในวงศ Cannabidaceae มีสวนประกอบของสารเคมีมากกวา 450 ชนิด 

โดยมากกวา 60 ชนิด เปนสารกลุมแคนนาบินอยด (cannabinoids) มีองคประกอบหลักคือ Tetrahydrocannabinol 

(THC) และสารชนิดอ่ืน ๆ  เชน Cannabinol (CBN), Cannabidiol (CBD), Cannabichromene (CBC), 

Cannabigerol (CBG) เปนตน(1, 2) ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 424) พ.ศ. 2564 เร่ือง กําหนด

อาหารท่ีหามผลิต นําเขา หรือจําหนาย ลงวันท่ี 25 กุมภาพันธ 2564 ไดปลดล็อกกัญชา-กัญชง จากบัญชียาเสพติด

ใหโทษ รวมถึงการอนุญาตใหนําใบซ่ึงไมมียอดหรือชอดอกติดมาดวย ก่ิง กาน ราก เปลือก ลําตน เสนใย ท่ีไมจัดเปน

ยาเสพติดประเภทท่ี 5 มาใชประโยชนทางการแพทย การศึกษาวิจัย ผลิตภัณฑสุขภาพ รวมท้ังใหประชาชนสามารถใช

สวนตางๆ ของกัญชา-กัญชงไปประกอบอาหาร ทํายารักษาโรคได(3) ซ่ึงปจจุบันสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา

ไดออกใบอนุญาตปลูกกัญชาสําหรับองคกรตาง ๆ  ไปแลวจํานวน 2,210 ราย มีผูปลูกกัญชาท้ังพันธุตางประเทศและพันธุไทย

อยางไรก็ตามกัญชาพันธุไทยยังไมมีความชัดเจนในเร่ืองของสายพันธุ โดยทางสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการ

แพทย รวมกับมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร ไดทําการศึกษากัญชาพันธุไทยจํานวน 4 พันธุ 

ไดแก หางกระรอกภูพานเอสที1 หางเสือสกลนครทีที1 ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ1 และตะนาวศรีกานแดงอารดี 1 

โดยทําการศึกษาท้ังลักษณะฟโนไทป จีโนไทป และเคโมไทปในสวนของชอดอก ซ่ึงไดข้ึนทะเบียนพันธุกับกรม

วิชาการเกษตร 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 โดยเฉพาะ “ใบ”

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

คือ THC, CBD และ CBN ซ่ึงเปนสารออกฤทธ์ิ กระตุนระบบประสาท ฮอรโมน และภูมิคุมกันตางๆ มีการใชประโยชน

ของใบกัญชาในการประกอบอาหาร เพ่ือใหไดรสชาติท่ีดีข้ึนและใชเปนสวนประกอบในการผลิตยาแผนโบราณหลาย

ตํารับ เชน ยาอัคคินีวคณะ ยาศุขไสยาศน ยาแกสัณฑฆาตกลอนแหง ยาแกโรคจิต ยาอัมฤตโอสถ ยาไพสาลี ยาอไภยสาลี 

ยาทําลายพระสุเมรุ และยาทัพยาธิคุณ เปนตน(4) ซ่ึงการนําใบกัญชามาใชประกอบอาหารและเปนสวนประกอบการผลิตยา

แผนโบราณหลายตํารับยังไมมีขอมูลสารสําคัญและยังไมทราบชนิดของพันธุกัญชาท่ีนํามาใช งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค

เพ่ือศึกษาระยะการเจริญเติบโตของใบตอการเปล่ียนแปลงปริมาณสาร cannabinoid ของกัญชาไทย 4 พันธุ เพ่ือหาปริมาณ

สารสําคัญท่ีอยูในใบและสามารถนําใบกัญชาพันธุไทยของแตละพันธุไปใชประโยชนทางการแพทยไดอยางเหมาะสม

รวมถึงเปนขอมูลในการพัฒนาพันธุกัญชาเพื่อเพิ่มมูลคาของใบกัญชาทางเศรษฐกิจตอไป

วัสดุและวิธีการ

วัสดุ

ตัวอยางเมล็ดพันธุกัญชาไทยท่ีใชในการศึกษา 4 พันธุ ไดแก หางกระรอกภูพานเอสที1 (ST1) หางเสือ

สกลนครทีที1 (TT1) ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ1 (WA1) และตะนาวศรีกานแดงอารดี1 (RD1) ซึ่งทั้ง 4 พันธุ 

มีการศึกษาวิจัยทางดานลักษณะทางพฤกษศาสตร เคมี และพันธุกรรมแลว เปนจํานวน 3 รุน ตั้งแตป พ.ศ. 2562 โดย

ไดรับใบอนุญาตปลูกตามแบบ ย.ส. 4/5-2 หนังสือสําคัญที่ 4/2562 ปลูกโดยมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน 

วทิยาเขตสกลนคร ทําการวิจยัรวมกบักรมวิทยาศาสตรการแพทย ปจจบุนัทาํการปลูกเปนรุนท่ี 4 ณ สถาบนัวจิยัสมนุไพร

กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยไดรับใบอนุญาตปลูกตามแบบ ย.ส. 4/5-2 หนังสือสําคัญที่ 90/2564 จํานวน 130 ตน
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วสัดปุลกู ไดแก พทิมอส (คลาสแมน®), โคโคพทิ (บรษิทัโคโค อะกรคีลัเจอร จาํกดั), เวอรมคิไูลท (บรษิทั 

Speedy access) ขนาด 2-4 มิลลิเมตร, เพอรไลท (บริษัท Speedy access) 4-8 มิลลิเมตร, กาบมะพราวสับ,

ปุยไฮโดรโปนิกส (สูตรที่ 1 สําหรับเรงการเจริญเติบโตทางดานลําตน และสูตรที่ 2 สําหรับเรงการออกดอก), กระถาง

ขนาด 24 นิ้ว

สารมาตรฐาน ไดแก Cannabidiol (CBD) ความบริสุทธ์ิ ≥ 99.9% (THC Pharm GmbH, Batch :  

S19-014) มีลักษณะเปนผงสีขาว, Cannabinol (CBN) ความบริสุทธ์ิ ≥ 99.6% (THC Pharm GmbH, Batch :  

DWO180.707-1) มีลักษณะเปนผงสีขาว, Tetrahydrocannabinol (THC) ความบริสุทธ์ิ ≥ 98.6% (THC Pharm 

GmbH, Batch :  DWO181.121-1) มีลักษณะเปนของเหลวใส

สารเคมแีละตวัทําละลาย ไดแก ethanol และ hexane (AR grade, RCI Labscan, Ireland), methanol 

(HPLC grade, Honeywell, United States of America), acetonitrile (HPLC grade, Fisher Chemical, 

England), นํ้าปราศจากอิอน (deionized water) 

เครือ่งมอื ไดแก ตูอบแหง (Hot air oven) Memmert® รุน ULM 600, เครือ่งวดัความเปนกรด – ดาง (pH 

meter) Gendo® รุน PL-700 PCS, เครื่องบดปน รุน RT 34 (ChyunTseh Industrial), เครื่องระเหยสุญญากาศ 

ประกอบดวย อางนํ้าแบบควบคุมอุณหภูมิรุน SB-1000 (Eyela), เครื่อง rotavapor รุน N-1000 (Eyela),

เคร่ือง Aspirator รุน A-3S (Eyela) และเครื่องทํานํ้าเย็นหมุนเวียน รุน CA-101 (Eyela), เครื่อง Ultra 

High Performance Liquid Chromatography–DAD detector (Agilent 1290 Infinity II, Germany),

เครื่องชั่งไฟฟาความละเอียด 4 ตําแหนง (Precisa Analytical Balance, Switzerland), เคร่ืองวัดความยาว 

(vernier calipers)

วัสดุวิทยาศาสตร ไดแก คอลัมนชนิด ARC-18 ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร 

(Restek, United States of America), PVDF membrane filter 0.2 ไมโครเมตร และ 0.45 ไมโครเมตร, 

Nylon filter syringe 0.2 ไมโครเมตร, กระดาษกรองเบอร 4 และเครื่องแกว

วิธีการปลูก

ดําเนินการปลูกกัญชาในโรงเรือนแบบ Green House ขนาดกวาง 6 เมตร ยาว 36 เมตร และสูง 2.8 เมตร

ตามมาตรฐานการปลูกและการเก็บเก่ียวท่ีดีของพืชสมุนไพร Good Agricultural Practices (GAP)

ใชวัสดุปลูกประกอบดวย กาบมะพราวสับ พีทมอส เพอรไลท เวอรมิคูไลท โคโคพิท ในอัตราสวน 2 : 1 : 1 : 1 : 1

ตามลําดับ นํามาผสมใหเขากัน ตรวจวิเคราะหโลหะหนักในดินกอนปลูกพบวาอยูในเกณฑมาตรฐาน การปลูก

มีการจัดการใหน้ําและธาตุอาหาร โดยใชปุยไฮโดรโปนิกส จํานวน 2 สูตร คือ

สูตรที่ 1 สําหรับเรงการเจริญเติบโตทางดานลําตน เริ่มใหปุยตั้งแตเริ่มปลูกจนกระทั่งตนกัญชาอายุครบ

1 เดือน 

สูตรท่ี 2 สําหรับเรงการออกดอก เร่ิมใหปุยเม่ือตนกัญชาอายุได 1 เดือน จนถึงระยะออกดอก

วิธีใหปุยโดยระบบนํ้าหยด (Drip irrigation) มีการปรับสภาพคา pH และการนําไฟฟาของธาตุอาหาร 

เพื่อใหไดคาที่เหมาะสมตอการเจริญของตนกัญชาในแตละชวงของการเจริญเติบโต วางแผนการทดลองการปลูกกัญชา

แตละพันธุแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design; CRD)(5) ประกอบดวยกัญชา 4 พันธุ 1 ตน

ตอ 1 กระถาง ดังนี้ 

กัญชาพันธุที่ 1  หางกระรอกภูพานเอสที 1 (ST1)  จํานวน 22 ตน

กัญชาพันธุที่ 2  หางเสือสกลนครทีที 1 (TT1)  จํานวน 22 ตน

กัญชาพันธุที่ 3  ตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ 1 (WA1)  จํานวน 22 ตน

กัญชาพันธุที่ 4  ตะนาวศรีกานแดงอารดี 1 (RD1)  จํานวน 22 ตน



ปริมาณสารแคนนาบินอยดในใบกัญชาพันธุไทย   สรเพชร มาสุด และคณะ

527วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

การศึกษาการเจริญเติบโตของใบออน (young leaves) ใบเพสลาด (Immature leaves) และใบแก

(mature leaves) ของกัญชา 4 พันธุ 

โดยสุมเก็บตัวอยางใบกัญชาไทย 4 พันธุ เม่ือตนกัญชาอายุได 1 และ 2 เดือน หลังปลูก โดยแตละพันธุเก็บ

ใบออนจํานวน 20 ใบ (ตําแหนงขอใบท่ี 2 และขอท่ี 3 จากปลายยอด) ใบเพสลาด 20 ใบ (ตําแหนงขอใบท่ี 7 และ

ขอที่ 8 จากปลายยอด) และใบแก 20 ใบ (ตําแหนงขอใบที่ 13 และขอที่ 14 จากปลายยอด) ดังแสดงในภาพภาพที่ 1 

ทําการวัดนํ้าหนักใบสด นํ้าหนักใบแหงโดยอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง ความกวางใบ 

ความยาวใบ และความยาวของกานใบ ใชไมบรรทัด และ vernier calipers ในการวัด ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1  ตําแหนงของใบออน ใบแก และใบเพสลาด (A) ความกวางใบ ความยาวใบ และความยาวของกานใบ (B) 

 ของกัญชาพันธุไทยที่ใชในการเก็บตัวอยาง

การศึกษาปริมาณสารแคนนาบินอยดของใบกัญชาไทย 4 พันธุ

ทําการสุมเก็บตัวอยางใบกัญชาท้ังใบออน ใบเพสลาด และใบแก ของแตละพันธุท่ีปลูกจํานวน 20 ตน

จากตนกัญชาท่ีมีอายุได 1 และ 2 เดือน หลังปลูก ใหไดประมาณ 20 กรัมตอน้ําหนักสด นําใบท่ีเก็บไดมาอบท่ีอุณหภูมิ 

50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือแหงแลวนํามาบดใหละเอียด ทําการช่ังตัวอยางใบกัญชาจํานวน 1,000 

มิลลิกรัม นํามาสกัดตัวอยางดวย ethanol 95% ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ดวยวิธี reflux เปนเวลา 60 นาที จากน้ันนํามากรอง

และนําสารสกัดท่ีไดมาระเหยแหง จากน้ันละลายกลับและปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร

โดยใช volumetric flask นําสารละลายตัวอยาง 5 ไมโครลิตร มาวิเคราะหดวยเคร่ือง UHPLC ตรวจวิเคราะห

หาปริมาณของสารกลุมแคนนาบินอยด ไดแกสาร THC CBD และ CBN มีข้ันตอนดังน้ี

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน CBD CBN และ THC โดยนําสารมาตรฐาน CBD CBN และ THC

มาช่ังน้ําหนักใหได 10, 25 และ 100 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 10, 25 และ 50 มิลลิลิตร 

ดวย volumetric flask ตามลําดับ จะได stock สารละลายมาตรฐาน CBD CBN และ THC ท่ีความเขมขน 1,000 

1,000 และ 2,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ จากน้ันปเปตสารละลายมาตรฐาน ปริมาตร 1,000, 1,000 และ 

500 ไมโครลิตร ตามลําดับ ใสใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวย methanol ไดความเขมขน

1, 10, 20, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร นําไปสรางกราฟมาตรฐานตอไป
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สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ  :  วัฏภาคคงท่ี (stationary phase) ใช UHPLC column ชนิด ARC-18 

ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 2.7 ไมโครเมตร อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส, วัฏภาคเคล่ือนท่ี (mobile phase)

A :  0.1% ortho-phosphoric acid ในน้ํา B :  0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile 

การเตรียม 0.1% ortho-phosphoric acid ในน้ํากล่ัน (deionized water) : ปเปต 0.1%

ortho-phosphoric acid ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ลงในนํ้ากลั่น และปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น ใหครบ 1,000 

มิลลิลิตร 

การเตรียม 0.1% ortho-phosphoric acid ใน acetonitrile : ปเปต 0.1% ortho-phosphoric acid 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ลงใน acetonitrile และปรับปริมาตรดวย acetonitrile จนครบ 1,000 มิลลิลิตร

ปริมาตรการฉีด 5 ไมโครลิตร, อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตร/นาที, ตรวจวัดสาร Diode array detector 

(DAD) ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

วิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม SPSS version 16.0 ทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s 

New Multiple Range Test (DMRT)(6) ที่ระดับนัยสําคัญ p<0.01

ผล

การศึกษาระยะการเจริญของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ ที่อายุ 1 เดือนหลังปลูก

ผลจากการศึกษาระยะการเจริญของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ ท่ีอายุ 1 เดือน หลังปลูก ในระยะใบออนพบวา

กัญชาพันธุหางกระรอกภูพานเอสที1 (ST1) มีน้ําหนักใบสดตอใบเทากับ 0.985 กรัม ซ่ึงมากกวาพันธุอ่ืนๆ อยางมีนัย

สําคัญทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดงในตารางท่ี 1 รองลงมา คือ พันธุตะนาวศรีกานแดงอารดี1 (RD1) มีน้ําหนักใบสด

ตอใบเทากับ 0.770 กรัม ในขณะท่ีน้ําหนักใบแหงพันธุ RD1 และ ST1 มีน้ําหนักใบแหงตอใบมากสุดเทากับ 0.224 

และ 0.221 กรัม ตามลําดับ แตกตางจากพันธุตะนาวศรีกานขาวดับเบิลยูเอ1 (WA1) และพันธุหางเสือสกลนครทีที1 

(TT1) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 

ความยาวใบพบวาพันธุ TT1 RD1 และ ST1 มีคาเทากับ 8.66, 8.58 และ 8.18 เซนติเมตร ตามลําดับ 

ซ่ึงไมแตกตางกัน สวนพันธุ WA1 มีความยาวใบส้ันท่ีสุด มีคาเทากับ 7.35 เซนติเมตร ความกวางของใบพบวาพันธุ 

TT1 และ WA1 มีความกวางของใบมากท่ีสุดและแตกตางจากพันธุอ่ืน ซ่ึงมีคาเทากับ 1.00 และ 0.87 เซนติเมตร

ตามลําดับ ในสวนความยาวกานใบพบวา พันธุ ST1 มีความยาวกานใบมากกวาพันธุอ่ืนๆ มีคาเทากับ 1.05 เซนติเมตร 

ดังแสดงในตารางท่ี 1 และภาพท่ี 2 ในระยะใบเพสลาด พบวากัญชาพันธุ ST1 TT1 และ RD1 มีน้ําหนักใบสด

เทากับ 1.790, 1.781 และ 1.633 กรัม มากกวาพันธุ WA1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ในขณะท่ีน้ําหนักใบ

แหงพบวาพันธุ RD1 และ ST1 มีน้ําหนักใบแหงตอใบมากสุดเทากับ 0.454 และ 0.443 กรัม ตามลําดับ แตกตาง

จากพันธุ WA1 และพันธุ TT1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ความยาวใบพบวาพันธุ TT1 WA1 และ ST1 

มีคาเทากับ 17.13, 16.87 และ 15.39 เซนติเมตร ตามลําดับ ไมแตกตางกัน สวนพันธุ RD1 มีความยาวใบส้ันท่ีสุด

มีคาเทากับ 14.35 เซนติเมตร 

ความกวางของใบพบวาพันธุ WA1 มีความกวางใบมากที่สุดเทากับ 2.89 เซนติเมตร ซึ่งแตกตางจากพันธุ

อื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) และในสวนความยาวกานใบพบวา พันธุ WA1 มีความยาวกานใบมากกวา

พันธุอื่นๆ โดยมีคาเทากับ 5.36 เซนติเมตร ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 2 ในระยะใบแก พบวากัญชาพันธุ ST1 

มีนํ้าหนักใบสดมากที่สุดซึ่งมีคาเทากับ 1.832 กรัม โดยมากกวาพันธุอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) อีกทั้ง
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ยังพบวาพันธุ ST1 มีนํ้าหนักใบแหงตอใบมากที่สุดเทากับ 0.406 กรัม ซึ่งไมแตกตางจากพันธุ TT1 และพันธุ WA1 

ที่มีนํ้าหนักใบแหงตอใบเทากับ 0.402 และ 0.362 กรัม ตามลําดับ 

ความยาวของใบพบวาพันธุ WA1 และ RD1 มีความยาวใบไมแตกตางกัน โดยมีคาเทากับ 14.02 และ 

13.32 เซนติเมตร ตามลําดับ ความกวางของใบพบวาพันธุ TT1 และพันธุ RD1 มีความกวางใบมากท่ีสุดเทากับ 1.89 

และ 1.70 เซนติเมตร ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางจากพันธุอ่ืนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) และในสวนของความยาว

กานใบพบวา พันธุ WA1 และ ST1 มีความยาวกานใบมากกวาพันธุอ่ืนๆ มีคาเทากับ 4.59 และ 4.37 เซนติเมตร ตาม

ดับ แตกตางจากพันธุ RD1 และ TT1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดงในตารางท่ี 1 และภาพท่ี 2

ตารางที่ 1 น้ําหนักใบสด นํ้าหนักใบแหง ความยาวใบ ความกวางใบ ความยาวกานใบ ของกัญชา 4 พันธุ ที่ระยะ

 ใบออน ใบเพสลาด และใบแก ของตนกัญชาอายุ 1 เดือน หลังปลูก

ระยะใบ พันธุ
นํ้าหนักใบสด/

ใบ (กรัม)

นํ้าหนักใบแหง/

ใบ (กรัม)

ความยาวใบ

(เซนติเมตร)

ความกวางใบ

(เซนติเมตร)

ความยาวกานใบ

(เซนติเมตร)

ใบออน ST1  0.985 ± 0.121/a  0.221 ± 0.11a  8.18 ± 1.17ab  0.78 ± 0.09bc  1.05 ± 0.14a

TT1     0.580 ± 0.07c     0.158 ± 0.01b     8.66 ± 0.65a     1.00 ± 0.11a     0.81 ± 0.10b

WA1  0.630 ± 0.06c  0.168 ± 0.01b  7.45 ± 0.49b  0.87 ± 0.08a  0.91 ± 0.11b

RD1  0.770 ± 0.06b  0.224 ± 0.01a  8.58 ± 0.89a  0.71 ± 0.06c  0.80 ± 0.08b

F-test ** ** ** ** **

C.V.(%) 11.79 9.57 10.28 10.23 12.43

ใบเพสลาด ST1  1.790 ± 0.26a  0.443 ± 0.04a  15.39 ± 1.68ab  1.82 ± 0.20b  3.67 ± 0.19b

TT1     1.781 ± 0.24a     0.379 ± 0.03b     17.13 ± 1.29a     1.94 ± 0.21a     3.34 ± 0.23b

WA1  1.332 ± 0.13a  0.351 ± 0.04b  16.87 ± 1.94a  2.89 ± 0.22a  5.36 ± 0.52a

RD1  1.633 ± 0.17a  0.454 ± 0.05a  14.35 ± 1.62b  1.88 ± 0.17cb  1.56 ± 0.15c

F-test ** ** ** ** **

C.V.(%) 12.86 11.36 10.34 9.46 8.94

ใบแก ST1  1.832 ± 0.25a  0.406 ± 0.04a  11.55 ± 1.34c  1.53 ± 0.18b  4.37 ± 0.28a

TT1     1.310 ± 11b     0.402 ± 0.04ab     12.21 ± 1.33bc     1.89 ± 0.18a     2.38 ± 0.27c

WA1  1.435 ±13b  0.362 ± 0.02ab  14.02 ± 1.57a  1.67 ± 0.19b  4.59 ± 0.39a

RD1  1.366 ± 13b  0.353 ± 0.03a  13.32± 0.73ab  1.70 ± 0.12ab  3.33 ± 0.21b

F-test ** ** ** ** **

C.V.(%) 11.26 10.20 10.03 10.07 7.98

1/a คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยที่ตามหลังดวยตัวอักษรที่ตางกันในแนวตั้ง (a, ab, b, bc และ c) มีความแตกตางกัน
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01)

การศึกษาระยะการเจริญของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ ท่ีอายุ 2 เดือน หลังปลูก

จากการศึกษาระยะการเจริญของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ ท่ีอายุ 2 เดือน หลังปลูก ในระยะใบออนพบวา 

กัญชาพันธุ RD1 มีนํ้าหนักใบสดและใบแหงตอใบมากกวาพันธุอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดง

ในตารางที่ 2 โดยมีคาเทากับ 0.428 กรัม และ 0.128 กรัม ตามลําดับ ความยาวใบพบวาพันธุ WA1 มีความยาวใบ

มากที่สุดมีคาเทากับ 12.40 เซนติเมตร แตกตางกันทางสถิติกับพันธุอื่นๆ ความกวางใบพบวาพันธุ TT1 มีความกวาง
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ใบสูงสุดมีคาเทากับ 1.32 เซนติเมตร แตกตางจากพันธุอื่นๆ และในสวนของความยาวกานใบพบวาพันธุ RD1 และ 

TT1 มีความยาวกานใบมากกวาพันธุอื่นๆ มีคาเทากับ 1.36 และ1.32 เซนติเมตร ตามลําดับ ซึ่งแตกตางจากพันธุอื่นๆ 

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 3 

ในระยะใบเพสลาด พบวากัญชาพันธุ ST1 และ RD1 มีนํ้าหนักใบสดมากที่สุดเทากับ 0.867 และ 0.821 

กรัม ตามลําดับ และมีนํ้าหนักใบแหงเทากับ 0.219 และ 0.217 กรัม ตามลําดับ ซึ่งมากกวาพันธุอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.01) ความยาวใบและความกวางใบ ทั้ง 4 พันธุ ไมมีความแตกตางกัน ซึ่งมีคาอยูระหวาง 14.04-15.52 

เซนติเมตร และ 1.35-1.54 เซนติเมตร ตามลําดับ และในสวนของความยาวกานใบพบวาพันธุ RD1 มีความยาวกาน

ใบมากกวาพันธุอืน่ๆ มีคาเทากบั 3.08 เซนตเิมตร แตกตางจากพนัธุอืน่ๆ อยางมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.01) ดงัแสดง

ในตารางที่ 2 และภาพที่ 3 

ในระยะใบแก พบวากัญชาพันธุ RD1 มีน้ําหนักใบสดมากท่ีสุดเทากับ 1.487 กรัม มากกวาพันธุอ่ืนๆ อยางมีนัย

สําคัญทางสถิติ (p<0.01) รองลงมา คือ พันธุ ST1 มีน้ําหนักใบสดเทากับ 1.248 กรัม น้ําหนักใบแหงพบวาพันธุ RD1 

ST1 และ TT1 มีน้ําหนักใบแหงตอใบมากท่ีสุด มีคาเทากับ 0.372, 0.358 และ 0.340 กรัม ตามลําดับ ซ่ึงแตกตาง

จากพันธุ WA1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ความยาวใบพบวาพันธุ TT1 WA1 และ ST1 มีความยาวใบ

มากท่ีสุด มีคาเทากับ 17.92, 17.33 และ 16.11 เซนติเมตร ตามลําดับ แตกตางจากพันธุ RD1 อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (p<0.01) ความกวางใบพบวาพันธุ TT1 WA1 และ ST1 มีความกวางของใบมากท่ีสุด มีคาเทากับ 2.05 

1.95 และ 1.89 เซนติเมตร ตามลําดับ แตกตางจากพันธุ RD1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) และในสวนของ

ความยาวกานใบพบวา พันธุ RD1 มีความยาวกานใบมากกวาพันธุอื่นๆ มีคาเทากับ 4.19 เซนติเมตร ซึ่งแตกตางจาก

พันธุอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 3 

ภาพที่ 2  ระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก (เรียงจากซายไปขวา) ของกัญชาพันธุ ST1 TT1 WA1 และ RD1

 ในชวง 1 เดือน หลังปลูก
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ตารางที่ 2  นํ้าหนักใบสด นํ้าหนักใบแหง ความยาวใบ ความกวางใบ ความยาวกานใบ ของกัญชา 4 พันธุ ที่ระยะ

 ใบออน ใบเพสลาด และใบแก ของตนกัญชาอายุ 2 เดือน หลังปลูก

ระยะใบ พันธุ
นํ้าหนักใบสด/

ใบ (กรัม)

นํ้าหนักใบแหง/

ใบ (กรัม)

ความยาวใบ

(เซนติเมตร)

ความกวางใบ

(เซนติเมตร)

ความยาวกานใบ

(เซนติเมตร)

ใบออน ST1  0.206 ± 0.031/c  0.063 ± 0.01c  9.44 ± 1.01b  0.93 ± 0.11c  0.56 ± 0.08c

TT1     0.279 ± 0.05b     0.091± 0.01b     10.73 ± 0.09b     1.31 ± 0.11a     0.32 ± 0.12ab

WA1  0.302 ± 0.05b  0.082 ± 0.01b  12.40 ± 1.60a  1.14 ± 0.16b  1.21 ± 0.13b

RD1  0.428 ± 0.050  0.128 ± 0.01a  10.29 ± 1.18a  0.86 ± 0.01c  0.36 ± 0.12a

F-test ** ** ** ** **

C.V.(%) 16.42 12.45 11.58 11.32 10.30

ใบเพสลาด ST1  0.867 ± 0.11a  0.219 ± 0.10a  14.95± 1.73  1.38 ± 0.15  2.48 ± 0.32b

TT1     0.610 ± 0.06b     0.189 ± 0.04b     14.20 ± 1.13     1.54 ± 0.150     2.40 ± 0.31b

WA1  0.558 ± 0.06b  0.151 ± 0.06c  15.52 ± 1.59  1.40 ± 0.19  2.66 ± 0.27b

RD1  0.821 ± 0.10a  0.217 ± 0.05a  14.04 ± 1.48  1.35 ± 0.17  3.08 ± 0.34a

F-test ** ** ns ns **

C.V.(%) 12.46 10.17 10.23 11.79 11.80

ใบแก ST1  1.248± 0.18b  0.358 ± 0.03a  16.10 ± 1.73ab  1.89 ± 0.15a  3.57 ± 0.43b

TT1     0.971 ± 0.17c     0.340 ± 0.05a     17.92 ± 1.13a     2.05 ± 0.25a     3.55 ± 0.38b

WA1  0.999 ±0.15c  0.295 ± 0.03b  17.33 ± 1.59a  1.95 ± 0.25a  3.46 ± 0.32b

RD1  1.487 ± 0.23a  0.372 ± 0.04a  14.76 ± 1.48b  1.61 ± 0.19b  4.19 ± 053a

F-test ** ** ** ** **

C.V.(%) 15.57 11.66 9.01 11.55 11.37
1/c คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยที่ตามหลังดวยตัวอักษรที่ตางกันในแนวตั้ง (a, ab, b, b และ c) มีความแตกตางกัน
 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01), ns = ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ

ภาพที่ 3 ระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก (เรียงจากซายไปขวา) ของกัญชาพันธุ ST1 TT1 WA1 และ RD1

 ที่อายุ 2 เดือน หลังปลูก
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การศึกษาวิธีการตรวจปริมาณสารแคนนาบินอยดของใบกัญชาพันธุไทยดวยวิธี UHPLC

จากการฉีดสารมาตรฐานของสาร CBD CBN THC พบวา retention time ของสาร CBD CBN และ 

THC เทากับ 3.36, 4.85 และ 6.12 นาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 4 เม่ือตรวจวิเคราะหสารสําคัญในใบกัญชา

แตละพันธุท่ีอายุ 1 และ 2 เดือน พบวา retention time ของสาร CBD CBN และ THC แสดงท่ีเวลาใกลเคียงกันกับ

สารมาตรฐานเทากับ 3.36, 4.84 และ 6.09 นาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 5 และเม่ือเปรียบเทียบ UV spectrum

ของสาร CBD CBN และ THC พบวา λmax ของสาร CBD และ THC มีคาเทากับ 208 นาโนเมตร สวน λmax 

ของ CBN มีคาเทากับ 220 และ 284 นาโนเมตร เมื่อวิเคราะหสารละลายตัวอยางกัญชาดวยเครื่อง UHPLC โดย

ใช DAD เปนดีเทคเตอร ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร ไมพบการเกิด co-elute ของสารอื่นท่ีความยาวคลื่น

220 นาโนเมตร ดังแสดงในภาพที่ 6 

ภาพที่ 4 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน CBD CBN และTHC ดวยวิธี UHPLC

ภาพที่ 5 โครมาโทแกรมสาร CBD CBN และ THC ดวยวิธีตรวจวิเคราะห UHPLC ของตัวอยางใบกัญชา 4 พันธุ 

 ที่อายุ 1 เดือน (เลข 1, 8, 7, 6) และ 2 เดือน (เลข 2, 3, 4, 5) (1 = ใบออน ST1, 2 = ใบเพสลาด ST1, 

 3 = ใบเพสลาด TT1, 4 = ใบเพสลาด WA1, 5 = ใบเพสลาด RD1, 6 = ใบออน RD1, 7 = ใบออน WA1 

 และ 8 = ใบออน TT1)
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การเปรียบเทียบระยะการเจริญของใบ ตอการเปลี่ยนแปลงสารแคนนาบินอยด

ผลจากการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสารแคนนาบินอยด ไดแก สาร THC CBD และ CBN ของใบกัญชา

ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก พบวาในชวง 1 เดือน หลังปลูก สาร THC ในระยะใบออนทุกสายพันธุ มีปริมาณสาร

THC สูงกวาใบเพสลาดและใบแก อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) ซ่ึงมีคาอยูในชวง 1.825-5.79 % โดยน้ําหนัก (w/w)

โดยพันธุ WA1 และ TT1 มีสาร THC ในใบออนคอนขางสูงโดยมีปริมาณ 5.79 และ 4.04% w/w สวนใบเพสลาดมี

สาร THC รองลงมาจากใบออน โดยแตละพันธุมีคา THC อยูระหวาง 0.857-2.244% w/w ซ่ึงพันธุ ST1 มีสาร THC 

ต่ํากวา 1% w/w  สวนใบแกของแตละพันธุมีปริมาณสาร THC ลดลง มีคาอยูในชวง 0.367-2.084% w/w  โดยพบวา

พันธุ TT1 มีสาร THC ในใบแกสูงท่ีสุดเทากับ 2.084% w/w ในขณะท่ีชวง 2 เดือน หลังปลูก สาร THC ในระยะใบ

ออนทุกพันธุ มีปริมาณสาร THC มากกวาใบเพสลาดและใบแกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) โดยมีคาอยูในชวง 

4.53-7.39% w/w รองลงมา คือ ใบเพสลาด มีปริมาณสาร THC ของแตละพันธุอยูในชวง 1.397-3.514% w/w และ

ในใบแกทุกพันธุมีสาร THC ต่ําท่ีสุดมีคาอยูในชวง 1.363-2.472% w/w ดังแสดงในภาพท่ี 7 

สําหรับการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร CBD พบวา ในชวง 1 เดือน หลังปลูก ใบออนมีสาร CBD สูง

ท่ีสุดมีคาอยูในชวง 0.010-3.828% w/w โดยพบสาร CBD มากในพันธุ ST1 และ RD1 รองลงมา คือ ใบเพสลาด

และใบแก มีคาอยูในชวง 0.001-1.427% w/w และ 0.000-0.787% w/w ตามลําดับ และยังพบสารอยูเพียง 2 พันธุ 

ในขณะท่ีปริมาณสาร CBD ในชวง 2 เดือน หลังปลูก พบเพียงพันธุ ST1 และ RD1 โดยใบออนมีสาร CBD สูงท่ีสุด

ในพันธุ ST1 แตกตางจากใบแกและใบเพสลาด อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ มีคาเทากับ 1.198, 1.000 และ 0.882% 

w/w ตามลําดับ สวนพันธุ RD1 พบสาร CBD สูงในใบ แตกตางจากใบออนและใบเพสลาดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

มีคาเทากับ 2.500, 2.398 และ 2.077% w/w ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 7

เม่ือตรวจวิเคราะหหาปริมาณสาร CBN พบวา ในชวง 1 เดือน หลังปลูก ใบออนมีสาร CBN สูงท่ีสุดพบ

ทุกพันธุโดยมีคาอยูในชวง 0.003-0.009% w/w รองลงมา คือ ใบแกและใบเพสลาด ตามลําดับ ในขณะท่ีชวง 2 เดือน หลังปลูก

ใบแกพันธุ ST1 WA1 และ RD1 มีสาร CBN สูงกวาใบเพสลาดและใบออน มีคาอยูในชวง 0.011-0.023% w/w 

ดังแสดงในภาพที่ 7 

ภาพที่ 6  UV spectrum ของสารมาตรฐาน CBD CBN THC และตัวอยาง ดวยวิธีตรวจวิเคราะห UHPLC
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การเปรียบเทียบปริมาณสารแคนนาบินอยดของกัญชาพันธุไทย ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก 

จากการวิเคราะหปริมาณสาร THC ในใบกัญชาท่ีอายุ 1 เดือน พบวาในใบออนและใบเพสลาดพันธุ WA1 

จะมี THC สูงท่ีสุดโดยมีคาอยูท่ี 5.798 ± 0.005 และ 2.244 ± 0.004% w/w ในใบแกพันธุ TT1 มีปริมาณสาร THC 

สูงท่ีสุดโดยมีคาอยูท่ี 2.084 ± 0.001% w/w จากภาพจะเห็นไดวาปริมาณสาร THC ในกัญชาท้ัง 4 พันธุ จะมีปริมาณ

สารท่ีสูงในใบออน และมีแนวโนมท่ีลดลงในใบเพสลาดและใบแก ยกเวนพันธุ TT1 ท่ีมีแนวโนมในใบแกท่ีเพ่ิมข้ึน

เม่ือเทียบกับใบเพสลาด สวนใบกัญชาท่ีอายุ 2 เดือน พบวาในใบออนและใบเพสลาด พันธุ TT1 จะมี THC สูงท่ีสุด

โดยมีคาอยูท่ี 7.392 ± 0.007% w/w และ 3.514 ± 0.004% w/w ในใบแกพันธุ WA1 มีปริมาณสาร THC สูงท่ีสุด

โดยมีคาอยูท่ี 2.472 ± 0.001% w/w จากภาพจะเห็นไดวาปริมาณสาร THC ในกัญชาท้ัง 4 พันธุ จะมีปริมาณสารท่ีสูง

ในใบออนและมีแนวโนมท่ีลดลงในใบเพสลาดและใบแก ดังแสดงในภาพท่ี 8

ภาพท่ี 7 ปริมาณสาร cannabinoid ของใบกัญชาในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก ชวง 1 และ 2 เดือน หลังปลูก
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จากการวิเคราะหปริมาณสาร CBD ในใบกัญชาที่อายุ 1 เดือน พบวาใบออน ใบเพสลาด และใบแกของ

กัญชาพันธุ RD1 มีปริมาณ CBD สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 3.829 ± 0.003, 1.427 ± 0.001 และ 0.787 ± 0.000% w/w

ตามลําดับ จากภาพจะเห็นไดวาพันธุ ST1 และ RD1 จะพบปริมาณ CBD สูงในใบออน และมีแนวโนมลดตํ่าลงใน

ใบเพสลาดและใบแก ตามลําดับ สวนใบกัญชาที่อายุ 2 เดือน พบวาใบออน ใบเพสลาด และใบแกของกัญชาพันธุ RD1 

มีปริมาณ CBD สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 2.389 ± 0.002, 2.077 ± 0.00 และ 2.500 ± 0.001% w/w ตามลําดับ จากภาพ

จะเห็นไดวาพันธุ ST1 และ RD1 จะพบปริมาณ CBD สูงในใบออน และมีเพียงพันธุเดียวคือ RD1 ที่มีสาร CBD 

ทั้งในใบออน ใบเพสลาด และใบแก ซึ่งมีปริมาณสูงเทาๆ กัน และสูงกวาพันธุอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 

ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 8  ปริมาณสาร THC ของใบกัญชาพันธุ ST1 TT1 WA1 และ RD1 ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก 

 ชวง 1 เดือน และ 2 เดือน หลังปลูก

ภาพที่ 9 ปริมาณสาร CBD ของใบกัญชาพันธุ ST1 TT1 WA1 และ RD1 ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก 

 ชวง 1 เดือนและ 2 เดือน หลังปลูก
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จากการวิเคราะหปริมาณสาร CBN ในใบกัญชาที่อาย ุ1 เดือน พบวาใบออน และใบเพสลาด ของกัญชาพันธุ 

WA1 มีปริมาณ CBN สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 0.009% และ 0.003% w/w ตามลําดับ ใบแกพันธุ TT1 จะมีปริมาณ 

CBN สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 0.003% w/w จากภาพจะเห็นไดวาพันธุ ST1 พบ CBN ในใบออนเทานั้น พันธุ TT1 

และ WD1 มีปริมาณ CBN ที่สูงในใบออนและมีแนวโนมที่ลดลงในใบเพสลาดและใบแก เมื่อวิเคราะหหาสาร CBN 

ใบกัญชาที่อายุ 2 เดือน พบวาใบแกและใบออนของกัญชาพันธุ WA1 มีปริมาณ CBN สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 0.023 

และ 0.020% w/w ตามลําดับ ใบเพสลาดพันธุ TT1 จะมีปริมาณ CBN สูงที่สุดโดยมีคาอยูที่ 0.022% w/w จากภาพ

จะเห็นไดวาพันธุ RD1 และ WA1 จะมีปริมาณ CBN สูงที่สุดในใบแกเมื่อเทียบในพันธุเดียวกัน และจะมีคาลดลงใน

ใบเพสลาด ดังแสดงในภาพที่ 10

วิจารณ

ผลจากการศึกษาปริมาณสารแคนนาบินอยด ในแตละระยะของการเจริญเติบโตของใบกัญชาตอ

การเปล่ียนแปลงของกัญชาพันธุไทย 4 พันธุ ไดแก กระรอกภูพานเอสที 1 (ST1) หางเสือสกลนครทีที 1 (TT1) ตะนาวศรี

กานขาวดับเบิลยูเอ 1 (WA1) และตะนาวศรีกานแดงอารดี 1 (RD1) ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก พบวา

พันธุ ST1 และพันธุ RD1 ใหน้ําหนักใบสดตอใบ น้ําหนักใบแหงตอใบ คอนขางดีกวาพันธุอ่ืน โดยในชวง 2 เดือนหลัง

ปลูก ระยะใบเพสลาดของพันธุ ST1 และ RD1 มีน้ําหนักใบสดตอใบมากท่ีสุด ซ่ึงเม่ือพิจารณาจากรูปทรงตนพันธุ ST1

จะมีชวงของขอในลําตนท่ีคอนขางยาวกวาพันธุอ่ืน ทําใหใบท่ีแตกออกมาจากขอมีพ้ืนท่ีในการสังเคราะหแสงไดมากข้ึน 

สงผลใหใบมีความหนามากข้ึน อยางไรก็ตามจําเปนตองมีการศึกษาปริมาณการสังเคราะหแสง รวมถึงปริมาณคลอโรฟลล

ท่ีอยูในใบเพ่ิมเติม ซ่ึงอาจมีผลตอการเพ่ิมน้ําหนักสด น้ําหนักแหงภายในใบ ในขณะเดียวกันพันธุ RD1 มีน้ําหนัก

ใบสดและใบแหงมาก เน่ืองจากมีขนาดของกานใบท่ีคอนขางยาวกวาพันธุอ่ืน ซ่ึงกานใบมีการนําไปใชประโยชนทาง

ดานแพทยแผนไทยโดยใชเปนสวนประกอบยาบางตํารับ การไดกานใบท่ียาวและมีขนาดใหญจึงเปนลักษณะท่ีดีของ

กัญชาพันธุไทย เม่ือศึกษาปริมาณสารแคนนาบินอยดดวยวิธี UHPLC พบวาสามารถตรวจวัดปริมาณสาร THC CBD 

และ CBN ในใบกัญชาไดท้ังใบออน ใบเพสลาด และใบแก วิธีดังกลาวใชเวลาในการวิเคราะหตอตัวอยางประมาณ

10 นาที ซ่ึงใชเวลานอยทําใหสามารถตรวจไดเร็วกวาการตรวจวิเคราะหดวยวิธี HPLC ท่ีใชเวลานานถึง 25 นาที(7)

ภาพที่ 10 ปริมาณสาร CBN ของใบกัญชาพันธุ ST1 TT1 WA1 และ RD1 ในระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก

 ชวง 1 เดือน และ 2 เดือน หลังปลูก
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จากการตรวจดวยวิธี UHPLC และ HPLC ในรายงานยังพบวาสามารถตรวจสารแคนนาบินอยดท่ีอยูในวัตถุดิบกัญชา

ในรูปของ native form รวมถึง acidic cannabinoids เชน THCA CBDA ไดงายกวาการตรวจวิเคราะหดวย

Gas Chromatography ท่ีตองใชความรอนเพ่ือเปล่ียนกระบวนการ decarboxylation(7, 8, 9) เม่ือตรวจสาร

แคนนาบินอยด ในใบกัญชาพบวาปริมาณสาร THC ในชวง 1 เดือน และ 2 เดือน ระยะใบออนทุกพันธุมีปริมาณ

สาร THC สูงกวาใบเพสลาดและใบแก และยังพบวาในระยะ 2 เดือน หลังปลูก จะมีสาร THC สูงกวาในชวง 1 เดือน 

สอดคลองกับสาร CBD และ CBN ท่ีมีแนวโนมของปริมาณสารเพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตามสาร CBD ในใบออนในชวงระยะ

การปลูก 1 เดือน จะสูงกวาในใบออนท่ีระยะ 2 เดือน ของพันธุ ST1 และ RD1 แสดงใหเห็นวาการสรางสาร CBD ในใบ

จะเริ่มสรางสารสําคัญไดที่อายุ 1 เดือน ซึ่งจากการจัดการธาตุอาหารในการทดลองนี้ ไดทําการใสปุยสูตรเรงดอกโดย

เร่ิมใหปุยเม่ือตนกัญชาอายุได 1 เดือน จนถึงระยะออกดอก ปุยสูตรดังกลาวจะมีปริมาณไนโตรเจนต่ํากวาสูตรท่ี 1 ท่ีใช

ในการเจริญเติบโตทางดานลําตน เม่ืออายุตนถึง 2 เดือน กัญชาเร่ิมมีการออกดอก แสดงวาธาตุอาหารอาจเปนปจจัย

หน่ึงท่ีมีสวนชวยใหตนกัญชาออกดอกได ซ่ึงมีผูศึกษาผลของไนโตรเจนตอลักษณะทางเคมี การทํางานและสรีรวิทยา

ของกัญชาในระยะออกดอก โดยใหปริมาณไนโตรเจนท่ีแตกตางกัน ภายใตสภาพแวดลอมท่ีถูกควบคุม พบวาไนโตรเจน

ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอลิตร จะมีปริมาณของแคนนาบินอยด และเทอรพีนอยด ที่สูงและลดตํ่าลงตามปริมาณ

ของไนโตรเจนทีส่งูขึน้ แสดงใหเหน็วาระดบัของไนโตรเจนอาจมผีลตอการควบคมุปรมิาณของสารแคนนาบนิอยด และ

เทอรพีนอยด(10) เมื่อเปรียบเทียบพันธุกับปริมาณสารแคนนาบินอยด พบวาพันธุ WA1 และ TT1 มีปริมาณสาร THC 

และ CBN สูงกวาพันธุอื่น ซึ่งปริมาณของ CBN จะแปรผันตามปริมาณสาร THC ที่สูงขึ้น ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย

ทีพ่บวาสาร CBN จะเปนผลผลติท่ีไดจาก THCA ในชวงของการผานปฏกิริยิาออกซเิดชัน่ (Oxidative degradation)

ซึ่งถาหากมีปริมาณ THC สูง ปริมาณของ CBN จะสูงไปดวย(11, 12) สวนปริมาณสาร CBD พบมากเพียง 2 พันธุ คือ

พันธุ RD1 และ ST1 ซึ่งจากขอมูลปริมาณสารสําคัญที่อยูในใบคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับผูศึกษาปริมาณของ

แคนนาบินอยดในใบกัญชาซึ่งพบวามีคาอยูระหวาง 1.10–2.10%(13) จากขอมูลแสดงใหเห็นวา พันธุกัญชามีผลตอ

การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารแคนนาบินอยด โดยสามารถพบไดตั้งแตระยะใบออน ใบเพสลาด และใบแก ซึ่งจากขอมูล

ท่ีไดสอดคลองกับลักษณะทางพันธุกรรมท่ีศึกษาโดยสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย รวมกับ

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน วิทยาเขตสกลนคร 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วน

ท่ีเทากัน (THC : CBD เทากับ 1 : 1) ไดแกพันธุ ST1 และกัญชาแบบท่ี 3 ท่ีใหสาร CBD สูง ไดแก พันธุ RD1

จากขอมูลแสดงใหเห็นวาสารแคนนาบินอยดในใบกัญชาอาจจะมีความสัมพันธกับลักษณะทางพันธุกรรมของกัญชา ซ่ึงจะ

เปนประโยชนตอการศึกษาพันธุกัญชา โดยสามารถตรวจสารสําคัญในใบเพ่ือคัดเลือกพันธุกัญชาไดเร็วมากข้ึนไมตองรอให

ถึงชวงออกดอก อยางไรก็ตามจําเปนตองเก็บรวบรวมตัวอยางพันธุกัญชาจากแหลงตางๆ เพ่ือใหไดขอมูลท่ีถูกตองมากข้ึน

รวมถึงควรศึกษาในเรื่องของปริมาณธาตุอาหารที่เหมาะสมของแตละพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณและคุณภาพของผลผลิต 

ทั้งในสวนของใบ ราก และชอดอก เพื่อพัฒนาปรับปรุงกัญชาพันธุไทยใหมีศักยภาพในการแขงขันกับตลาดโลกตอไป

สรุป

การศกึษาระยะการเจรญิเตบิโตของใบกัญชาพบวามคีวามแตกตางกันของแตละพนัธุ โดยพนัธุ ST1 และพนัธุ 

RD1 ใหนํา้หนักใบสดและนํา้หนักใบแหงตอใบมากกวาพนัธุอืน่ สวนความยาวและความกวางของใบมคีาไมแตกตางกนั 

สาํหรับความยาวของกานใบพบวาพนัธุ RD1 มีความยาวกานใบในชวงใบเพสลาดยาวมากกวาพนัธุอืน่ เมือ่ตรวจปรมิาณ

สารแคนนาบินอยดในใบพบวามีสาร THC และ CBD ในใบออนสูงกวาใบเพสลาดและใบแก และเมื่อตนกัญชามีอายุ

มากขึ้นจะมีสารดังกลาวเพิ่มมากขึ้น สวนสาร CBN พบนอยมากในใบ แตจะพบปริมาณสาร CBN สูงในใบแกและ

ใบเพสลาด ซึ่งสารจะเพิ่มขึ้นเมื่อตนกัญชามีอายุมากขึ้นเชนเดียวกับสาร THC และ CBD นอกจากนี้ยังพบวาพันธุ



Cannabinoid Contents in Thai Cannabis sativa L. Leaves     Sorrapetch Marsud et al.

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

ของกัญชามีผลตอปริมาณสารแคนนาบินอยดในใบ โดยพันธุ WA1 และ TT1 มีสาร THC และ CBN สูง สวนพันธุ 

RD1 และ ST1 เปนพันธุที่พบสาร CBD สูงเพียงสองพันธุเทานั้น และพบสารดังกลาวในปริมาณสูงตั้งแตอายุ 1 เดือน

หลังปลูก งานวิจัยครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาการนําใบกัญชาไปใชประโยชนควรพิจารณาในเรื่องของพันธุและอายุของ

ตนกัญชา รวมถึงสวนตางๆ ที่จะนํามาใชประโยชน
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The Cannabinoid Contents in Different 
Growth Stages of Thai Cannabis sativa L. 

Leaves

Sorrapetch Marsud1 Thanawat Thongchin1 Korravit somkid1 Phanuwit Poolsab1

Paparvadee Suchantaboot1 Kotchaporn Chotmanotham1 Tipawan Phrugmanon1

Ratree Pranakhon2 Wanwipa Pinta2 Phichet Banyati1 and Siriwan Chaisomboonpan1

1Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000 
2Rajamangala University of Technology Isan, Sakon Nakhon Campus, Sakon Nakhon 47160 Thailand

ABSTRACT Cannabinoids are the major compounds in cannabis containing tetrahydrocannabinol 

(THC), which is a psychoactive compound and other non-psychoactive compounds, such as cannabinol 

(CBN), cannabidiol (CBD). Cannabinoids are mainly found in inflorescence of cannabis, but sut some 

of them are also detected in other parts including leaves. The information of cannabinoids contents in 

cannabis leaves is still limited, especially in Thai cannabis. This study, therefore, aims to investigate 

cannabinoids contents using the Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) technique 

in leaves of different growth stages. Four cultivars of Thai cannabis including Hang Kra Rog Phu Phan 

(ST1), Hang Suea Sakonnakhon (TT1), Tanao Si Kan Khaw (WA1) and Tanao Si Kan Dang (RD1) 

were grown and recorded leaf sizes as well as THC and CBD contents in different growth stages. 

The results showed that the immature leaves (both fresh and dried) of 2-month-grown ST1 and RD1 

gave the highest weight compared to others. The immature and mature leaf stalks of RD1 were higher 

in length than others, but not different in width and length of their leaves. The highest THC content 

was detected in 2-month young leaves cannabis, while CBD content showed the highest (3.83 %w/w) in 

1-month young leaves of RD1. In contrast, a small amount of CBN was detected in all cannabis leaves. 

The information reported here could appropriately support medical use and create value-added for Thai 

cannabis.

Keyword: Cannabis sativa, Cultivar, Cannabinoids
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บทคัดยอ  สืบเน่ืองจากนโยบายกัญชาทางการแพทย ป พ.ศ. 2562 ทําใหเกิดหวงโซคุณคาในการพัฒนาการปลูก

การจาํหนายและการผลติผลติภณัฑกญัชาอยางรวดเรว็ สารเคมปีองกนักาํจดัศตัรพูชืตกคางและโลหะปนเปอนเปนรายการสาํคญั

ที่ใชในการคัดกรองความปลอดภัยของวัตถุดิบพืชกัญชาสําหรับผลิตภัณฑที่ใชเพื่อประโยชนทางการแพทย กรมวิทยาศาสตร

การแพทยไดดําเนินโครงการบูรณาการสรางเครือขายหองปฏิบัติการ และติดตามสงเสริมหองปฏิบัติการเครือขายใหมีความ

สามารถในการตรวจวิเคราะห การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาตัวอยางทดสอบความชํานาญพืชกัญชา โดยใชวัตถุดิบ

พชืกญัชาท่ีเปนของกลางจากสาํนกังานคณะกรรมการปองกันและปราบปรามยาเสพติดทีพ่บสารตกคางและสารปนเปอน โดยนาํ

มาเตรียม แบงบรรจุ และทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันของสารคลอรไพรีฟอส และไซเปอรเมทริน ดวยเครื่อง GC-ECD/

FPD มีคาเฉล่ียความเขมขน 85.6 ± 3.5 และ 32,520 ± 1,625 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม สวนแคดเมียม มีความเขมขน 344 ± 18  

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม เม่ือตรวจวิเคราะหดวยเคร่ือง ICP-MS จากน้ันทดสอบความคงตัวในอุณหภูมิท่ีเลียนแบบสภาวะขนสง 

โดยเก็บตัวอยางในพื้นที่ที่ไมมีการควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 3 วัน แลวนํามาเก็บที่อุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา

2 เดือน พบวาปริมาณสารคลอรไพรีฟอส ไซเปอรเมทริน และแคดเมียม มีความเขมขนที่ระดับ 89.6 ± 3.4, 33,753 ± 2,619 

และ 321 ± 11 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั ตามลาํดบั ซ่ึงผลการวเิคราะหทางสถิติมคีวามคงตัวอยูในเกณฑยอมรบั ตัวอยางพชืกญัชา

ที่เตรียมขึ้นนี้สามารถนําไปใชเปนตัวอยางทดสอบความชํานาญที่มีคุณสมบัติเหมาะสม เปนไปตามเกณฑยอมรับ ISO 13528: 

2015 และใชในการประเมนิความสามารถหองปฏิบัตกิารวเิคราะหสารเคมีปองกันกาํจดัศตัรพูชืและโลหะหนกัไดอยางมคีณุภาพ 

คําสําคัญ: ตัวอยางทดสอบความชํานาญ, พืชกัญชา, สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง, โลหะปนเปอน
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บทนํา

กญัชาเปนพชืในสกลุ Cannabis จดัเปนยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 แหงพระราชบญัญตัยิาเสพตดิใหโทษ 

พ.ศ. 2522 ตอมาในป พ.ศ. 2562 ไดมีการแกไขเพิม่เตมิ พระราชบญัญติัยาเสพตดิใหโทษ (ฉบบัที ่7)(1)  “มาตรา 26/2

หามมิใหผูใดผลิต นําเขา หรือสงออกซึ่งยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 เวนแต ในกรณีจําเปนเพื่อประโยชนของ

ทางราชการ การแพทย การรักษาผูปวย หรือการศึกษาวิจัย และพัฒนา ทั้งนี้ ใหรวมถึงการเกษตรกรรม พาณิชยกรรม 

วิทยาศาสตร หรืออุตสาหกรรม เพื่อประโยชนทางการแพทยดวย ซึ่งไดรับใบอนุญาตจากผูอนุญาตโดยความเห็นชอบ

ของคณะกรรมการ” และมีประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง ระบุชื่อยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 พ.ศ. 2563 ได

มีการระบุยกเวนวัตถุหรือสารของกัญชาและกัญชง (Hemp) ที่ผลิตในประเทศ ไดแก (ก) เปลือก ลําตน เสนใย กิ่ง

กาน และราก (ข) ใบ ซึ่งไมมียอดหรือชอดอกติดมาดวย (ค) สารสกัดที่มีสารแคนนาบิไดออล (cannabidiol, CBD) 

เปนสวนประกอบ และตองมีสารเตตราไฮโดรแคนนาบินอล (tetrahydrocannabinol, THC) ไมเกินรอยละ 0.2

โดยน้ําหนัก (ง) กากหรือเศษท่ีเหลือจากการสกัดกัญชาและตองมีสารเตตราไฮโดรแคนนาบินอล (tetrahydrocan-

nabinol, THC) ไมเกินรอยละ 0.2 โดยน้ําหนัก  ไมเปนยาเสพติดใหโทษในประเภท 5(2) เพ่ือใหสามารถนําไปใชใน

การผลิตยาหรือสมุนไพรจากนโยบายการใชกัญชาเพ่ือประโยชนทางการแพทย ในรูปแบบสารสกัดกัญชา น้ํามันกัญชา 

และยาตํารับแผนไทย ซ่ึงการคัดกรองวัตถุดิบใหไดคุณภาพตามท่ีตองการและลดความเส่ียงสารตกคางและสารปนเปอน

กอนนํามาใชในกระบวนการผลิตยาและผลิตภัณฑทางการแพทย จากประกาศกระทรวงสาธารณสุข เร่ือง ระบุตํารายา 

พ.ศ. 2561 ใหตํารายาตอไปน้ีเปนตํารายาแผนปจจุบัน ไดแก ตํารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย พ.ศ. 2560 และฉบับ

เพ่ิมเติม (Thai Herbal Pharmacopoeia 2017 and Supplements ) ในเบ้ืองตนจึงมีการใชเกณฑกําหนดปริมาณ

สารตกคางและสารปนเปอนในพืชกัญชาอางอิงตามตํารามาตรฐานยาสมุนไพรไทยฉบับดังกลาว(3)  สําหรับ crude drugs 

มีการกําหนดปริมาณสูงสุด (maximum limits) สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง ไดแก สารในกลุมออรกาโน

คลอรีน กลุมออรกาโนฟอสเฟต กลุมสารสังเคราะหไพรีทรอยดและกลุมอ่ืนๆ รวม 33 ชนิด และกําหนดปริมาณสูงสุด

ของโลหะปนเปอน 4 ชนิด ไดแก สารหนู (arsenic) แคดเมียม (cadmium) ตะก่ัว (lead) และปรอท (mercury) 

เพ่ือความปลอดภัยของผูบริโภค สําหรับวิธีวิเคราะหสารตกคางและโลหะปนเปอนทางหองปฏิบัติการ สํานักคุณภาพ

และความปลอดภัยอาหารฐานะหองปฏิบัติการอางอิงดานคุณภาพและความปลอดภัยอาหารของประเทศ ไดรับมอบ

หมายจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย ใหรับผิดชอบการตรวจวิเคราะหดานความปลอดภัยของกัญชาเพ่ือใชประโยชน

ทางการแพทย  ดังนั้นจึงมีการพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหใหครอบคลุมชนิดตัวอยางพืชกัญชา 

สารสกัดกัญชา นํ้ามันกัญชาและตํารับยากัญชา รวมทั้งมีการถายทอดเทคโนโลยีการวิเคราะหใหกับศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยสวนภูมิภาค(4) เพื่อเปนการขยายหนวยบริการรองรับความตองการในพื้นที่ทั้ง 12 เขตสุขภาพ และสราง

เครือขายหองปฏิบัติการที่มีคุณภาพ ใหเปนที่ยอมรับในความเทาเทียมกันของผลการวิเคราะห จึงจําเปนตอง

มีกระบวนการตรวจสอบความสามารถหองปฏิบัติการ เชน การเขารวมเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ

(interlaboratory comparison) การเขารวมแผนทดสอบความชํานาญ (proficiency testing) แตเน่ืองจากพืชกัญชา

มีการควบคุมเปนยาเสพติดและเปนเร่ืองใหม จึงไมมีหนวยงานท้ังภายในและภายนอกประเทศเปนหนวยบริการ

ดานแผนทดสอบความชํานาญในการวิเคราะหสารตกคางและโลหะปนเปอน ดังน้ันผูวิจัยจึงทําการศึกษาและพัฒนา

ตัวอยางทดสอบความชํานาญพืชกัญชาใหมีคุณสมบัติเหมาะสมซ่ึงอางอิงเกณฑยอมรับการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน

และความคงตัว ตามมาตรฐาน ISO 13528 : 2017(5) เพ่ือนําไปใชประเมินความสามารถหองปฏิบัติการวิเคราะห

เชิงปริมาณสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคางและโลหะปนเปอนไดอยางมีคุณภาพ ตามมาตรฐาน ISO/IEC

17043 : 2010(6)  
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วัสดุและวิธีการ

วัสดุ

ตัวอยางกัญชาที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนพืชกัญชาที่เปนของกลาง มีลักษณะเปนกัญชาแหงอัดแทง จํานวน 

5 กอน นํ้าหนักรวม 5 กิโลกรัม ไดรับจากสํานักงานคณะกรรมการปองกันและปราบปรามยาเสพติด ตามหนังสือ 

ที่ ยส 1102/15458 ลงวันที่ 7 สิงหาคม 2562 โดยที่สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตร

การแพทย เปนหนวยงานที่มีภารกิจในการตรวจวิเคราะหและศึกษาวิจัยเก่ียวกับการตรวจวิเคราะหสารพิษ สารปน

เปอน และสารสาํคญัของกญัชาและกญัชง ซึง่มีการดาํเนนิงานภายใตโครงการบรูณาการพฒันากญัชาทางการแพทยและ

ผลิตภัณฑสุขภาพจากพืชกัญชา จึงเปนผูไดรับอนุญาตมีไวในครอบครอง ซึ่งยาเสพติดใหโทษในประเภท 5 (หนังสือ

สําคัญ ที่ 25/2562) และเปนผูรับอนุญาตจําหนาย ซึ่งยาเสพติดใหโทษประเภทที่ 5 (หนังสือสําคัญ ที่ 8/2563)

สารละลายมาตรฐานท้ังหมดเปน certified reference material (CRM) grade และเปนผลิตภัณฑของ 

CPA chem ประเทศฝร่ังเศส ประกอบดวย สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช ไดแก synthetic pyrethroid pesticide 

standard 8 components ความเขมขน 100 mg/l, organophosphorus pesticide standard 25 components 

ความเขมขน 100 mg/l โดยมีคา uncertainty value ≤ 2.6 mg/l และสารละลายมาตรฐานโลหะหนัก ประกอบดวย 

ตะก่ัว แคดเมียม สารหนู และปรอท ความเขมขน 1,000 mg/l มีคา uncertainty value ≤ 4.9 mg/l 

เคร่ืองมือและอุปกรณ ไดแก เคร่ืองช่ังไฟฟา 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง, เคร่ืองบด (Mill Machine, 

POWTEQ HM100), เคร่ืองผสมอาหาร ขนาด 3 ลิตร, เคร่ืองปดผนึกดวยความรอน (heat sealer machine), 

เคร่ือง GC-ECD/FPD (Gas Chromatograph-Electron Capture Detector/Flame Photometric

Detector), เคร่ืองยอยระบบไมโครเวฟ ย่ีหอ Mile stone รุน UltraWave, เคร่ือง Inductively Coupled Plasma 

Mass Spectrometry (ICP-MS), เคร่ือง Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometer (GFAAS), 

เคร่ือง Mercury Analyzer (cold vapour atomic absorption spectrometry technique), เคร่ืองระเหยดวย

ไนโตรเจน, micropipettes ขนาด 2-20 µl, 20-200 และ 200-1000 µl, volumetric flask ขนาด 5 ml, 10 ml 

และ 25 ml, round bottom flask ขนาด 250 มิลลิลิตร, centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร, Quartz sample 

tube ขนาด 1 มิลลิลิตร, มีดสแตนเลส, ชอนสแตนเลส, ซองพลาสติกลามิเนตอลูมิเนียมฟอยด

วัสดุวิทยาศาสตร ไดแก QuEChERS Extraction Packet, AOAC Method P/N 5982-7755; MgSO4 

6 g และ NaOAc 4 g, dispersive SPE P/N 5982-5421; MgSO4 150 mg, C18EC 50 mg, GCB 50 mg 

และ 50 mg PSA

การเตรียมตัวอยางทดสอบความชํานาญ

การดําเนินแผนทดสอบความชํานาญการวิเคราะหพืชกัญชามีการวางแผนดําเนินการ ตามมาตรฐาน ISO/IEC

17043 : 2010 โดยข้ันตอนการวางแผนมีการพิจารณาและกําหนดประเด็นสําคัญ ตามขอกําหนด 4.4.1 ไดแก วัตถุประสงค 

กลุมเปาหมายสมาชิกหองปฏิบัติการ ชนิดสาร ชวงปริมาณการวิเคราะห การจัดการตัวอยางทดสอบ วิธีท่ีใชในการ

ทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัว กําหนดเกณฑการประเมินผล จัดเตรียมเอกสารท่ีจําเปนสําหรับสมาชิก 

รูปแบบการรายงาน และรายละเอียดอ่ืน ในการเตรียมตัวอยางทดสอบความชํานาญ ตามขอกําหนด 4.4.2 จะตอง

พิจารณาลักษณะชนิดตัวอยาง ปริมาณสารท่ีตรวจวัด สมบัติความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัว เพ่ือใชเปนตัวอยาง

ทดสอบความชํานาญไดอยางมีคุณสมบัติเหมาะสม ซ่ึงตัวอยางทดสอบความชํานาญเปาหมายท่ีตองการ คือ ตัวอยาง

ท่ีเตรียมจากพืชกัญชาท่ีมีสารตกคางและสารปนเปอนอยูแลว (incurred sample) จึงไดมีการคัดเลือกพืชกัญชา

ท่ีเปนของกลาง ซ่ึงมีรายงานการตรวจพบสารตกคางและสารปนเปอน ท้ังน้ีตัวอยางท่ีเตรียมจะมีชนิดและปริมาณสาร

ท่ีตรวจวัดตามสถานการณจริงของตัวอยางท่ีหองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหจะไดรับ การเตรียมตัวอยางเร่ิมจาก
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นํากัญชาแหงอัดแทงน้ําหนักประมาณ 1 กิโลกรัม ห่ันแบงช้ินสวนดวยมีดใหเปนเปนช้ินเล็กขนาดประมาณ 1 น้ิว จากน้ัน

บดละเอียดดวยเคร่ืองบดปน (Mill Machine, POWTEQ HM100) กอนนํามาผสมรวมกันแลวรอนผานตะแกรง

สแตนเลส (Standard Sieve, Aperture 1.0 mm) ไดตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียมไดมีลักษณะเปนผง ขนาดไมเกิน 

1.0 มิลลิเมตร น้ําหนักรวม 840 กรัม นําตัวอยางท่ีไดผสมรวมกันดวยเคร่ืองผสมอาหารหัวตะกรอ แลวใชชอนสแตน

เลส ตักเก็บตัวอยางแบบสุม จํานวน 3 จุด เพ่ือนําตัวอยางแตละจุดไปทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันเบ้ืองตน เม่ือผล

การทดสอบปริมาณสารผานเกณฑของการทําซ้ํา (Relative Standard Deviation) นอยกวารอยละ 22  ทําการแบง

บรรจุโดยนําผงพืชกัญชามาผสมใหเขากันโดยใชเคร่ืองผสมอาหารหัวตะกรอ นาน 30 นาที พรอมท้ังกวนใหเขากัน

อยางสม่ําเสมอในแตละคร้ังท่ีมีการสุมตัก บรรจุใสซองพลาสติกลามิเนตอลูมิเนียมฟอยดท่ีติดฉลากเรียงหมายเลขตาม

ลําดับการบรรจุ ช่ังน้ําหนักประมาณ 15 กรัมตอซอง ผนึกปากซองปดสนิทดวยเคร่ืองปดผนึกดวยความรอน (heat 

sealer machine) และรวบรวมซองตัวอยางใสกลองพลาสติกปดฝา เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิไมเกิน –10 องศาเซลเซียส

เม่ือทําการสุมตัวอยางท่ีเตรียมไดไปทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัวกรณีท่ีพบวาผลเปนไปตามเกณฑ

ISO 13528 :  2015 จะถือวาตัวอยางดังกลาวมีคุณสมบัติเปนตัวอยางทดสอบความชํานาญ

  

วิธีวิเคราะหการตกคางของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช 

 วิธีวิเคราะหท่ีใชเปน modified QuEChERS(7, 8) Smart DI 0600 SOP 0005 :  In-house method 

based on AOAC (2019) 2007.01 ช่ังตัวอยางพืชกัญชาท่ีบดละเอียด 1.0 กรัม ลงใน centrifuge tube ขนาด 50

มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันหรือน้ํา (deionized water) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แชท้ิงไว 30 นาที เพ่ือเพ่ิมความช้ืนจน

ตัวอยางดูดซับน้ําและพองตัว ใสแทงเซรามิกเพ่ือชวยในการกวนผสม จากน้ันเติม 1% acetic acid in acetonitrile 

10 มิลลิลิตร เขยาดวยมือ 1 นาที เติมสารผสม extraction kit (AOAC 2007.01) แลวเขยาใหเขากันดวยมืออีก 1 

นาที นําไป centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ตัวอยางจะเกิดการแยกช้ัน ปเปต 1 มิลลิลิตร

ดูดสารสกัดช้ันบนนํามาทําใหบริสุทธ์ิดวย dispersive SPE ท่ีเหมาะสม จากน้ัน centrifuge อีกคร้ัง ท่ีความเร็วรอบ

และเวลาเทาเดิม เพ่ือใหเกิดการแยกช้ันระหวางของแข็งและของเหลว ปเปตสารละลายดานบน 0.5 มิลลิลิตร ระเหย

แหงดวยแกสไนโตนเจน แลวปรับปริมาตรเปน 0.5 มิลลิลิตร ดวยสารละลายผสมระหวาง n-hexane และ ethyl 

acetate นําไปตรวจวิเคราะหหาชนิดและปริมาณดวยเคร่ืองมือ GC-ECD สําหรับการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

ศัตรูพืชกลุมออรกาโนคลอรีนและสารสังเคราะหไพรีทรอยด และ GC-FPD สําหรับการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

ศัตรูพืชกลุมออรกาฟอสฟอรัส วิเคราะหดวยเทคนิค matrix-matched calibration curve มีการควบคุมคุณภาพผล

การวิเคราะห โดยทําการสกัดและตรวจวิเคราะหตัวอยางชา (dried tea) ท่ีตรวจไมพบสารตกคาง (blank sample) 

แลวเติมสารมาตรฐาน ท่ีระดับความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ใชเกณฑยอมรับการคืนกลับ (recovery)

อยูในชวง 70-120% วิธีท่ีใชวิเคราะหผานการทดสอบความใชไดของวิธี และความคุมกระบวนการวิเคราะหตาม

เอกสาร SANTE/12682/2019 ซ่ึงเปนแนวทางวิธีการตรวจสอบความถูกตองและขอกําหนดในการควบคุมคุณภาพผล

การวิเคราะหในสหภาพยุโรป เพ่ือใหม่ันใจในความถูกตองของขอมูลท่ีใชสําหรับตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีระบุปริมาณ

การตกคางสูงสุดท่ีสามารถยอมรับไดตามกฎหมาย หรือนําขอมูลไปใชในการประเมินการสัมผัสสารเคมีปองกัน

กําจัดศัตรูพืช

วิธีวิเคราะหการปนเปอนของโลหะหนัก 

การตรวจวิเคราะหการปนเปอนของแคดเมียม (Cadmium) ดวยวิธี In-house method based on AOAC 

(2019) 2015.01(9) โดยช่ังตัวอยางพืชกัญชาท่ีบดละเอียด 0.6 กรัม ลงใน Quartz sample tube เติม deionized 

water ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือปองกันตัวอยางเกิดการประทุจากการเติมกรดไนตริกเขมขน (min. 67% w/v, 
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high purity for trace analysis) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากน้ันนําไปยอยดวยเคร่ืองยอยไมโครเวฟจนสารละลาย

ใสไมมีตะกอน ยกออกจากเคร่ืองและปลอยใหเย็นลงถึงอุณหภูมิหอง แลวเทใสขวดวัดปริมาตร (volumetric flask)

ขนาด 25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย deionized water ใหเปน 25 มิลลิลิตร แลวนําไปวัดหาความเขมขนของ

แคดเมียมโดยใชเคร่ืองมือ ICP-MS 

การตรวจวิเคราะหการปนเปอนของตะก่ัว (Lead) และสารหนูท้ังหมด (Total Arsenic) โดยยอยตัวอยาง

พรอมกันแตวัดหาปริมาณสารท้ังสองชนิดดวยเทคนิคท่ีแตกตางกัน ดังน้ี ช่ังตัวอยางพืชกัญชาท่ีบดละเอียด 0.3 กรัม 

ลงใน Quartz sample tube  เติม deionized water ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือปองกันตัวอยางเกิดการประทุ 

จากการเติมกรดไนตริกเขมขน (min. 67% w/v, high purity for trace analysis) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร แลวนํา

ไปยอยดวยเคร่ืองยอยไมโครเวฟจนสารละลายใสไมมีตะกอน ยกออกจากเคร่ืองและปลอยใหอุณหภูมิเย็นลงเทากับ

อุณหภูมิหอง จากน้ันเทใสขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย deionized water ใหเปน 25 

มิลลิลิตร แบงสารละลายปริมาตรประมาณ 1 - 2 มิลลิลิตร เพ่ือนําไปวัดหาความเขมขนของตะก่ัวดวยเคร่ือง GFAAS 

ตาม Smart DI 0600 SOP 0012 :  AOAC (2019) 999.10(10)  และตวงสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในขวด

วัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร เติม internal standard ปรับปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตร จากน้ันนําไปวัดหาความเขมขน

ของสารหนูท้ังหมดดวยเคร่ือง ICP-MS ตาม In-house method based on AOAC (2019) 2015.01

การตรวจวิเคราะหการปนเปอนของปรอทท้ังหมด (Total Mercury) ใชวิธี Smart DI 0600 SOP 0013 :  

In-house method based on AOAC (2019) 997.15(11) โดยช่ังตัวอยางพืชกัญชาท่ีบดละเอียด 0.3 กรัม ลงใน 

round bottom flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมกรดผสมเขมขนระหวางกรดไนตริกและกรดซัลฟูริก อัตราสวน 1 : 1 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ต้ังบนเปลวไฟเพ่ือเรงการยอยสารอินทรียและอนินทรียจนกลายเปนสารละลายใสไมมีตะกอน 

ยกลงจากเปลวไฟและปลอยใหอุณหภูมิเย็นลงเทากับอุณหภูมิหอง เติมสารละลาย KMnO
4
 เพ่ือออกซิไดสปรอทใหอยู

ในรูป Hg2+ จากน้ันเติมสารละลาย Tin (II) chloride เพ่ือรีดิวซปรอทใหอยูในรูป Hg0 ซ่ึงอยูในสถานะไอ สามารถ

ตรวจวัดปรอทท้ังหมดโดยเคร่ือง mercury analyzer ซ่ึงเรียกวา cold vapour atomic absorption 

spectrometry technique 

การทดสอบความเปนเนื้อเดียวกัน 

สุมซองบรรจุตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียมได แบบสุมอิสระ (random sampling) จํานวน 10 ซอง โดยใช

คําส่ัง RANDBETWEEN ในโปรแกรม Excel กอนนํามาวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนัก โดยทํา

การวิเคราะหซองละ 2 ซํ้า ตามวิธีวิเคราะหที่ระบุดังกลาวขางตน นําผลการวิเคราะหมาคํานวณทางสถิติเพื่อตรวจสอบ

คาสุดตาง (maximum difference) โดยใช Cochran’s test ในการทดสอบความแปรปรวนภายในของตัวอยาง 

(within sample variation) จากน้ันทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันตาม ISO 13528 :  2015 โดยวิเคราะหความ

แปรปรวนดวย One way ANOVA single factor for homogeneity test ไดคา mean square between 

(MSB) และ mean square within (MSW) คํานวณคาเบ่ียงเบนมาตรฐานระหวางตัวอยาง (S
s
, between samples 

standard deviation)

    √  |MSB-MSW|
จากสูตร      s

s
 = 

            √2

โดยใชเกณฑยอมรับท่ี S
s
 ของทุกรายการวิเคราะห ควรมีคานอยกวา 0.3 ของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานประเมิน

ผลการทดสอบความชํานาญ (standard deviation ของ PT, σpt) 
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การทดสอบความคงตัว

สุมซองบรรจุตัวอยางพืชกัญชา แบบสุมอิสระ จํานวน 3 ซอง นํามาบรรจุในซองกระดาษ วางไวในพื้นที่ที่ไมมี

การควบคุมอุณหภูมิ เปนเวลา 3 วัน เพื่อเลียนแบบสภาวะการขนสงที่ไมมีการควบคุมอุณหภูมิ ในชวงเวลาการเดินทาง

จากสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทยไปถึงหองปฏิบัติการสมาชิก จากนั้นนํามา

เก็บไวท่ี   -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน นํามาวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนัก โดยควบคุม

สภาวะท่ีเหมือนกันตลอดกระบวนการทดสอบคงตัวและการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน ไดแก วิธีวิเคราะห ผูวิเคราะห

และเคร่ืองมือ นําคาเฉล่ียท่ีไดมาเปรียบเทียบกับคาเฉล่ียของการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน พิจารณาการยอมรับ

จากเกณฑกําหนดตาม ISO 13528 :  2015

ผล

ตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียมไดมีลักษณะเปนผง ขนาดไมเกิน 1.0 มิลลิเมตร น้ําหนักรวม 840 กรัม เม่ือสุม

ตัวอยางจาก 3 จุด และนําแตละจุดมาตรวจวิเคราะห พบวามีการตกคางของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช ไดแก 

chlorpyrifos และ cypermethrin และตรวจพบการปนเปอนของโลหะหนัก ไดแก cadmium, lead, total arsenic

และ total mercury โดยผลการทดสอบปริมาณสารผานเกณฑของการทําซ้ํา นอยกวารอยละ 22 ของทุกสาร

จากน้ันทําการแบงบรรจุ ไดตัวอยางจํานวน 56 ซอง งานวิจัยคร้ังน้ีตองการนําเสนอรายละเอียดผลการศึกษาความเปน

เน้ือเดียวกัน และความคงตัวของสาร 3 ชนิด ไดแก chlorpyrifos, cypermethrin และ cadmium ซ่ึงสมบัติทางเคมีและ

ความเปนพิษของสารเหลาน้ีดังแสดงในตารางท่ี 1

ผลการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน ของสารดังกลาวจากตัวอยาง 10 ซอง ทําการวิเคราะหซองละ 2 ซ้ํา 

พบปริมาณสารและคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ดังน้ี chlorpyrifos 85.6 ± 3.5, cypermethrin 32,520 ± 1,625 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม และ cadmium 344 ± 18 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม เม่ือประเมินคาความเบ่ียงเบนทางสถิติของปริมาณ

สารตกคางภายในซองตัวอยางเดียวกัน และระหวางซองตัวอยางท่ีตางกัน จากเกณฑกําหนด ตาม ISO 13528 : 2015 

การวิเคราะหคาสุดตางโดย Cochran’s test เพ่ือทดสอบความแปรปรวนภายในของตัวอยาง และคํานวณคาเบ่ียงเบน

มาตรฐานระหวางตัวอยาง (between samples standard deviation, ss) พบวาคาเบ่ียงเบนมาตรฐานระหวาง

ตัวอยาง มีคานอยกวา 0.3 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานเปาหมายท่ีคํานวณจาก Horwitz’ equation และคาเฉล่ีย

ของการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน (คา ss< 0.3σpt (Horwitz)) ซ่ึงแสดงวาตัวอยางมีความเปนเน้ือเดียวกันและเพียงพอ

ท่ีจะใชเปนตัวอยางทดสอบความชํานาญ ดังแสดงในตารางท่ี 2

เน่ืองจากคุณสมบัติสําคัญของตัวอยางทดสอบความชํานาญตองมีท้ังความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัว

ในชวงเวลาท่ีกําหนดเพ่ือดําเนินแผนทดสอบความชํานาญ ดังน้ันเม่ือตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียมผานการทดสอบและ

มีสมบัติของความเปนเน้ือเดียวกันแลว จําเปนจะตองศึกษาความคงตัวของสารในตัวอยาง เพ่ือใหม่ันใจวาตัวอยางดังกลาว

มีความเหมาะสมท่ีจะใชในการประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการ จากการออกแบบการทดลองเพ่ือศึกษาความ

คงตัวโดยเก็บตัวอยางในบริเวณท่ีไมมีการควบคุมอุณหภูมิ ซ่ึงตัวอยางจะอยูในสภาวะสัมผัสกับอุณหภูมิในชวง 28-34 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากน้ันนํามาเก็บไวท่ี -10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 เดือน กอนนํามาวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกําจัดศัตรูพืชและการวิเคราะหโลหะหนักดวยวิธีวิเคราะหเดียวกันกับการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน มีคาเฉล่ีย

จากการทดสอบความคงตัวและคาเบ่ียงเบนมาตรฐานดังน้ี chlorpyrifos 89.6 ± 3.4, cypermethrin 33,75- ± 2,619 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และ cadmium 321 ± 11  ไมโครกรัมตอกิโลกรัม



การพัฒนาตัวอยางทดสอบความชํานาญการวิเคราะหสารกําจัดศัตรูพืช วิชาดา จงมีวาสนา และคณะ
และโลหะหนักในพืชกัญชา
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Chemicals Properties Toxicity

Organophosphorus 
pesticide: chlorpyrifos

CAS Number 2921-88-2
Molecular Formula
C

9
H

11
Cl

3
NO

3
PS

Acute toxicity, (Category 3), H301 Toxic if 
swallowed
Acute toxicity, (Category 1), H400 Very toxic       
to aquatic life.
Aquatic Chronicity, (Category 1), H410 Very 
toxic to aquatic life with long lasting effects
Acceptable Daily Intake (ADI): 0.01 mg/kg
body weight (JMPR in 2004)(12)

Synthetic pyrethroid 
Pesticide: cypermethrin 
(mix isomers)

CAS Number: 52315-07-8
Molecular Formula 
C

22
H

19
Cl

2
NO

3

Acute toxicity, Oral (Category 3), H301
Acute toxicity, Inhalation (Category 4), H332
Specific target organ toxicity - single exposure 
(Category 3), Respiratory system, H335
Acceptable Daily Intake (ADI): 0-0.02 mg/kg body 
weight, summary for cypermethrins, 
including alpha-cypermethrin and
zeta-cypermethrin (JMPR in 2006)(13)

Food Contaminant: 
Cadmium

Cd2+

CAS Number: 7440-43-9 Mutagenicity, (category 1B), H340 May cause 
genetic defects
Carcinogenicity, (category 1B), H350 May 
cause cancer
Reproduction toxicity, (category 1), H360 May 
damage fertility or the unborn child.
Eye irritation (category 2A), H319 Causes 
serious eye irritation.
Provisional tolerable monthly intake (PTMI): 
25 µg/kg body weight(14)

ตารางท่ี 1  สมบัติทางเคมีและความเปนพิษของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนักในตัวอยางพืชกัญชา

วิเคราะหผลความคงตัวโดยเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ีย จากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและ

คาเฉล่ีย จากการทดสอบความคงตัว ซ่ึงผลของการศึกษาความคงตัวของปริมาณสาร chlorpyrifos  cypermethrin 

และ cadmium เม่ือเก็บในสภาวะเลียนแบบการขนสงโดยไมมีการควบคุมอุณหภูมิ เปนเวลา 3 วัน พบวามีความคงตัว

เพียงพอตามมาตรฐาน ISO 13528 : 2015 รายละเอียดดังแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางท่ี 2 ผลการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนักในตัวอยาง

 พืชกัญชา 

หมายเหตุ   ss (between samples standard deviation) คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานระหวางตัวอยาง 

                 √   |MSB-MSW|
 คํานวณ  จาก ss  = 
          √2

    σpt (Horwitz) คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานเปาหมายที่คํานวณจาก Horwitz’ equation และคาเฉลี่ยของ

              การทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันเพื่อใชประเมินผลการทดสอบความชํานาญ

รหัสตัวอยาง

ปริมาณสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง (µg/kg)  ปริมาณโลหะปนเปอน (µg/kg)

Chlorpyrifos Cypermethrin Cadmium

Duplicate 1 Duplicate 2 Duplicate 1 Duplicate 2 Duplicate 1 Duplicate 2

#MJ-05 86.6 83.2 33,833 34,134 357 314

#MJ-10 92.9 84.6 30,632 32,299 362 346

#MJ-14 81.5 87.3 30,694 32,939 347 324

#MJ-18 92.7 83.0 29,825 32,411 344 347

#MJ-22 81.7 82.5 29,051 32,043 326 333

#MJ-28 90.6 87.4 35,670 32,374 358 328

#MJ-49 84.7 83.0 32,438 33,055 364 359

#MJ-51 84.6 88.1 31,791 34,089 317 353

#MJ-55 87.6 84.2 33,391 33,055 349 317

#MJ-56 84.9 81.5 34,679 32,002 371 369

Mean 
homogeneity 85.6 32,520 344

SD 3.5 1,625 18

Cochrancritical 0.602 0.602 0.602

Cochrancalculation 0.367 0.229 0.311

σpt(Horwitz)
18.8 3,080 65

ss(between samples standard deviation)
0 537.8 8

0.3 σpt(Horwitz)
5.6 924 19

ss< 0.3σpt (Horwitz)
Passed Passed Passed

เม่ือนําคาปริมาณสารตกคางและสารปนเปอนท่ีไดจากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน และทดสอบ

ความคงตัว แสดงเปน scatter plot เพ่ือสังเกตแนวโนมความสัมพันธระหวางลําดับหมายเลขตัวอยางหรือลําดับของ

การแบงบรรจุ โดย แกน x คือ หมายเลขตัวอยางท่ีซอง และ แกน y คือ ปริมาณสาร โดยปริมาณสารท้ัง 3 ชนิด ไดแก 

chlorpyrifos, cypermethrin และ cadmium มีการกระจายตัว ดังแสดงในภาพท่ี 1-3 ตามลําดับ จากภาพท่ี 1 

พบวาผลการวิเคราะหความเปนเน้ือเดียวกันของสาร chlorpyrifos มีการกระจายตัวอยูในชวง ± 0.3 σpt(Horwitz) 
มีคา

เฉล่ียของความเปนเน้ือเดียวกันท่ีความเขมขน 85.6 ± 3.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(relative standard deviation, RSD) รอยละ 4.1 และคาเฉล่ียความคงตัวท่ี 89.6 ± 3.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

ซ่ึงอยูในชวงเกณฑยอมรับ เน่ืองจาก |y1- y2|<0.3 σpt(Horwitz)



การพัฒนาตัวอยางทดสอบความชํานาญการวิเคราะหสารกําจัดศัตรูพืช วิชาดา จงมีวาสนา และคณะ
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ผลการวิเคราะหความเปนเน้ือเดียวกันของสาร cypermethrin ดังแสดงในภาพท่ี 2 พบวามีการกระจายตัว

อยูในชวง ± 0.3 σpt(Horwitz)
 มีคาเฉล่ียของความเปนเน้ือเดียวกันท่ีความเขมขน 32,520 ± 1,625 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม มีคา RSD รอยละ 5.0 ในเบ้ืองตนผลคาเฉล่ียของการทดสอบความคงตัวท่ี 33,750 ± 2,619 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม มีคาไมอยูในชวงเกณฑยอมรับ แตเม่ือนําคาความไมแนนอนขยาย (expanded uncertainty) ของคาความ

แตกตางของคาเฉล่ียการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและการทดสอบความคงตัว รวมกับ 0.3 เทาของคาเบ่ียงเบน

มาตรฐานเปาหมาย ท่ีคํานวณจาก Horwitz’ equation ซ่ึงเปนการขยายชวงเกณฑยอมรับ คํานวณจากสูตร  |y1- y2| 

< 0.3 σpt(Horwitz)
 +2√(u2 (y

1
)+u2 (y

2
) จะพบวาสาร cypermethrin ในตัวอยางมีความคงตัวอยูในเกณฑยอมรับ

สําหรับผลการวิเคราะหความเปนเน้ือเดียวกันของ cadmium จะพบวามีการกระจายตัวอยูในชวง 

± 0.30.3σpt (Horwitz) มีคาเฉล่ียของความเปนเน้ือเดียวกันท่ีความเขมขน 344 ± 18 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม มีคา RSD

รอยละ 5.2 ในเบ้ืองตนผลคาเฉล่ียของการทดสอบความคงตัวท่ี 321 ± 11 มีคาไมอยูในชวงเกณฑยอมรับ แตเม่ือ

คํานวณขยายชวงเกณฑยอมรับโดยพิจารณาคาความไมแนนอนเชนเดียวกันกับกรณีการทดสอบความคงตัวของสาร

cypermethrin พบวา cadmium มีความคงตัวอยูในเกณฑยอมรับ ดังแสดงในภาพท่ี 3 

Mean 
(stability): y2 89.6 33,753

SD 3.4 2,619

Mean 
(homogeneity): y1 85.6 32,520

|y1- y2| 4.0 1,233

σpt(Horwitz)
18.8 3,080

0.3σpt(Horwitz) 5.6 924

|y
1
- y

2
|<0.3σpt(Horwitz) Passed Not Passeda

 - 2,028

 - Passedb

ตารางที่ 3  ผลการทดสอบความคงตัวของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนักในตัวอยางพืชกัญชา

หมายเหตุ :  a ความแตกตางระหวางคาเฉล่ียของปริมาณสารจากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและปริมาณสารจากการทดสอบ
 ความคงตัว มีคามากกวา 0.3 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานเปาหมาย ท่ีคํานวณจาก Horwitz’ equation เพ่ือใชประเมินผล
 การทดสอบความชํานาญ 

b ความแตกตางระหวางคาเฉล่ียของปริมาณสารจากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกันและปริมาณสารจากการทดสอบ
 ความคงตัวอยูในชวงเกณฑยอมรับ เม่ือคาความไมแนนอนขยายของคาความแตกตางของคาเฉล่ียการทดสอบ
 ความเปนเน้ือเดียวกันและการทดสอบความคงตัว รวมกับ 0.3 เทาของคาเบ่ียงเบนมาตรฐานเปาหมาย ท่ีคํานวณ
 จาก Horwitz’ equation 

รหัสตัวอยาง

ปริมาณสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง (µg/kg) ปริมาณโลหะปนเปอน (µg/kg)

Chlorpyrifos Cypermethrin Cadmium

Duplicate 1 Duplicate 2 Duplicate 1 Duplicate 2 Duplicate 1 Duplicate 2

#MJ-07 95.3 90.8 35,296 35,213 303 335

#MJ-39 89.7 86.6 33,478 33,267 322 326

#MJ-46 89.3 85.9 36,302 28,961 322 317

0.3σpt(Horwitz)
+2√u2(y

1
)+u2(y

2
)

|y
1
- y

2
|<0.3σpt(Horwitz)
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ภาพที่ 1 การกระจายตัวของผลวิเคราะหปริมาณสาร chlorpyrifos จากการทดสอบความเปนเนื้อเดียวกันและ

 การทดสอบความคงตัว 

ภาพท่ี 2  การกระจายตัวของผลวิเคราะหปริมาณสาร cypermethrin จากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน และ

 การทดสอบความคงตัว 



การพัฒนาตัวอยางทดสอบความชํานาญการวิเคราะหสารกําจัดศัตรูพืช วิชาดา จงมีวาสนา และคณะ
และโลหะหนักในพืชกัญชา
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วิจารณ

การศึกษาพัฒนาตัวอยางทดสอบพืชกัญชา โดยเลือกชนิดตัวอยางท่ีตรวจพบการตกคางอยูแลว (incurred 

sample) เน่ืองจากพืชกัญชามีการดูดซึมสารเหลาน้ีเขาไปในเน้ือเย่ือพืชไดจากส่ิงแวดลอมหรืออาจไดรับจากการฉีดพน

ในแปลงเกษตร หรือฉีดพนเพ่ือทําลายแมลงท่ีอาจกอใหเกิดความเสียหายในขณะเก็บรักษากัญชาแหง เปนตน

ซ่ึงจะเปนสภาพตัวอยางจริงท่ีหองปฏิบัติการจะไดรับ ท้ังน้ีตัวอยางดังกลาวจะเกิดประโยชนในการใชประเมินประสิทธิภาพ

วิธีวิเคราะหของหองปฏิบัติสมาชิกเครือขายท่ีอาจผานการศึกษา single laboratory validation โดยใช spiked sample

เพียงอยางเดียว แมวาจะมีคารอยละของการกลับคืนในการควบคุมคุณภาพอยูในเกณฑยอมรับ แตเม่ือวิเคราะหตัวอยาง

ทดสอบความชํานาญท่ีเปน incurred sample อาจมีผลวิเคราะหท่ีเบ่ียงเบนไปในทางลบ หรือนอยกวาคาปริมาณสารใน

ตัวอยางทดสอบท่ีเปนคากําหนด สังเกตจากผลการประเมินมีคา z-score เปนลบนอกเกณฑกําหนด ซ่ึงหองปฏิบัติการ

ควรพิจารณาสาเหตุสําคัญ ไดแก การเลือกใชตัวทําละลายท่ีไมเหมาะสมหรือมีประสิทธิภาพไมเพียงพอ ท่ีจะละลายหรือ

สกัดสารท่ีอยูในเน้ือเย่ือของตัวอยางออกมา โดยเฉพาะอยางย่ิงตัวอยางท่ีมีลักษณะเปนพืชแหง ในการวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกําจัดศัตรูพืชและการวิเคราะหโลหะหนัก จําเปนตองมีข้ันตอนการเติมน้ําลงในตัวอยางท้ังน้ีเพ่ือใหน้ําซึมเขาไป

ในเน้ือเย่ือของตัวอยางและเพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดเม่ือเติมตัวทําละลาย ในกรณีท่ีไมมีการเติมน้ําจะพบวาผล

การวิเคราะหมีปริมาณสารนอยกวาเม่ือเติมน้ําเน่ืองจากตัวทําละลายจะสามารถสกัดสารท่ีเคลือบอยูท่ีบนผิวของตัวอยาง

ไดเทาน้ัน การใชตัวอยางทดสอบความชํานาญลักษณะดังกลาวจึงสอดคลองกับหลักการออกแบบตัวอยางทดสอบ

ความชํานาญท่ีมุงใหเกิดประโยชนตอการพัฒนาความสามารถของหองปฏิบัติการสมาชิกน้ันจะตองคํานึงถึงชนิดและ

ปริมาณสารท่ีตรวจวัดใหสอดคลองใกลเคียงกับตัวอยางจริงท่ีหองปฏิบัติการทําการวิเคราะห รวมท้ังใชสารมาตรฐาน

ท่ีมีสมบัติการสอบกลับไดทางมาตรวิทยา ทําใหสามารถตอยอดพัฒนาตัวอยางทดสอบความชํานาญท่ีมีคุณสมบัติ

ภาพท่ี 3 การกระจายตัวของผลวิเคราะหคาปริมาณโลหะ cadmium จากการทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน

 การทดสอบความคงตัว 
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เปนวัสดุอางอิงเน่ืองจากมีเปนความเปนเน้ือเดียวกัน มีความคงตัวท่ีเหมาะสมและมีคาความไมแนนอนท่ีมี

ความสมเหตุสมผลนาเช่ือถือ อยางไรก็ตามการคนหาตัวอยางท่ีเปน incurred sample ท่ีมีชนิดสารและปริมาณท่ี

เหมาะสมกับการประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการน้ันเปนเร่ืองยาก อาจตองมีการคัดเลือกตัวอยางจากหลายแหลง

เพ่ือนํามาวิเคราะหทราบปริมาณสารในเบ้ืองตนท่ีเหมาะสมแลวนํามาเตรียมเปนตัวอยางทดสอบความชํานาญตอไป 

จากผลการวิเคราะหทดสอบความเปนเน้ือเดียวกัน พบชนิดสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง ไดแก 

chlorpyrifos มีคาเฉล่ียและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ท่ีระดับความเขมขน 85.6 ± 3.5 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม เม่ือ

เทียบกับปริมาณสูงสุด (maximum limits, ML) ของ chlorpyrifos ท่ีระบุ 0.2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (หรือ 200 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) คิดเปนปริมาณตกคางนอยกวาคา ML ประมาณ 0.4 เทา ในขณะท่ีพบสาร cypermethrin ท่ี 

32,520 ± 1,625 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม คิดเปนปริมาณตกคางมากกวาคา ML 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (หรือ 1,000 

ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) ถึง 32.5 เทา และพบการการปนเปอนของ cadmium ท่ีระดับความเขมขน 344 ± 18 ไมโครกรัม

ตอกิโลกรัม ซ่ึงมีปริมาณใกลเคียงกับคา ML ท่ีระบุ 0.3 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (300 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม) ในตํารา

มาตรฐานยาสมุนไพรไทย พ.ศ. 2560 และฉบับเพ่ิมเติม ดังน้ันตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียมไดมีชนิดและปริมาณสาร

ท่ีสามารถใชเปนตัวแทนชนิดสาร ท่ีมีการควบคุมปริมาณสารตกคางและโลหะหนักปนเปอนในวัตถุดิบกัญชาสําหรับ

การผลิตเปนผลิตภัณฑทางการแพทย จากผลศึกษาความคงตัวโดยเก็บไวในพ้ืนท่ีท่ีไมมีการควบคุมอุณหภูมิเพ่ือเลียนแบบ

สภาวะในขณะขนสง ซ่ึงตัวอยางท่ีเตรียมไดมีการสัมผัสกับอุณหภูมิในชวง 28-34 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน

ผลการศึกษาดังกลาวขางตนแสดงใหเห็นวาตัวอยางพืชกัญชาท่ีเตรียม มีสมบัติของความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัว

เพียงพอ ตามเกณฑกําหนดมาตรฐาน ISO 13528 :  2015 สามารถใชเปนตัวอยางทดสอบความชํานาญท่ีมีคุณภาพ

ในการประเมินความสามารถการวิเคราะหท้ังในเชิงคุณภาพ (qualitative analysis) เพ่ือระบุชนิดของสารและ

การวิเคราะหเชิงปริมาณ (quantitative analysis) ของหองปฏิบัติการสมาชิกเครือขายไดตอไป 

สรุป

ตัวอยางทดสอบความชํานาญพืชกัญชาท่ีเตรียมไดมีคุณสมบัติความเปนเน้ือเดียวกันและความคงตัวท่ีเหมาะสม

เปนไปตามเกณฑยอมรับมาตรฐาน ISO 13528 :  2015 สามารถนําไปใชในการประเมินความสามารถหองปฏิบัติ

การวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชและโลหะหนัก ท้ังการตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณสาร chlorpyrifos,

cypermethrin และ cadmium ในพืชกัญชา ซ่ึงอางอิงการกําหนดคาปริมาณสูงสุดเพ่ือควบคุมปริมาณสารตกคาง

และสารปนเปอนในวัตถุดิบสําหรับผลิตภัณฑในตํารามาตรฐานยาสมุนไพรไทย พ.ศ. 2560 การจัดทําแผนทดสอบ

ความชํานาญการวิเคราะหกัญชาท่ีใชประโยชนทางการแพทยของกรมวิทยาศาสตรการแพทย มีวัตถุประสงคเพ่ือติดตาม

ประเมินผลและพัฒนาศักยภาพหองปฏิบัติการเครือขาย ใหมีประสบการณในการวิเคราะหตัวอยางพืชกัญชาโดยตรง 

เน่ืองจากพืชกัญชาเปนกลุมตัวอยางชนิดใหมซ่ึงหลายหองปฏิบัติการอาจไมมีประสบการณวิเคราะห และการใชตัวอยาง

ทดสอบความชํานาญท่ีมีลักษณะเปน incurred sample ท่ีเปนตัวแทนของตัวอยางจริง ทําใหเกิดประโยชนในการ

ประเมินประสิทธิภาพ วิธี และความสามารถของผูวิเคราะห จากการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการซ่ึงเปนวิธีการ

ควบคุมคุณภาพจากภายนอก (external quality control) ตามขอกําหนดของมาตรฐาน ISO/IEC 17025 : 2017(15)

นอกเหนือจากการใช spiked sample ซ่ึงหองปฏิบัติการสวนใหญใชในการวิเคราะหเพ่ือควบคุมคุณภาพภายใน (internal

quality control) ท้ังน้ีเม่ือหองปฏิบัติการนําผลวิเคราะห จากการเปรียบเทียบระหวางหองปฏิบัติการมาปรับปรุง

คุณภาพการวิเคราะหน้ัน  เปนการสงเสริมพัฒนาความสามารถเครือขายหองปฏิบัติการของประเทศ ใหมีคุณภาพ เปน

ท่ียอมรับในความเทาเทียมกันของผลการวิเคราะห และสรางความม่ันใจใหกับผูท่ีนําผลการวิเคราะหไปใชประโยชน

ในการคัดกรองวัตถุดิบพืชกัญชาใหไดคุณภาพตามท่ีตองการและลดความเส่ียงของสารตกคางและสารปนเปอนกอน

นํามาใชในการผลิตยาและผลิตภัณฑทางการแพทย
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Development of Cannabis Proficiency Test 
Sample for Pesticide Residue 

and Heavy Metal Analysis

Wischada Jongmevasna Panawan Kluengklangdon Weerawut Wittayanan Supat Sangsuay 

Thoranit Chaimongkol and Kanpirom Lertbumroongchai
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000,

Thailand

ABSTRACT  Since 2019, the medicinal cannabis policy has been established, the value chains related 

to cannabis plantation, distribution and product development have then been dramatically increasing. 

For the quality and safety of medical product' concerns, pesticide residues and heavy metals are highly 

recommended parameters for cannabis raw material analysis. To monitor and enhance the competency 

of DMSc network laboratories, the Department of Medical Sciences, a reference laboratory for medical 

services and public health has planned for setting the cannabis proficiency testing. Therefore, this study 

focused on the development of a cannabis proficiency test (PT) sample. The dried cannabis containing 

incurred pesticide residues and heavy metals provided by the Office of the Narcotics Control Board was 

prepared, packed and tested for its homogeneity. The result showed that the candidate PT sample was 

sufficiently homogeneous, the average concentration and standard deviation determined by using 

GC-ECD/FPD for chlorpyrifos and cypermethrin were in the range of 85.6 ± 3.5 and 32,520 ± 1,625 µg/kg,

respectively. That of cadmium analyzed by using ICP-MS was 344 ± 18 µg/kg. In addition, temperature 

effects during transportation for 3-day at uncontrolled temperature and 2-month at -10°C storage were 

carried out. Chlorpyrifos, cypermethrin and cadmium concentrations still remained at the level of 

89.6 ± 3.4, 33,753 ± 2,619 and 321 ± 11 µg/kg, respectively. As a result of statistical analysis, it 

indicated that those analytes in the prepared PT sample were satisfactorily homogeneous and stable. It 

could be concluded that the prepared sample was successfully developed as a potential PT sample with 

sufficiently homogeneous and stable properties following ISO 13528: 2015 and suitably used for the 

laboratory evaluation of pesticide residues and heavy metals.

Keywords: Proficiency test sample, Cannabis, Pesticide residue, Trace element
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การพัฒนาและทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสาร
กลุมแคนนาบินอยดในน้ํามะพราว

โดยเทคนิค LC-MS/MS

สกุลรัตน สมสันติสุข อัจฉรี อินแกว เสาวณีย วาจาสิทธ์ิ สุวิมล หมวดหมะ กัญญารัตน เช้ือกูลชาติ วิทวัส วังแกวหิรัญ

และทองสุข ปายะนันทน
สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย ถนนติวานนท นนทบุรี 11000
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บทคัดยอ กัญชาและกัญชงจัดเปนยาเสพติดใหโทษประเภทท่ี 5 แตปจจุบันไดอนุญาตใหนําบางสวนไปใชไดอยางถูกกฎหมาย

ตามเง่ือนไขท่ีกําหนด สงผลใหผลิตภัณฑอาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีกัญชาหรือกัญชงเปนสวนประกอบกลายเปนท่ีสนใจ

ของท้ังผูผลิตและผูบริโภค เน่ืองจากมีสารสําคัญกลุมแคนนาบินอยด ซ่ึงมีฤทธ์ิท้ัง psychotropic และ non-psychotropic

มอีนพุันธหลัก ไดแก CBD และ ∆9-THC สามารถชวยใหผอนคลาย คลายความกงัวล และชวยในการนอนหลับ อยางไรก็ตาม

การบริโภคในปริมาณที่มากเกินไปอาจกอใหเกิดอาการไมพึงประสงค เชน เซื่องซึม ปวดศีรษะ หัวใจเตนแรง และอาจรุนแรง

จนถึงข้ันประสาทหลอน และควบคุมตัวเองไมได ดังนั้นการควบคุมปริมาณแคนนาบินอยดในผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่ม

จึงมีความสําคัญในการคุมครองความปลอดภัยของผูบริโภค สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารไดพัฒนาและตรวจสอบ

ความถูกตองของวธิกีารวเิคราะหสารกลุมแคนนาบนิอยดทัง้หมด 6 ชนดิ ไดแก ∆8-THC, ∆9-THC, THCA, THCV, CBD 

และ CBN ในนํ้ามะพราว โดยการสกัดอาศัยเทคนิค liquid-liquid extraction แลว clean-up ดวย SPE HLB cartridge 

ทําการวิเคราะหชนิดและปริมาณโดยเทคนิค LC-MS/MS พบวาวิธีนี้มีขีดจํากัดของการตรวจพบเทากับ 2 ไมโครกรัมตอ

กิโลกรัม และคาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณเทากับ 3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ชวงการวิเคราะหท่ีใหความสัมพันธเปนเสนตรง 

เทากับ 3 - 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม และมีคา correlation coefficient ในชวง 0.9921 - 0.9985 มีความแมนแสดงดวย

คาเฉล่ีย %recovery อยูในชวง 91.16 - 113.37% และความเท่ียงแสดงดวย %RSD อยูในชวง 2.65 - 15.00% วิธีการท่ีพัฒนา

ขึ้นนี้มีความนาเชื่อถือและเหมาะสมในการนําไปใชตรวจวิเคราะหสารแคนนาบินอยดในเครื่องดื่มแตงกลิ่นรส

คําสําคัญ: กัญชา, กัญชง, แคนนาบินอยด, LC-MS/MS, น้ํามะพราว



การวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยดในนํ้ามะพราวโดยเทคนิค LC-MS/MS  สกุลรัตน สมสันติสุข และคณะ

557วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

บทนํา

กัญชา (Cannabis) และ กัญชง (Hemp) มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Cannabis sativa L. เปนพืชลมลุก

ชนดิหนึง่ในวงศ Cannabidaceae ซ่ึงกาํลังไดรบัความสนใจจากหลายประเทศทัว่โลกรวมถึงประเทศไทย เน่ืองจากมฤีทธิ์

ชวยใหผอนคลาย สดชื่น คลายความตึงเครียดและกังวล บรรเทาความรูสึกเจ็บปวด และชวยใหนอนหลับ ซึ่งฤทธิ์นี้

มาจากสารเคมีที่เปนเอกลักษณเฉพาะของพืชกัญชาและกัญชง ไดแก สารกลุมแคนนาบินอยด ซึ่งมีมากกวา 60 ชนิด(1)

แบงตามลักษณะการออกฤทธิ์ไดเปน 2 กลุม คือ สารที่ไมออกฤทธิ์ตอจิตและประสาท (non-psychotropic 

compound) เชน Tetrahydrocannabinolic acid (THCA), Cannabidiol (CBD) และ Cannabinol (CBN) 

และสารที่ออกฤทธิ์ตอจิตและประสาท (psychotropic compound) โดยสารที่สามารถออกฤทธิ์ไดมากที่สุด คือ 

∆9-Tetrahydrocannabinol (THC) โดยสาร THC นี้จะออกฤทธิ์คลาย Endocannabinoid ที่พบในรางกายของ

สัตวและมนุษย เมื่อจับกับตัวรับจําเพาะ ซึ่งไดแก Cannabinoid receptors ชนิด CB1 ที่พบมากในสมอง จะสงผล

ใหรูสึกมีความสุข และยังมีผลตอสมองสวนที่รับรูความกังวล ความเจ็บปวด การรับรูความรูสึก การควบคุมระบบการ

เคลื่อนไหวของรางกาย และระบบตอมไรทออีกดวย สวนตัวรับชนิด CB2 จะพบมากที่เซลลในระบบภูมิคุมกัน และ

เสนประสาทสวนปลาย(2) ผลของการไดรบัแคนนาบนิอยดจงึคลายกบัยากระตุนประสาท ยากดประสาท ยาหลอนประสาท 

ยาแกปวด และยาที่ออกฤทธิ์ตอจิตประสาท การนํามาใชจึงอาจกอไดทั้งประโยชนและโทษ ขึ้นอยูกับปริมาณที่รับเขาไป

และสภาพรางกายของบุคคล ดังแสดงในตารางที่ 1(3)

ภาพท่ี 1  โครงสรางของสารกลุมแคนนาบินอยดในกัญชาและกัญชง(3)

หลายประเทศมีการปรับเปลี่ยนกฎหมายหรือออกกฎหมายใหมที่เก่ียวของกับกัญชาและกัญชงเพื่อเปดทาง

สูการนําไปใชเชิงพาณิชยมากข้ึน สําหรับประเทศไทยมีการออกประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับที่ 424(4) ระบุให

บางสวนของพืชกัญชาและกัญชง ไดแก เปลือก ลําตน เสนใย ก่ิงกาน ราก ใบ (ท่ีไมมีชอดอกติดมาดวย) สารสกัด และ

กากท่ีเหลือจากการสกัด (ท่ีมี THC ไมเกิน 0.2% โดยน้ําหนักแหง) เฉพาะท่ีไดรับอนุญาตใหผลิตในประเทศเทาน้ัน 

ปลดพนจากการเปนยาเสพติดใหโทษประเภทท่ี 5 และมีการสงเสริมการนํากัญชาและกัญชงมาใชประโยชนในผลิตภัณฑ

สุขภาพ เคร่ืองสําอางและอาหาร เพ่ือตอบสนองนโยบายการพัฒนากัญชาและกัญชงเปนพืชเศรษฐกิจ ซ่ึงไดรับการตอบ

รับท่ีดีมากและมีการนํามาใชอยางกวางขวาง เน่ืองจาก CBD เปนสารจากธรรมชาติท่ีใหฤทธ์ิหลากหลายและมีประโยชน
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ตอสุขภาพ เชน ชวยการนอนหลับ เจริญอาหาร ลดการอักเสบ ลดปวด ลดอาการเกร็งกลามเน้ือ ปองกันการเกิดอนุมูล

อิสระ สามารถนําไปประยุกตใชเปนยาและอาหารได สวนฤทธ์ิในการตอตานการอักเสบและอนุมูลอิสระ ชวยลดความเสีย

หายของผิวหนังจากแสงแดด กระตุนการสรางคอลลาเจนในผิว เหมาะสมตอการนํามาใชในเคร่ืองสําอาง สําหรับผลิตภัณฑ

อาหารและเคร่ืองด่ืม มีการนําสวนตางๆ ของกัญชาและกัญชงมาใชอยางหลากหลาย เชน น้ําซุปท่ีตมจากลําตนกัญชา คุกก้ี 

เบเกอรี เยลล่ี และเคร่ืองด่ืมผสมใบกัญชา อาหารเตรียมสําเร็จผสมใบกัญชา น้ํามันผสมสารสกัดกัญชา ซ่ึงความเส่ียง

อยางหน่ึงในการบริโภค คือ อันตรายจากการบริโภคเกินขนาด เน่ืองจากการระบุปริมาณการบริโภคท่ีเหมาะสมเปนส่ิงท่ี

ทําไดยาก มีขอควรคํานึงหลากหลาย เชน สายพันธุ อายุ คุณภาพ และสวนของกัญชาหรือกัญชงท่ีนํามาใช กระบวนการ

ผลิตและสวนประกอบอ่ืนๆ ในอาหารและเคร่ืองด่ืม รวมถึงปจจัยจากผูบริโภค เชน น้ําหนักตัว อายุ เพศ ระบบเมตา

บอลิซึม เปนตน นอกจากน้ี การบริโภคกัญชาหรือกัญชงตองใชระยะเวลานานกอนการออกฤทธ์ิ โดยใชระยะเวลานาน

ถึง 30 - 90 นาที ในการลําเลียงสาร THC ไปยังสมอง และมีระยะเวลาในการออกฤทธ์ิสูงสุดประมาณ 2 - 4 ช่ัวโมง

หลังจากบริโภค จึงทําใหผูบริโภคอาจไมรูสึกมึนเมาในขณะแรก และบริโภคจนเกินขนาด สงผลใหเกิดอาการคลายเมา

เหลาอยางออน เซื่องซึม วิงเวียน ปวดศีรษะ และหัวใจเตนแรง หากไดรับในปริมาณที่มากเกินไปอาการอาจรุนแรง

จนถึงขั้นประสาทหลอน เห็นภาพลวงตา หูแวว หวาดระแวง ความคิดสับสน และควบคุมตัวเองไมได

ประเทศไทยมีการกาํหนดปรมิาณสูงสุดของสารสาํคญักญัชาและกญัชงในอาหารแตละประเภท โดยอางองิจาก

ขอแนะนําดานสุขภาพและความปลอดภัยของ Federal Institute for Risk Assessment (Bundesinstitut für 

Risikobewertung, BfR)(5) ประเทศเยอรมนทีีใ่ชหลกัการ ALARA (As Low As Reasonably Achievable) และ

มีคาตํ่าที่สุดเมื่อเทียบกับประเทศอื่นๆ พบวา เมื่อเทียบกับคา Acute Reference Dose (ARfD) ของ total THC 

ซึ่งเทากับ 0.001 mg/kg bw/day(6) ณ ระดับที่เกณฑกําหนดสามารถทําใหเกิดความปลอดภัยสําหรับผูบริโภคได

โดยประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 425) พ.ศ. 2564(7) ไดกําหนดเกณฑใหผลิตภัณฑอาหารท่ีมีสวนประกอบ

ของเมล็ด น้ํามัน หรือโปรตีนจากเมล็ดกัญชง เชน ผลิตภัณฑธัญชาติสําหรับอาหารเชา ผลิตภัณฑขนมอบ ขนมขบเค้ียว

ท่ีมีมันฝร่ัง ธัญชาติ แปงหรือสตารช (starch) เปนสวนประกอบ มีคาการปนเปอนสูงสุดของ total THC เทากับ 

0.15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และ CBD เทากับ 3.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม รวมท้ังมีเกณฑสําหรับผลิตภัณฑอาหาร

ที่มีสวนประกอบของกัญชาหรือกัญชง ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 427) พ.ศ. 2564(8) ที่กําหนดให

ตรวจพบสาร THC ไดไมเกิน 1.6 มิลลิกรัมตอหนวยบรรจุ และ CBD ไมเกิน 1.41 มิลลิกรัมตอหนวยบรรจุ ยกเวน

อาหาร นม อาหารเสริมสําหรับทารกและเด็กเล็ก และเครื่องดื่มที่ผสมกาเฟอีน

การตรวจวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด ในผลิตภัณฑอาหารและเครื่องดื่มที่มีกัญชาหรือกัญชง จึงเปน

สวนสําคัญในการคุมครองความปลอดภัยของผูบริโภค ซึ่งเทคนิคในการตรวจวิเคราะห นั้นมีหลากหลาย เชน Gas 

Chromatography (GC), Liquid Chromatography (LC), Thin Layer Chromatography (TLC), Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) และ Nuclear Magnetic Resonance Spectrometry (NMR) 

โดยเทคนคิหลกัทีน่ยิมใช ไดแก HPLC และ GC เนือ่งจากสามารถวเิคราะหสารหลายชนดิไดพรอมกนั มคีวามจาํเพาะ 

และความไวสูง สามารถตรวจสอบสารที่มีปริมาณนอยไดอยางแมนยํา แตมีขอดีและขอจํากัดบางประการ โดย GC มัก

ใชรวมกับ detector แบบ Mass Spectrometry (MS) หรือ Flame Ionization Detection (FID) ขอดีของการ

ใช GC คือสามารถวิเคราะหสารระเหย (volatile compounds) อื่นๆ ในกัญชาและกัญชงได เชน Terpenes อยางไร

ก็ตาม การวิเคราะหดวย GC มีขอจํากัดคือ ไมสามารถแยกอนุพันธแคนนาบินอยด ในรูปกรดและกลาง เชน THCA 

และ THC ออกจากกันได เนื่องจากในการวิเคราะหตองใชความรอนสูงถึง 300 องศาเซลเซียส จึงทําให THCA เกิด 

decarboxylation กลายเปน THC และผลการวิเคราะหที่ไดจะเปนผลรวมในรูปของ total THC ดังนั้น หากตองการ

วิเคราะหโดยแยกชนิดสารกัน สาร THCA จะตองผานกระบวนการ derivatisation กอน(9) สําหรับเทคนิค HPLC 

หรือ LC มี detector ที่สามารถใชรวมกัน ไดแก Mass Spectrometry (MS), UV/VIS Spectrophotometer 
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(UV) และ Diode-Array Detection (DAD) คอลมันทีน่ยิมใชในการแยกสารเปนประเภท C18 stationary phase 

เน่ืองจากสารกลุมแคนนาบินอยด มีคณุสมบตัเิปน hydrophobic นอกจากนี ้ประโยชนของการใช LC คอื สามารถแยก

อนุพันธในรูปกรดและกลางได เนื่องจากไมมีการใหความรอนสูง THCA จึงไมเปล่ียนแปลงไปอยูในรูปอ่ืน แตมีขอ

จํากัดที่ไมสามารถวิเคราะหสารระเหยชนิดอื่นๆ ไปพรอมกันได สําหรับวิธีมาตรฐานที่ใชตรวจยืนยันสารกลุมแคนนาบิ

นอยดไดมีการระบุในประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 425 และ 427 (พ.ศ. 2564) ใหใชเครื่องมือที่อาศัยหลักการ

โครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) หรือสูงกวา

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีการสกัดและตรวจวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด จํานวน 6 ชนิด 

ไดแก ∆8-THC, ∆9-THC, THCA, THCV, CBD และ CBN ในเคร่ืองด่ืม โดยเทคนิค LC-MS/MS เม่ือ

ไดวิธีการท่ีเหมาะสมแลว จึงทําการทดสอบความถูกตองของวิธี (method validation) ใชน้ํามะพราวเปนตัวแทน

(representative matrix) ของเคร่ืองด่ืมแตงกล่ินรส เน่ืองจากตัวอยางของเคร่ืองด่ืมท่ีพบตามทองตลาดมีลักษณะเปน

เคร่ืองด่ืมปรุงแตงรสหวาน ซ่ึงน้ํามะพราวพาสเจอรไรสท่ีนํามาใชน้ี มีปริมาณน้ําตาลใกลเคียงกับตัวอยางชนิดอ่ืนๆ จึงนํา

มาใชเปนตัวแทนได และทําการวิเคราะห method blank, matrix blank, limit of detection (LOD), limit of 

quantitation (LOQ), linearity and working range, accuracy และ precision ตาม EURACHEM Guide 

2014(10) เพ่ือยืนยันวาวิธีท่ีไดมีความถูกตอง เหมาะสม สามารถนําไปใชตรวจวิเคราะหตัวอยางเพ่ือประโยชนในการข้ึน

ทะเบียนอาหาร การควบคุมคุณภาพอาหารตามกฎหมาย และการเฝาระวังความปลอดภัยใหกับผูบริโภค นอกจากน้ี

ยังมีประโยชนตอการประเมินความเสี่ยง การกําหนดมาตรฐานวิธีทดสอบสารกลุมแคนนาบินอยดในอาหาร สามารถใช

ผลการวเิคราะหเปนขอมูลพืน้ฐานในการวางแผนใหกบัหนวยงานทีเ่กีย่วของ เพือ่ปองกนั และเฝาระวงัการใชสารเหลานี้

ใหเหมาะสมตอไป

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน 

สารมาตรฐาน : delta 8-Tetrahydrocannabinol (∆8-THC), delta 9-Tetrahydrocannabinol 

(∆9-THC), Tetrahydrocannabinolic acid (THCA), Tetrahydrocannabivarin (THCV), Cannabinol 

(CBN) (ผลิตภัณฑของ Lipomed, purity > 98%) และ Cannabidiol (CBD) (ผลิตภัณฑของ Bureau of Drug 

and Narcotic DMSc, purity 99%)

สารเคมี :  methanol (CH
3
OH), dichloromethane (CH

2
Cl

2
), acetonitrile (CH

3
CN) เปน HPLC 

grade และ glacial acetic acid (CH
3
COOH) เปน AR grade

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องชั่ง 3 ตําแหนง และ 5 ตําแหนง, เครื่องบดปน, vortex mixer, reciprocal shaker, refrigerated

centrifuge, turbo nitrogen evaporator temperature controlled, SPE vacuum manifold, micro pipette

ขนาด 10-100, 20-200, 100-1000 และ 1,000-10,000 ไมโครลิตร, screw cap centrifuge tube ขนาด 50 

มิลลิลิตร, test tube ขนาด 15 มิลลิลิตร, micro-spin filter tube 0.22 µm PVDF, cellulose nitrate ขนาด

เสนผานศูนยกลาง 47 mm 0.45 µm, HPLC vials สีชา ขนาด 1.5 ml, solid phase extraction cartridges 

(SPE) Oasis HLB 6 cc (200 mg), เคร่ือง LC-MS/MS ประกอบดวย binary pump, autosampler, micro 

vacuum degasser, thermostatted column compartment :  Agilent 1100-API 4000, detector ชนิด 

triple quadrupole mass spectrometer และคอลัมน EC 150/3 NUCLEOSHELL RP 18, 2.7 µm 
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การเตรียมตัวอยาง 

สกดัสารกลุมแคนนาบนิอยดจากตวัอยาง โดยใชน้ํามะพราวพาสเจอไรสเปนตัวแทนในการทดสอบความใชได

ของวิธีการวิเคราะหสําหรับ matrix เครื่องดื่มแตงกลิ่นรส ตามวิธีการดังนี้ ชั่งตัวอยาง 10 ± 0.10 กรัม ลงใน screw 

cap centrifuge tube ขนาด 30 มิลลิลิตร จากนั้นเติม dichloromethane 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex 

mixer และเขยาดวยเครื่อง shaker เปนเวลา 10 - 15 นาที กอนนําไป centrifuge ที่ 4,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ -4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวดูดสารละลายชั้น dichloromethane ดานลางทั้งหมด ใส test tube ขนาด 15 

มิลลิลิตร ระเหยสารละลายดวย nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 40 - 45 องศาเซลเซียส จนเกือบแหง และละลาย 

residue ดวย methanol 1 มิลลิลิตร

นําไป clean-up ดวย SPE Oasis HLB 6 cc (200 มิลลิกรัม) โดยมีข้ันตอนดังน้ี  (1) Pre-washing :  

ดวย methanol 5 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร ตามลําดับ (2) Loading :  ใสสารละลายท่ีสกัดไดท้ังหมดลงใน 

cartridge (3) Washing :  ดวย 25% methanol 3 มิลลิลิตร (4) Eluting :  ชะสารวิเคราะห และเก็บสวนท่ีไหล

ผานลงมา โดยใช 90 : 10 acetonitrile :  methanol 5 มิลลิลิตร และ 60 : 40 acetonitrile :  methanol 3 มิลลิลิตร

ตามลําดับ โดยทุกขั้นตอนตองควบคุมใหมีอัตราการไหลสมํ่าเสมอ และ cartridge ไมแหงจนเกินไป ระเหยสารสกัด

ที่ไดจากการ clean-up ดวยเครื่อง nitrogen evaporator ที่อุณหภูมิ 40 - 45 องศาเซลเซียส จนเกือบหมด นํามา

ละลายดวย acetonitrile 500 ไมโครลิตร กรองผาน PVDF filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร แลวเทสารสกัดใส HPLC 

vial สีชา ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อนําไปตรวจวิเคราะหชนิดและปริมาณดวยเครื่อง LC-MS/MS

การวิเคราะหดวย LC-MS/MS

สภาวะเคร่ืองมือ Liquid chromatography :  Agilent 1100

mobile phase เปนระบบตัวทําละลาย 2 ชนิด โดยตัวทําละลาย A คือ 0.1% acetic acid in DI

water : methanol (95 : 5) และตัวทําละลาย B คือ 0.1% acetic acid in acetonitrile : methanol (95 : 5) 

อุณหภูมิของคอลัมนเทากับ 40 องศาเซลเซียส injection volume เทากับ 5 ไมโครลิตร และสภาวะท่ีใชในการแยก

สารกลุมแคนนาบินอยด เปนแบบ isocratic ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1  LC conditions สําหรับการวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด 

Time Mobile phase A (%) Mobile phase B (%) Flow rate

0 27 73 0.7

15 27 73 0.7

สภาวะเคร่ืองมือ Mass spectrometer :  API 4000

การวิเคราะหโดย MS/MS สารจะถูกทําใหเปนไอออนบวกและลบ โดย electrospray ionization 

(ESI) ไอออนที่ไดจะถูกวิเคราะหดวย Multiple reaction monitoring (MRM) mode โดยมีสภาวะของ mass

spectrometer ดังตารางที่ 2 และ 3

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 

การสรางกราฟมาตรฐาน 

เตรียม matrix-matched calibration curve โดยชั่งนํ้ามะพราวที่เปน matrix blank จํานวน 6 หลอด 

แลวเติมสารมาตรฐาน ∆8-THC,  ∆9-THC, THCA, THCV, CBD และ CBN ที่ 6 ระดับความเขมขน ไดแก 
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0, 3, 5, 10, 30 และ 50 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั จากนัน้ทาํการสกดัและทาํใหบรสิทุธิเ์หมอืนการสกดัตวัอยาง สรางกราฟ

มาตรฐานระหวางความเขมขนของสารมาตรฐาน (แกน x) กับ peak area ของสารมาตรฐาน (แกน y) และคํานวณ

หาคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determination, r2)

ตารางที่ 2  MS/MS พารามิเตอรสําหรับการวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด

Ionization mode ESI, positive and negative

Ion spray voltage 5500 eV

Temperature TEM 500°C

collision gas, CAD Nitrogen, 7 psig

curtain gas (CUR) 25 psig

ion spray nebulizer gas (GS-1) 60 psig

TIS Heater Gas (GS-2) 60 psig

ตารางที่ 3  M/Z ของสารกลุมแคนนาบินอยด และ fragmentation conditions

compound 
name

precursor ion
(m/z)

product ion
(m/z)

Dwell time
(m/z)

DP
(ms)

CE
(eV)

RT
(min)

∆9-THC 315.00 193.000 (primary) 50 70 31 6.28

135.000 (secondary) 50 70 27

∆8-THC 315.100 193.100 (primary) 50 70 31 5.97

135.100 (secondary) 50 70 25

THCA 357.400 313.000 (primary) 50 -100 -35 8.41

245.200 (secondary) 50 -100 -42

THCV 286.900 165.000 (primary) 50 60 30 3.29

123.000 (secondary) 50 60 45

CBN 311.000 222.900 (primary) 50 80 30 4.65

241.100 (secondary) 50 80 30

CBD 315.000 123.100 (primary) 50 73 45 3.09

259.000 (secondary) 50 73 24

การวิเคราะห method blank และ matrix blank

วิเคราะห method blank โดยสกัดตามวิธีวิเคราะหที่พัฒนา ดวยการใชสารเคมีทั้งหมดแตไมมีการเติม

ตัวอยาง และ matrix blank โดยการสกัดนํ้ามะพราวที่ไมมีการปนเปอนของสารกลุมแคนนาบินอยด ตามวิธีวิเคราะห

ขางตน ฉีดสารสกัด method blank และ matrix blank เขาเครื่อง LC-MS/MS เพื่อดูวามี m/z หรือ peak ที่

รบกวน ตรงกับตําแหนงของสารมาตรฐานหรือไม
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การหาขีดจํากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD)

ทดสอบโดยเตมิสารมาตรฐานท้ัง 6 ชนดิ ทีร่ะดบัความเขมขน 2 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั ลงใน matrix blank 

วิเคราะห 10 ซํ้า แลวตรวจสอบคา signal/noise โดยผลตองไมพบ false negative 

การหาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ)

ทดสอบโดยเตมิสารมาตรฐานท้ัง 6 ชนดิ ทีร่ะดบัความเขมขน 3 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั ลงใน matrix blank 

วิเคราะห 10 ซํ้า คํานวณปริมาณเทียบกับ calibration curve แลวคํานวณ %recovery, %RSD และ HORRAT

การทดสอบความเปนเสนตรง และชวงการวิเคราะห 

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank ที่ระดับความเขมขนตาม calibration curve ทั้งหมด

6 ระดับ ไดแก 0, 3, 5, 10, 30 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 3 ซํ้า สรางกราฟความสัมพันธระหวาง

ความเขมขนของสารมาตรฐาน กับ peak area ของสารมาตรฐานทั้ง 6 ชนิด และคํานวณหาคา r2

การทดสอบความแมน และความเที่ยง 

ทดสอบโดยเติมสารมาตรฐานทั้ง 6 ชนิด ที่ระดับความเขมขน 3, 5 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ลงใน 

matrix blank วิเคราะหระดับละ 10 ซ้ํา คํานวณปริมาณเทียบกับ calibration curve แลวคํานวณ คาเฉลี่ย

%recovery, %RSD และ HORRAT โดยประเมินผลการทดสอบความถูกตองของวิธีตามเกณฑกําหนดดังนี้

ความแมน (accuracy) กําหนดเกณฑยอมรับโดยคาเฉลี่ย %recovery อยูในชวง 60 – 120% ความเที่ยง 

(precision) เกณฑยอมรับโดยใช HORRAT (Horwitz ratio) ที่ Codex และ EU กําหนดไวที่ ≤ 2 ซึ่ง HORRAT 

(Horwitz ratio) คํานวณจาก

     

      Experimental RSDr
    HORRAT  =   
          Predicted RSDr

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห 

การประเมินคาความไมแนนอนของการวัด(11) คํานึงถึงแหลงของความไมแนนอนจากทุกแหลง ไดแก 

นํ้าหนัก ปริมาตร กราฟมาตรฐาน ความเที่ยง และความแมน แลวคํานวณรวมคาความไมแนนอนทั้งหมด จากนั้นหา

คาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (k = 2) เพื่อประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะหตามวิธี

ที่ไดทดสอบ

ปริมาณสารที่พบหนวยเปนไมโครกรัมตอกิโลกรัม (µg/kg) และคํานวณความเขมขนของสารที่ตรวจพบ

จาก standard curve

      โดยใชสมการเสนตรง                      Y = aX + b  

   ปริมาณของสารที่ตรวจพบ CA (µg/kg) = (Y - b)/a                                                                                                                 

โดย X = concentration

    Y = peak area   

     C
A
 = conc. of analyte (µg/kg)

        a = slope ของ calibration curve         

          b = intercept ของ calibration curve
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ผล

 จากการศึกษาการวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยด ทั้ง 6 ชนิด ไดแก ∆8-THC,  ∆9-THC, THCA, 

THCV, CBD และ CBN ภายใตวิธีการและสภาวะที่กําหนด สามารถสรางกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวางความ

เขมขน กับ peak area ของสารมาตรฐานดังกลาวได ในชวงความเขมขน 3 - 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ไดกราฟที่เปน

เสนตรง มีคา r2 ในชวง 0.9921 - 0.9985 และมีลักษณะของ peak ดังแสดงในภาพที่ 2 และเมื่อวิเคราะห method 

blank ของสารเคมทีีใ่ชทัง้หมด และ matrix blank ของตวัอยางนํา้มะพราว ไมพบ peak รบกวนในชวงของการตรวจ

วัดสารเปาหมาย 

ภาพที่ 2  โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานแคนนาบินอยด 6 ชนิด ไดแก ∆9-THC,  ∆8-THC, THCA, THCV, 

 CBD และ CBN วิเคราะหดวยเครื่อง LC-MS/MS

ผลการทดสอบขีดจํากัดของการตรวจพบ (LOD) ของสารกลุมแคนนาบินอยด ทั้ง 6 ชนิด สําหรับ matrix 

เครื่องดื่ม เทากับ 2 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม โดยใหสัญญาณ S/N สูงกวา 3 เทา ในทุกตัวอยาง สวนคาขีดจํากัดของ

การวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เทากับ 3 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ผลการพิสูจนคา LOQ โดยการเติมสารมาตรฐานและ

วิเคราะห 10 ซํ้า พบวา มีคาความแมนที่ประเมินจากคาเฉลี่ย %recovery ในชวง 103.93 - 113.37% และ %RSD 

ในชวง 2.6 - 4.3% ความเที่ยงจาก HORRAT อยูในชวง 0.10 - 0.17 ดังแสดงในตารางที่ 4

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห (linearity and working range) ท่ีชวงความเขมขน

3 - 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ไดกราฟเสนตรง มีคา r2 ในชวง 0.9921 - 0.9985 สวนการทดสอบคาความแมนและ

ความเท่ียงของวิธีวิเคราะหท่ีระดับความเขมขน 3, 5 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ความเขมขนละ 10 ซ้ํา พบวา มีคา

ความแมนท่ีประเมินจากคาเฉล่ีย %recovery ของสาร ∆8-THC,  ∆9-THC, THCA, THCV, CBD และ CBN

อยูในชวง 92.20 - 108.20, 95.96 - 107.53, 94.00 - 112.70, 91.16 - 113.37, 96.02 - 106.96 และ 94.82 - 109.13% 

ตามลําดับ ซ่ึง %recovery ท่ีทุกระดับความเขมขนอยูในชวงการยอมรับ 60 - 120%  และความเท่ียง (precision) 

ที่ประเมินจาก %RSD และ HORRAT อยูในชวง 2.65 - 15.00% และ 0.10 - 0.90 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 
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ตารางที่ 4  ผลการวิเคราะหสารกลุมแคนนาบินอยดในตัวอยางนํ้ามะพราวที่คา LOD และ LOQ 

∆9-THC ∆8-THC THCA THCV CBD CBN

Limit of Detection (LOD)
2 µg/kg

Range of S/N 30.7 - 54.9 15.6 - 30.5 35.1 - 153.9 11.6 - 34.1 13.8 - 59.1 5.9 - 12.9

Average S/N 39.40 22.07 69.18 17.15 30.03 8.58

Limit of Quantification 
(LOQ) 3 µg/kg

Average conc. (µg/kg) 3.23 3.25 3.26 3.40 3.12 3.27

Recovery (%) 107.53 108.20 108.57 113.37 103.93 109.13

Standard deviation (SD) 0.14 0.13 0.09 0.13 0.13 0.10

Relative standard
deviation (%RSD)

4.31 4.01 2.65 3.86 4.33 2.94

%RSD
expected

25.32 25.32 25.32 25.32 25.32 25.32

HORRAT 0.17 0.16 0.10 0.15 0.17 0.12

ตารางที่ 5  Accuracy และ precision ของวิธีการวิเคราะหแคนนาบินอยดในนํ้ามะพราว

สารมาตรฐาน
Spiked level

(µg/kg)

%recovery 
(n=10)

Min - Max
Mean ± SD

%RSD
(เกณฑยอมรับ 

≤ 20%)

HORRAT
(เกณฑยอมรับ 

≤ 2)

∆8-THC 3 99.67 - 114.33 108.20 ± 4.34 4.01 0.16

5 95.60 - 111.20 104.50 ± 4.62 4.42 0.19

50 69.80 - 109.40 92.20 ± 13.83 15.00 0.90

∆9-THC 3 100.67 - 113.33 107.53 ± 4.64 4.31 0.17

5 99.20 - 109.60 105.38 ± 3.69 3.51 0.15

50 77.20 - 115.0 95.96 ± 14.32 14.32 0.86

THCA 3 105.67 - 113.67 108.57 ± 2.88 2.65 0.10

5 103.40 - 120.00 112.68 ± 5.38 4.78 0.20

50 75.60 - 110.20 94.00 ± 13.60 14.47 0.87

THCV 3 104.33 - 118.67 113.37 ± 4.38 3.86 0.15

5 97.60 - 118.60 109.52 ± 8.09 7.39 0.32

50 74.40 - 103.80 91.16 ± 10.19 11.18 0.67

CBD 3 97.00 -110.00 103.93 ± 4.50 4.33 0.17

5 99.80 - 115.00 106.96 ± 4.95 4.63 0.20

50 74.60 - 107.00 96.02 ± 10.14 10.56 0.64

CBN 3 102.33 - 112.67 109.13 ± 3.21 2.94 0.12

5 97.00 - 113.00 104.12 ± 5.36 5.15 0.22

50 75.00 - 112.80 94.82 ± 11.94 12.60 0.76
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การประมาณคาความไมแนนอนของการวเิคราะห นาํการวเิคราะหสาร CBD และ ∆9-THC ในนํา้มะพราวเปน

ตวัอยาง พบแหลงท่ีมาของความไมแนนอน ไดแก นํา้หนกัของตัวอยาง ปรมิาตร  ความเขมขนทีอ่านไดจาก calibration

curve สารมาตรฐาน bias และ precision เมื่อคํานวณคาความไมแนนอนขยายของสาร CBD และ ∆9-THC พบ

วา มีคาเทากับ ± 12.2% และ 13.4% ตามลําดับ ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ดังแสดงในตารางที่ 6 และภาพที่ 3 และ

เปรียบเทียบสัดสวนคาความไมแนนอน จากแหลงความไมแนนอนที่สงผลตอปริมาณสาร CBD จากมากไปนอย ไดแก 

calibration curve (4.3%) ความเที่ยง (4.1%) ความเบี่ยงเบนจากคาจริง (1.3%) การชั่งนํ้าหนัก (0.6%) และ

ปรมิาตร (0.3%) สาํหรบั ∆9-THC ไดแก ความเทีย่ง (5.1%) calibration curve (4.0%) ความเบีย่งเบนจากคาจรงิ

(1.6%) การชั่งนํ้าหนัก (0.6%) และปริมาตร (0.3%) ตามลําดับ

ตารางที่ 6  การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสําหรับสาร CBD และ ∆9-THC

CBD ∆9-THC

Source of uncertainty unit x u(x) Percent x u(x) Percent

1. Sample weight g 10 0.06 0.58 10 0.06 0.58

2. Sample volume mL 5 0.02 0.33 5 0.02 0.33

3. Concentration of Sample µg/kg 50.83 2.18 4.29 50.33 1.99 3.96

4. Precision % 100 4.10 4.10 100 5.12 5.12

5. Bias % 100 1.30 1.30 100 1.62 1.62

- Combined relative standard
uncertainty of sample conc.

µg/kg 50.83 3.11 6.11 50.33 3.38 6.71

- Expanded Uncertainty 
at C.I. 95 % (k=2)

6.21 12.23 6.75 13.41

ภาพที ่3   Relative standard uncertainty ของการวเิคราะห CBD และ ∆9-THC จากแหลงความไมแนนอนตาง ๆ

วิจารณ

สารวิเคราะหท้ัง 6 ชนิดท่ีไดทําการตรวจวเิคราะหโดยเทคนคิ LC-MS/MS ครอบคลมุตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุข เรื่อง ผลิตภัณฑอาหารที่มีสารสกัดแคนนาบิไดออลเปนสวนประกอบ ที่มีคากําหนดสําหรับสาร CBD และ 

THC นอกจากนี้การวิเคราะหยังครอบคลุมอนุพันธอื่นๆ ที่สําคัญ ไดแก total THC หรือปริมาณสารออกฤทธิ์ THC 

ทั้งหมดที่สามารถพบไดหลังจากกัญชาหรือกัญชงไดรับความรอน เชน จากกระบวนการการตมหรือพาสเจอไรสใน

การผลิตเคร่ืองด่ืม ซ่ึงคํานวณจากผลรวมของ ∆8-THC, ∆9-THC และ THCA โดย THCA เปนสารท่ีไมออกฤทธ์ิ
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ตอจิตประสาทโดยตรง แตเม่ือไดรับความรอนท่ีอุณหภูมิ ต้ังแต 85 องศาเซลเซียส ข้ึนไป สามารถเกิด decarboxylation

และกลายเปน THC โดยการใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง หรือท่ีอุณหภูมิสูง 

160 องศาเซลเซียส 10 นาที และ 200 องศาเซลเซียส ไมก่ีวินาที สามารถเปล่ียน THCA ท้ังหมดไปเปน THC ได

อยางสมบูรณ(12) และ จะเร่ิมระเหยต้ังแตอุณหภูมิ 157 องศาเซลเซียส ข้ึนไป ดังน้ันการใหความรอนสูงในระยะเวลาท่ี

นานเกินไปจะทําใหปริมาณสาร THC ลดลงไปอยางมาก(13) สําหรับสาร ∆8-THC ซ่ึงเปนสารท่ีไมออกฤทธ์ิและเปน

ไอโซเมอรของ ∆9-THC สามารถเปล่ียนแปลงโครงสรางผานการเกิด isomerization กลายเปนสารออกฤทธ์ิ

∆9-THC ได นอกจากน้ีวิธีการวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใชตรวจวิเคราะห CBN ไดเชนกัน ซ่ึง CBN เปนสาร

ท่ีเกิดจากการสลายตัวของ THCA และ THC เม่ือไดรับความรอน 85 - 100 องศาเซลเซียส และเพ่ือใหสามารถ

ระบุปริมาณสารสําคัญไดอยางครอบคลุม ควรเพ่ิมเติมการตรวจวิเคราะหสาร Cannabidiolic acid (CBDA) เน่ืองจาก 

CBDA เปนสารต้ังตนท่ีสามารถเปล่ียนเปน CBD ผาน decarboxylation เชนเดียวกับการเปล่ียนจาก THCA

เปน THC แตจะมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาชากวาประมาณ 2 เทา(3) 

อนุพันธในกลุม แคนนาบินอยด มีโครงสรางเปน bi- หรือ tri-cyclic ซ่ึงประกอบดวยธาตุคารบอนและ

ไฮโดรเจนเปนหลัก มีออกซิเจน 2 อะตอม จึงมีคุณสมบัติเปนสารไมมีข้ัว (hydrophobic) ละลายไดไมดีในน้ําหรือตัว

ทําละลายท่ีมีข้ัวมาก แตละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย โดยเฉพาะไขมันและแอลกอฮอล(14) และมีอนุพันธท่ีเปนกรด 

เชน THCA ซ่ึงประกอบไปดวยออกซิเจน 4 อะตอม และมีหมูฟงกชันเปนกรดคารบอกซิลิก จึงเปนสารท่ีมีข้ัวมากกวา

อนุพันธอ่ืนๆ ดังน้ันการเลือกใชตัวทําละลายท่ีเหมาะสมจึงมีความสําคัญอยางมากในการสกัดใหได recovery สูง

และทําใหสารสกัดบริสุทธ์ิ ไมมีสารปนเปอนมากเกินไป การใชตัวทําละลายท่ีมีข้ัวปานกลาง (intermediate polarity) 

ผสมกัน เปนอีกทางเลือกหน่ึง แตตองมีการปรับชนิดและสัดสวนใหเหมาะสม(15)  งานวิจัยกอนหนาน้ี(16)  ไดทําการสกัด

สารกลุมแคนนาบินอยดจากน้ําอัดลม โดย degassing ดวยวิธีการ sonication และใช 1 : 99 acetic acid : acetonitrile

เปนตัวทําละลาย กอนนําไปวิเคราะหดวย LC-MS/MS อยางไรก็ตาม วิธีการน้ีใชหลักการเจือจาง ซ่ึงทําใหไดคา 

LOD และ LOQ สูงเกินกวาท่ีตองการ เน่ืองจากขอแนะนําระบุการปนเปอนสูงสุดของ THC ในเคร่ืองด่ืมไวเพียง 

0.005 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จึงทดลองโดยใชวิธีการ liquid-liquid extraction (LLE) และใชตัวทําละลายเปน

dichloromethane ซ่ึงเปนตัวทําละลายอินทรียท่ีคอนขางมีข้ัวนอย มี polarity index เทากับ 3.1 ทําใหแยกช้ันกับ

ตัวอยางเคร่ืองด่ืมและสามารถดึงสารกลุมแคนนาบินอยดออกมาในช้ันตัวทําละลายอินทรีย รวมท้ังแยกสารท่ีละลายไดใน

น้ําชนิดอ่ืนๆ ท่ีอาจรบกวนการวิเคราะห เชน น้ําตาล เกลือแร ออกไป มีงานวิจัยท่ีใชการสกัดดวยวิธีการ LLE เชนกัน(17) 

โดยเปนการสกัดผลิตภัณฑจากกัญชง เชน เคร่ืองด่ืม เบียร ชา และวอดกา ดวยตัวทําละลายผสมระหวาง ethyl

acetate : hexane อัตราสวน 1 : 9 ซ่ึงมี polarity index เทากับ 4.4 และ 0.1 ตามลําดับ 

การวิเคราะหดวยเทคนิค Liquid chromatography หากเปนการวัดที่ระดับความเขมขนสูง เชน ในระดับ

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สามารถใช detector ชนิด UV และตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร(18)  แตสําหรับ

วธิกีารทีพ่ฒันาขึน้น้ี มีเปาหมายเพือ่ตรวจวัดในระดบัทีต่ํา่กวา 5 ไมโครกรมัตอกโิลกรมั จงึเลอืกใชเทคนคิ LC-MS/MS

ซ่ึงมีความไวและจําเพาะกับสารวิเคราะหท่ีตองการ เน่ืองจากเปนการตรวจวัด m/z ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะตัวของสารแตละ

ชนิด ยกเวนสารท่ีเปน isomer กันบางชนิด ในการวิเคราะหน้ี ไดแก ∆8-THC และ ∆9-THC ซ่ึงมีคา m/z เทากัน

ท้ัง precursor ion และ product ions(19)  ดังน้ันการแยกสารท้ังสองชนิดน้ีออกจากกันรวมถึงการแยกอนุพันธอ่ืน ๆ

เพือ่ใหสามารถระบชุนิดและปริมาณไดอยางถกูตอง ตองอาศยัการใช mobile phase และ stationary phase ทีเ่หมาะสม

มงีานวจิยัรายงานวา คอลมันชนดิ C18 ซึง่เปน reversed-phase chromatography มีประสทิธภิาพสงูในการแยกสาร

กลุมแคนนาบินอยด(9) ในการพัฒนาวิธีครั้งนี้ เคยทดลองใช Zorbax SB-C18 column ผลพบวา ไมสามารถแยกสาร 

∆8-THC และ ∆9-THC ออกจากกันได โดยสารทั้งสองชนิดมีการ co-elute ออกมาพรอมกันเปน single peak

จึงเปลี่ยนคอลัมนเปนชนิด EC 150/3 NUCLEOSHELL RP 18, 2.7 µm ซึ่งมีขนาดเสนผานศูนยกลางเล็กลง
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และมีความจําเพาะกับการแยกสารในกลุมแคนนาบินอยด จึงสามารถแยกอนุพันธท้ัง 6 ชนิด ออกจากกันไดอยางชัดเจน 

อยางไรก็ตาม การใชคอลัมนน้ี สงผลใหความดันในสวนของ LC คอนขางสูง และความระมัดระวังไมใหมีอนุภาคขนาด

ใหญเขาสูคอลัมน เน่ืองจากมีเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กมาก ดังน้ันควรกรองสารสกัดดวย filter ท่ีมีเสนผานศูนยกลาง

ขนาด 0.2 ไมโครเมตร ทุกคร้ังกอนนําไปฉีดเขาเคร่ือง LC อีกท้ังการเลือกใช mobile phase มีความสําคัญในการแยกสาร

ซ่ึงพบวาการใช mobile phase ท่ีเติม formic acid เล็กนอย สามารถชวยใหลักษณะของ peak ดีข้ึนไดและชวยใหสาร

แยกออกจากกันไดดีข้ึน(20) มีการศึกษารายงานวาการใช mobile phase ท่ีมี pH 5 สามารถแยกสารไดดีข้ึน peak มี

ความสมมาตรมากข้ึนและมี baseline นอยกวาท่ี pH 7.15(21) โดยในการพัฒนาวิธีน้ี ข้ันแรกใช mobile phase ชนิด 

0.1% formic acid in DI water และ 0.1% formic acid in acetonitrile พบวามีความสามารถในการแยกสารท้ัง 

6 ชนิดได แตเม่ือเปรียบเทียบกับการใช 0.1% acetic acid in (95 : 5) DI water :  methanol และ 0.1% acetic 

acid in (95 : 5) acetonitrile :  methanol พบวา peak ของแตละสารมีการแยกกันชัดเจนมากข้ึน ลักษณะของ peak 

มีความสมมาตรกัน และ intensity สูงข้ึน

จากการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ผานการทดสอบในทุกพารามิเตอร คา precision ที่ได 

มีคา HORRAT นอยกวา 2 ซ่ึงเปนไปตามเกณฑของท่ี Codex และ EU กําหนดไว นอกจากน้ียังไดมีการวางแผนการ

ควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality control) เพ่ือความม่ันใจในผลการวิเคราะหตัวอยางทุก batch โดยจะ

ทําการทดสอบ method blank,  matrix blank, duplication และ spiked sample ท่ีระดับ 0.005 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม ควบคุม %recovery ใหอยูในชวง 60 - 120% โดยการทํา control chart สําหรับกราฟมาตรฐานของสาร

บางชนิดท่ีมี r2 นอยกวา 0.995 เน่ืองจากเปนการทํา matrix-matched calibration curve จึงทําใหอาจมีความ

แปรผันจากข้ันตอนการสกัด สงผลใหบางจุดเบ่ียงเบนไปจากกราฟเสนตรง เม่ือพิจารณาถึงความสมเหตุสมผลของ

คาความไมแนนอน โดยใชเกณฑการคํานวณจากคา standard deviation ซ่ึงคาความไมแนนอนท่ีเหมาะสม

ควรนอยกวา 2 เทาของ predicted Horwitz’s RSDr(22) โดยคาความไมแนนอนท่ีควรจะเปนจากการคํานวณ เทากับ 

46.9% สวนคาความไมแนนอนขยาย (k = 2) ของวิธีจากแหลงความไมแนนอนตางๆ สําหรับการวิเคราะห CBD และ

∆9-THC มีคาเทากับ 12.2% และ 13.4% ตามลําดับ ซ่ึงมีคานอยกวาเกณฑกําหนดประมาณ 3 - 4 เทา เน่ืองจาก

มีการทํา calibration curve แบบ matrix-matched calibration curve ซ่ึงเปนการเติมสารมาตรฐานท่ีความเขมขน

ระดับตางๆ ลงใน matrix blank ท่ีมีความใกลเคียงกับตัวอยางจริง และทําการสกัดตามข้ันตอนการวิเคราะหเชนเดียว

กับตัวอยาง จึงเปนการชดเชยผลกระทบจากลักษณะตัวอยาง (matrix effect) และชดเชยการสูญหายของสารท่ีสนใจ

ท่ีอาจเกิดข้ึนในข้ันตอนการสกัด ทําใหสามารถลดคาความไมแนนอนจากแหลงความไมแนนอนท่ีมาจาก recovery

ลงได เชน คาความไมแนนอนจากความเบ่ียงเบนจากคาจริง (bias) นอกจากน้ีการเลือกใชสารมาตรฐานและ

เคร่ืองมือท่ีมีคาความไมแนนอนนอย ก็มีผลทําใหคาความไมแนนอนของวิธีลดลงไดเชนกัน สุดทายน้ี เน่ืองจากเคร่ืองด่ืม

เปน matrix ท่ีมีความหลากหลาย การนําไปประยุกตใชกับเคร่ืองด่ืมชนิดอ่ืนๆ จึงควรทําการทดสอบ working range กอน

ซึ่งผูวิจัยจะดําเนินการตอไปในอนาคต

สรุป

วิธีวิเคราะหท่ีพัฒนาข้ึนสามารถใชตรวจสารกลุมแคนนาบินอยดในน้ํามะพราวไดท้ังหมด 6 ชนิด ไดแก 

∆8-THC,  ∆9-THC, THCA, THCV, CBD และ CBN โดยเทคนิค LC-MS/MS เปนวิธีท่ีมีสมรรถนะ

ผานเกณฑการยอมรับของการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหทางเคมีโดยหองปฏิบัติการเดียว มีความถูกตอง 

แมนยํา มีความไว และมีความจําเพาะตอสารที่ตองการทดสอบ เหมาะกับการใชงานตามวัตถุประสงค สามารถนําวิธีนี้

ไปใชในการตรวจวิเคราะหเพื่อควบคุมคุณภาพอาหารควบคุมเฉพาะ ตามรางประกาศกระทรวงสาธารณสุข

เรื่อง ผลิตภัณฑอาหารที่มีสารสกัด Cannabidiol (CBD) เปนสวนประกอบ รวมถึงสามารถใชในการตรวจวิเคราะห
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1

The Development and Validation of 
Analysis Method for Cannabinoids in 

Coconut Juice using LC-MS/MS

Sakulrat Somsuntisuk Atcharee Inkaew Saovanee Wajasit Suwimol Muadmah

Kanyarat Chuakunchat Witthawat Wangkaewhiran and Thongsuk Payanan
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000,

Thailand

ABSTRACT  Cannabis and hemp have been classified as narcotics of category V, but some parts of them 

are recently allowed to be used legally. Consequently, foods and beverages containing hemp or cannabis 

have been in the limelight among food producers and consumers due to their active substances called 

cannabinoids, which consist of both psychotropic and non-psychotropic compounds. The main metabolites, 

CBD and ∆9-THC, can provide effects of relaxing, relieving worries and improving sleep. However, the 

overconsumption of cannabis and hemp products can cause adverse effects, such as drowsiness, headache, 

fast heart rate and possibly severe symptoms, such as hallucination and an uncontrollable body.

Therefore, the regulation of cannabinoids in foods and beverages is very important for protecting 

consumer’s health. The Bureau of Quality and Safety of Food has developed and validated method for 

analyzing 6 derivatives of cannabinoid group which are ∆8-THC, ∆9-THC, THCA, THCV, CBD and CBN 

in coconut juice. The extraction method was relied on liquid-liquid extraction and cleaning-up with SPE 

HLB cartridge. For the analysis technique, LC-MS/MS was employed to determine the type and 

quantify the amount of cannabinoids in beverages. As a result, this method had the limit of detection 

(LOD) at 2 µg/kg and the limit of quantitation (LOQ) at 3 µg/kg. The linearity of working range remained 

at 3 - 50 µg/kg, and the method could provide a correlation coefficient between 0.9921 - 0.9985. 

The accuracy was demonstrated by percentage of mean recovery which was in the range of 91.16 - 113.37%. 

Finally, the precision of the method was proven by percent relative standard deviation (%RSD) which 

was approximately 2.65 - 15.00%. In conclusion, this developed method is reliable and suitable for 

analyzing cannabinoids in flavored beverages.

Keyword: Cannabis, Hemp, Cannabinoids, LC-MS/MS, Coconut juice
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บทคัดยอ ธัญพืชและถั่วเมล็ดแหงเปนอาหารที่ถูกบริโภคเปนปริมาณมากทั่วโลก การเพาะปลูกพืชเหลานี้อาจมีการใชสารเคมี

ปองกันกําจัดศัตรูพืชเพื่อปองกัน รักษา และเพิ่มปริมาณผลผลิต และเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภค ผลิตผลทางการเกษตร

จึงตองไดรับการตรวจสอบวาปราศจากสารพิษอันตรายตกคางดวยวิธีวิเคราะหที่ถูกตองนาเช่ือถือ ไดทดสอบเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพการเตรียมตัวอยางระหวางวิธี QuEChERS และ FaPEx® แลวเลือกวิธี QuEChERS เพื่อพัฒนา ปรับปรุง

และทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหใหสามารถตรวจวิเคราะหสารที่นาสนใจ 122 ชนิด พรอมกันในขาวและถั่วเหลือง

เมล็ดแหงได โดยตัวอยางจะถูกสกัดดวยอะซิโตไนไตรลและผานการ salting out ดวยสารผสมของแมกนีเซียม ซัลเฟต และ

โซเดียม อะซิเตท สารสกัดถูกทําใหเขมขนแลวเปลี่ยนตัวทําละลายที่เหมาะสม สารทั้งหมดจะถูกวิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS/

MS โดยเทคนิค MRM เพ่ือลดสารรบกวน ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหพบขีดจํากัดการตรวจพบและขีดจํากัด

การตรวจวัดเชิงปริมาณเปน 0.02 และ 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ ตัวอยางขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงที่เติมสาร

มาตรฐานที่ระดับ 0.05, 0.20 และ 1.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ระดับละ 8 ซํ้า พบคาเฉลี่ยการคืนกลับอยูระหวาง 74.3-119.8% 

และสวนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธนอยกวา 20% วธิมีชีวงความเปนเสนตรงเปน 0.05-2.50 มลิลกิรมัตอกโิลกรมั อยูในเกณฑ

ยอมรับ (r > 0.995) วิเคราะหภายใตกระบวนการควบคุมคุณภาพภายใน และมีผลการควบคุมคุณภาพภายนอกจาก

การเขารวม PT ใหคาเปนที่นาพอใจ บงชี้วาวิธีที่พัฒนาขึ้นสามารถนําไปใชวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชในธัญพืชและ

ถั่วเมล็ดแหงเพื่อการคุมครองผูบริโภคและตอบสนองกฎหมายที่เกี่ยวของไดตรงตามวัตถุประสงค

คําสําคัญ: สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคาง, ธัญพืช, ถั่วเมล็ดแหง, GC-MS/MS, QuEChERS
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บทนํา

ขาว (Oryza sativa L.) เปนหนึ่งในธัญพืชที่กวาครึ่งหนึ่งของประชากรโลกบริโภคเปนอาหารหลัก(1, 2)

ถือเปนอาหารประจําชาติไทยและเปนแหลงสารอาหารที่สําคัญ ไดแก พลังงาน วิตามิน และแรธาตุ แมอัตราการบริโภค

ขาวจะแตกตางกนัไปตามวิถชีวิีตและสิง่แวดลอมโดยคนเมอืงจะบรโิภคขาวนอยกวาสงัคมชนบท(3) แตมกีารคาดการณวา

ในป พ.ศ. 2567 อัตราการบริโภคขาวเฉลี่ยของคนไทยจะสูงถึง 147.2 กิโลกรัมตอคนตอป(4) นอกจากนี้ขาวยังเปนพืช

ท่ีมีมูลคาทางการคาสูงท่ีสุดในโลก(5) โดยไทยเปนผูสงออกขาวรายใหญท่ีสุด ในป พ.ศ. 2562 ไทยสงออกขาวปริมาณ

เกือบ 4.6 ลานตัน มีมูลคากวา 1.3 แสนลานบาท(6) จากอัตราการบริโภคขาวท่ีสูงของท้ังคนไทยและประชากรโลก

หากมีสารพิษตกคางจะสงผลกระทบตอสุขภาพ

การเพาะปลูกธัญพืชและถั่วเมล็ดแหงในปจจุบันเปนกิจกรรมเชิงอุตสาหกรรมและการพาณิชย เพื่อเปน

การเพ่ิมปริมาณผลผลิตจึงมีการนําสารเคมีทางการเกษตร เชน ปุยเคม ีและสารเคมปีองกันกําจดัศตัรูพชืมาใช(7) สารเคมี

เหลาน้ีสามารถกาํจัดวัชพืชและแมลงศตัรพูชืไดด ีแตสามารถตกคางในผลผลติและสิง่แวดลอมไดเชนกัน การไดรบัสมัผสั

สารพษิโดยการบรโิภคโดยตรงถอืวามคีวามเสีย่งสงู จงึมกีารกาํหนดคามาตรฐานปรมิาณสารพษิตกคางสงูสดุ (Maximum

Residue Limit; MRL) พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 และไดรับการปรับปรุงใหเปนปจจุบันมาอยางตอเนื่อง 

โดยประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขที่ 387 พ.ศ. 2560 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง(8) กําหนดคา MRLs ของสาร

หลายชนดิไวในขาวสาร ขาวเปลอืก และถัว่เมลด็แหง นอกจากนีป้ระเทศคูคาทีส่าํคญัของไทย เชน สหรฐัอเมรกิา สหภาพ

ยุโรป และกลุมประเทศอาเซียน ไดกําหนดคามาตรฐานตางๆ ไวเพื่อเปนการคุมครองสุขภาพผูบริโภคดวยเหตุผลนี้

กระทรวงสาธารณสุขจึงตองมีวิธีตรวจวิเคราะหที่มีความถูกตองและครอบคลุมจํานวนสารที่มีคากําหนดตามกฎหมาย

เพื่อการเฝาระวังความปลอดภัยจากสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชตกคางในอาหารที่จําหนายในประเทศและยังเปนการ

สงเสริมคุณภาพสินคาเกษตรเพื่อการสงออกใหมีการพัฒนาทางเศรษฐกิจไปพรอมกัน

การวิเคราะหสารเคมีปองกนักาํจดัศตัรพูชืตกคางในอาหารเปนสิง่ยุงยาก มีขัน้ตอนซบัซอน ใชเวลานาน เดมิมี

ขอจาํกดัดานขอบขายชนดิสารทีวิ่เคราะหไดจาก detector ชนดิ ECD, FPD และ NPD ผูวเิคราะหตองมคีวามชาํนาญ

และมปีระสบการณสงู ปจจุบนัมีการพฒันาการเตรยีมตวัอยางใหงาย สะดวก รวดเรว็ขึน้ เชน วิธ ีQuEChERS (Quick, 

Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe)(9) เพือ่ใชเปนวิธีมาตรฐานในระดบันานาชาต ิอาท ิAOAC 2007.01(10)

และ EN 15662(11) ซึง่เปนวิธทีีใ่ชกนัอยางแพรหลายในหองปฏบิตักิารวเิคราะหอาหารประเภทผกัผลไมทีม่คีวามชืน้สงู

และไขมันตํ่า(12) มีการดัดแปลงปรับปรุงวิธีตั้งตนนี้ใหใชไดกับอาหารที่มีไขมันปานกลางและสูง เชน นํ้านมจากพืชและ

สัตว ไข(13) และอาหารที่มีความชื้นตํ่ามีแปงเปนองคประกอบหลัก เชน ขาวบารเลย(14) เปนตน ซึ่งเปนการปรับวิธีดวย

การคืนสภาพตัวอยางใหมีปริมาณความชื้นที่เหมาะสมกอนการสกัดแลววิเคราะหดวยเครื่องมือที่มีความไวและความ

จําเพาะสูง เชน gas และ liquid  chromatograph-mass spectrometer/mass spectrometer (GC and

LC-MS/MS) เปนตน(15) ยังคงประสบปญหาสารรบกวนในเมทริกซอีกหลายชนิด เชน ธัญพืช (cereal grains) และ

ถั่วเมล็ดแหง (pulse) ที่จําเปนตองกําจัดสารรบกวนไดอยางมีประสิทธิภาพกอนการวิเคราะห ซึ่งตองคํานึงถึงในการ

ตรวจวัดที่ระดับความเขมขนตํ่ามากในระดับ ppm และ ppb(16)

วตัถปุระสงคของงานวจิยันี ้คอืเพื่อใหไดวธิเีตรียมตวัอยางสาํหรบัการวเิคราะหสารเคมปีองกนักําจดัศตัรพูืช

ในอาหารกลุมธัญพืชและกลุมถั่วเมล็ดแหงสําหรับใชในหองปฏิบัติการตรวจสอบความปลอดภัยของอาหาร สําหรับ

การคุมครองผูบริโภคซ่ึงเปนภารกิจหลักของกรมวิทยาศาสตรการแพทย สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร

จงึดาํเนนิการศึกษา พฒันา ปรบัปรงุวิธวิีเคราะหสารเคมปีองกนักาํจดัศตัรพูชืตกคางจาํนวน 122 ชนดิ ทีม่คีณุสมบตัทิาง

เคมทีีห่ลากหลายพรอมกนัดวยเครือ่ง GC-MS/MS ทีห่องปฏบิตักิารใชอยูในตวัอยางผักผลไมสดและไดรบัการรบัรอง

ตามระบบคณุภาพ ISO/IEC 17025: 2017 เพือ่ขยายขอบขายชนดิตวัอยางโดยใชตวัอยางขาวและถัว่เหลอืงเมลด็แหง

เปนตวัแทนของกลุมธญัพืชและกลุมถัว่เมล็ดแหง ตามลาํดบั ในขัน้ตอนการคดัเลอืกวธีิเตรียมตวัอยางทาํการเปรยีบเทียบ
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คณุลักษณะและประสิทธภิาพวิธ ีQuEChERS ซึง่เปนวธิมีาตรฐานกับวธิ ีFaPEx® (Fast Pesticides Extraction)(17)

ซึง่เปนวิธีเตรียมตวัอยางแบบใหมท่ีนาจะมีศกัยภาพในการลดรอบเวลาการวเิคราะหได จากนัน้จงึคัดเลอืกวธิทีีเ่หมาะสม

นําไปทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห วิธีที่ไดจะถูกนําไปใชในการตรวจวิเคราะหความปลอดภัยของธัญพืชและ

ถั่วเมล็ดแหง ตรวจติดตามการตกคางของวัตถุอันตรายทางการเกษตรเพื่อทําใหทราบสถานการณและความรุนแรงของ

ปญหา นาํมาประเมินความปลอดภยัของผูบริโภคและสามารถนาํไปใชสาํหรบัตรวจวเิคราะหผลติภณัฑสาํหรบัสนบัสนนุ

การสงออกของประเทศ นอกจากนี้ยังไดถายทอดองคความรูและวิธีไปยังหองปฏิบัติการเครือขายกรมวิทยาศาสตรการ

แพทย จัดทําโครงการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ (Inter laboratory comparison, ILC) ปงบประมาณ 

พ.ศ. 2563 เพื่อการพัฒนาศักยภาพการตรวจวิเคราะหของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยในภูมิภาคอีกดวย 

วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน  

สารเคมี: acetonitrile, HPLC (Merck สหรัฐอเมริกา) acetone, AR (RCl Labscan สหรัฐอเมริกา) 

n-hexane, PG (Burdick & Jackson สหรัฐอเมริกา) ethyl acetate, HPLC (Burdick & Jackson เกาหลีใต) 

QuEChERS Extraction Packets, EN Method Part No: 5982-7650 เปนสวนผสมของ MgSO
4
 4 กรัม NaCl 

1 กรมั sodium citrate dehydrate 1 กรมั และ disodium hydrogen citrate sesquihydrate 0.5 กรมั (Agilent 

Technologies สหรฐัอเมรกิา) นํา้ reverse osmosis (RO), D-sorbitol, AR ≥98% glacial acetic acid (Merck 

KGaA เยอรมนี) และ SiliaFast FaPEx Cereals Part No: FPX-CER-50 (SILICYCLE Inc. แคนาดา)

สารมาตรฐาน (Standards): เกรดวัสดุอางอิงรับรอง (Certified reference material, CRM) เปน

สารละลายผสมของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช 122 ชนิด มีความเขมขนอางอิงรับรองประมาณ 100±3 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลิตร ยี่หอ CPAChem (C.P.A. Chem Ltd. ฝรั่งเศส) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน: เตรียมสารละลายผสมความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของ

สารมาตรฐาน 122 ชนิด ใน acetone โดยปเปตสารละลายมาตรฐานผสมแตละขวดจํานวน 6 ขวด ประมาณ 1 มิลลิลิตร

ลงใน volumetric flask ขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยตัวทําละลาย เก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ากวา -18 °C เตรียม

intermediate solution กอนการใชงาน ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร

ดวยสารสกดัทีไ่ดจากตวัอยาง และ working solution ชวงความเขมขน 0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25 และ 0.5 

ไมโครกรมัตอมลิลลิติร เตมิสารละลาย D-sorbitol 3% (analytical protectant) ปรมิาณ 3 ไมโครลติร ใชวเิคราะห

ทันที หรือสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่ากวา -18 °C ไดไมเกิน 1 สัปดาห

เครื่องมือและอุปกรณ   

เครื่องชั่งความละเอียด 0.001 กรัม สําหรับช่ังตัวอยาง เครื่องบดปน mill machine POWEQ รุน 

HM100 เครื่องปนตกตะกอน (centrifuge) รุน HERMLE Z366 เครื่องระเหยสารละลายแบบ heating box และ

ใชแกสไนโตรเจนในการระเหยสารสกัด REACTI-THERM III #TS-18824 Thermo scientific เครื่องหมุนปน

ผสมสารละลาย Vortex-2Genie micropipette ขนาด 2-20 ไมโครลิตร ขนาด 20-200 ไมโครลิตร และขนาด

100-1,000 ไมโครลิตร amber vial ขนาด 4 มิลลิลิตร centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร และ 15 มิลลิลิตร

ตูแชแข็งอุณหภูมิตํ่ากวา -18 °C certified volumetric flask กอนการใชงานเครื่องแกวทุกชนิดใหลางดวย acetone 

2 ครั้ง และ n-hexane 2 ครั้ง แลวผึ่งใหแหงกอนนํามาใชงาน

เครื่อง GC-MS/MS: Agilent Technology 7890B, TQ7000C Triple Quadrupole MS/MS

โดยใช analytical column: DB-5MS (30 m, 0.25 mm id, 0.25 µm film thickness) มีสภาวะเครื่องดังนี้ 
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สวน injector เปน ALS, pulsed splitless mode, initial temperature 80°C hold 0.1 min, 300°C to 300°C 

cryogenic temperature 50°C มี injection volume เปน 4 ไมโครลติร oven temperature program เปน initial 

70°C hold 1 min, rate 50°C/min to 150°C, rate 6°C/min to 200°C, rate 16°C/min to 280°C hold 8.5 min,

rate 50°C/min to final 300°C hold 0.5 min และ post-run at 70°C ใชเวลาในการวิเคราะหประมาณ 30 นาที 

ใช ion source temperature 280°C ใช quadrupole temperature MS1 และ MS2 เปน 180°C ใช mode 

constant pressure ที่ 15.8 psi และทํา RT locked สาร chlorpyrifos ที่ 12.0 ± 0.1 นาที สารสนใจเมื่อเขาสู

เครื่อง GC-MS/MS จะถูกทําใหแตกตัวเปนประจุโดยใชแก็ส He เปน quench gas และ N
2
 เปน collision gas ที่ 

1 มิลลิลิตรตอนาที และถูกตรวจวัดดวย multiple reaction monitoring, MRM mode ขอมูลดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1  ขอมูล mass transition ของสารตางๆ ในเครื่อง GC/MS/MS

Pesticides
RT

(min)

Transition 1 Transition 2

Quantifier 
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE
(eV)

Qualifier
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE 
(eV)

DDD-p,p' 14.75 234.9>199.1 10 15 234.9>165.1 10 20

DDE-p,p' 14.03 246.1>176.2 10 15 315.8>246.0 10 15

DDT-p,p' 15.34 234.9>165.1 10 20 234.9>199.1 10 15

acephate 5.09 136.0>94.0 10 10 142.0>96.0 10 5

alachlor 10.92 160.0>132.1 10 10 188.1>132.1 10 15

aldrin 12.01 254.9>220.0 10 20 262.9>190.9 10 35

ametryn 11.19 185.0>170.0 10 5 227.0>170.1 10 10

atrazine 8.85 214.9>58.1 10 10 200.0>122.1 10 5

azinphos-ethyl 17.24 160.0>77.1 10 20 132.0>77.1 10 15

azinphos-methyl 16.68 160.0>132.1 10 4 132.0>77.1 10 15

bendiocarb 7.76 126.0>108.0 10 5 126.0>52.1 10 15

BHC-alpha 8.20 218.9>183.0 10 5 180.9>145.0 10 15

BHC-beta 8.89 218.9>183.1 10 5 216.9>181.1 10 5

BHC-delta 9.91 217.0>181.1 10 5 219.0>183.1 10 5

BHC-gamma 9.07 218.9>183.1 10 5 216.9>181.0 10 5

bifenazate 16.14 199.0>184.2 20 10 184.0>156.2 20 10

bifenthrin 16.02 166.2>165.2 10 20 181.2>165.2 10 25

bromacil 11.72 207.0>190.0 30 15 205.0>162.0 30 15

bromophos-ethyl 13.34 302.8>284.7 10 15 358.7>302.8 10 15

bromopropylate 16.09 338.8>182.9 10 20 341.0>185.0 10 20

buprofezine 14.17 305.0>172.0 10 5 105.0>104.1 10 10

butachlor 13.53 160.1>132.1 10 10 176.1>147.1 10 10

cadusafos 7.95 158.8>131.0 10 5 158.8>97.0 10 15

carboxin 14.21 234.9>143.0 10 10 234.9>87.0 10 20

chlordane-alpha 13.62 372.9>265.9 10 20 271.9>236.9 10 15
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ตารางที่ 1  ขอมูล mass transition ของสารตางๆ ในเครื่อง GC/MS/MS (ตอ)

Pesticides
RT

(min)

Transition 1 Transition 2

Quantifier 
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE
(eV)

Qualifier
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE 
(eV)

chlordane-oxy 12.89 114.9>87.0 10 15 114.9>51.1 10 25

chlordane-gamma 13.38 372.8>265.8 10 15 374.8>265.8 10 15

chlorfenapyr 14.32 246.9>227.0 10 15 136.9>102.0 10 15

chlorfenvinphos 12.96 266.9>159.1 10 15 268.9>161.0 10 15

chlorobenzilate 14.61 251.1>139.1 10 15 139.1>75.1 10 30

chloroneb 5.82 208.0>193.1 10 10 191.0>113.0 10 15

chlorothalonil 9.51 263.8>168.0 10 25 265.8>231.0 10 20

chlorpropham 7.59 213.0>171.0 10 5 213.0>127.0 10 5

chlorpyrifos 11.98 196.9>169.0 10 15 313.8>257.8 10 15

chlorpyrifos-methyl 10.70 285.9>92.9 10 20 124.9>47.0 10 15

cyanophos 9.21 242.9>109.0 10 10 124.9>47.0 10 15

cyfluthrin I 18.32 226.0>206.0 20 10 198.9>170.1 20 25

cyfluthrin II 18.45 226.0>206.0 20 10 165.0>91.0 10 5

cyfluthrin III 18.52 226.0>206.0 20 10 162.9>91.1 20 5

cyfluthrin IV 18.58 226.0>206.0 20 10 162.9>91.1 20 5

cyhalothrin-lambda 16.86 197.0>161.0 10 10 197.0>141.0 10 10

cypermethrin I 18.77 181.0>152.0 30 20 162.9>91.1 30 5

cypermethrin II 18.91 181.0>152.0 30 20 163.0>127.0 30 5

cypermethrin III 18.99 181.0>152.0 30 20 165.0>91.0 30 10

cypermethrin IV 19.05 181.0>152.0 30 20 165.0>91.0 30 10

DCPA 12.07 300.9>223.0 10 25 331.8>300.9 10 10

DEET 6.59 119.1>91.0 10 10 119.1>65.1 10 20

deltramethrin 21.72 253.0>172.0 20 5 253.0>174.0 20 8

demeton-S-methyl 7.15 88.0>60.0 10 5 112.0>79.0 10 5

diazinon 9.38 199.1>93.0 10 15 179.0>137.0 10 20

dichlorvos 3.75 184.9>93.0 10 10 144.9>109.0 10 10

dicofol 12.35 139.0>111.0 10 10 250.0>139.0 10 8

dicrotophos 7.64 127.0>109.0 20 15 193.0>127.1 20 5

dieldrin 14.12 345.0>263.0 10 8 262.9>191.0 10 30

dimethoate 8.52 92.9>63.0 10 10 86.9>86.0 10 5

dioxathion 9.06 270.0>197.0 10 5 152.9>96.9 10 10

disulfoton 9.68 142.0>109.0 10 5 153.0>96.9 10 10

ditalimfos 13.67 148.0>130.1 10 10 130.0>102.1 10 10
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ตารางที่ 1  ขอมูล mass transition ของสารตางๆ ในเครื่อง GC/MS/MS (ตอ)

Pesticides
RT

(min)

Transition 1 Transition 2

Quantifier 
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE
(eV)

Qualifier
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE 
(eV)

endosulfan-alpha 13.61 194.5>125.0 10 20 194.9>160.0 10 5

endosulfan-beta 14.68 194.9>124.9 10 25 206.9>172.0 10 15

endosulfan sulfate 15.29 387.0>289.0 10 5 273.8>236.9 10 15

endrin 14.48 316.7>280.8 10 5 262.8>193.0 10 35

EPN 16.07 157.0>110.0 10 15 169.0>141.1 10 5

ethion 14.75 230.9>129.0 10 25 230.9>175.0 10 10

ethoprophos 7.30 138.9>97.0 20 5 157.9>114.0 20 5

etrimfos 9.84 291.9>181.0 10 5 168.0>153.1 10 5

fenchlorphos 11.19 285.0>269.9 10 15 286.9>272.0 10 15

fenitrothion 11.60 277.0>260.1 10 5 125.1>47.0 10 15

fenobucarb 6.93 121.0>77.0 10 20 149.9>121.1 10 5

fenpropathrin 16.19 181.1>152.1 10 25 265.0>210.0 10 10

fenthion 12.10 278.0>109.0 10 15 124.9>79.0 10 5

fenvalerate I 20.20 167.0>125.1 10 5 181.0>152.0 10 25

fenvalerate II 20.58 167.0>125.1 10 5 125.0>89.0 10 20

fipronil 12.86 366.8>212.8 10 25 350.8>254.8 10 15

folpet 13.22 261.8>130.1 10 15 259.8>130.1 10 15

fosthiazate I 12.53 199.0>102.0 10 5 195.0>139.0 10 5

fosthiazate II 12.59 195.0>103.0 10 5 195.0>139.0 10 5

heptachlor 11.10 271.7>236.9 10 15 273.7>236.9 10 15

heptachlor epoxide 
(cis)

12.89 352.8>262.9 10 15 354.8>264.9 10 15

heptachlor epoxide 
(trans)

12.97 216.9>181.9 10 20 262.9>193.0 10 35

heptenophos 6.50 124.0>89.0 10 10 108.9>78.9 10 5

hexachlorobenzene 8.26 283.8>248.8 10 15 283.8>213.8 10 35

hexazinone 15.42 171.0>71.1 10 10 171.0>85.1 10 10

isofenphos 12.93 212.9>185.1 10 5 212.9>121.1 10 10

isoprocarb 6.13 121.0>103.1 10 10 121.1>77.1 10 20

isoxathion 14.39 177.1>130.0 10 10 105.0>77.1 10 15

malathion 11.86 126.9>99.0 10 5 157.8>125.0 10 5

metacrifos 5.69 208.0>180.0 10 5 208.0>93.0 10 15

metalaxyl 11.15 234.0>174.1 10 10 234.0>146.1 10 20

methamidophos 3.70 95.0>64.0 10 10 141.0>95.0 10 5
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ตารางที่ 1  ขอมูล mass transition ของสารตางๆ ในเครื่อง GC/MS/MS (ตอ)

Pesticides
RT

(min)

Transition 1 Transition 2

Quantifier 
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE
(eV)

Qualifier
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE 
(eV)

methidathion 13.35 144.9>85.0 10 5 144.9>58.1 10 15

methoxychlor 16.16 227.0>169.0 10 25 227.0>141.1 10 40

metolachlor 11.92 238.0>162.2 10 10 162.2>133.2 10 15

metribuzin 10.74 198.0>82.0 10 15 198.0>55.0 10 30

mevinphos 5.01 192.0>127.0 10 10 127.0>95.0 10 15

monocrotophos 7.87 127.1>109.0 10 10 127.1>95.0 10 15

naled 7.55 184.9>109.0 10 15 144.9>109.0 10 15

omethoate 6.78 155.9>110.0 10 5 155.9>79.0 10 20

parathion 12.18 138.9>109.0 10 5 290.9>109.0 10 10

parathion-methyl 10.91 262.9>109.0 10 10 125.0>47.0 10 10

permethrin I 17.70 183.1>168.1 10 10 183.1>165.1 10 10

permethrin II 17.84 182.9>168.1 10 10 182.9>155.1 10 10

phenthoate 13.07 274.0>121.0 10 10 274.0>125.0 10 15

phorate 8.07 121.0>65.0 10 10 231.0>129.0 10 20

phosalone 16.60 182.0>111.0 10 15 182.0>102.1 10 15

phosmet 16.04 160.0>77.1 10 20 160.0>133.1 10 10

phosphamidon 10.48 192.9>127.0 10 5 127.0>109.0 10 10

picoxystrobin 13.65 145.0>117.1 10 10 145.0>115.1 10 15

pirimiphos-ethyl 12.51 318.1>182.0 10 10 318.1>166.1 10 10

pirimiphos-methyl 11.54 232.9>151.0 10 5 232.9>125.0 10 5

profenofos 13.97 296.8>268.7 10 5 337.0>309.0 10 6

propachlor 6.97 176.1>57.1 10 5 120.0>77.1 10 20

propargite 15.57 149.9>135.1 10 5 135.0>107.1 10 10

propetamphos 9.18 138.0>110.0 10 5 138.0>64.0 10 15

prothiofos 13.89 266.9>239.0 10 5 309.0>221.0 10 25

pyrimethanil 9.51 198.0>183.1 10 15 198.0>118.1 10 25

quinalphos 13.08 146.0>118.0 10 10 157.0>129.1 10 15

quintozene 8.90 295.0>265.0 10 10 295.0>237.0 10 15

simazine 8.72 201.1>173.1 10 5 173.0>138.2 10 5

tebufenpyrad 16.27 332.9>276.0 10 5 332.9>171.0 10 20

tecnazene (TCNB) 6.79 214.9>179.0 10 10 258.9>201.0 10 10

terbacil 9.74 160.0>117.1 10 5 161.1>144.1 10 10

terbufos 9.20 230.9>175.0 10 10 152.9>97.0 10 5
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Pesticides
RT

(min)

Transition 1 Transition 2

Quantifier 
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE
(eV)

Qualifier
(m/z)

Dwell 
time (ms)

CE 
(eV)

tetrachlorvinphos 13.47 330.8>108.9 10 15 328.8>108.9 10 15

tetradifon 16.50 226.9>199.0 10 15 356.0>159.0 10 10

thiometon 8.38 93.0>63.0 10 5 125.0>47.0 10 15

tolclofos-methyl 10.93 265.0>250.0 10 15 265.0>93.0 10 25

tolylfluanid 12.92 136.9>91.1 10 20 237.9>137.0 10 15

triadimefon 12.25 208.0>181.1 10 5 208.0>127.0 10 15

triazophos 15.00 161.2>134.2 10 10 161.2>106.1 10 10

trifluralin 7.61 305.9>264.0 10 5 264.0>160.1 10 15

ตารางที่ 1  ขอมูล mass transition ของสารตางๆ ในเครื่อง GC/MS/MS (ตอ)

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง 

ตวัอยางท่ีใชในการพฒันาและทดสอบความใชไดของวธิ ีไดแก ขาวและถัว่เหลอืงเมลด็แหงบดปนตวัอยางให

เปนเนือ้เดยีวกนัดวยเครือ่งบดปน ชัง่แบงตวัอยางเพือ่เปน analytical portions โดยช่ังตัวอยางสาํหรบัวธิ ีQuEChERS

นํ้าหนัก 2.0±0.02 กรัม ลงใน centrifuge tube ขนาด 50 มิลลิลิตร สําหรับวิธี FaPEx® นํ้าหนัก 0.5 ± 0.01 กรัม 

ลงใน syringe พลาสติกขนาด 10 มิลลิลิตร ตัวอยางที่ยังไมไดนํามาวิเคราะหจะถูกเก็บรักษาในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ

ตํ่ากวา -15°C

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี QuEChERS และวิธี FaPEx®

ทดสอบประสิทธิภาพของ 2 วิธี โดยการเติมสารมาตรฐานท่ีระดับความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

จํานวนวิธีละ 8 ซ้ํา (n=8) ในตัวอยางขาว คํานวณ mean %recovery และ %RSD วิธีท่ีมีจํานวนสารท่ีให %recovery

และ %RSD อยูในเกณฑยอมรับท่ี 70-120% และ ≤20% ตามลําดับ มากกวาถือเปนวิธีท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา

และเลือกวิธีนั้นเพื่อทําการทดสอบความใชไดของวิธี

วธิ ีQuEChERS: นาํตวัอยางท่ีชัง่ไวมาเตมินํา้ RO ปรมิาตร 8 มลิลลิติร เขยาผสมกนัแลววางทิง้ไวอยางนอย 

30 นาที เติม acetonitrile ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาดวยมืออยางแรง 1 นาที แลวเติม QuEChERS extraction

kit เขยาตออีก 1 นาที นําไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที แบงสารสกัดสวนใส

ดานบน 2 มิลลิลิตร ใสใน amber vial ขนาด 8 มิลลิลิตร นําไประเหยแหงปรับปริมาตรดวยตัวทําละลายผสมของ

n-hexane: ethyl acetate (3: 1) เปน 2 มิลลิลิตร เติม D-sorbitol 3% ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ไดความเขมขน

ตัวอยาง 0.2 กรัมตอมิลลิลิตร วิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS/MS 

วธิ ีFaPEx®: ตวัอยางนํา้หนกั 0.5 ± 0.1 กรมั ใน syringe พลาสตกิทีป่ดปลายไว ขนาด 10 มลิลลิติร เติมนํา้

RO ปริมาตร 1 มลิลลิติร ปดดวย plunger ไลอากาศออกบางสวน เขยาผสมกนัแลววางทิง้ไวอยางนอย 30 นาท ีเตมิ 1%

acetic acid in acetonitrile ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยาดวย Vortex นาน 1 นาที แลวนําไปเขยาดวยเครื่องเขยา

ความเร็ว 100 รอบตอนาที นาน 15 นาที ตอปลาย syringe เขากับ FaPEx® cartridge กด plunger ใหสารสกัดผาน

cartridge อัตราเร็ว 1 หยดตอวินาที ลงใน amber vial นําสารสกัด 2 มิลลิลิตร ไประเหยแหงปรับปริมาตรดวย

ตวัทาํละลายผสมของ n-hexane: ethyl acetate (3: 1) เปน 1 มิลลลิิตร ไดความเขมขนตัวอยาง 0.2 กรัมตอมลิลลิติร 

วิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS/MS
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การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 

ความจําเพาะของวิธี

ฉดีสารมาตรฐานเขาเครือ่ง GC-MS/MS ตามสภาวะทีก่าํหนดจาํนวน 3 ซํา้ บนัทกึ Retention time (RT) 

และ ion intensity ratio แลวทดสอบความจําเพาะของวิธีโดยวิเคราะห method blank (reagent blank) ที่ใชนํ้า

RO แทนตัวอยาง และ sample blank ไดแก ขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหง เมื่อไมพบพีคหรือพบพีคที่มีสัญญาณ 

signal-to-noise ratio (S/N) นอยกวา 3 ที่มี RT และ/หรือคา m/z ใกลเคียงกับสารมาตรฐานถือวาวิธีปราศจาก

สารรบกวนและวิธีมีความจําเพาะ

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 

สรางกราฟมาตรฐานแบบ matrix-matched calibration (MMC) โดยใชสารสกัดที่ไดจากขาวและ

ถั่วเหลืองเมล็ดแหงที่เปน blank เปนตัวทําละลาย เจือจาง intermediate standard solution ใหไดความเขมขน

ทีต่องการและฉีดเขาเครือ่ง GC-MS/MS แบบสุม (random, n=3) คาํนวณหาคาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation

coefficient: r) กําหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 0.995

ขีดจํากัดของการตรวจพบ (LOD) 

หาขีดจํากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) โดยเติมสารละลายมาตรฐานลงในสารสกัด

จากขาวและถั่วเหลืองเมล็ดแหงที่ระดับ LOD แลวนําไปฉีดเขาเครื่อง GC-MS/MS คํานวณคา signal-to-noise 

ratio (S/N) จากนั้นยืนยันคา LOD ที่ระดับความเขมขน 0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยเติมสารมาตรฐานลงใน

ตัวอยางขาวและถั่วเหลืองเมล็ดแหง แลวสกัดตามขั้นตอน วิเคราะหจํานวน 8 ซํ้า (n=8) แลวคํานวณคา S/N คา LOD 

คือระดับความเขมขนที่ใหคา S/N มากกวา 3

ขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

หาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) โดยใชขอมูลจากการทดสอบ

ความแมนและความเที่ยงของการวิเคราะห ที่ระดับความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหจํานวน 8 ซ้ํา

(n=8) แลวคํานวณ %recovery กําหนดเกณฑยอมรับอยูในชวงรอยละ 70-120 และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(RSD) กําหนดเกณฑยอมรับ ≤20%

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะห 

ศึกษาความเปนเสนตรงของชวงการวเิคราะหโดยการเตมิสารมาตรฐานในตวัอยาง (sample blank) ทีร่ะดบั

ความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.25 และ 2.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิเคราะหระดับละ 3 ซํ้า (n=3) สรางกราฟ

ความสัมพันธระหวางความเขมขนที่เติมลงในตัวอยางกับความเขมขนที่ตรวจพบ คํานวณหาคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 

(correlation coefficient: r) กําหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 0.95

ความแมนและความเที่ยง

เตมิสารมาตรฐานในตวัอยาง (sample blank) ทีร่ะดบั LOQ, 4xLOQ และ 25xLOQ ทีค่วามเขมขน 0.05, 

0.2 และ 1.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ วิเคราะหระดับละ 8 ซํ้า (n=8) แลวคํานวณ %recovery และ RSD

โดยเกณฑยอมรับความแมน (accuracy): mean recovery 70-120% และเกณฑยอมรับความเที่ยง (precision): 

RSD มีคา ≤20%

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด (Estimation of Measurement Uncertainty, MU) ของ

การวเิคราะหสารกาํจัดศตัรพืูชในอาหารท่ีทําการทดสอบใชวธิกีารของ EURACHEM  ซึง่เปนการคาํนวณโดยใชทกุแหลง

ที่มาของความไมแนนอน จากนั้นคํานวณคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเช่ือมั่นรอยละ 95 โดยใชคา k = 2

เปนวิธีที่มีความถูกตองเปนที่ยอมรับและเหมาะสมตอการนําไปใชงาน
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การถายทอดองคความรูเพื่อพัฒนาศักยภาพหองปฏิบัติการเครือขาย 

เพ่ือเปนการสนับสนุนและยกระดับความสามารถหองปฏิบัติการเครือขายกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ในภูมิภาค จึงดําเนินการฝกอบรมวิธีการตรวจวิเคราะหใหแกศูนยวิทยาศาสตรการแพทยข้ันพื้นฐานและข้ันสูงรวม 7 

แหง และเพื่อทดสอบความสามารถหองปฏิบัติการที่เขารับการอบรม จึงดําเนินการจัดโครงการเปรียบเทียบผลระหวาง

หองปฏบิติัการ (Interlaboratory comparison, ILC) การวเิคราะหสารเคมปีองกันกําจดัศตัรพืูชในขาว ปงบประมาณ 

พ.ศ. 2563 (ILC-PR01-63) มีสมาชิก 3 แหง ไดแก หองปฏิบัติการฝายสารกําจัดศัตรูพืชและยาสัตวตกคาง สํานัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร และศูนยวิทยาศาสตรการแพทยอีก 2 แหง ใชคาอางอิงของวัสดุทดสอบ (QC 

sample) ซึ่งเปนตัวอยางขาวบาสมาติ (Basmati Rice) ที่ไดจากการทดสอบความชํานาญของ FAPAS Product 

Code: FCPM2-CCP51 Test No. 09128 แจกจายใหแกผูเขารวมการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ

ผลวเิคราะหจากหองปฏบิติัการจะถกูประเมินความเทาเทยีมกนัโดยใชคา RU (Relative expanded uncertainty)(18)

คาํนวณไดจาก Reference value และ Expanded uncertainty (U) ทีร่ะบใุน reference data sheet ของ FAPAS 

โดยคา reference value ± U ของสาร alpha-BHC, methamidophos, profenofos และ fenpropathrin เปน 

18.2 ± 8.0, 42.0 ± 18.5, 45.4 ± 20.0 และ 59.8 ± 26.4 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ กําหนดเกณฑยอมรับ

≤ U หรือ RU ≤ ±1 เม่ือ RU = Relative expanded uncertainty, RVx = Reported value, RVo = Reference

value, U = Expended uncertainty ดังสมการ

                              RU = (RVx - RVo)/U                     

ผล

ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวิธี QuEChERS และวิธี FaPEx®

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการเตรียมตัวอยาง 2 วิธี กอนการคัดเลือกวิธีที่จะนําไปทดสอบความใชได ไดแก 

วิธี QuEChERS ซึ่งหองปฏิบัติการสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหารใชสําหรับวิเคราะหผักผลไมสด กับวิธี 

FaPEx® ซึ่งผูผลิตระบุวามีหลักการเดียวกัน แตไดลดขนาดและขั้นตอนทําใหรวดเร็วขึ้น ซึ่งอาจจะสามารถนํามาใช

ทดแทนวิธีเดิมได โดยเติมสารมาตรฐานที่ระดับความเขมขน 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 8 ซํ้า (n=8) คํานวณ 

%recovery และ %RSD ดงัแสดงในภาพท่ี 1 สําหรบัวธิ ีQuEChERS อางองิจากวธิ ีEN 15662 เปนวธิทีีใ่ชกบัตวัอยาง

ความชื้นสูง ไดพัฒนาปรับปรุงกอนการใชงานใหสามารถใชวิเคราะหของแหงได เนื่องจากตองคืนสภาพใหตัวอยางที่มี

ความชืน้ 10-15% ใหมคีวามชืน้ทีเ่หมาะสมกบัวธิี (ความชื้น ≥70%) โดยการเติมนํ้า 4 เทาของปรมิาณตวัอยาง ในสวน

ของวิธี FaPEx® ใชหลักการที่อางอิงจากวิธี AOAC 2007.01 ดังแสดงในภาพที่ 1

จากการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพวิธีเตรียมตัวอยาง ผลพบวาวิธี QuEChERS ใหจํานวนสารท่ีมี 

%recovery อยูระหวาง 70-120% จํานวน 122 สาร คิดเปนรอยละ 100 และความเท่ียงท่ีแสดงดวยสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ สารท้ังหมดอยูในเกณฑยอมรับ (≤20%) ในขณะท่ีวิธี FaPEx® ใหจํานวนสารท่ีมี %recovery

อยูระหวาง 70-120% จํานวน 108 สาร คิดเปนรอยละ 88 และมี 2 สาร ให %RSD ไมอยูในเกณฑยอมรับ แสดงวา

วิธี QuEChERS มีความเหมาะสมท่ีจะใชสําหรับการเตรียมตัวอยางมากกวา จึงเลือกใชวิธีน้ีสําหรับการทําการทดสอบ

ความใชไดของวิธีวิเคราะห
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ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

จากการศึกษาการวิเคราะห method blank และ sample blank ที่เปนขาวและถั่วเหลืองเมล็ดแหง

ตรวจไมพบสารรบกวนทีใ่หพคีตรงหรอืใกลเคยีงกบัสารมาตรฐาน การวเิคราะหแบบ MRM ดวยเครือ่ง GC-MS/MS

ทําใหสามารถตรวจวัดพีคสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชไดอยางชัดเจน เปนเทคนิคที่มีความไวและความจําเพาะสูง

สามารถตรวจวัดสารสนใจในเมทริกซที่มีสารรบกวนไดดีดังแสดงในภาพที่ 2  

ภาพที่ 1  ผลการเปรียบเทียบรอยละการคืนกลับและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธระหวางวิธี QuEChERS

 กับ FaPEx® แสดงจํานวนสารที่มี %recovery อยูระหวาง 70-120% และ %RSD ≤20%.

สามารถสรางกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concentration กับ peak area (response) ของ

สารสนใจมีความเปนเสนตรงในชวง 0.005 ถึง 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพท่ี 3 โดยกราฟมาตรฐานของ

สารทุกชนิดมีคา r ในชวง 0.995-0.999 ซ่ึงสูงกวาเกณฑยอมรับท่ี 0.995 

ผลการทดสอบขดีจาํกดัของการตรวจพบ (LOD) ของสารทกุชนดิเทากับ  0.02 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั (S/N > 3)

และการยนืยนัโดยการสกดัตวัอยางท่ีระดับ LOD ผลพบวาพบสารทกุชนดิทัง้ 8 ซํา้ โดยมขีดีจาํกดัของการวดัเชิงปรมิาณ 

(LOQ) มีคาเทากับ 0.05 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ผลการทดสอบความแมนและความเท่ียงของวิธีดังแสดงในตารางท่ี 2 คาความแมนและความเท่ียงท่ีระดับ 

LOQ, 4xLOQ และ 25xLOQ ท่ี 0.05, 0.20 และ 1.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

ศัตรูพืช 122 ชนิด ในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหง ผลการทดสอบความแมน (%recovery) ท่ีระดับ LOQ มีคาระหวาง 

74.3-119.8% และความเท่ียงจาก RSD มีคาระหวาง 1.2-20.0% ผลการทดสอบความแมนและความเท่ียงท่ีระดับกลาง

(4xLOQ) และ สูง (25xLOQ) มีคา 91.3-120.0 % และ 0.5-20.0% ตามลําดับ ซ่ึงอยูในเกณฑยอมรับท่ี 70-120% 

และ ≤20% ตามลําดับ
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ภาพที่ 2  Total ion chromatogram แสดง (a) method blank (b) matrix blank ปราศจากสารรบกวน

 และ (c) พีคสารมาตรฐาน 122 ชนิด 
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ภาพที่ 3  ตวัอยางกราฟมาตรฐานและ Chromatogram แสดง quantification transition, qualification transition,

 ion intensity ratio และ mass-to-charge (m/z) ของ (a) chlorpyrifos และ (b) p,p’-DDE

ตารางที่ 2  ความแมน (average %recovery) และความเที่ยง (%RSD) ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

 ศัตรูพืชในขาวและถั่วเหลืองเมล็ดแหงที่ความเขมขนตางๆ

Pesticides

ขาว ถั่วเหลืองเมล็ดแหง

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg 
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

DDD-p,p' 110.5 2.9 118.1 19.1 102.1 3.3 103.7 1.9 110.1 5.7 98.4 1.5

DDE-p,p' 104.3 3.9 118.2 12.4 100.2 2.2 104.6 2.1 109.9 6.0 99.9 0.9

DDT-p,p' 103.8 1.8 119.9 7.8 105.3 4.2 102.1 2.1 108.6 6.1 99.6 0.9

acephate 119.5 8.2 74.6 13.8 119.8 4.0 105.3 6.3 106.6 8.9 107.8 1.4

alachlor 109.4 4.2 119.1 6.3 100.6 2.0 105.6 3.1 104.4 16.9 104.4 0.9

aldrin 100.8 4.2 117.6 16.4 97.5 1.9 103.6 3.8 106.9 6.7 98.7 1.0

ametryn 107.0 4.1 119.6 11.2 100.7 2.1 106.3 2.6 105.2 15.5 101.5 0.8

atrazine 104.3 2.7 118.1 11.9 100.6 1.6 103.0 1.7 106.5 10.0 100.5 0.6

azinphos-ethyl 112.4 4.0 116.8 13.9 120.0 9.5 101.5 2.5 108.9 6.6 105.2 1.5
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ตารางท่ี 2  ความแมน (average %recovery) และความเท่ียง (%RSD) ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

 ศัตรูพืชในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงท่ีความเขมขนตางๆ (ตอ)

Pesticides

ขาว ถั่วเหลืองเมล็ดแหง

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg 
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

azinphos-methyl 111.0 13.5 113.0 18.7 118.2 11.3 104.5 1.5 109.0 6.4 105.2 1.4

bendiocarb 106.5 3.3 120.7 6.7 107.7 2.2 102.4 1.8 111.0 6.4 101.6 0.8

BHC-alpha 104.2 4.6 116.1 10.7 98.0 1.8 103.4 3.5 112.2 6.3 101.0 0.7

BHC-beta 104.6 4.8 119.5 11.2 98.9 1.4 103.1 3.3 110.0 6.1 100.1 0.6

BHC-delta 107.7 4.8 115.8 14.7 101.0 1.5 102.9 3.6 109.7 5.5 100.2 0.7

BHC-gamma 103.6 4.9 107.4 19.8 98.9 1.1 104.5 3.5 111.4 5.4 101.0 0.8

bifenazate 105.6 8.7 119.2 11.3 92.8 8.1 106.1 8.2 115.0 8.0 87.4 4.5

bifenthrin 108.7 2.5 114.4 18.5 104.1 4.7 103.3 2.1 112.5 5.6 101.5 0.9

bromacil 105.2 18.2 119.4 8.0 110.6 2.7 104.3 3.8 107.2 6.7 99.3 1.1

bromophos-ethyl 102.3 4.6 119.9 7.2 100.7 2.4 105.0 3.7 109.6 5.4 100.2 0.9

bromopropylate 109.3 3.2 119.4 9.9 106.3 4.8 102.6 1.3 108.9 6.5 97.3 1.3

buprofezine 106.9 5.2 116.6 14.5 101.3 2.5 108.2 4.0 111.0 5.8 98.7 1.2

butachlor 103.8 2.3 119.3 6.2 103.5 2.2 107.2 1.9 109.3 5.3 101.0 1.1

cadusafos 107.8 5.1 119.9 18.1 99.7 1.9 106.3 3.2 111.1 5.5 100.3 0.7

carboxin 74.3 19.9 155.2 18.1 110.7 4.4 109.5 4.4 105.6 7.1 102.2 1.0

chlordane-alpha 104.6 3.9 119.6 8.6 98.6 1.9 105.1 2.4 108.1 5.7 99.0 1.4

chlordane-oxy 100.3 2.7 119.5 10.3 99.2 2.1 110.1 1.9 109.9 6.1 99.6 0.9

chlordane-gamma 104.0 2.7 118.7 12.9 98.6 2.2 106.0 3.6 108.1 5.7 98.5 0.7

chlorfenapyr 110.3 7.4 116.0 18.7 102.7 3.4 96.4 3.4 108.8 5.6 99.4 1.2

chlorfenvinphos 112.4 5.5 117.0 16.3 108.4 2.8 107.0 1.9 110.6 6.1 101.6 0.9

chlorobenzilate 108.3 2.6 115.4 16.6 105.0 3.2 102.5 1.8 110.6 5.8 100.5 0.8

chloroneb 104.1 7.4 115.2 9.4 96.4 2.5 107.8 4.9 109.5 5.9 100.3 1.0

chlorothalonil 110.9 5.0 120.0 14.4 107.3 2.1 101.2 3.9 109.5 5.8 101.8 0.7

chlorpropham 105.8 5.7 117.9 12.7 98.7 1.5 103.9 3.9 111.5 6.4 101.9 0.9

chlorpyrifos 108.6 3.6 118.8 16.8 101.4 1.8 104.6 2.3 109.2 5.9 100.9 0.8

chlorpyrifos-methyl 106.4 3.0 117.7 14.1 104.1 1.4 104.6 2.1 111.3 5.7 102.4 1.1

cyanophos 104.2 4.1 119.8 11.7 101.7 1.8 104.5 2.5 110.3 5.8 106.1 0.8

cyfluthrin I 112.4 7.7 118.7 8.6 118.6 8.7 108.7 2.9 112.8 6.4 108.9 3.7

cyfluthrin II 100.0 5.5 119.5 11.9 116.5 10.3 113.9 4.5 108.3 5.8 106.0 2.8

cyfluthrin III 97.0 14.5 119.8 7.8 118.2 9.6 105.0 4.1 107.7 6.3 105.5 3.4

cyfluthrin IV 109.6 13.9 119.7 10.4 115.4 9.3 104.8 3.4 114.1 6.7 108.7 3.6
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Pesticides

ขาว ถั่วเหลืองเมล็ดแหง

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg 
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

cyhalothrin-lambda 119.4 7.5 116.9 17.6 111.6 7.1 106.7 3.0 109.9 6.8 101.7 0.8

cypermethrin I 95.7 16.1 119.3 10.1 120.0 7.4 118.1 3.9 100.2 6.9 103.6 3.1

cypermethrin II 102.0 18.2 119.7 9.7 117.0 10.0 111.5 4.5 108.4 7.2 104.6 2.5

cypermethrin III 114.6 20.0 117.3 13.3 119.0 6.7 116.9 8.5 103.9 9.7 101.2 2.5

cypermethrin IV 117.2 14.4 119.9 11.5 115.6 8.9 96.2 5.2 108.8 6.9 111.2 3.0

DCPA 104.7 4.1 119.4 12.1 100.1 1.8 105.6 2.6 109.5 5.9 99.9 0.9

DEET 107.1 3.6 115.3 15.8 101.3 1.7 104.9 3.4 109.9 6.0 109.2 0.6

deltramethrin 101.3 9.8 119.8 10.4 114.0 8.6 103.2 3.6 107.3 6.7 105.9 3.1

demeton-S-methyl 96.1 12.0 119.9 5.8 107.4 2.1 112.7 2.9 108.3 6.4 103.0 0.8

diazinon 103.8 3.5 119.4 8.0 100.7 1.4 106.9 1.8 110.6 6.2 100.5 0.8

dichlorvos 109.5 8.7 119.0 7.1 98.5 2.2 105.2 4.6 111.7 5.7 106.4 0.8

dicofol 106.3 2.3 116.7 13.7 101.1 2.5 111.1 3.0 111.0 5.5 105.8 1.3

dicrotophos 111.5 6.1 119.8 4.9 116.0 3.0 104.0 2.8 110.8 5.8 113.1 1.5

dieldrin 105.2 6.1 119.4 5.4 100.9 2.6 105.3 5.2 108.9 4.4 100.1 1.3

dimethoate 108.7 4.4 119.6 4.4 110.0 2.3 106.2 1.9 111.2 5.9 102.6 1.0

dioxathion 98.0 7.1 119.9 6.4 95.9 1.7 103.1 2.7 111.9 6.8 102.7 1.1

disulfoton 94.3 16.5 119.1 2.4 100.9 1.0 112.2 3.6 109.4 5.8 101.4 0.9

ditalimfos 107.5 2.7 119.7 10.5 104.9 2.9 104.9 2.1 108.2 5.9 99.5 0.6

endosulfan-alpha 103.7 6.5 119.1 6.7 100.8 2.8 102.6 7.4 109.0 4.9 99.0 1.0

endosulfan-beta 97.8 3.1 119.7 7.4 102.3 2.9 106.6 2.0 110.8 5.6 96.4 1.5

endosulfan sulfate 104.3 6.5 116.8 17.2 102.5 2.8 103.1 3.6 107.2 6.8 95.9 1.4

endrin 98.1 9.6 119.3 5.0 96.9 3.6 107.6 9.3 106.6 5.4 92.1 3.6

EPN 104.1 4.0 118.4 7.9 112.6 5.1 111.4 1.5 112.7 5.8 110.2 3.6

ethion 109.1 3.4 118.7 11.4 104.3 3.3 107.2 1.9 111.1 5.8 102.1 0.9

ethoprophos 104.0 3.8 117.1 11.7 100.9 1.7 103.7 3.0 111.0 5.6 101.2 0.6

etrimfos 109.0 6.1 119.0 10.2 99.9 1.5 105.8 2.7 111.1 5.7 101.3 0.5

fenchlorphos 105.1 4.9 118.4 9.9 101.7 1.5 105.3 3.4 110.5 5.8 101.4 1.0

fenitrothion 102.5 4.3 119.5 10.4 107.8 2.0 107.1 4.2 116.7 5.4 111.1 4.2

fenobucarb 104.8 3.8 121.3 4.3 101.4 1.4 104.4 2.4 110.0 5.9 109.9 0.6

fenpropathrin 108.8 4.1 118.1 12.6 105.3 5.8 105.9 2.7 110.1 6.1 99.8 0.8

fenthion 105.3 3.1 116.7 15.2 102.2 1.7 105.1 1.8 110.7 5.5 101.2 0.8

ตารางท่ี 2  ความแมน (average %recovery) และความเท่ียง (%RSD) ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

 ศัตรูพืชในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงท่ีความเขมขนตางๆ (ตอ)
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ตารางท่ี 2  ความแมน (average %recovery) และความเท่ียง (%RSD) ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

 ศัตรูพืชในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงท่ีความเขมขนตางๆ (ตอ)

Pesticides

ขาว ถั่วเหลืองเมล็ดแหง

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg 
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

fenvalerate I 102.4 4.1 119.7 10.7 118.4 11.1 108.0 3.2 108.2 6.7 106.1 2.2

fenvalerate II 115.4 5.6 119.8 17.1 118.6 10.7 107.6 4.3 107.6 6.2 106.6 2.6

fipronil 107.0 4.9 120.0 10.2 108.3 3.0 108.5 3.0 113.6 5.5 106.3 2.5

folpet 103.4 6.5 119.1 6.8 113.9 4.1 101.3 4.4 109.3 6.7 105.1 1.4

fosthiazate I 109.0 7.6 106.3 14.0 118.9 3.3 98.8 2.1 108.1 6.7 102.4 1.5

fosthiazate II 117.6 15.8 118.3 19.0 116.8 3.8 104.5 2.5 112.7 5.7 106.3 2.5

heptachlor 106.6 4.4 116.2 11.9 101.2 1.6 105.9 3.1 111.2 5.6 101.4 1.0

heptachlor 
epoxide (cis)

105.0 3.4 117.7 7.2 98.4 1.9 106.2 3.5 109.9 5.3 98.7 1.0

heptachlor 
epoxide (trans)

99.2 3.7 119.8 9.9 100.4 1.9 104.3 3.6 110.0 6.2 99.2 1.0

heptenophos 111.3 4.3 118.3 8.7 104.6 1.6 103.6 3.0 110.3 5.9 102.0 0.8

hexachlorobenzene 103.5 6.1 119.4 3.6 96.4 1.8 105.1 4.2 110.9 6.1 100.7 0.6

hexazinone 107.9 4.4 120.9 5.4 105.4 2.4 104.5 1.2 108.2 6.5 103.0 1.0

isofenphos 102.5 3.1 119.4 10.2 100.3 2.5 105.1 2.3 109.7 5.8 99.3 0.9

isoprocarb 105.5 3.9 124.1 8.3 100.9 1.1 107.3 4.0 109.4 5.8 106.8 0.7

isoxathion 104.4 4.6 116.7 4.4 119.7 9.5 109.4 3.2 119.3 5.4 123.1 8.1

malathion 107.0 3.6 119.6 11.4 105.3 2.4 107.2 2.5 110.2 5.7 101.4 1.0

metacrifos 105.8 7.3 119.7 5.1 96.6 2.1 106.2 4.6 109.7 5.6 101.5 0.7

metalaxyl 103.9 4.9 117.0 3.2 103.3 2.8 102.6 1.9 108.0 6.3 99.4 0.6

methamidophos 98.6 3.9 118.6 14.5 105.9 1.9 105.5 5.8 108.7 5.9 102.0 1.2

methidathion 110.9 2.9 118.8 10.7 108.5 3.1 106.5 1.5 110.9 5.4 101.9 0.9

methoxychlor 107.7 2.9 118.3 14.8 106.0 5.3 104.9 2.7 108.2 6.7 99.1 0.7

metolachlor 105.4 3.1 119.6 3.9 101.9 2.3 104.3 2.8 109.7 5.9 98.9 0.7

metribuzin 110.8 2.7 117.9 15.2 103.4 1.6 110.5 2.0 120.0 6.3 107.8 2.8

mevinphos 111.1 7.6 115.1 11.2 102.2 1.9 106.4 4.4 109.0 5.9 101.7 0.8

monocrotophos 108.7 10.0 119.6 3.8 114.6 5.0 104.2 2.9 109.6 6.0 106.9 1.7

naled 116.7 16.4 126.1 17.6 94.1 8.9 112.6 6.0 107.5 7.9 92.6 5.0

omethoate 112.2 9.4 104.0 17.8 119.6 3.3 104.6 6.5 109.4 6.4 112.1 1.4

parathion 109.8 4.4 119.9 11.0 107.0 2.3 110.5 2.1 113.2 5.4 110.4 3.4

parathion-methyl 113.3 2.5 118.9 12.7 110.4 2.3 110.2 3.0 117.7 5.3 113.5 5.2
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ตารางท่ี 2  ความแมน (average %recovery) และความเท่ียง (%RSD) ของการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัด

 ศัตรูพืชในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงท่ีความเขมขนตางๆ (ตอ)

Pesticides

ขาว ถั่วเหลืองเมล็ดแหง

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg 
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

0.05 mg/kg 
(n=8)

0.2 mg/kg
(n=8)

1.25 mg/kg 
(n=8)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

Rec 
(%)

RSD 
(%)

permethrin I 117.4 14.2 117.6 13.5 114.4 8.0 98.6 4.5 109.2 7.8 100.0 3.4

permethrin II 119.8 6.3 119.0 14.8 110.3 8.3 106.6 2.6 109.3 6.6 98.8 1.5

phenthoate 105.1 2.4 118.7 5.2 103.6 2.2 104.4 2.3 112.7 5.4 103.6 1.2

phorate 104.5 3.5 119.7 5.3 99.7 1.1 107.1 2.2 112.6 5.6 102.2 0.8

phosalone 115.3 3.8 116.9 16.8 117.1 9.0 105.5 1.7 110.2 6.3 102.5 1.1

phosmet 118.2 5.5 118.8 9.5 118.7 5.8 104.4 1.4 108.0 6.4 102.5 1.4

phosphamidon 115.6 5.8 117.4 14.4 118.4 3.9 104.3 3.6 111.9 5.4 103.0 1.3

picoxystrobin 114.1 5.7 127.0 14.5 101.7 3.0 95.8 4.5 108.2 7.8 101.4 1.2

pirimiphos-ethyl 104.8 2.7 116.2 14.8 100.7 2.2 108.4 2.5 110.4 5.4 101.1 1.0

pirimiphos-methyl 98.8 4.5 119.6 6.8 102.0 2.0 107.2 2.3 110.9 5.5 100.9 1.0

profenofos 112.2 8.6 119.9 7.5 107.2 6.6 102.2 5.9 105.8 7.3 98.0 6.1

propachlor 107.1 3.3 117.5 10.5 101.5 1.4 104.4 2.9 111.2 6.1 100.8 0.6

propargite 111.1 3.7 117.5 9.8 103.6 5.0 102.4 1.7 107.2 6.3 91.3 4.1

propetamphos 105.3 4.0 119.5 3.6 101.1 0.9 105.4 2.3 114.1 5.5 112.5 1.8

prothiofos 106.7 3.5 119.1 8.7 101.4 2.8 102.9 2.8 109.1 5.9 99.9 0.7

pyrimethanil 106.1 3.7 119.7 5.6 98.8 1.5 108.7 3.2 110.5 5.9 102.5 0.7

quinalphos 107.3 2.4 118.2 7.0 102.9 2.7 105.8 2.2 109.9 5.6 101.8 0.8

quintozen 109.6 7.5 117.4 6.7 99.2 1.5 107.9 5.0 111.6 4.8 104.8 2.0

simazine 106.3 4.0 122.8 4.1 100.0 1.6 104.2 3.8 111.2 5.8 102.2 0.7

tebufenpyrad 107.2 5.1 119.6 11.3 108.5 5.7 103.3 3.5 109.8 6.0 99.5 0.6

tecnazene (TCNB) 108.2 5.9 119.8 2.1 97.9 1.8 106.0 4.0 111.9 5.6 103.7 1.0

terbacil 111.2 4.1 120.0 8.1 108.0 2.4 104.7 3.0 110.0 6.6 101.8 1.0

terbufos 104.0 5.9 117.5 10.5 98.7 1.5 106.2 3.5 111.8 5.8 101.9 0.7

tetrachlorvinphos 113.9 2.5 112.9 9.9 115.4 4.1 103.4 1.9 110.4 5.6 100.9 1.3

tetradifon 111.3 5.7 104.1 17.8 107.5 6.4 106.2 2.6 109.7 6.6 98.1 1.8

thiometon 100.4 12.0 115.8 8.5 101.3 1.3 110.9 3.5 107.6 6.5 100.7 0.8

tolclofos-methyl 105.0 4.6 118.2 5.5 99.5 1.4 106.6 3.3 111.0 5.7 101.1 1.0

tolylfluanid 108.1 2.9 117.5 10.8 103.7 2.0 106.0 2.3 112.0 5.1 101.0 1.1

triadimefon 106.5 3.0 118.9 7.8 103.4 2.9 104.5 2.2 110.2 5.7 101.0 0.9

triazophos 113.0 6.2 122.9 14.1 110.4 5.1 103.7 1.4 109.9 6.2 102.1 1.2

trifluralin 106.6 6.1 114.4 14.2 100.0 1.9 107.5 4.3 115.3 5.3 105.9 2.0
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ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะห พบวาสารทั้งหมดมีชวงความเปนเสนตรงอยูระหวาง 

0.05-2.50 มลิลิกรมัตอกโิลกรมั ดวยคณุลกัษณะทัง้หมดทีท่าํการทดสอบความใชไดนีแ้สดงวาสามารถใชวธินีีว้เิคราะห

สารสนใจดังกลาวได และเมื่อพิจารณาขอกําหนดทางกฎหมายของประเทศไทยที่กําหนดคา Maximum Residue 

Limit (MRL) ของสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชไวที่ 0.01-10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วิธีนี้สามารถใชในการวิเคราะห

แบบคดักรอง (screening) สารเคมปีองกนักาํจัดศตัรพูชืในขาวและถัว่เหลอืงเมลด็แหงซึง่เปนตวัแทนของกลุมธญัพชื

และกลุมถั่วเมล็ดแหงไดตรงตามวัตถุประสงค

การประมาณคาความไมแนนอนของการวดัตามแนวของ ISO GUM Approach หรอื Bottom-up Approach

ผลจากการประมาณคาความไมแนนอนพบวาแหลงความไมแนนอนที่สําคัญที่สุด คือ calibration curve (38%) 

sample weight (26%) และ method precision (23%) สวน bias หรอื recovery และ standard concentration

(6 และ 4%) และองคประกอบอื่นๆนั้นถือเปนองคประกอบที่นอยมาก ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะห chlorpyrifos ในขาว

ผลการถายทอดองคความรูเพื่อพัฒนาศักยภาพหองปฏิบัติการเครือขาย

หองปฏบิตักิารเครอืขายไดรบัการฝกอบรมวธิวีเิคราะหของแหงจากสาํนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร

ในป พ.ศ. 2563 จาํนวน 7 แหง แบงเปนหองปฏบิตักิารทีใ่ชเครือ่งมอืช้ันสงู 4 แหง ทัง้หมดเปดใหบรกิารตรวจวเิคราะห

แลว และหองปฏิบัติการที่ใชเครื่องมือพื้นฐานอีก 3 แหง เปดใหบริการแลว 1 แหง เพื่อเปนการทดสอบความสามารถ

และประเมินประสิทธิผลการฝกอบรมจึงจัดทําโครงการเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการการวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกําจัดศัตรูพืชในขาว โดยใชคาอางอิง (Reference value) และ Expanded uncertainty U (k = 2) ของ

สารที่ศึกษา 4 ชนิด คือ alpha-BHC, methamidophos, profenofos และ fenpropathrin ดังแสดงในตารางที่ 3 

โดยมีหองปฏิบัติการเขารวม 3 แหง รายงาน 4 คา (1A, 1B, 2 และ 3) จากการประเมินผลสมาชิกโดยใช Relative 

expanded uncertainty (RU) ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยกําหนดเกณฑยอมรับเปน RU ≤ ± 1 สมาชิกรายงานผล

ปริมาณสาร profenofos ไดในระดับที่นาพอใจทั้ง 3 แหง (รอยละ 100) สวนสาร alpha-BHC, methamidophos

และ fenpropathrin มีคา RU ในระดับนาพอใจ 2 แหง (รอยละ 66.7) ซึ่งเปนหองปฏิบัติการเดียวกัน และมี

หองปฏิบัติการ 1 แหง ที่มีคา RU ในระดับไมนาพอใจทั้ง 3 สาร ซึ่งสรุปไดวามีหองปฏิบัติการที่สามารถวิเคราะห
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ตารางที่ 3  คาอางอิง (Reference value) และ Expanded uncertainty U (k = 2) ของสารที่ศึกษา

Pesticides Reference value (µg/kg) Expanded uncertainty

alpha-BHC 18.2 8.0

methamidophos 42.0 18.5

profenofos 45.4 20.0

fenpropathrin 59.8 26.4

ภาพที่ 5  RU ของการวิเคราะหสาร alpha-BHC, methamidophos, profenofos และ fenpropathrin

 ในตัวอยางขาวบาสมาติ เกณฑยอมรับ RU ≤ ±1

สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชในขาวไดในระดับท่ีนาพอใจท้ัง 4 สาร มีจํานวน 2 แหง และอีก 1 แหง สามารถวิเคราะห

สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชในขาวไดในระดับที่นาพอใจ 1 สาร ทั้งนี้หองปฏิบัติการสามารถทบทวนผลการวิเคราะห

เพื่อดําเนินการพัฒนาปรับปรุงงานในระบบคุณภาพการวิเคราะหใหดียิ่งขึ้น

วิจารณ

การทดสอบประสิทธิภาพของวิธี QuEChERS และ FaPEx® พบวาวิธีมาตรฐาน QuEChERS ใหคา 

%recovery และ %RSD อยูในเกณฑยอมรับมากกวาวิธี FaPEx® แมวิธีนี้จะใชเวลาและสารเคมีนอยกวา แตเกณฑ

การคัดเลือกตองมาจากความถูกตองของวิธีเปนอันดับแรก และการใชตัวอยางปริมาณนอยจะสงผลถึงความแมน

และความเที่ยงของวิธี รวมท้ังเปน cartridge ที่บรรจุ SPE สําเร็จรูปที่มีผลตอความแมนของวิธียังเปนลิขสิทธิ์

เฉพาะของบริษัทผูผลิต ทั้งนี้วิธี FaPEx® มีศักยภาพที่สามารถพัฒนาใหเปนวิธีมาตรฐานไดเมื่อมีการพัฒนา SPE

ใหเหมาะสมในอนาคตตอไป 

การพัฒนาวิธีวิเคราะหโดยใชเคร่ือง GC-MS/MS ในข้ันตอน instrument method development 

เปนสิ่งที่สําคัญและมีความจําเปนตอการวิเคราะหแบบ multi-residue method อยางมาก โดยเฉพาะการหาสภาวะ

และ MRM transitions ที่เหมาะสม โดยตองคํานึงถึงเมทริกซที่อยูในสารสกัด การเลือก transitions ที่ไมเหมาะสม
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จะทําใหผลการวิเคราะหผิดพลาดจากสารรบกวน และการวิเคราะหสารจํานวนมากพรอมกันยังถือเปนความทาทาย

เชิงเทคนิคตอผูวิเคราะห

วธิเีตรยีมตวัอยาง QuEChERS ไดรบัการพฒันาขึน้เปนครัง้แรกใหใชไดกบัตวัอยางทีม่คีวามช้ืนสงูมากกวา 

70% ประเภทผกัและผลไมสด ในขณะท่ีการวิเคราะหอาหารกลุมธญัพชืและถัว่เมลด็แหงซึง่เปนตวัอยางในกลุมของแหง

ความชืน้ต่ํา มแีปง โปรตนี และกรดไขมันอยูปรมิาณมาก ซึง่จะแสดงเปนสารรบกวนในระบบ chromatography ทาํให

การวเิคราะหในระดบัตํา่เปนไปไดยาก เพือ่กาํจดัสารเหลานีม้คีวามพยายามใชเทคนคิตาง ๆ  เชน dispersive SPE ทีม่ี

สวนผสมของ PSA และ C18 เพ่ือกําจัดกรดอินทรยี กรดไขมนัและนํา้ตาลบางชนดิได หรอืการ centrifuge ทีอุ่ณหภูมติํา่

เพื่อกําจัด co-extracts การเลือกใชเครื่องมือที่มีความจําเพาะสูงจะสามารถทําใหลดสารรบกวนไดดีโดยไมตอง

ผานการทําใหบริสุทธิ์ไดเชนกัน การสกัดโดยใช acetonitrile เปนตัวทําละลายสามารถละลายสารที่มีคุณสมบัติ

หลากหลายไดทั้งมีขั้วและไมมีขั้ว หากฉีดเขาเครื่องมือวิเคราะหโดยตรง สารชนิดนี้จะทําลาย stationary phase 

ทําใหอายุการใชงานของ analytical column สั้นลง เพื่อเปนการยืดอายุใหสามารถวิเคราะหสารไดนานขึ้นและ

เปนการประหยัดทรัพยากรจึงทําการเปลี่ยนตัวทําละลายโดยการระเหยแหงโดยใชแก็สไนโตรเจนแลวปรับปริมาตร

โดยใชสารผสมของ ethyl acetate และ n-hexane อัตราสวน 1 ตอ 3 การวิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS/MS 

สารหลายชนดิอาจทาํปฏกิริยิากบั active site ในเครือ่งมอื จงึตองมกีารเตมิ analytical protectant (D-sorbitol) ลดการ

adsorption และการ degradation ของสารสนใจกอนฉีดเขาเครื่องมือ วิธีการนี้จะชวยให repeatability ดีขึ้น(19)

การเลือกใช inlet ชนิด PTV (programmable temperature vaporizer) โดยการคอยๆ ปรับอุณหภูมิ

ใหสูงข้ึนเปนการชวยใหสารทีม่ ีvolatility ทีแ่ตกตางกนัเขาสู column ไมพรอมกนั เพิม่ประสทิธภิาพการแยกสารไดดี 

ในกรณีที่เครื่องมือไมมี inlet ชนิดนี้สามารถใช MMI (multimode inlet) ที่ใชไดทั้งแบบ split/splitless และปรับ

อุณหภูมิขึ้นลงได เครื่องตรวจวัดสารชนิด triple quadrupole mass spectrometer ใน mode MRM, multiple 

reaction monitoring ถูกใชเพื่อเพิ่ม sensitivity และ selectivity สามารถตรวจวัดสารที่ระดับตํ่ามากไดและเปน

เครื่องมือที่มีความทน (robustness) โดยทั่วไปจะใชในงานวิเคราะห drug metabolism, pharmacokinetics, 

environmental contaminants, biological analyses และงานสารตกคางในอาหาร ตองมีการตรวจสอบสภาวะที่

เหมาะสมกอนการใชเครื่องมือทุกครั้ง พารามิเตอรที่มักมีการตรวจสอบ ไดแก ความคงที่ของ retention time, peak 

area (response) หรือในบางกรณีสามารถตรวจสอบคา ion intensity ratio ไดเชนกัน

ดําเนินการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะหทั้งภายในและภายนอก โดยการวิเคราะห method blank, 

spiked sample และ duplicate sample ทุกชุดของการสกัดหรืออยางนอยประมาณ 5% ของตัวอยางทดสอบ

ในกรณีที่มีตัวอยางจํานวนมาก และหากพบสารท่ีสงสัยวาเปนสารตกคางสนใจจะตองทําการตรวจยืนยันดวยทุกครั้ง 

การยืนยันชนิดของสารที่ตรวจพบตองยืนยันผลดวย ion intensities ratio โดยคา ion intensities ratio ของ

สารที่วิเคราะหแตละตัวในตัวอยาง และ ion intensities ratio เฉล่ียของสารมาตรฐานนั้น ตองแตกตางกันไมเกิน

30% และยืนยันปริมาณที่ตรวจพบโดยทําการทดสอบตัวอยางใหม (retest) แบบ duplicate test แลวรายงาน

โดยใชคาเฉลี่ยของการทําซํ้าดังกลาว และเกณฑยอมรับของ %RPD ตองไมเกิน 25% สําหรับการควบคุมคุณภาพ

ภายนอก ไดเขารวมการทดสอบความชํานาญกับ FAPAS ผล z-score ≤ 2 เปนการยืนยันวากระบวนการวิเคราะห

ทัง้หมดมคีวามถูกตองเหมาะสมและสอดคลองกบัเอกสารอางองิเฉพาะดานและสอดคลองกบัมาตรฐานหองปฏบิตักิาร

ทดสอบและสอบเทียบ ISO/IEC 17025: 2017 

ผลการเปรียบเทียบระหวางหองปฏิบัติการวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชในขาว โดยใชตัวอยาง

ขาวบาสมาติ (Basmati Rice) มีจํานวนสมาชิก หองปฏิบัติการเขารวม 3 แหง หองปฏิบัติการทุกแหงสงผลมาเพื่อรับ

การประเมนิ และมหีองปฏบิตักิาร 1 แหง รายงานผลการวเิคราะห 2 คา เนือ่งจากใชวธิวีเิคราะหทีต่างกนั จงึมผีลวเิคราะห

ทีน่าํมาประเมนิจาํนวน 4 คาของสารแตละชนิด เม่ือนาํคาทีส่มาชิกรายงานมาเปรยีบเทียบกับคาอางอิงและใช Expanded 
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uncertainty (U) คาํนวณเปนคา RU พบวาการประเมนิความสามารถการวเิคราะหชนดิและปรมิาณสารสารเคมปีองกนั

กาํจดัศัตรูพืชในขาวของสมาชิก หองปฏบิตักิาร ทัง้ 3  แหงนัน้ อยูในเกณฑนาพอใจสาํหรบัการวเิคราะหสาร profenofos

มีหองปฏิบัติการ 2 แหง รายงานผลการวิเคราะหสาร alpha-BHC, methamidophos, และ fenpropathrin อยูใน

เกณฑนาพอใจ แตมหีองปฏบิตักิาร 1 แหง รายงานผลอยูในเกณฑไมนาพอใจ โดยหองปฏบิตักิารแหงนีร้ายงานปรมิาณ

ไปในทิศทางที่มากกวาคาอางอิงกรณีวิเคราะหสาร methamidophos ซึ่งเปนสารที่มีความเปนขั้วสูงในกลุมออรกาโน

ฟอสฟอรัส และรายงานไปในทางนอยกวาคาอางอิง กรณีวิเคราะหสาร alpha-BHC และ fenpropathrin ที่อยูใน

กลุมออรกาโนคลอรีนและกลุมสารสังเคราะหไพรีทรอยด ตามลําดับ ซึ่งมีความเปนข้ัวตํ่า จากขอมูลดังกลาวช้ีใหเห็น

วาหองปฏบิตักิารมคีวามเบีย่งเบนเชงิระบบ ซึง่อาจเกดิจากเทคนคิการวเิคราะหในขัน้ตอนการสกดั หรอืการเตรยีมสาร

มาตรฐาน ทั้งนี้หองปฏิบัติการดังกลาวควรติดตามหาสาเหตุที่แทจริงเพื่อการปองกัน และพัฒนาคุณภาพการวิเคราะห

ที่เปนงานประจําของหองปฏิบัติการตอไป

สรุป

วิธีวิเคราะหสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชในขาวและถ่ัวเหลืองเมล็ดแหงดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นเปนวิธี

multi-residue method โดยใชวิธีที่อางอิงจาก EN 15662 หรือ QuEChERS ใช GC-MS/MS เปนเครื่องมือ

ตรวจวัด เปนวิธีที่งาย รวดเร็ว ประหยัด และมีประสิทธิภาพสูงกวาวิธี FaPEx® ผานการทดสอบความใชไดเปนวิธีที่

มีคุณลักษณะและสมรรถนะที่เหมาะสม มีความถูกตอง แมนยํา มีความไวและความจําเพาะ อยูในเกณฑยอมรับตาม 

SANTE/12682/2019(20) เมื่อใชวิธีพรอมกับการควบคุมคุณภาพภายในและภายนอก สามารถใชเปนวิธีวิเคราะห

ในหองปฏิบัติการเพ่ือใชสําหรับตรวจสอบคุณภาพและความปลอดภัยใหเปนไปตามคากําหนดทางกฎหมายท่ีระบุ

ในพระราชบัญญัติอาหาร ป พ.ศ.2522 และตรวจสอบคุณภาพใหเปนไปตามมาตรฐานระหวางประเทศเพื่อการสงออก

สินคาทางการเกษตรไดอีกดวย 
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Method Development for Pesticide Residue 
Analysis in Cereal Grains and Pulses 

using GC-MS/MS
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11000, Thailand

ABSTRACT  Cereal grains and pules are the most common consumed foods worldwide and the use of 

pesticides in agricultural production for plant protection has been the cause for increasing concern. 

The safety of these products must be checked for toxic pesticide residue contamination by reliable and 

trustable analytical method. The efficiency of QuEChERS and FaPEx® method for sample preparation 

procedure was compared. A modified QuEChERS method was selected and was improved for 

simultaneous determination of 122 pesticide residues in rice and dried soybeans and the method was 

established and validated. The samples were initially extracted with acetonitrile (MeCN) and combined 

with salting out step by the mixture of MgSO
4
 and CH

3
COONa. The final extract was concentrated

and reconstituted with appropriate solvent. The target pesticides were detected by gas chromatography-

tandem mass spectrometry (GC-MS/MS) with MRM technique to minimized interference. The limit of 

detection and the limit of quantification of the validated method were 0.02 and 0.05 mg/kg for the 

pesticides respectively. Analysis of fortified rice and dried soybean samples were performed at three 

different levels (0.05, 0.2 and 1.25 mg/kg). Mean recoveries from eight replicates ranged from 74.3-119.8%, 

with relative standard deviation, RSD lower than 20. The evaluation showed that the QuEChERS 

method held excellent linearity at 0.05-2.5 mg/kg (r > 0.995). The participation in PT scheme for 

external quality control showed the satisfactory results and internal quality control was applied for 

routine analysis. Based on our results, the developed method was successfully applied for the detection 

and quantification of pesticide residues in rice and cereal grains for health concern and regulatory propose. 

Keywords: Pesticide residues, Cereal grains, Pules, GC-MS/MS, QuEChERS 
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ABSTRACT The control group data of any parameters such as age, sex, food/water consumptions, 

hematological, clinical biochemistry parameters and organs weights were useful for toxicity studies. 

The aim of this study was to collect data from 13-week of Wistar rats (Mlac: WR) which the strain 

widely used for toxicity study and efficacy research. The data of this research consist of hematological 

parameters and clinical biochemistry parameters including organ weights in 239 rats (119 males and 120 

females) were collected base on 8 repeated dose 90-days oral toxicity studies and the result were shown 

as maximum and minimum values, means and standard deviations. Thus, these historical control group 

data would help to support for interpret the effects of test items in toxicity studies that used Wistar rats 

for further study.

Keywords: Wistar rat, Historical control data, Toxicity studies
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Introduction

Wistar stain rat which the scientific name was Rattus norvegicus and this strain derived 

from Denmark. The weight of mature had in range 250 - 300 and 180- 220 grams for male and

female animals, respectively. For the husbandry, various environment factors, such as ventilation, 

temperature and humidity were controlled under the HVAC system. The temperature and humidity 

were controlled at 22±3 ํC and 30- 70% RH. Lighting cycle was 12 hours lighting and 12 hours dark 

including the noise control to not more than 85 dB. Drinking water was reversed osmosis (RO) 

water with chlorine concentration of 5 -  7 ppm which sterile for Pseudomonas aeruginosa. Bedding 

made from corn cob and mixed with water hyacinth that sterilized at 135 ํC for 7 minutes before 

being used. The Wistar rat was used to study and research in different fields such as Nutrition, 

Pathology, Pharmacology, Toxicology, Physiology, etc.(1) This strain produced, husbandry by

National Laboratory Animal Center (NLAC), Mahidol University and used in various toxicity and 

efficacy studies in many products such as food additives, pharmaceuticals and industrial chemicals 

which carried out according to international guidelines, such as OECD guideline or ISO 10993. 

For the background or historical data are used to determine various parameters ranges and these 

data were invaluable and essential because it was the first step for appropriate interpretation of 

treatment related changes and help better evaluate the toxicity of various substances.(2) Historical 

control data on toxicity studies in rodent,(3) rat(4, 5) and rabbit(6) or some strain of rat such as Crl: 

CD (SD)(2) or RccHan™: WIST and Crl: WI(Han)(7) have been previously reported. However, the 

background data of experimental parameters for Wistar rat (Mlac: WR) from National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University in toxicity studies have not been published yet. The results 

in many studies that use this strain have been interpreted on the basis of background data from 

previous toxicity study instead of the histological control data. Therefore, the purpose of this study 

is to publish histological control data in Wistar rat (Mlac: WR) by collecting data from 13- week of 

Wistar rats (Mlac: WR) on 8 repeated dose 90- days oral toxicity studies. The results had 3 parts 

(hematological, clinical biochemistry parameters and organ weights) which were analyzed and 

shown as maximum and minimum values, means and standard deviations.

Materials and Methods

Preparation of Animals:

Healthy 13 weeks, 119 male and 120 female, Wistar rats (Mlac: WR) of body weight range 

200 g ± 20% were obtained from Office of Laboratory Animal Production, National Laboratory 

Animal Center, Mahidol University, Thailand. The animal had been quarantined and acclimatized 

for at least 6 days prior to the study. They were observed from their general health. The animals 

had been housed in stainless steel cages (two rats/cage) with commercial feed diet (No. CP 082, 

Perfect Companion Group Co., Ltd) and 5- 7 ppm chlorinated water ad libitum under the following

conditions: 12 hours light dark cycle, at temperature 22±3 ํC and 30- 70% relative humidity.
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In during the dosing period, the animal had received distilled water by gavage once daily. Guidelines

of “Guide for the care and use of laboratory animals” were strictly followed throughout the 

study.(8) The study was approved by National Laboratory Animal Center Animal Care and Use 

Committee (NLAC- ACUC), Mahidol University; Thailand, approved all experimental protocols 

conducted between 2018 and 2020.

Hematological and Clinical biochemistry Analysis:

On the last day, all animals were kept for overnight (15- 18 hours) fasting (feed but not 

water) prior to blood sample collection. The animals were euthanized using CO
2
 inhalation.(9) Blood 

samples were collected via cardiac puncture and separated into 2 tubes, one tube contained EDTA 

for hematological and the other tube for serum clinical biochemistry analysis. The hematological 

analysis used approximately 200 µl of blood and were analyzed by using an automated hematology 

analyzer (Procyte DxTM, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) which parameters, unit 

and measurement method were summarized in Table 1. For the clinical biochemistry analysis, that 

used approximately 800 µl of blood per sample. After that, blood will be coagulated by remaining at 

room temperature for 60 - 120 minutes and then centrifuged 2 times at 6,000 rpm for 10 minutes

to collect serum samples. The clinical biochemistry analysis were measured by an automated 

blood analyzer (Cobas®c311, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). The parameters, unit and 

measurement method were shown in Table 2.

Table 1  The parameter, unit and measurement method for hematological analysis

( (

( (× 10

Parameter Abbreviation Unit Measurement Method

Red blood cell count RBC M/µl Laser Flow Cytometry

Hemoglobin HGB g/dL SLS-Hemoglobin Method

Hematocrit HCT % Laser Flow Cytometry

Mean corpuscular volume MCV fL                     (Hct(%) × 10)
MCV  =
                   (RBC Count × 10 12

                                          
L

Mean corpuscular hemoglobin MCH pg MCH =     (HGB   
g

                           dl

             
(RBC Count ×

Mean corpuscular hemoglobin
concentration

MCHC g/dL MCHC = (HGB   
g

                         dl
   

×1,000)

            
MCV(fl)× RBC ×

Red blood cell distribution width RDW fL Laser Flow Cytometry

Reticulocyte count RET % Laser Flow Cytometry

Reticulocyte hemoglobin RET-He pg Optical Fluorescence

Platelet PLT K/µl Laser Flow Cytometry

Platelet distribution width PDW fL Laser Flow Cytometry

10 12

( (L

( (
10 12

( (L
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Parameter Abbreviation Unit Measurement Method

Mean platelet volume MPV fL Laminar Flow Impedance

Plateletcrit PCT % Laminar Flow Impedance

White blood cell count WBC K/µl Laser Flow Cytometry

Neutrophil NEUT % Laser Flow Cytometry

Lymphocyte LYMPH % Laser Flow Cytometry

Monocyte MONO % Laser Flow Cytometry

Eosinophil EO % Laser Flow Cytometry

Basophil BASO % Laser Flow Cytometry

Table 2  The parameter, unit and measurement method for clinical biochemistry analysis

Parameter Abbreviation Unit Method

Sodium Na mmol/L ISE Indirect

Potassium K mmol/L ISE Indirect

Chloride Cl mmol/L ISE Indirect

Glucose SGLU3 mg/dL Enzymatic Hexokinase

Cholesterol CHO2I mg/dL Enzymatic Colorimetric

Triglyceride TRIGL mg/dL Enzymatic Colorimetric

Uric acid UA2 mg/dL Enzymatic Colorimetric

Blood urea nitrogen U-BUN mg/dL Enzymatic Colorimetric

Creatinine CREA2 mg/dL Enzymatic Colorimetric

Total protein TP2 g/dL Colorimetric Assay

Albumin ALB2 g/dL Colorimetric Assay (Bromcresol Green – BCG)

Globulin GLO mg/dL Calculate from Total Protein Albumin

High-density lipoprotein HDLC4 mg/dL Enzymatic Colorimetric

Low-density lipoprotein LDLC3 mg/dL Enzymatic Colorimetric

Alanine amino transferase ALTL U/L IFCC without Pyridoxal Phosphate

Aspartate amino transferase ASTL U/L IFCC without Pyridoxal Phosphate

Alkaline phosphatase ALP2S U/L Colorimetric Assay/IFCC

Organ Weighting:

After blood samples collection, all animals were sacrificed. The positions, shapes, sizes 

and colours of internal organs were evaluated. The following organ: Liver, Kidneys, Heart, 

Adrenal glands, Brain, Testes, Epididymides, Ovaries and oviduct, Uterus, Spleen and Thymus were 

trimmed to visually detect gross lesions and weighed (For all of the paired organs were separately

weighed) by using an electronic balance 4 digits (Mettler -  Toledo, Columbus, Ohio, USA).

Then, the weights of these organs were converted to relative organ weights by calculating in the 

relative weights per 100 g animal body weight.

Table 1  The parameter, unit and measurement method for hematological analysis (Continued)
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Data collection and analyzed:

The data of Wistar rats (Mlac: WR) that same breeder, ages and animal sources of Wistar 

rats (Mlac: WR) on 8 repeated dose 90- days oral toxicity studies. This studies had been performed 

in the same of environment, equipment, and facility testing (National Laboratory Animal Center,

Mahidol University, Thailand). All animal data were collected for hematological parameters, 

clinical biochemistry parameters, organ weights and then, statistical analysis was calculated by 

using Microsoft Excel (Version 2013, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) and performed 

in maximum, and minimum values, means and standard deviations.

Results

The clinical biochemistry analysis data for male and female animals were shown in Table 

3 and 4, respectively. For both sexes animal, the standard deviations of Total protein, Albumin, 

Sodium and Chloride were less than 10% of mean values. The standard deviations of male animals 

were less than 20% of mean values for Blood urea nitrogen, Creatinine, Uric acid, Cholesterol, 

Alkaline phosphatase, Potassium, Globulin and the standard deviations were more than 30% of 

mean values for Glucose, Triglyceride, Low- density lipoprotein, Aspartate amino transferase, 

Alanine amino transferase, High- density lipoprotein. In female animals had the standard deviations

of Blood urea nitrogen, Creatinine, Alkaline phosphatase, Potassium, High- density lipoprotein,

Globulin less than 20% of mean values and the standard deviations of Glucose, Uric acid, 

Cholesterol, Triglyceride, Low- density lipoprotein, Aspartate amino transferase and Alanine amino 

transferase were more than 20% of mean values.

Table 3 The hematological analysis of male animals

Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

RBC (M/µl) 119 9.90 ± 0.74 12.06 3.49 8.42 11.38

HGB (g/dl) 119 17.4 ± 0.73 20.5 16.0 16.0 18.9

HCT (%) 119 54.8 ± 2.78 67.0 48.3 49.2 60.4

MCV (fL) 119 55.1±1.94 58.8 50.1 51.2 59.0

MCH (pg) 119 17.5 ± 0.43 18.5 16.1 16.6 18.4

MCHC (g/dl) 119 31.8 ± 0.94 34.5 29.8 29.9 33.7

RDW (fL) 119 32.0 ± 1.27 35.7 30.0 29.5 34.6

RET (%) 119 3.18 ± 0.53 4.48 0.61 2.12 4.25

RET-He (pg) 119 19.1 ± 0.47 20.1 17.9 18.2 20.0

PLT (K/µl) 119 888 ± 78.72 1215 699 731 1046

PDW (fL) 119 8.8 ± 0.51 10.2 7.5 7.8 9.8

MPV (fL) 119 7.3 ± 0.32 8.2 6.6 6.7 7.9
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     Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

PCT (%) 119 0.65 ± 0.07 0.93 0.50 0.51 0.79

WBC (K/µl) 119 6.92 ± 1.09 9.89 4.18 4.73 9.11

NEUT (%) 119 12.1 ± 4.14 21.5 0.7 3.8 20.4

LYMPH (%) 119 81.4 ± 4.32 94.0 71.8 72.8 90.1

MONO (%) 119 5.4 ± 1.72 13.8 2.1 2.0 8.9

EO (%) 119 0.9 ± 0.30 1.9 0.3 0.3 1.5

BASO (%) 119 0.1 ± 0.11 0.5 0.0 0.0 0.3

     Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

RBC (M/µl) 120 9.57 ± 0.60 11.26 8.35 8.36 10.78

HGB (g/dl) 120 17.8 ± 1.08 20.9 15.5 15.6 20.0

HCT (%) 120 55.9 ± 3.65 67.7 49.2 48.6 63.2

MCV (fL) 120 58.4 ± 1.53 62.4 53.9 55.4 61.5

MCH (pg) 120 18.6 ± 0.37 19.6 17.5 17.8 19.3

MCHC (g/dl) 120 31.8 ± 0.73 33.5 30.0 30.4 33.3

RDW (fL) 120 29.7 ± 1.09 32.9 27.4 18.2 22.9

RET (%) 120 3.43 ± 0.61 4.98 2.15 2.20 4.66

RET-He (pg) 120 20.1 ± 0.52 21.6 18.7 19.1 21.1

PLT (K/µl) 120 931 ± 86.24 1150 702 758 1103

PDW (fL) 120 8.5 ± 0.52 9.8 7.6 7.4 9.5

MPV (fL) 120 7.2 ± 0.31 7.8 6.5 6.5 7.8

PCT (%) 120 0.67 ± 0.07 0.90 0.52 0.53 0.81

WBC (K/µl) 120 4.87 ± 1.02 8.68 2.69 2.83 6.91

NEUT (%) 120 8.6 ± 3.11 19.2 0.8 2.4 14.8

LYMPH (%) 120 85.9 ± 3.41 93.7 74.2 79.1 92.8

MONO (%) 120 4.7 ± 1.15 8.8 2.5 2.4 7.0

EO (%) 120 0.6 ± 0.28 1.8 0.2 0.0 1.1

BASO (%) 120 0.2 ± 0.17 0.9 0.0 0.0 0.5

Table 3 The hematological analysis of male animals (Continued)

Table 4  The hematological analysis of female animals
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The hematological analysis data of both sexes animal showed the standard deviations 

of Red blood cell count, Hemoglobin, Hematocrit, Mean corpuscular volume, Mean corpuscular

hemoglobin, Mean corpuscular hemoglobin concentration, Red blood cell distribution width,

Reticulocyte hemoglobin, Platelet, Platelet distribution width, Mean platelet volume, Lymphocyte

and Reticulocyte count, Platelet, White blood cell count were less than 10% and 20% of mean 

values, respectively but the standard deviations of other differential counts were more than 30% 

of mean values. The all data for the clinical chemistry analysis were summarized in Table 5 for 

male animals and Table 6 for female animals.

Table 5  The clinical biochemistry analysis of male animals

       Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

SGLU3 (mg/dL) 119 451.1 ± 94.54 731.3 255.8 262.0 640.2

U-BUN (mg/dL) 119 20.8 ± 3.22 31.3 14.4 14.4 27.2

CREA2 (mg/dL) 119 0.39 ± 0.06 0.61 0.29 0.27 0.50

UA2 (mg/dL) 119 8.4 ± 1.64 15.0 4.6 5.2 11.7

CHO2l (mg/dL) 119 81.7 ± 15.87 141.0 43.9 50.0 113.4

TRIGL (mg/dL) 119 133.3 ± 34.11 224.8 69.9 65.1 201.5

LDLC3 (mg/dL) 119 9.0 ± 3.48 18.5 2.8 2.0 15.9

ASTL (U/L) 119 129.9 ± 43.28 267.0 63.7 43.3 216.4

ALTL (U/L) 119 126.2 ± 60.92 324.8 37.0 4.3 248.0

ALP2S (U/L) 119 75 ± 14.29 143 45 46 103

TP2 (g/dL) 119 7.56 ± 0.74 11.74 5.73 6.09 9.03

ALB2 (g/dL) 119 5.16 ± 0.43 7.06 3.88 4.30 6.02

HDLC4 (mg/dL) 119 63.0 ± 13.11 108.6 33.4 36.8 89.2

Na (mmol/L) 119 152.9 ± 11.25 197.0 124.8 130.4 175.4

K (mmol/L) 119 11.65 ± 1.98 16.55 7.83 7.68 15.61

Cl (mmol/L) 119 104.0 ± 7.78 134.8 84.6 88.5 119.6

GLO (mg/dL) 119 2.39 ± 0.34 4.48 1.85 1.71 3.07

       Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

SGLU3 (mg/dL) 120 220.7 ± 91.99 524.1 59.4 36.7 404.6

U-BUN (mg/dL) 120 20.1 ± 3.15 35.2 12.7 13.8 26.4

CREA2 (mg/dL) 120 0.42 ± 0.07 0.65 0.29 0.29 0.56

UA2 (mg/dL) 120 5.0 ± 1.04 9.2 2.2 2.9 7.1

CHO2l (mg/dL) 120 95.9 ± 19.39 152.1 55.2 57.2 134.7

Table 6  The clinical biochemistry analysis of female animals
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The standard deviations for the organ weights of male animals were less than 10% of 

mean values for liver, right kidney, heart, spleen, brain, right and left testis. For the left kidney, 

lung, right and left adrenal, right and left epididymis had the standard deviations less than 20% 

of mean values except the standard deviations of thymus which more than 20% of mean values. 

The standard deviations of liver, right and left kidney, heart, spleen and brain in female animals 

were less than 10% of mean values. The other organ as lung, right and left adrenal, right and left 

ovary and oviduct and thymus had the standard deviations less than 20% of mean values on the 

other hand, uterus had the standard deviations more than 30% of mean values. The organ weights 

for male and female animals can be summarized as shown in the Table 7 and 8, respectively. 

       Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

TRIGL (mg/dL) 120 85.8±27.20 182.6 42.1 31.4 140.2

LDLC3 (mg/dL) 120 8.5±3.54 21.2 1.7 1.4 15.6

ASTL (U/L) 120 86.5±18.57 224.4 60.3 49.4 123.7

ALTL (U/L) 120 47.9±10.05 82.0 28.2 27.8 68.0

ALP2S (U/L) 120 35±6.68 67 20 22 49

TP2 (g/dL) 120 7.54±0.68 9.92 5.82 6.18 8.89

ALB2 (g/dL) 120 5.48±0.45 7.38 4.39 4.58 6.39

HDLC4 (mg/dL) 120 78.9±14.64 119.0 44.0 49.6 108.2

Na (mmol/L) 120 151.1±10.22 205.0 131.5 130.6 171.5

K (mmol/L) 120 12.18±2.37 19.32 6.52 7.44 16.92

Cl (mmol/L) 120 107.2±8.12 146.4 90.7 91.0 123.4

GLO (mg/dL) 120 2.05±0.27 2.89 1.48 1.50 2.60

Table 6  The clinical biochemistry analysis of female animals (Continued)

Table 7  The organ weights of male animals

     Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

Liver 119 2.6916 ± 0.19 3.2191 2.2943 2.3042 3.0790

Right Kidney 119 0.2547 ± 0.02 0.3087 0.2106 0.2177 0.2917

Left Kidney 119 0.2511 ± 0.03 0.4185 0.2080 0.1930 0.3093

Heart 119 0.2861 ± 0.02 0.3346 0.2538 0.2542 0.3179

Lung 119 0.4123 ± 0.06 0.6473 0.2875 0.2931 0.5316

Spleen 119 0.1751 ± 0.02 0.2121 0.1382 0.1434 0.2068

Brain 119 0.4260 ± 0.03 0.5060 0.3464 0.3628 0.4892

Right Adrenal 118 0.0075 ± 0.00 0.0107 0.0055 0.0057 0.0093
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     Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

Left Adrenal 119 0.0084±0.00 0.0112 0.0061 0.0063 0.0105

Right Testis 119 0.3674±0.03 0.4567 0.2879 0.3017 0.4330

Left Testis 119 0.3695±0.03 0.4523 0.2904 0.3072 0.4317

Right Epididymides 74 0.1136±0.01 0.1441 0.0889 0.0903 0.1368

Left Epididymides 74 0.1133±0.01 0.1431 0.0836 0.0900 0.1366

Thymus 119 0.0598±0.01 0.0956 0.0384 0.0358 0.0838

     Organ N Mean ± SD MAX MIN -2S.D. +2S.D.

Liver 120 2.7335±0.25 3.4176 2.2193 2.2328 3.2343

Right Kidney 120 0.2936±0.01 0.3278 0.2526 0.2643 0.3229

Left Kidney 120 0.2804±0.02 0.3147 0.2385 0.2484 0.3124

Heart 120 0.3473±0.02 0.4135 0.3096 0.3074 0.3871

Lung 120 0.5895±0.09 0.8703 0.4058 0.4144 0.7646

Spleen 120 0.2271±0.02 0.2765 0.1639 0.1876 0.2667

Brain 120 0.7669±0.04 0.8795 0.6544 0.6817 0.8521

Right Adrenal 120 0.0162±0.00 0.0243 0.0119 0.0117 0.0206

Left Adrenal 120 0.0174±0.00 0.0282 0.0080 0.0121 0.0226

Right Ovary and oviduct 120 0.0179±0.00 0.0243 0.0127 0.0131 0.0227

Left Ovary and oviduct 120 0.0179±0.00 0.0258 0.0114 0.0127 0.0230

Uterus 120 0.2150±0.08 0.4324 0.1260 0.0624 0.3658

Thymus 120 0.0849±0.02 0.1405 0.0464 0.0521 0.1177

Table 7  The organ weights of male animals (Continued)

Table 8  The organ weights of female animals

Discussion

The analyzed parameters for hematological and clinical biochemistry were frequently 

affected by fasting period, collection technique, conditions and methods of storage. In addition, the 

hematological parameters can be affected further by anticoagulants and measurement method. 

In our study, the parameter of hematological analysis consists of Red Blood Cells (RBC), Hemoglobin

(HGB), Hematocrit (HCT), MCV, White Blood Cells (WBC), Neutrophils (NEUT), Reticulocytes 

(RET) in both sex animal and Lymphocytes (LYMPH), Basophils (BASO) in female animal were 

differences from previous reported findings.(10) The analyzed parameters of clinical biochemistry 

analysis were mostly differences tendency to that previously reported(10) except Alkaline Phosphatase

(ALP). The fluctuation of data could be occurred due to age, gender, species and other factors.
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The organ weights, male animal had number of epididymites in both sides less than 

another organ because some cases the tissue were missing. The organ weights parameters had 

affected by trimming method, weighting time, and measurement sensitivity. Addition notes of 

number for male and female animals were not the same because one of male animal died by the 

husbandry accident. For our study, the organ weight was similar tendency to that previously

reported(5) except liver, kidney, heart, lung and testis in male animals and liver in female 

animals which the variation of data caused by species and other factors. However, the data included 

in this publication are for informational purposes only and can be used for establishing reference 

values for Wistar strain rats (Mlac: WR).

Conclusion

The present study carried out the hematological parameters, clinical chemistry parameters

and organ weights data of 13- week Wistar rats (Mlac: WR) on 8 repeated dose 90- days oral toxicity

studies to establish specific reference values of Wistar rats (Mlac: WR) which shown data in maximum

and minimum values, means and standard deviations which will be helpful for interpretation of 

the experimental results and evaluation of the effects of various test items. For the future study, 

the data were usually improved in accuracy as the sample size increases.
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1

ขอมูลกลุมควบคุมที่มาจากการทดสอบความเปนพิษ
ระยะกึ่งเรื้อรังทางปากของ

หนูแรทสายพันธุ Wistar (Mlac: WR)

ภัสสราภรณ ศรีมังกรแกว กฤติกาญจน สุวรรณสโรช ภคมณ ยศทรารัตน และอัญชลี สิริมนตาภรณ
ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล นครปฐม 73170

บทคดัยอ  ขอมลูกลุมควบคมุของพารามเิตอรตาง ๆ  เชน อาย ุเพศ การบรโิภคอาหาร/นํา้ คาโลหติวทิยา คาเคมคีลนิกิในเลอืด 

และนํ้าหนักอวัยวะ มีความสําคัญสําหรับการศึกษาความเปนพิษ การศึกษาน้ีมีจุดมุงหมายเพื่อรวบรวมขอมูลกลุมควบคุมจาก

การทดสอบความเปนพิษของหนูแรทสายพันธุ  Wistar (MLAC: WR) อายุ 13 สัปดาห ซ่ึงเปนสายพันธุ ที่ใชกัน

อยางแพรหลายในการทดสอบความเปนพิษและการศึกษาประสิทธิภาพของสารทดสอบ โดยขอมูลของงานวิจัยน้ีประกอบดวย

คาโลหิตวิทยาและคาเคมีคลินิกในเลือด รวมถึงนํ้าหนักอวัยวะในหนู 239 ตัว (เพศผู 119 ตัว และ เพศเมีย 120 ตัว) ที่รวบรวม

จากกลุมควบคุมของการทดสอบความเปนพิษระยะกึ่งเรื้อรังทางปากจํานวน 8 การทดสอบ และผลการทดสอบแสดงอยูในรูป

ของคาสูงสุด คาตํ่าสุด คาเฉล่ีย และคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ดังน้ัน ขอมูลกลุมควบคุมในอดีตเหลาน้ีจะชวยสนับสนุน

การตีความผลความเปนพิษของสารทดสอบในการทดสอบที่ใชหนูแรทสายพันธุ Wistar ตอไป

คําสําคัญ: หนูแรทสายพันธุ Wistar, ขอมูลกลุมควบคุม, การทดสอบความเปนพิษ
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บทคัดยอ การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสซิกาทางหองปฏิบัติการที่นิยม คือการตรวจสารพันธุกรรมของไวรัสซิกา ในตัวอยาง
ซีรัม และ/หรือ ปสสาวะ การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาระบาดวิทยาของโรคติดเชื้อไวรัสซิกาในประเทศไทยในชวงป 
พ.ศ. 2559-2563 ดวยการตรวจตวัอยางซรีมัและปสสาวะของผูปวย และผูสมัผสัทีส่งตรวจทีส่ถาบนัวจิยัวิทยาศาสตรสาธารณสขุ 
กรมวิทยาศาสตรการแพทย ระหวางป พ.ศ. 2559 - 2563 ดวยวิธี real-time RT-PCR โดยใชไพรเมอรและโพรบจํานวน 3 
ชุด ซึ่งจําเพาะตอยีน prM, E และ NS2b จํานวนตัวอยางตรวจ 12,820 ตัวอยาง จาก 9,559 ราย พบผลบวก 918 ตัวอยาง 
(รอยละ 7.16) และจากการวเิคราะหขอมลูพบวาผูปวยไวรสัซกิาสวนใหญมอีายอุยูในชวง 25 - 34 ป (รอยละ 23.38) รองลงมา
คือ 15 - 24 ป (รอยละ 16.01) และ 35 - 44 ป (รอยละ 16.01) ภูมิลําเนาของผูปวยกระจายอยูใน 35 จังหวัด ทุกภูมิภาคของ
ประเทศไทย จังหวัดที่พบผูปวยไวรัสซิกามากที่สุด 3 ลําดับแรก ไดแก กรุงเทพมหานคร บึงกาฬ และนนทบุรี

คําสําคัญ  ไวรัสซิกา, โรคติดเช้ือไวรัสซิกา, ระบาดวิทยา
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บทนํา

โรคตดิเชือ้ไวรัสซกิาเกดิจากเชือ้ไวรสัซกิา ซึง่อยูในตระกลูฟลาวไิวรสั มลีกัษณะคลายคลงึกบัไวรสัเดงก ีไวรสัเจอี

ไวรัสไขเหลือง ไวรัสไขสมองอักเสบเจอี และไวรัสเวสตไนล มีสารพันธุกรรมชนิดอารเอ็นเอสายเดี่ยวความยาว 10,794 

เบส แบงเปน 2 สายพันธุ คือ African และ Asian ชองทางติดเชื้อหลัก คือติดเชื้อผานยุงลายที่เปนพาหะนําโรค และ

ติดเชื้อทางอื่นได คือทางเพศสัมพันธ ทางการใหเลือด และจากแมสูลูก ระยะฟกตัวในคน 4 ถึง 7 วัน เมื่อป พ.ศ. 2490 

มกีารเพาะเชือ้ไวรสัซกิาครัง้แรกไดจากลงิในปาซกิา ประเทศยูกนัดา และแยกเชือ้ไวรสัซกิาจากคนไดครัง้แรกทีป่ระเทศ

ไนจีเรียในป พ.ศ. 2511(1) ผูติดเชื้อสวนใหญอาจไมแสดงอาการ สวนนอยมีไข ปวดศีรษะ ออกผื่น ตาแดง และปวดขอ

ที่สําคัญ คือมีหลักฐานแสดงความสัมพันธว าการติดเช้ือไวรัสซิกาเปนสาเหตุของภาวะศีรษะเล็กแตกําเนิด

(Microcephaly) และความผดิปกตขิองระบบประสาทสวนกลาง โรคไวรสัซกิาเคยเกดิการระบาดใหญในป พ.ศ. 2558 

ทีป่ระเทศบราซลิและโคลมัเบยี องคการอนามัยโลกจงึเหน็ความสาํคญัและประกาศภาวะฉกุเฉินดานสาธารณสขุระหวาง

ประเทศเมือ่วนัที ่1 กมุภาพันธ พ.ศ. 2559(2)  โดยมีประกาศคําเตอืนนกัทองเทีย่วรวมทัง้หญงิวยัเจรญิพนัธุในการเดนิทาง

ไปในพ้ืนทีร่ะบาด สาํหรบัประเทศไทยมีรายงานพบผูตดิเช้ือไวรสัซกิาครัง้แรกในป พ.ศ. 2556 เปนนกัทองเทีย่วตางชาติ 

2 ราย ที่เดินทางมาที่กรุงเทพฯ และภูเก็ตในชวงปลายป พ.ศ. 2555  จากนั้นกรมควบคุมโรคไดทําการสอบสวนโรค

ยอนหลงัเพิม่เตมิระหวางป พ.ศ. 2555 - 2557 พบผูปวยยนืยนัเฉลีย่ปละ 5 ราย  ตอมาในเดอืนมกราคม และพฤษภาคม 

พ.ศ. 2559 มีชายไทยจํานวน 2 ราย จากจังหวัดอุดรธานีถูกกักตัวที่สนามบินนานาชาติเถาหยวน กรุงไทเป ประเทศ

ไตหวัน เนื่องจากมีไขและตรวจพบวาติดเชื้อไวรัสซิกา  โดยในวันที่ 3 กุมภาพันธ พ.ศ. 2559 กระทรวงสาธารณสุขจึงได

ประกาศเพ่ิมชือ่โรคตดิเชือ้ไวรสัซิกา (ในระยะแรกเรยีกวาโรคไขซกิา) เปนโรคทีต่องแจงความตาม พ.ร.บ. โรคติดตอ(3)

กรมควบคมุโรคกาํหนดนิยามผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรคตดิเชือ้ไวรสัซกิา (Patients under investigation) จํานวน 

4 กลุม ดังนี้ ผูปวยหญิงตั้งครรภ ผูปวยทั่วไป ทารกที่มีศีรษะเล็ก และผูปวยกลุมอาการกิลแลง - บารเร โดยผูปวย

ยืนยัน หมายถึง ผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรคหรือผูที่มีอาการไข ผื่น ที่มีผลการตรวจทางหองปฏิบัติการยืนยันพบสาร

พนัธกุรรมของเชือ้ไวรสัซิกาในเลือด หรอืในปสสาวะ หรอืสารคดัหลัง่ในรางกาย โดยวธิ ีPCR สาํหรับกรณทีารกทีมี่ศรีษะ

เล็กผิดปกติตองตรวจพบภูมิคุมกันที่จําเพาะตอไวรัสซิกา (ZIKV IgM) หรือมี seroconversion ของ ZIKV IgM(4)

และมกีารจดัตัง้หองปฏบิตักิารเพือ่ตรวจวินิจฉัยโรคตดิเช้ือไวรสัซกิาอยางเรงดวน เพือ่บงช้ีผูปวยยนืยนัในพืน้ทีเ่ปาหมาย 

และนําไปสูการควบคุมโรคไมใหแพรกระจายจนเกิดเปนโรคระบาด  ทั้งนี้กองโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค 

กระทรวงสาธารณสุข ไดรายงานสถานการณโรคติดเชื้อไวรัสซิกาภายในประเทศ ในป พ.ศ. 2559 - 2561 เปนจํานวน 

1,121, 577 และ 600 ราย ตามลําดับ(5)

การตรวจวินิจฉัยโรคติดเชื้อไวรัสซิกาทางหองปฏิบัติการใชวิธีการตรวจสารพันธุกรรมไวรัสซิกาเปนหลัก 

วธิอีืน่ๆ ไดแก การตรวจแอนตบิอดชีนิด IgM ท่ีจําเพาะตอไวรสัซิกา วธิ ีELISA มกัพบปฏกิริยิาขาม (Cross reaction)

กับไวรัสอื่นๆ ในกลุมฟลาวิไวรัส เชน ไวรัสเดงกี ไวรัสไขเหลือง และไวรัสเจอี การตรวจนิวทรัลไลซิงแอนติบอดี 

(neutralizing antibody) ใหผลจําเพาะมากกวา IgM แตมีข้ันตอนซับซอนมากกวา การตรวจสารพันธุกรรมโดย

วิธี PCR สามารถตรวจพบไดตั้งแตเริ่มปวยถึงวันที่ 10 หลังเริ่มปวย อาจใชหลักการ One - step RT - PCR หรือ 

real - time RT - PCR  บทความของ Faye O และคณะ(6) ไดนําเสนอการตรวจไวรัสซิกาดวยวิธี One - step 

RT - PCR พบวามีความไวและจําเพาะตอไวรัสซิกา และมีคา Limit of detection เทากับ 7.1 PFU/reaction 

Lanciotti RS และคณะ(7) เผยแพรบทความเก่ียวกับคุณสมบัติทางพันธุกรรมและทางซีโรโลยีของเช้ือไวรัสซิกาท่ีระบาด

ในประเทศไมโครนีเซีย (Micronesia) เม่ือป ค.ศ. 2007 และเปนนักวิทยาศาสตรคณะแรกท่ีนําเสนอวิธีตรวจไวรัสซิกา

ดวยวิธี real - time RT - PCR รวมทั้งแสดงผลวิเคราะหลําดับเบสของตัวเชื้อ ในปลายป พ.ศ. 2558 คณะผูวิจัย

ไดทดลองตรวจตัวอยางที่เหลือจากการตรวจโรคไขเลือดออก โรคหัด และหัดเยอรมัน โดยคัดเลือกรายที่ผูปวยแสดง

อาการออกผื่นรวมกับตาแดงจํานวน 23 ราย (24 ตัวอยาง) พบผลบวก 4 ราย (ขอมูลไมแสดง)
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คณะผูวิจัยไดตระหนักวา การตรวจการติดเชื้อไวรัสซิกาทางหองปฏิบัติการดวยวิธี real - time RT - PCR 

ในกลุมผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรค และนํามาวิเคราะหเชิงระบาดวิทยามีประโยชน ทําใหทราบขอมูลเชิงประจักษ

ทีส่ามารถนาํไปใชประกอบการปองกนัและควบคมุโรคได จึงไดศกึษาระบาดวทิยาของโรคตดิเชือ้ไวรสัซกิา ในตวัอยางซีรัม

หรอืพลาสมา และปสสาวะของผูปวยและผูสัมผัสในประเทศไทย ในชวงป พ.ศ. 2559 - 2563 ทีส่งตรวจ ณ หองปฏิบตักิาร

ฝายอาโบไวรัส สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางตรวจวิเคราะห

ตัวอยางซีรัมหรือพลาสมา และปสสาวะของผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรค (Patients under Investigation)

ตามนิยามของกองระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค โดยพิจารณาอาการของผูปวยเปน 3 ลักษณะ ดังน้ี 1) มีผ่ืนรวมกับ

อาการอยางนอย 1 ใน 3 อาการ ดังน้ี ไข ปวดขอ ตาแดง 2) มีไขรวมกับอาการอยางนอย 2 ใน 3 อาการ ดังน้ี ปวดศีรษะ

ปวดขอ ตาแดง 3) มีผ่ืนและอาศัยอยู หรือมีประวัติเดินทางเขาไปในตําบลท่ีพบผูปวยยืนยัน และยังอยูในระยะเวลา

ควบคุมโรค(4) สงตรวจท่ีสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย ป พ.ศ. 2559 - 2563 จํานวน

รวม 12,820 ตัวอยาง จาก 9,559 คน 

ไวรัสควบคุม

ไวรสัซิกาสายพันธุ SV0127/14SV ทีแ่ยกไดจากคนไทย ความแรง 1.5 × 105 PFU/ml ไดรบัความอนเุคราะห

จากสถาบนัวจัิยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร (AFRIMS) นํามาเจอืจางดวยซีรมัคนปกต ิ10- 3 แบงบรรจเุปนหลอดเลก็

และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ - 20oC ใชเปนสารควบคุมผลบวก โดยนํามาสกัดอารเอ็นเอพรอมตัวอยางตรวจทุกครั้ง

ของการวิเคราะห

ไพรเมอรและโพรบ

ไพรเมอรและโพรบท่ีใชในการทดสอบ จาํนวน 3 ชดุ สงัเคราะหโดย Eurofins Genomics (Germany) ผาน

บริษัท ธีระเทรดดิ้ง จํากัด ซึ่งมีลําดับเบสจําเพาะตอยีนสวน prM, E และ NS2b ของไวรัสซิกา ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางท่ี 1  ลําดบัเบสของไพรเมอรและโพรบสาํหรบัการตรวจหาสารพนัธกุรรมไวรสัซกิาโดยวธิ ีreal-time RT-PCR  

ชุดที่ ชื่อไพรเมอร/โพรบ ลําดับเบส 5’--3’ ตําแหนง* ยีน

1 ZIKV 835 TTGGTCATGATACTGCTGATTGC 835-857 prM

ZIKV 911c CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 911-890

ZIKV 860-FAM CGGCATACAGCATCAGGTGCATAGGAG 860-886

2 ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102 E

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139

ZIKV 1107-FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107-1137

3 ZIKV 4481 CTGTGGCATGAACCCAATAG 4434-4453 NS2b

ZIKV 4552c ATCCCATAGAGCACCACTCC 4524-4505

ZIKV 4507c-FAM CCACGCTCCAGCTGCAAAGG 4479-4460

*ตําแหนงของยีนเปาหมายของไวรัสซิกาสายพันธุ MR766 (GenBank accession number AY632535)
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การสกัดสารพันธุกรรมของไวรัสซิกา

สกัดสารพันธุกรรมโดยใชวิธี Spin column หรือโดยเครื่องสกัดสารพันธุกรรมอัตโนมัติ นําตัวอยางซีรัม

หรือพลาสมา ปสสาวะ และไวรัสควบคุมผลบวกชนิดละ 150 ไมโครลิตร มาสกัดอารเอ็นเอของเชื้อไวรัสดวยชุดสกัด 

QIAamp viral RNA mini kit (QIAGEN, Germany) ตามขั้นตอนที่ระบุในเอกสารกํากับชุดนํ้ายาโดยปรับเพิ่ม

ปรมิาตร lysis buffer และ absolute ethanol ตามสดัสวนปรมิาตรตวัอยาง ไดตวัอยางอารเอน็เอ 40 ไมโครลิตร กรณี

สกัดสารพันธุกรรมดวยเครื่องอัตโนมัติ EZ1 Advance XL (QIAGEN, Germany) ใชชุดสกัด EZ1 DSP Virus 

Kit (QIAGEN, Germany) โดยผสมตัวอยางปสสาวะ 300 ไมโครลิตร กับ buffer AVL (QIAGEN, Germany) 

100 ไมโครลิตร  สําหรับตัวอยางซีรัมหรือพลาสมา และไวรัสควบคุมบวกใชปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมกับ buffer 

AVE (QIAGEN, Germany) 250 ไมโครลิตร แลวนําเขาเครื่องไดตัวอยางอารเอ็นเอปริมาตร 60 ไมโครลิตร

การตรวจสารพันธุกรรมไวรัสซิกาวิธี real - time RT - PCR

ตรวจสารพนัธกุรรมไวรสัซกิาดวยวธิ ีreal - time RT - PCR โดย ใชไพรเมอรและโพรบจาํนวน 3 ชุด ซึง่จาํเพาะ

ตอยีน prM, E และ NS2b(8, 9)  ในชวงเดือนมกราคมถึงกรกฎาคม พ.ศ. 2559 ตรวจโดยใชไพรเมอรและโพรบ

ชุดที่ 1 และชุดที่ 2 ซึ่งจําเพาะตอยีน prM และ E ตั้งแตเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2559 ถึงธันวาคม พ.ศ. 2563 ตรวจโดย

ใชไพรเมอรและโพรบชดุท่ี 2 และชดุท่ี 3 ซ่ึงจําเพาะตอยนี E และ NS2b วธิตีรวจโดยยอดงันี ้นาํตวัอยางอารเอ็นเอปรมิาตร 

10 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีนํ้ายาของชุด QuantiTect Probe RT - PCR Kit (QIAGEN, Germany) 

ประกอบดวย 2x Ready Mix 12.5 ไมโครลิตร Enzyme mix 0.25 ไมโครลิตร 100 µM ไพรเมอร 2 ชนิดของชุดที่ 1

หรือชุดที่ 2 หรือชุดที่ 3 ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 25 µM โพรบของชุดที่ 1 หรือชุดที่ 2 หรือชุดที่ 3 ปริมาตร 0.15 

ไมโครลิตร และนํ้ากลั่นปราศจาก RNase 1.6 ไมโครลิตร นําหลอดทดลองเขาเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม

ในสภาพจริง ABI7500 (Applied Biosystems, USA) ตั้งโปรแกรมดังนี้ 50 oC 30 นาที 95oC 15 นาที และ 45 รอบ

ของ 95 oC 15 วินาที และ 60 oC 60 วินาที เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาวิเคราะหผลบวกเมื่อพบ amplification curve ลักษณะ 

S - curve ชัดเจนและเครื่องแสดงคา Cycle threshold (Ct) นอยกวา 40  ผลลบเมื่อไมพบ amplification curve 

หรือเครื่องไมแสดงคา Ct หรือมี amplification curve ไมเปน S - curve หรือไดคา Ct มากกวาหรือเทากับ 40

ผล

ผลการตรวจสารพนัธกุรรมไวรสัซิกาดวยวธิ ีreal - time RT - PCR โดยสถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสขุ 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย ป พ.ศ. 2559 - 2563 ดังแสดงในตารางที่ 2 ตัวอยางซีรัมหรือพลาสมา และปสสาวะ

จํานวน 12,820 ตัวอยาง เก็บจากผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรคและผูสัมผัสรวม 9,559 ราย พบผลบวก 918 ตัวอยาง

จาก 588 ราย คิดเปนรอยละ 7.16 และ 6.15 ตามลําดับ เปรียบเทียบกับจํานวนผูปวยยืนยันโรคติดเช้ือไวรัสซิกา

ของประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2559 - 2563 รายงานโดยกองโรคติดตอนําโดยแมลง กรมควบคุมโรค จํานวนรวม

2,632 ราย(5, 10, 11) ผูปวยไวรัสซิกา 588 ราย มีภูมิลําเนาขณะปวยอยูใน 35 จังหวัด ซ่ึงกระจายท่ัวทุกภูมิภาค

ของประเทศไทย ดังแสดงในภาพท่ี 1 จังหวัดท่ีพบผูปวยไวรัสซิกามากท่ีสุด 3 ลําดับแรก ไดแก กรุงเทพมหานคร

จํานวน 101 ราย บึงกาฬ จํานวน 93 ราย และนนทบุรี จํานวน 75 ราย
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ตารางที่ 2 ผลตรวจสารพันธุกรรมไวรัสซิกาผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรคและผูสัมผัสดวยวิธี real-time RT-PCR 

 แสดงจํานวนผลบวกแยกรายป พ.ศ. 2559-2563 เปรียบเทียบกับจํานวนผูปวยโรคติดเชื้อไวรัสซิกา

 ของประเทศไทยที่รายงานโดยกรมควบคุมโรค

ป พ.ศ.
จํานวนผูปวย

สงตรวจ
จํานวนผูปวยใหผลบวก 

(รอยละ)
จํานวนตัวอยาง

สงตรวจ
จํานวนตัวอยางให
ผลบวก (รอยละ)

จํานวนผูปวยของ
ประเทศไทย

2559 6,800 360 (5.29) 8,723 599 (6.68) 1,121

2560 1,498 128 (8.54) 2,015 180 (8.93) 577

2561 718 94 (13.09) 1,037 132 (12.73) 600

2562 235 5 (2.13) 446 6 (1.35) 190

2563 308 1 (0.32) 599 1 (0.17) 144

รวม 9,559 588 (6.15) 12,820 918 (7.16) 2,632

ภาพที่ 1  แผนที่ประเทศไทย จุดสีแดงแสดงจังหวัดที่พบผูปวยไวรัสซิกาจากการตรวจดวยวิธี real-time RT-PCR 

 ป พ.ศ. 2559-2563 รวม 35 จังหวัด
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ผลวิเคราะหผูปวยไวรัสซิกา 556 ราย ของป พ.ศ. 2559 - 2561 แบงตามกลุมอายุพบวา ผูปวยไวรัสซิกาสวน

ใหญมีอายุอยูในชวง 25 - 34 ป (จํานวน 130 ราย, 23.38%) รองลงมา คือกลุมอายุ 15 - 24 ป (จํานวน 89 ราย, 

16.01%) และ 35 - 44 ป (จํานวน 89 ราย, 16.01%) ซ่ึงมีลักษณะเดียวกันในชวงป พ.ศ. 2559 และ 2560 และมี

แนวโนมผูปวยมีอายุสูงข้ึน ในป พ.ศ. 2561 กลุมอายุท่ีมีผูปวยสูงสุดอยูในชวง 35 - 44 ป (จํานวน 23 ราย) รองมาคือ 

45 - 54 ป  (จํานวน 19 ราย) ดังแสดงในภาพท่ี 2 สําหรับป พ.ศ. 2562 มีผูปวยท่ีทราบอายุเพียง 4 ราย อยูชวงอายุ 

25 - 34, 35 - 44, 45 - 54 และ 55 - 64 ป ชวงอายุละ 1 คน ป พ.ศ. 2563 ผูปวยไวรัสซิกา 1 ราย อายุ 51 ป 

ภาพที่ 2  รอยละของผูปวยไวรัสซิกา ตรวจดวยวิธี real-time RT-PCR แบงตามกลุมอายุ ป พ.ศ. 2559-2561

ผลวิเคราะหขอมูลของผูปวยท่ีตรวจพบผลบวกดวยวิธี real - time RT - PCR ของป พ.ศ. 2559 

จํานวน 382 ราย โดยแบงตามชนิดตัวอยางปสสาวะและซีรัม จํานวน 404 และ 294 ตัวอยาง วิเคราะหท่ีระยะเวลา

เก็บตัวอยางตางๆ นับจากวันเร่ิมปวย พบผลบวกในตัวอยางชนิดปสสาวะมากกวาในซีรัม ทุกระยะเวลาของการเก็บ

ตัวอยาง หากเก็บตัวอยางในชวง 3 วันแรกหลังเร่ิมปวย พบผลบวกในปสสาวะและซีรัมสูงสุดเทากับรอยละ 89.4 และ 

71.9 ในชวง 4 - 7 วันหลังเร่ิมปวย พบผลบวกในปสสาวะและซีรัมลดลงเปนรอยละ 85.2 และ 30.0 หลังจากน้ัน

รอยละผลบวกลดลงตามลําดับดังแสดงในภาพท่ี 3  



ระบาดวิทยาโรคติดเช้ือไวรัสซิกา ป พ.ศ. 2559-2563   สุมาลี ชะนะมา และคณะ

613วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

วิจารณ

แตเดมิเชือ้ไวรสัซกิาไมเปนทีรู่จกัมากนกั  ผูติดเช้ือไวรสัซกิาแสดงอาการไมรนุแรงจงึไมใชโรคสาํคญัทีจ่าํเปน

ตองเฝาระวังในระบบการแพทยและสาธารณสุข ตอมาป พ.ศ. 2558 เกิดการระบาดโรคติดเช้ือไวรัสซิกาในประเทศ

บราซลิและโคลมัเบยี มีการคนพบความสัมพนัธของการตดิเช้ือไวรสัซกิากับอัตราทารกแรกเกิดศรีษะเลก็ผิดปกต ิซึง่เปน

ที่นาวิตกกังวลสําหรับหญิงตั้งครรภ หลังจากนั้นมีผูวิจัยเผยแพรผลการศึกษาเพิ่มมากขึ้น  พบวาสามารถตรวจพบเชื้อ

ในสารคัดหลั่งหลายชนิดคือ ซีรัมหรือพลาสมา นํ้าลาย ปสสาวะ นํ้าครํ่า และนํ้าอสุจิ โดยพบอัตราผลบวกในปสสาวะ

มากกวาในซีรัมหรือพลาสมา(12, 13, 14, 15)  นําไปสูการเพิ่มชนิดตัวอยางตรวจจากเดิมตรวจเฉพาะซีรัมหรือพลาสมาผูปวย

เทานัน้ เปล่ียนเปนตรวจเพิม่ในตวัอยางนํา้ลายและปสสาวะ  ในการศกึษานีผ้ลการวเิคราะหตัวอยางปสสาวะและซรีมัใน

ภาพที ่3 พบวารอยละผลบวกในตวัอยางปสสาวะสงูกวาซีรมัในทกุชวงของระยะเวลาการเกบ็ตวัอยางนบัจากวนัเริม่ปวย

โอกาสพบผลบวกสูงสุดเม่ือเก็บตัวอยางไดเร็วภายใน 3 วันหลังเร่ิมปวย อยางไรก็ตามมีผูปวยหลายรายท่ีพบผลบวก

เฉพาะในซีรัมหรือพลาสมา และผูปวยหลายรายท่ีพบผลบวกเฉพาะในปสสาวะ (ขอมูลไมแสดง) ดังน้ันตัวอยางสงตรวจ

ในระยะ 7 วันแรกหลังเร่ิมปวย ควรเปนซีรัมหรือพลาสมา น้ําลาย และปสสาวะ  ในขณะท่ีหลัง 7 วันแลว ใหเก็บเฉพาะ

ปสสาวะเทาน้ัน

ในป พ.ศ. 2559 มีรายงานระบาดเชื้อไวรัสซิกาในกลุมประเทศลาตินอเมริกาและแคริบเบียนอยางตอเนื่อง

อกีทัง้ยงัพบความเชือ่มโยงกบัการเกดิทารกแรกเกดิศรีษะเลก็ และอาการปลายประสาทอกัเสบ  ทาํใหองคการอนามยัโลก

ประกาศภาวะฉุกเฉินดานสาธารณสุขระหวางประเทศ (Public Health Emergency of International Concern;

PHEIC) ตามกฎอนามัยระหวางประเทศ ค.ศ. 2005 เม่ือวันท่ี 1 กุมภาพันธ 2559  ประเทศไทยโดยกระทรวงสาธารณสุข

จึงประกาศใหโรคติดเช้ือไวรัสซิกาเปนภาวะฉุกเฉินทางสาธารณสุขระดับท่ี 3 มีมาตรการปองกันควบคุม และเฝาระวัง

โรคติดเช้ือไวรัสซิกาอยางเปนระบบและมีประสิทธิภาพ จัดต้ังศูนยปฏิบัติการภาวะฉุกเฉิน (Emergency Opera-

ภาพท่ี 3 ผลบวกจากการตรวจสารพันธุกรรมไวรัสซิกาโดยวิธี real-time RT-PCR ในตัวอยางปสสาวะและ

 ซีรัมจํานวน 404 และ 294 ตัวอยาง วิเคราะหตามระยะเวลาการเก็บตัวอยางนับจากวันเร่ิมปวย
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tion Center; EOC) มีการประชุมติดตามสถานการณและมาตรการการปองกันกรณีโรคติดเช้ือไวรัสซิกาเปนประจํา

ทุกสัปดาห  เม่ือพบผูติดเช้ือรายแรกไดมีระบบติดตามผูสัมผัสเพ่ือเก็บตัวอยางสงตรวจทางหองปฏิบัติการมากข้ึน ทําให

มีตัวอยางสงตรวจท่ีสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุขมากถึง 8,723 ตัวอยาง กระทรวงสาธารณสุขโดยกองโรคติดตอ

นําโดยแมลง กรมควบคุมโรค ไดรายงานผูปวยยืนยันโรคติดเช้ือไวรัสซิกาในประเทศไทยป พ.ศ. 2559 จํานวน 1,121 ราย(5)

ตอมาองคการอนามัยโลกไดประกาศยกเลิกภาวะฉุกเฉินดังกลาวในวันท่ี 18 พฤศจิกายน 2559  กระทรวงสาธารณสุข

ปรับมาตรการดําเนินการภาวะฉุกเฉินเปนมาตรการดําเนินงานระยะยาว ต้ังแตวันท่ี 25 มกราคม 2560(16)  เนนดูแล

หญิงต้ังครรภควบคูกับการปองกันโรคไขเลือดออก  มีหองปฏิบัติการเปดบริการตรวจไวรัสซิกาเพ่ิมมากข้ึนท่ัวประเทศ 

ทําใหในป พ.ศ. 2560 - 2563 มีตัวอยางสงตรวจท่ีสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

ลดลงโดยมีตัวอยางสงตรวจจํานวน 2,015, 1,037, 446 และ 599 ตัวอยาง ในป พ.ศ. 2560-2563 ตามลําดับ ตามท่ีกอง

โรคติดตอนําโดยแมลง รายงานจํานวนผูปวยยืนยันโรคติดไวรัสซิกาของประเทศไทยระหวางป พ.ศ. 2559 - 2563(5, 10) 

ดังแสดงในตารางท่ี 2 พบวาผูปวยไวรัสซิกาท่ีตรวจยืนยันทางหองปฏิบัติการโดยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข 

คิดเปนรอยละ 22.34 ของท้ังประเทศไทย (588/2,632) นอกจากน้ีผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา กลุมอายุท่ีพบมาก

ในผูปวยโรคติดเช้ือไวรัสซิกาแตกตางจากผูปวยไขเลือดออกเดงกี กลาวคือผูปวยโรคติดเช้ือไวรัสซิกาพบมากในกลุม

ผูใหญมากกวาเด็ก ซ่ึงพบผลบวกสูงสุดในกลุมอายุ 25 - 34 ป ดังแสดงในภาพท่ี 2 ในขณะท่ีโรคไขเลือดออกเดงกี

พบในกลุมเด็กมากกวา ดังรายงานของกรมควบคุมโรคท่ีระบุวา ป พ.ศ. 2558 - 2563 พบผูปวยไขเลือดออกเดงกีสูงใน

กลุมเด็กวัยเรียนอายุ 5 - 14 ป โดยกลุมอายุท่ีมีอัตราปวยสูงสุด คือ 10 - 14 ป(17) ซ่ึงเปนขอมูลระบาดวิทยาท่ีมีประโยชน

ในการคัดกรองกลุมผูปวยไดอีกทางหนึ่ง

สรุป

คณะผูวิจัยไดตรวจตัวอยางซีรัมหรือพลาสมา และปสสาวะของผูปวยเขาเกณฑสอบสวนโรคไวรัสซิกาและ

ผูสัมผัส จํานวน 9,559 ราย 12,820 ตัวอยาง พบผลบวก 588 ราย 918 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 6.15 และ 7.16 

โดยพบมากในกลุมอายุ 25 - 34 ป และมีการกระจายของผูปวยใน 35 จังหวัด ท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทย 

กิตติกรรมประกาศ

คณะผูวิจัยขอขอบคุณเจาหนาท่ีสํานักระบาดวิทยา สํานักงานปองกันควบคุมโรคท่ี 1 - 12 กรมควบคุมโรค

ศูนยประสานงานการตรวจวิเคราะหและเฝาระวังโรคทางหองปฏิบัติการ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย ท่ีใหความรวมมือในการจัดสงตัวอยางตรวจวิเคราะห และ

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร โดย Dr. Louis R Macareo ท่ีใหความอนุเคราะหไวรัสซิกาควบคุม
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ABSTRACT  Zika disease is an important mosquito-borne disease in Thailand and the most 

appropriate laboratory diagnostic test for the disease is the ZIKV RNA detection in serum and/or urine 

by real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). The objective of this study was 

the epidemiological survey for Zika disease in Thailand between 2016 and 2020, employing laboratory 

diagnostic test. A total of 12,820 serum and urine specimens collected from 9,559 patients were tested for 

Zika virus (ZIKV) by real-time RT-PCR using 3 sets of primer/probe specific to prM, E and NS2b genes. 

The results showed that 918 samples were positive (7.16%).  The highest positive rate (23.38%) was in 

the age group 25-34 year old while both 15-24 and 35-44 age group showed the same positive rate 

(16.01%). The confirmed ZIKV cases were distributed in 35 provinces of Thailand. The top 3 provinces 

were Bangkok, Bungkan and Nonthaburi, respectively. 

Keyword: Zika virus, Zika virus disease, Epidemiology
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ABSTRACT Crocodile (Croccodylus siamensis) blood extracts (CE) consisting of natural active 

peptides, which are used in cancer therapy. This study investigated the activity of CE and their effects 

on cell viability of hepatocellular carcinoma (HepG2) and human cholangiocarcinoma (HuCCA) cell lines 

by MTT assay. A range from 100 to 1,600 µg/mL of CE decreased the viability of HepG2 and HuCCA cells 

as compared with control group, while CE statistically reduced cell viability of HepG2 more than HuCCA 

cells (p<0.001). The 50% inhibitory concentration (IC
50

) of CE on HepG2 and HuCCA cells dose 

suggested to approximately 120.36 µg/mL and 846.28 µg/mL, respectively. The treatment of CE could 

induce nuclear morphological changes apoptotic cells, nuclear chromatin condensation and fragmentation 

by Hoechst 33342 staining. In conclusion, CE could inhibit cell viability and induce apoptosis in HepG2 

and HuCCA cells and it could reduce cell viability of HepG2 cells more than HuCCA cells. This study 

indicated that CE had more promising treatment of hepatocellular carcinoma than cholangiocarcinoma 

in vitro study.

Keywords: Crocodile blood extract, Cell viability, Apoptosis, Hepatocellular carcinoma, Cholangiocar-

 cinoma
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Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) and cholangiocarcinoma (CCA) are two main histological

types of liver cancer.(1)  Liver cancer originated from either the liver or structure within liver, such 

as blood vessels and bile duct. HCC and CCA are malignant cancer. These cancers are crucial

public health problem worldwide. The incidence of the cancer can find throughout the world. It 

is relatively common in developing countries.(2, 3) In particular, the incidence of cancer is very 

high in Thailand. The highest incidence is in the northeast of Thailand, where chronic infection 

with hepatitis B (HBV) and the liver fluke, Opisthorchis viverini is the major risk factor for the 

progression of liver cancer.(3) Both HCC and CCA are highly incurable disease.(1) Curative 

option in the cancer presently remains rather unclear. Moreover, resection of cancer, liver

transplantation, radiotherapy and chemotherapy are still a matter strong debate with many reasons 

for the best treatment. One of the treatments for HCC and CCA is chemotherapy by 5-fluorouracil 

(5-FU), which however is rather ineffective.(4)   The combined treatment of chemotherapy with 

radiotherapy in HCC and CCA causes severe side effects without significantly improving the prognosis

of a patient.(5)  Therefore, alternative therapies without side effects have been widely sought 

after. Natural products have been a source of medication efficacious drugs.(6) Crocodile blood from 

Siamese Crocodile (Croccodylus siamensis) has bioactive compounds such as hemoglobin, plasma, 

serum and white blood cell. These compounds have been suggested to contain numerous types of 

antimicrobial agents.(7, 8, 9) Antimicrobial agents have been reported to be a propitious anticancer

remedy. Previous research suggested that some antimicrobial substances show anticancer properties

which these substances can reduce cancer cell viability.(10) Therefore, antimicrobial substances are 

being vastly studied to define whether they can function as anticancer drugs.(11) White blood cells 

extract from Siamese crocodile are considered a prime source of natural active peptides, which are 

used in the treatment of cancer. Previous studies found that the crocodile leukocyte peptide could 

inhibit human cervical cancer cells (HeLa), human lung cancer,(12, 13, 14) human colon cancer cells 

(Caco-2)(13, 14) human prostate cancer cells (LNCaP and PC-3) and human breast cancer cells 

(MCF-7).(14) However, effect of crocodile blood extract on hepatocellular carcinoma and human 

cholangiocarcinoma cells has not formerly been determined. In this research, we evaluated the effect 

of crocodile blood extract on hepatocellular carcinoma (HepG2) and human chrolangiocarcinoma 

(HuCCA) cell viability in vitro. To our knowledge, this is the first report of crocodile blood extract 

to inhibit of HepG2 and HuCCA cells. In addition, this is comparison of the efficacy of crocodile 

blood extract against hepatocellular carcinoma and human cholangiocarcinoma cell inhibition. 

Material and Methods

Chemical and reagents

Crocodile blood was obtained from a farm in Kanchanaburi province. Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (DMEM) was purchased from Invitrogen-Gibco (Grand Island, NY, USA). Fetal 
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bovine serum (FBS) was purchased from Hyclone USA. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-

phenyltetrazolium bromide (MTT), 5-fluorouracil (5-FU), Hoechst 33342 and Dimethylsulfoxide 

(DMSO) were purchased from Sigma Inc., USA. Other common chemicals and reagents were 

received from the Monitoring and Surveillance Center for Zoonotic Diseases in Wildlife and Exotic 

Animals, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University Thailand. 

Cell culture and cell lines

Human hepatocellular carcinoma cell line (HepG2) was received from the Monitoring and 

Surveillance Center for Zoonotic Diseases in Wildlife and Exotic Animals, Faculty of Veterinary

Science, Mahidol University. Human cholangiocarcinoma cell line (HuCCA) was provided by 

Associate Professor Dr. Adisak Wongkajornslip, the Department of Pharmacology, Faculty of Medicine

Siriraj Hospital, Mahidol University. HepG2 and HuCCA cells were cultured in DMEM added 

10% FBS, Penicillin (100IU/mL) and streptomycin (100 µg/mL). Both cells were kept at 37 °C

in an incubator with a humidified atmosphere of 95% and 5% (v/v) CO
2
. 

Crocodile blood extract (CE) preparation

Crocodile blood extracts were prepared as formerly explained.(9, 15) Concisely, the crocodile 

blood extracts were sonicated with a High Intensity Ultrasonic Processor (Sonic, VC 500) (pulse 

on 5s, pulse off 10s, 40% amplitude, at 4 °C for 20 min) and centrifuged with refrigerator centrifuge 

HERMLE Z383K at 4 °C 12,000 rpm for 20 min. The supernatant was dried using vacuum chamber 

and freeze drier. Next, the extracts were dissolved in 1x PBS (pH 7.4). The protein concentrations 

were measured by BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

The research protocol was conducted by National Research Council (NRC), Thailand and 

was approved by a committee of Faculty of Veterinary Science, Mahidol University, Thailand, 

animal use license no: U1-01313-2558.

Treatment of cell lines with CE and cytotoxicity analysis

HepG2 and HuCCA cells were seed into 96 well plates and incubated under 5% CO
2
 at 37 °C

for 24 h. After that both cells were treated with different concentration of ether CE or 5-FU (100, 

200, 400, 800, 1,600 µg/mL), control (0 µg/mL) for 48 h.  Later moving the media, the 100 µL of 

MTT solution was added in each well and incubated for 4 h at 37°C.(16) After 4 h, the media was 

forsaken and added serum-free media. Then, DMSO 100 µl was added to each well to solubilize 

the purple formazan yield and incubated for 5 min in the dark at room temperature. Absorbance 

was measured at 490 nm using a microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA). The results were 

used to assess 50% inhibition concentration (IC
50
) or concentration that cause 50% loss of cell 

viability. The IC
50 

was calculated by GraphPad Prism program version 8.0.1 (244) Software. The 

cytotoxicity was measured by The MTT assay. The experiments were done three independent trials.
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Analysis of apoptosis by nuclear staining

The nuclear condensation and fragmentation indicative of apoptosis was evaluated by 

Hoechst 33342 (Sigma, USA) nuclear staining. After incubation with CE for 48 h, the culture 

media were removed, the cells were washed two times with cold phosphate-buffered saline (PBS) 

and fixed with cold methanol and acetic acid (3/1 v/v) at 4 °C overnight. Afterward, the cells were 

stained with Hoechst 33342 for 30 min the dark at room temperature. Next, cells were washed with 

PBS two times and assessed under a fluorescent microscope (Nikon, NIS-Elements).

Statistical analysis

Data of cell viability were presented as mean ± SD from three independent experiments. 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism program version 8.0.1 (244) Software. 

Two-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni post-test were used to compare the 

differences between treatments and control group. All data were considered statistically significant 

at p-values < 0.05.

Results

Cytotoxicity of CE on HepG2 and HuCCA cells

After treatment with CE for 48 h, the viabilities of HepG2 and HuCCA cells were 

decreased in a concentration-dependent manner from 100-1,600 µg/mL as compared with control 

group. CE could decrease cell viability of HepG2 cells more than HuCCA cells (Figure 1). In addition,

the effect of CE on HepG2 and HuCCA cell viability were compared with treatment 5-FU for 48 h. 

The results showed that CE could reduce HepG2 cell viability similar effect to the 5-FU treatment.

At the CE dose 1,600 µg/mL, the inhibitory effect on cell viability was 1.99 times more than 5-FU 

at the same dose (Figure 2A). Whereas, HuCCA cells treated with CE found that CE could decrease

HuCCA cell viability lower than 5-FU treatment (Figure 2B). The average 50% inhibitory concentrations 

(IC
50
) of CE on HepG2 and HuCCA cells were 120.36 µg/mL and 846.28 µg/mL, respectively. 

Meanwhile, IC
50
 of 5-FU on HepG2 and HuCCA cells were 77 µg/mL and 103 µg/mL (Table 1).

Figure 1 Comparison the cell viability of HepG2 and HuCCA cells after treatment with CE at 

 various concentration for 48 h. All values are presented in mean ± SD, ***p<0.001.
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Table 1  The average 50% inhibitory concentration (IC
50
) of CE and 5-FU on HepG2 and HuCCA cells.

Figure 2  Cell viability of HepG2 and HuCCA cells after treatment with CE at various concentration

 for 48 h compared with 5-FU. (A) Cell viability of HepG2 cells. (B) Cell viability of 

 HuCCA cells. All values presented in mean ± SD. ***p<0.001.

Cell Treatment IC50 µg/mL

HepG2 CE 120.36

5-FU 77

HuCCA CE
5-FU

846.28
103

CE induced HepG2 and HuCCA cells apoptosis with characteristic morphological changes

The nuclear morphology changes of treated cells were determined by Hoechst 33342 staining.

The results showed chromatin condensation and fragmentation which refer to nuclear damage 

were presented in treated cells (Figure 3B and 3D) whereas round nuclei were observed in the 

control cells (Figure 3A and 3C). This result suggested that CE could lead HepG2 and HuCCA 

cells to under apoptosis.
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Figure 3  Detection of nuclear morphological changes in HepG2 (A-B) and HuCCA cells (C-D) 

 following CE treatment for 48 h by Hoechst 33342 staining, as observed by fluorescence 

 microscopy at 40x magnification. Control group (A, C) and CE treatment group (B, D). 

 Arrow indicate chromatin condensation and fragmentation.

Discussion

Hepatocellular carcinoma and human cholangiocarcinoma are an important public health 

problem worldwide. These cancers are relatively common in developing countries. In Thailand, high 

incidence of hepatocellular carcinoma and human cholangiocarcinoma are especially found in the 

northeast region. These cancers are highly mortal disease because the cancer is characterized by a 

poor prognosis and poor response to contemporary therapeutics.(3, 17) Recently, it has been reported 

that treatment of hepatocellular carcinoma and human cholangiocarcinoma with chemotherapy 

and radiotherapy cause severe side effects without improving the prognosis of the patients.(5) 

The discovery and development of an effective treatment control of the cancer are desired. The use 

of natural products for cancer treatment has received a great deal of concentration toward their 

various health benefits and notable lack of toxicity and side effects. Crocodile blood has a broad 

range of biological properties. The crocodile blood peptides have antimicrobial potential.(9, 18, 19, 20)

Additionally, extracts from crocodile (Croccodylus siamensis) leukocytes have been reported
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anticancer activity(11, 14) against human lung cancer (LU-1), prostate cancer (LNCaP, PC-3), 

breast cancer, colorectal cancer (CaCo-2) and HeLa cells(11, 14) While, showed non toxicity to normal 

cells such as Vero cells and HaCaT cells.(14)  The effect of CE on HepG2 and HuCCA cells have not 

formerly reported and this is the first study that we examined its effects on HepG2 and HuCCA 

cells. The results indicated that treatment with CE could decrease cell viability of HepG2 and 

HuCCA cells. Notably, CE showed decrease cell viability of HepG2 cells by 2.08 times higher than

HuCCA cells. Thus, the data demonstrated that CE shows a broad spectrum of antiproliferation 

against HepG2 and HuCCA cells. Moreover, the data showed that CE and 5-FU displays the similar 

potentiality on the decrease in HepG2 cell viability at the same dosage. However, CE treatment 

reduced the viability of HuCCA cells by 1.84 times less than 5-FU treatment. This study indicated 

that apoptosis was induced following treatment with CE. HepG2 and HuCCA cells were likely adjusted

through apoptosis by which nuclear morphological changes consist of chromatin condensation

and fragmentation. Hence, the CE treatment of HepG2 and HuCCA cells could reduce cell viability 

due to increase apoptotic cells. Mechanism of apoptosis in HepG2 and HuCCA cells by CE also 

awaits further study.

Conclusion

In conclusion, our study indicated that CE could inhibit the viability of HepG2 and HuCCA 

cells by the induction of apoptotic cells. Furthermore, CE could decrease cell viability of HepG2 cells 

more than HuCCA cells. Therefore, CE has more promising remedy of hepatocellular carcinoma

than cholangiocarcinoma in vitro, which can be used for information further study in vivo.
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1

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดเลือดจระเข
ในการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ

และเซลลมะเร็งทอน้ําดีมนุษย

รัศมีเพ็ญ โพธ์ินาคเงิน1 กาญจนา อัศวศุภฤกษ2 และธนกร ระวังช่ือ3

1ศูนยเฝาระวังและติดตามโรคจากสัตวปา สัตวตางถ่ิน และสัตวอพยพ  2ภาควิชาปรีคลินิกและสัตวศาสตรประยุกต 
3ศูนยตรวจวินิจฉัยทางการสัตวแพทย คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล พุทธมณฑล นครปฐม 73170

บทคัดยอ สารสกัดเลือดจระเข (Crocodile blood extract) ประกอบดวยเปปไทดธรรมชาติซ่ึงถูกใชในการรักษามะเร็ง 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงคในการประเมินประสิทธิภาพของสารสกัดเลือดจระเขตอการมีชีวิตอยูของเซลลมะเร็งตับและเซลล

มะเร็งทอน้ําดีมนุษยดวยวิธี MTT assay ผลการศึกษาพบวาสารสกัดเลือดจระเขขนาด 100 ถึง 1,600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ลดการมีชีวิตอยูของเซลลมะเร็งตับไดมากกวาเซลลมะเร็งทอน้ําดีเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คาความเขมขนของสารสกัด

เลือดจระเขท่ีออกฤทธ์ิยับย้ังได 50% (IC
50
) ตอเซลลมะเร็งตับและเซลลมะเร็งทอน้ําดีมนุษย คือ 120.36 และ 846.28 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร นอกจากน้ียังพบวาสารสกัดเลือดจระเขจะเหน่ียวนําทําใหเกิดการตายแบบอะพอพโทซิสโดยทําใหมีการเปล่ียนแปลง

รูปรางของนิวเคลียส เชน มีการหดตัวและการแตกของสายโครมาติน ดวยการยอม Hoechst 33342 สรุปผลการศึกษาไดวา

สารสกัดเลือดจระเขสามารถยับย้ังการมีชีวิตของเซลลมะเร็งตับและเซลลมะเร็งทอน้ําดีมนุษยไดโดยสารสกัดเลือดจระเขจะยับย้ัง

การมีชีวิตของเซลลมะเร็งตับไดมากกวาเซลลมะเร็งทอน้ําดีมนุษย การศึกษาคร้ังน้ีบงช้ีใหเห็นวาสารสกัดเลือดจระเขมีแนวโนม

ในการรักษามะเร็งตับมากกวามะเร็งทอน้ําดีท่ีไดจากการทดลองในหลอดทดลอง

คําสําคัญ: สารสกัดเลือดจระเข, การมีชีวิตอยูของเซลล, อะพอพโทซิส, มะเร็งตับ, มะเร็งทอน้ําดี
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ABSTRACT Cordyceps militaris consists of Cordycepin, Adenosine, Polysaccharides and other

compounds. For many countries including Thailand used C. militaris as an ingredient of a dietary

supplement for many years. Whereas, toxicological testing data of C. militaris has less been to conduct. 

This study was conducted for the toxicity assessment of C. militaris by acute and sub-chronic oral

toxicity testing in Wistar rats.  The evaluation of C. militaris for acute oral toxicity in Wistar rats were 

performed at dose level 300 and 2,000 mg/kg body weight according to OECD Guidelines for the testing 

of chemicals 423, Acute Oral Toxicity –Acute Toxic Class Method. The results in all animals were not 

shown signs of toxic effects, moribund and mortality. Thus, Cordyceps militaris was classified in GHS 

(Globally Harmonised System for Classification and labeling of Chemicals) category 5 or unclassified,

the LD
50
 cut off at 5,000 mg/kg body weight to infinity (∞). The sub-chronic oral toxicity of C. militaris

was performed and the methodology was modified from OECD Guideline for testing of chemicals 408, 

Repeated Dose 90-Days Oral Toxicity Study in Rodent. The assessment and evaluation of toxic effects 

were investigated at the dose levels 5, 20 and 80 mg/kg body weight of C. militaris in Wistar rats and 

the result conclude that, the no observed adverse effect level (NOAEL) of C. militaris was considered to 

be 80 mg/kg body weight per day for Wistar rats.

Keywords: Cordyceps militaris, Acute oral toxicity, Sub-chronic oral toxicity, OECD Guidelines 423, 

 OECD Guidelines 408
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Introduction

The Cordyceps militaris has several bioactive compounds such as cordycepin, adenosine, 

polysaccharides, amino acid, sterols, cordycepic acid and multivitamins.(1, 2, 3, 4) These compounds 

exhibit various beneficial biological activities such as anticancer,(5) immunomodulatory, antioxidant,(6)

antifibrotic,(7) renal protective,(8) anti-inflammatory,(9) antiangiogenetic(9, 10) and aniti-diabetic.(11) 

Thus, C. militaris  is one of the most important fungi in traditional Chinese medicine that using for the 

treatment of asthma, bronchial and lung inflammation(12) including longevity promoting herbs.(13, 14)

C. militaris  has been sold as dietary supplements through online marketing and television in 

many countries including Thailand. Consequently, the safety assessment in animals should be 

evaluated before initial use in humans. However, the toxicity study of C. militaris  has less been

conducted.(4, 15, 16, 17) Therefore, the purpose of this study is to estimated acute oral toxicity of 

C. militaris  in Wistar rats complied with OECD Guidelines for the testing of chemicals 423, Acute Oral 

Toxicity – Acute Toxic Class Method.(18) Then, sub-chronic oral toxicity of C. militaris  in Wistar rats was 

performed to confirm the edible safety and evaluate the no-observed-adverse-effect level (NOAEL)

for long term use. The methodology of this study modified form OECD Guideline for testing of 

chemicals 408, Repeated Dose 90-Days Oral Toxicity Study in Rodent.(19)

Materials and Methods

Cordyceps militaris powder

Cordyceps militaris powder has a bright orange color which storage at room temperature, 

away from heat, sunlight, oxygen and moisture. The constituent of Cordyceps militaris powder had 

cordycepin and adenosine for 0.289 and 0.037 % wt/wt, respectively and the stability was one year 

after manufacture date. The level of microbial contaminants monitored by laboratory of Quality 

Control Office, National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Thailand for aerobic plate 

count and coliform were less than 300 cfu/g and 3 MPN/g, respectively.

Preparation of the Dose

For acute oral toxicity, the C. militaris powder were calculated at 300 and 2,000 mg/kg

body weight and freshly mixed with distilled water as vehicle prior to administration. In the sub-chronic

oral toxicity, the 3 dose levels (low, medium and high dose) of C. militaris  were 5, 20 and 80 mg/kg

body weight and freshly mixed with distilled water prior to administration. The constant volume 

was not exceeded 1 ml per 100 g of animal body weight.

Preparation of Animals:

The 50 males and 50 females of Wistar rats were used for sub-chronic oral toxicity but 

the acute oral toxicity used only 12 females of Wistar rats. The Wistar rats was Rattus norvegicus
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species, Mlac: WR stain and body weight range 200 g ± 20 which were obtained from Office of 

Laboratory Animal Production, National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Thailand.

Animals Husbandry Conditions

The animals were husbandry under standard conditions 12 hours light, 12 hours dark 

at temperature 22 ± 3°C and 30-70% relative humidity which were housed in stainless steel cages 

with food (082, Perfect Companions, Thailand) and 5 - 7 ppm chlorinated water ad libitum. All the 

animals were quarantined 1 day and acclimatized at least 5 days prior to the study. Guidelines of 

“Guide for the care and use of laboratory animals” were strictly followed throughout the study.(20)

The study was approved by National Laboratory Animal Center Animal Care and Use Committee 

(NLAC-ACUC), Mahidol University; Thailand, code RA2017-37 and RA2017-38 for acute and 

sub-chronic oral toxicity testing, respectively.

Administration of Dose

The acute oral toxicity: The test substance at the dose level 300 and 2,000 mg/kg body 

weight was administered orally to the animal in a single dose by gavage using stainless steel stomach

tube and all animals were kept for over-night (15 - 18 hours) fasting (feed but not water) prior 

to administration. The Cordyceps militaris was administered orally to 3 animal of group 1 at 300 

mg/kg body weight, if no animals or one animal was shown evidence of toxicity, moribund state 

or mortalities, new three animals of group 2 were repeated at 300 mg/kg body weight. After that, 

three animals in group 3 were administrated with the next dose level (2,000 mg/kg body weight) 

if no animals or one animal was shown evidence of toxicity, moribund state or mortalities new 3 

animals of group 2 were repeated again at 2,000 mg/kg body weight. The animal was observed 

after administration for toxic effect at first 30 minutes with special attention given during the first 

4 hours, periodically during the first 24 hours. The time between treatment groups was determined 

until confident of previously dose animals, 24 hours for this study.

The sub-chronic oral toxicity: The 50 male and 50 female of Wistar rats were used 

and randomized into 5 groups (10 animal per sexes/20 animal per group). In group 1 - control 

group (vehicle control; distilled water), group 2 - low dose, group 3 - middle dose and group 4 - high 

dose (5, 20 and 80 mg/kg body weight of Cordyceps militaris, respectively) and group 5 - recovery 

group (once daily for 90 days at 80 mg/kg body weight of Cordyceps militaris and no administrated 

by gavage for the following 14 days). The dosage of administration to each animal was calculated 

based on the body weight of animal prior to administrate at a constant volume not exceed 1 ml 

per 100 g body weight.

Observation

The observations were included changes in skin and fur, eye and mucous membranes, 

respiratory, circulatory, autonomic and central nervous systems, somatomotor activity and be-
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haviour pattern daily. Addition will be directed to observations of tremors, convulsions, gasping, 

cyanosis, vocalization, salivation, diarrhoea, lethargy, sleep and coma. The data of animal body 

weights, feed and drinking water consumption were measured and recorded weekly throughout 

the termination period.

Necropsy Examination, Hematological and Clinical Biochemistry Analysis

On the last day of each group for the study, the animals were kept overnight (15 - 18 hours)

fasting and then euthanized using CO
2
 inhalation.(21) Blood samples were collected via cardiac 

puncture and were separated 2 tubes which first tube for hematological (200 µl) and second tube 

has EDTA tube for clinical biochemistry analysis (800 µl). Hematological analysis was analyzed 

using automated analyzer (Procyte DxTM, IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, USA) following

the parameters: Red blood cell count (RBC), Hemoglobin (HGB), Hematocrit (HCT), Mean

corpuscular volume (MCV), Mean corpuscular hemoglobin (MCH), Mean corpuscular hemoglobin

concentration (MCHC), Reticulocyte count (RET), Reticulocyte hemoglobin (RET - He), Platelet

(PLT), Mean platelet volume (MPV), Plateletcrit (PCT), White blood cell count (WBC), Neutrophil

(NEUT), Lymphocyte (LYMPH), Monocyte (MONO), Eosinophil (EO) and Basophil (BASO). For 

the clinical biochemistry analysis was measured by using an automated blood analyzer (Cobas®c311, 

Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) that the parameters consisted of Sodium (Na), Potassium (K),

Choride (Cl), Glucose (SGLU3), Cholesterol (CHO2L), Triglyceride (TRIGL), Uric acid (UA2), 

Blood urea nitrogen (U - BUN), Creatinine (CREA2), Total protein (TP2), Albumin (ALB2), 

Globulin (GLO), High – density lipoprotein (HDLC4), Low – density lipoprotein (LDLC3), Alanine

amino transferase (ALTL), Aspartate amino transferase (ASTL) and Alkaline phosphatase (ALP2S).

Organ Weighting

After blood samples collection, all animals were sacrificed. The positions, shapes, sizes 

and colours of internal organs were evaluated. The organs was measured by using an electronic 

balance 4 digits (Mettler - Toledo, Columbus, Ohio, USA) and converted the weights to relative 

organ weights by calculating in the relative weights per 100 g animal body weight.

Analysis of Result:

Quantitative results were expressed as mean ± standard deviation. The Kolmogorov-Smirnov

and Levene’s test(22) were statistically analyzed the data for normality and homogeneity of variances.

For parametric statistics, all data of vehicle control group and each treatment group were 

compared by 2-sided Dunnett or Dunnett’s T3 test, using ANOVA analysis. On the other hand of 

non-parametric statistics, Mann Whitney U test was selected for comparison all data of the vehicle 

control group and each treatment group. A significantly differences were considered at 0.05 levels 

with SPSS® Statistic software version 18.0.0.
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Results

The acute oral toxicity of Cordyceps militaris in Wistar rats

All tested animals were normally for consumed feed and drinking water including clinical 

observations and health examinations. Body weights were continued to gain throughout the study 

and the body weight change was shown as percentage which within range 11.49 - 20.01%. In the 

necropsy examinations result of all animals were not found any lesion.

The sub-chronic oral toxicity of Cordyceps militaris in Wistar rats

Feed, Drinking Water Consumptions and Body Weights

The feed and drinking water consumptions data as consecutive data were shown normal

in all animals by means of the result were transient change and no effect on animal health, 

represented in Figure 1-4. The body weights of all animals were continued to gain throughout the 

study and the data are presented in Figure 5 and Figure 6 for male and female animals, respectively. 

Figure 1 Effect of Cordyceps militaris on Feed consumption in male rats treated for 90 days.

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group 
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Figure 2 Effect of Cordyceps militaris on Feed consumption in female rats treated for 90 days. 

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group
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Figure 3 Effect of Cordyceps militaris on Water consumption in male rats treated for 90 days 

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group
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Figure 4  Effect of Cordyceps militaris on Water consumption in female rats treated for 90 days 

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group
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Figure 5 Effect of Cordyceps militaris on body weight in male rats treated for 90 days.

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group
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Figure 6 Effect of Cordyceps militaris on body weight in female rats treated for 90 days.

  (a) Control group, Treatment group (5, 20 and 80 mg/kg BW) (b) Recovery group
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Observations

All animals were observed according to dosing period for 90 days and recovery period for 

14 days which were no change in skin, fur/coat, eyes and mucous membrane, posture and response 

to handing. The health examinations such as respiratory pattern, social interaction, mobility and 

activity were normal. Moreover, all animal were not shown any neurological signs.

Necropsy Examination:

For macroscopic finding, petechial hemorrhage of the thymus was observed in control, 

all treatment group and control recovery group of male as well as in control and high dose group 

of female. Only one male in control group was observed with a subcutaneous mass on the ventral 

side of the neck. For abdominal cavity, in medium dose group, 1 of 10 male was observed with 

oval, yellow, firm, fat nodule (0.5 × 0.5 cm.) based on the right side and in low dose group, 1 of 10 

female was observed with round, smooth, slightly firm, peritoneal fat mass (0.6x0.6 cm) adhesive 

with abdominal fat at right side based between right kidney and ovary. Besides, the accessory lobe 

of spleen was found in 2 of 10 females. For microscopic finding, there were no significant difference 

of severity grading mean between control group (Distilled water) and high dose group (80 mg/kg 

body weight). In addition, the other lesions which have been well known to occur spontaneously 

in Wistar rats of the same age were observed.

Hematological and Clinical Biochemistry Analysis

The all result of hematological and clinical biochemistry analysis that shown in Table 1 

and 2, respectively. The summary result can be described following the group of dosing: 

Low dose group (5 mg/kg BW); the means of WBC and LYMPH for male animal and 

the means of MPV and WBC for female animal were significantly different higher than control 

group (p<0.05) but the mean of NEUT and BASO for female animal were significantly different 

lower than control group (p<0.05). The mean of CREA2 in male animal was significantly different 

lower than control group (p<0.05).

Medium dose group (20 mg/kg BW); the means of HGB and PCT for male animal 

were significantly different lower than control group (p<0.05). For the female animal, the means 

of Na, CREA2, TP2, ALB2, GLO and ASTL were significantly different higher than control group 

(p<0.05) but the male animal has only the means of CREA2, UA2 and SGLU3 were significantly 

different higher than control group (p<0.05).

High dose group (80 mg/kg BW); the means of MPV and LYMPH were significantly 

different higher than control group (p<0.05) for both sexes animal and the mean of WBC that was 

significantly different higher than control group (p<0.05) only in male animal. Besides that, the 

male animal had significantly different lower than control group (p<0.05) for the means of NEUT 

and EO. For the female animal, the means of Na, U - BUN, CREA2 were significantly different
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higher than control group (p<0.05) and the means of SGLU3 and LDLC3 were significantly 

different lower than control group (p<0.05).

Recovery group (control and 80 mg/kg BW); the means of PCT and NEUT were 

significantly different lower than control group (p<0.05) except the mean of RET – He was significantly

different higher than control group (p<0.05) for male animal. In female animal, the means of 

MPV and EO were significantly different higher than control group (p<0.05). The mean of UA2 

was significantly different lower than control group (p<0.05) for male animal but the mean of K 

in female animal was significantly different higher than control group (p<0.05).

Thus, all significantly different parameters of hematological and clinical biochemistry 

analysis were no treatment related effect except the mean of LDLC3 in high dose group (80 mg/

kg body weight) of female animal was treatment related effect. Effects on LDL levels tended to 

significant decrease with the dose given, in the high dose group including HDL levels were not 

found to be significantly low. Therefore does not affect for the occurrence of Atherosclerosis which 

was according to the information from many journal that found of higher LDL and lower HDL 

levels are high risk of Atherosclerosis.(23, 24, 25) 

Table 1  Hematological Analysis of control and Cordyceps militaris treated rat for 90 days

Sex Parameters Control

Mean of parameters 
± standard deviation

Recovery

5 
mg/kg BW

20
mg/kg BW

80
mg/kg BW

Control
80

mg/kg BW

Male RBC (106/µl) 9.91±0.58 9.84±0.36 9.47±0.20 9.86±0.37 9.63±0.36 9.58±0.23

HGB (g/dl) 17.3±0.68 17.2±0.35 16.7±0.48a 17.1±0.52 16.7±0.32 16.7±0.33

HCT (%) 54.7±2.58 54.0±1.35 52.5±1.92 53.6±1.94 52.2±1.46 52.2±1.50

MCV (fl) 55.2±1.20 54.9±1.63 55.4±1.33 54.5±1.15 54.2±1.01 54.5±1.32

MCH (pg) 17.5±0.48 17.5±0.51 17.6±0.33 17.4±0.37 17.4±0.35 17.5±0.38

MCHC (g/dl) 31.7±0.35 31.9±0.35 31.8±0.31 32.0±0.25 32.0±0.34 32.0±0.38

RET (%) 2.78±0.50 2.66±0.37 2.85±0.31 2.51±0.24 2.23±0.44 2.07±0.20

RET – He (pg) 19.4±0.39 19.4±0.51 19.5±0.25 19.2±0.40 19.3±0.46 19.4±0.23b

PLT (103/µl) 916±123.75 910±52.83 820±76.25 908±102.71 855±48.20 883±75.43

MPV (fl) 7.1±0.19 7.3±0.15 6.9±0.24 7.4±0.20a 6.9±0.23 7.1±0.23

PCT (%) 0.65±0.08 0.66±0.04 0.57±0.05a 0.67±0.07 0.59±0.02 0.62±0.06b

WBC (106/µl) 6.46±1.02 7.99±1.47a 6.40±1.20 8.18±1.28a 6.02±0.81 9.46±1.19

NEUT (%) 13.3±2.69 9.0±2.17a 12.6±2.73 9.0±2.16a 14.7±3.51 9.6±1.24b

LYMPH (%) 80.8±3.17 85.4±2.66a 80.8±2.60 85.7±2.35a 77.2±2.79 85.4±1.19

MONO (%) 4.9±2.38 4.8±1.37 5.6±1.78 4.7±1.44 7.0±1.19 4.2±0.94

EO (%) 0.8±0.28 0.7±0.25 0.9±0.30 0.5±0.19a 1.1±0.53 0.8±0.22

BASO (%) 0.2±0.12 0.0±0.07a 0.1±0.09 0.1±0.07 0.0±0.09 0.0±0.05
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Table 1  Hematological Analysis of control and Cordyceps militaris treated rat for 90 days

 (Continued)

Sex Parameters Control

Mean of parameters 
± standard deviation

Recovery

5 
mg/kg BW

20
mg/kg BW

80
mg/kg BW

Control
80

mg/kg BW

Female RBC (106/µl) 9.19±0.30 9.38±0.50 9.20±0.62 9.65±0.65 8.96±0.47 9.36±0.71

HGB (g/dl) 17.0±0.44 17.1±0.76 17.1±1.02 17.9±0.86 16.7±0.73 17.2±0.88

HCT (%) 52.9±1.48 52.9±2.55 53.3±3.67 56.0±3.20 51.1±2.51 53.0±2.88

MCV (fl) 57.6±1.25 56.4±1.05 57.9±1.08 58.1±2.14 57.1±0.90 56.8±1.97

MCH (pg) 18.5±0.35 18.3±0.41 18.6±0.41 18.6±0.63 18.6±0.41 18.4±0.59

MCHC (g/dl) 32.2±0.30 32.3±0.34 32.1±0.39 31.9±0.36 32.6±0.30 32.5±0.34

RET (%) 3.25±0.42 3.30±0.65 3.41±0.42 3.41±0.94 2.40 ±0.17 1.77±0.57

RET – He (pg) 20.3±0.44 20.2±0.58 20.6±0.61 20.5±0.60 20.1±0.49 20.4±0.57

PLT (103/µl) 896±101.35 931±112.41 846±94.82 924±130.19 889±141.48 934±80.48

MPV (fl) 6.9±0.20 7.3±0.28a 6.9±0.15 7.4±0.28a 6.8±0.11 7.1±0.43b

PCT (%) 0.62±0.08 0.68±0.11 0.59±0.07 0.68±0.10 0.60±0.10 0.67±0.10

WBC (106/µl) 5.60±0.75 7.28±1.52a 4.91±1.42 5.83±1.03 4.76±0.65 6.74±1.29

NEUT (%) 8.2±2.29 6.2±1.21 9.1±2.91 6.0±1.60 10.2±0.91 8.6±2.16

LYMPH (%) 87.1±2.07 87.9±3.00 85.9±2.96 88.7±1.88a 84.8±1.17 85.8±2.43

MONO (%) 4.0±0.92 5.3±2.22 4.5±1.28 4.7±1.35 4.3±0.43 5.0±1.05

EO (%) 0.6±0.26 0.5±0.31 0.5±0.33 0.5±0.33 0.6±0.17 1.7±2.62b

BASO (%) 0.1±0.10 0.1±0.08 0.0±0.10 0.1±0.10 0.1±0.11 0.1±0.09

Note:  aThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control group

         bThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control recovery group

Table 2 Clinical Biochemistry Analysis of control and Cordyceps militaris treated rat for 90 days

Sex Parameters Control

Mean of parameters 
± standard deviation

Recovery

5 
mg/kg BW

20
mg/kg BW

80
mg/kg BW

Control
80

mg/kg BW

Male TP2 (g/dl) 7.82±0.19 7.91±0.36 8.47±1.17 8.73±1.00 7.47±1.04 6.42±0.27

CHO2L (mg/dl) 82.0±8.15 79.4±9.03 81.5±17.96 82.3±15.40 69.8±10.86 67.8±13.02

TRIGL (mg/dl) 128.2±23.03 118.0±27.91 133.1±36.74 128.8±26.61 91.0±17.93 99.0±35.81

ALTL (U/l) 94.0±62.01 69.3±20.38 96.3±40.29 86.7±26.02 76.5±17.96 70.0±24.39

ASTL (U/l) 98.6±33.19 92.6±17.80 114.4±26.51 109.1±24.75 103.6±20.31 83.6±22.10

ALP2S (U/l) 88±12.04 78±14.63 97±21.27 85±16.24 61±6.40 62±5.52

ALB2 (g/dl) 5.41±0.10 5.39±0.12 5.95±0.71 5.96±0.65 4.54±0.32 4.27±0.11

GLO (g/dl) 2.41±0.13 2.46±0.15 2.79±0.47 2.76±0.38 2.33±0.13 2.15±0.17

CREA2 (mg/dl) 0.38±0.03 0.30±0.02a 0.43±0.05a 0.40±0.04 0.37±0.05 0.34±0.03
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Table 2 Clinical Biochemistry Analysis of control and Cordyceps militaris treated rat for 90 days 

(Continued)

Organ Weighting

For the female animal, the mean weight of right adrenal gland in medium dose group 

(20 mg/kg BW) was significantly different lower than control group (p<0.05) and the mean weight of 

heart and left adrenal gland in high dose group (80 mg/kg BW) were significantly different higher 

than control group (p<0.05). The organ’s weight was calculated in the relative weights per 100 g 

animal body weight that showed the relative weight was not related with dose level what used in 

this study and the result of organ weight for male and female animals were represented in Table 3.

Sex Parameters Control

Mean of parameters 
± standard deviation

Recovery

5 
mg/kg BW

20
mg/kg BW

80
mg/kg BW

Control
80

mg/kg BW

U - BUN (mg/dl) 23.0±1.57 25.2±4.20 23.9±2.88 22.6±2.12 18.9±1.68 19.8±3.62

UA2 (mg/dl) 6.5±0.85 5.9±1.11 8.6±1.23a 8.0±2.08a 6.6±0.97 5.2±0.45b

SGLU3 (mg/dl) 334.5±52.00 323.0±48.07 439.1±86.04a 336.1±60.02 326.5±29.91 289.5±37.63

HDLC4 (mg/dl) 63.0±5.41 58.5±5.26 65.5±15.78 62.7±12.50 48.1±7.31 60.0±22.87

LDLC3 (mg/dl) 6.7±1.76 6.6±1.55 8.2±1.98 5.1±1.86 7.2±2.08 7.0±2.31

Na (10-3 mol/l) 153.35±1.45 155.45±4.38 171.63±20.34 165.92±8.79 137.52±7.54 132.06±5.42

K (10-3 mol/l) 10.24±1.07 10.15±0.66 11.50±1.74 10.60±1.31 8.85±1.03 8.15±0.53

Cl (10-3 mol/l) 101.68±1.59 102.19±3.43 116.83±15.44 109.31±6.17 89.84±5.27 85.68±4.43

Female TP2 (g/dl) 7.88±0.20 8.09±0.44 8.83±0.53a 8.21±0.61 6.83±0.32 7.19±0.70

CHO2L (mg/dl) 113.0±13.69 109.1±30.17 102.0±19.12 94.4±23.07 74.9±12.76 70.5±16.14

TRIGL (mg/dl) 96.2±33.40 91.1±28.95 82.8±34.04 75.2±18.53 65.1±22.74 60.0±16.17

ALTL (U/l) 46.8±6.19 48.4±12.14 51.7±8.49 48.5±10.51 53.4±15.88 53.6±13.67

ASTL (U/l) 76.9±8.04 80.1±12.78 91.8±9.55a 86.8±12.17 88.0±15.29 86.0±12.15

ALP2S (U/l) 41±6.77 46±9.08 44±7.57 40±6.60 35±5.86 35±7.73

ALB2 (g/dl) 5.65±0.15 5.84±0.30 6.24±0.51a 5.85±0.41 4.74 ±0.20 4.98±0.43

GLO (g/dl) 2.23±0.09 2.25±0.20 2.59±0.26a 2.36±0.23 2.09±0.15 2.21±0.28

CREA2 (mg/dl) 0.42±0.03 0.40±0.03 0.48±0.04a 0.46±0.04a 0.42±0.03 0.43±0.05

U - BUN (mg/dl) 20.9±2.64 23.2±2.61 21.5±2.12 24.1±2.33a 21.8±4.77 21.9±3.66

UA2 (mg/dl) 4.3±0.93 4.8±0.99 4.3±0.65 4.2±1.39 3.4±0.48 3.4±0.59

SGLU3 (mg/dl) 235.6±33.47 282.4±58.12 168.0±51.39 184.5±32.60a 197.5±46.66 153.8±63.27

HDLC4 (mg/dl) 89.1±9.87 88.0±20.50 85.3±14.49 70.8±29.04 60.1±8.61 58.4±12.65

LDLC3 (mg/dl) 9.2±3.06 8.4±7.78 6.0±1.94 4.3±1.85a 5.6±2.87 4.7±2.50

Na (10-3 mol/l) 152.66±1.09 153.46±1.60 163.64±8.09a 158.69±4.34a 137.64±7.31 137.10±8.36

K (10-3 mol/l) 9.74±1.10 9.50±1.44 10.92±1.26 10.13±1.12 8.82±0.55 9.19±1.66b

Cl (10-3 mol/l) 104.02±1.36 101.96±2.55 112.29±6.56 106.59±2.31 93.24±5.27 93.08±6.34

Note: aThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control group

    bThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control recovery group
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Sex Parameters Control

Mean of parameters 
± standard deviation

Recovery

5 
mg/kg BW

20
mg/kg BW

80
mg/kg BW

Control
80

mg/kg BW

Male Liver 2.6552±0.15 2.6419±0.09 2.7351±0.14 2.5923±0.14 2.5526±0.06 2.4729±0.13b

Kidney Rt. 0.2587±0.01 0.2598±0.01 0.2607±0.02 0.2540±0.02 0.2603±0.01 0.2423±0.03

Kidney Lt. 0.2533±0.01 0.2570±0.01 0.2529±0.02 0.2458±0.02 0.2546±0.01 0.2391±0.02

Heart 0.2839±0.02 0.2792±0.01 0.2560±0.07 0.2735±0.01 0.2838±0.01 0.2862±0.01

Lung 0.3799±0.03 0.3634±0.04 0.3704±0.06 0.3369±0.04 0.3358±0.08 0.3907±0.05

Spleen 0.1824±0.01 0.1766±0.02 0.1827±0.02 0.1700±0.02 0.1785±0.01 0.1746±0.03

Brain 0.4744±0.03 0.4589±0.04 0.4705±0.02 0.4578±0.03 0.4394±0.02 0.4420±0.02

Adrenal Rt. 0.0080±0.00 0.0083±0.00 0.0076±0.00 0.0075±0.00 0.0076±0.00 0.0083±0.00

Adrenal Lt. 0.0088±0.00 0.0086±0.00 0.0085±0.00 0.0085±0.00 0.0089±0.00 0.0087±0.00

Testis Rt. 0.3943±0.03 0.4009±0.04 0.3937±0.03 0.3762±0.03 0.3636±0.05 0.3905±0.04

Testis Lt. 0.3895±0.02 0.4024±0.04 0.3985±0.03 0.3868±0.03 0.3701±0.04 0.3985±0.03

Thymus 0.0714±0.02 0.0674±0.01 0.0564±0.02 0.0663±0.01 0.0578±0.01 0.0689±0.01

Female Liver 2.5012±0.12 2.6613±0.14 2.6077±0.16 2.5907±0.18 2.5796±0.17 2.4362±0.21

Kidney Rt. 0.2873±0.01 0.2948±0.02 0.2908±0.02 0.2824±0.02 0.2954±0.01 0.2783±0.01

Kidney Lt. 0.2741±0.02 0.2875±0.02 0.2789±0.01 0.2750±0.02 0.2806±0.01 0.2746±0.01

Heart 0.3272±0.02 0.3404±0.03 0.3334±0.02 0.3546±0.04a 0.3461±0.01 0.3397±0.02

Lung 0.5054±0.07 0.5261±0.03 0.5386±0.10 0.5373±0.05 0.5073±0.09 0.5353±0.10

Spleen 0.2403±0.03 0.2347±0.03 0.2400±0.02 0.2555±0.03 0.2535±0.03 0.2440±0.02

Brain 0.7573±0.04 0.7735±0.06 0.8040±0.04 0.7969±0.04 0.8002±0.05 0.7758±0.04

Uterus 0.1765±0.03 0.2319±0.09 0.2734±0.11 0.2378±0.08 0.1579±0.01 0.2169±0.07

Adrenal Rt. 0.0169±0.00 0.0153±0.00 0.0142±0.00a 0.0168±0.00 0.0170±0.00 0.0168±0.00

Adrenal Lt. 0.0157±0.00 0.0172±0.00 0.0145±0.01 0.0186±0.00a 0.0170±0.00 0.0174±0.00

Ovary Rt. 0.0179±0.00 0.0173±0.00 0.0172±0.00 0.0166±0.00 0.0170±0.00 0.0181±0.00

Ovary Lt. 0.0165±0.00 0.0184±0.00 0.0170±0.00 0.0168±0.00 0.0188±0.00 0.0184±0.00

Thymus 0.0948±0.01 0.0887±0.02 0.0786±0.01 0.0929±0.02 0.0809±0.01 0.0943±0.01

Table 3  Organ’s Weight in relation to body weight of Wistar rats treated with Cordyceps militaris 

 treated rat for 90 days

Note: aThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control group
 bThe mean difference is significant at the 0.05 levels of control recovery group
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Discussion

The C. militaris possesses extensive bioactive compounds which has been used as an

ingredient in dietary supplement for many years but the safety data of C. militaris  have not been 

conducted enough. In compliance with OECD Guidelines for the testing of chemicals 423, Acute 

Oral Toxicity - Acute Toxic Class Method of C. militaris  at dose level 300 and 2,000 mg/kg body 

weight, all tested animals were not shown signs of toxic, moribund and mortality including the 

health observation, feed and drinking water consumptions was normal. For the body weights were 

continued to gain throughout the testing period. 

In gross findings, there was petechial hemorrhage scattered in the thymus parenchyma 

that was no gross evidence of necrosis. Thus, this lesion in these animals likely resulted from 

necropsy technique. Accessory spleens are rare findings in rodents and may be congenital or a 

consequence of traumatic injury(26) caused by bisection of spleen. For the abdominal fat was considered

to be non-adverse since it appears small in incidence and minimum in severity that can occasionally

be seen spontaneously.

In our study, the analyzed parameters of the hematological analysis and clinical 

biochemistry analysis were mostly similar tendency to the histological control data of Wistar 

rat (Mlac:WR) including previous study that studies the toxicity study of C. militaris(6) except 

some parameters such as Neutrophils (NEUT), Lymphocytes (LYMPH), Red Blood Cells (RBC), 

Hemoglobin (HGB) for the hematological analysis and Alanine amino transferase (ALTL), Glucose 

(SGLU3) and Potassium (K) for the clinical biochemistry analysis. The fluctuation of data could 

be occurred due to age, gender, species, dose level of test item and other factors.

Thus, the toxicity level assessment of the C. militaris  can be summarized no related effects

at any dose level and no side effects or abnormalities after repeated oral administrations for 90 

days. The sub chronic oral toxicity according to OECD Guidelines for the testing of chemicals 408, 

Repeated Dose 90 - Day Oral Toxicity Study in Rodents of C. militaris  at dose level 5, 20, 80 mg/kg

body weight. The all data result such as clinical signs of toxicity, body weight, food and water 

consumptions, necropsy examination, etc were not shown toxic of C. militaris  in Wistar rats.

Conclusion

The acute oral toxicity of C. militaris  in Wistar rats at 300 and 2,000 mg/kg body weight was 

not shown signs of toxic, moribund and mortalities in all animals. Thus, C. militaris was classified

in GHS category 5 or unclassified, the LD
50
 cut off at 5000 mg/kg body weight to infinity (∞).

For the sub-chronic oral toxicity result that the no observed adverse effect level (NOAEL) of 

Cordyceps militaris was considered to be 80 mg/kg body weight per day for Wistar rats. All result 

of this study were within only the test conditions which described earlier.
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1

การทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเรื้อรัง
ทางปากของถั่งเชาสีทอง (Cordyceps militaris)  

ในหนูแรทสายพันธุ Wistar 

กฤติกาญจน สุวรรณสโรช ภัสสราภรณ ศรีมังกรแกว ภคมณ ยศทรารัตน และอัญชลี สิริมนตาภรณ
ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม 73170

บทคัดยอ Cordyceps militaris ประกอบดวย Cordycepin, Adenosine, Polysaccharides และสารประกอบอื่นๆ 

สําหรับหลายประเทศรวมท้ังประเทศไทยนํา C. militaris มาใชเปนสวนผสมของผลิตภัณฑเสริมอาหารในชวงหลายปท่ีผานมา 

ในขณะท่ียังไมมีขอมูลการทดสอบทางพิษวิทยาของ C. militaris อยางเพียงพอ การศึกษาในคร้ังน้ีจัดทําข้ึนเพ่ือประเมิน

ความเปนพิษของ C. militaris โดยการทดสอบความเปนพิษทางปากแบบเฉียบพลันและแบบก่ึงเร้ือรังในหนูแรทสายพันธุ 

Wistar สําหรับการประเมินความเปนพิษเฉียบพลันท่ีขนาด 300 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวสัตวทดลอง 

ตามวิธีการมาตรฐาน OECD Guideline หมายเลข 423 ผลการทดสอบในสัตวทดลองทุกตัวพบวา ไมกอใหเกิดความเปนพิษ 

และการตายในสัตวทดลอง ดังน้ัน C. militaris จัดอยูในระบบการจัดกลุมสารเคมี การติดฉลาก และการแสดงรายละเอียด

บนเอกสารขอมูลความปลอดภัยสากลหมวดท่ี 5 หรือไมระบุประเภท มี LD
50
 ท่ี 5,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้ําหนักตัวสัตว

ทดลองข้ึนไป หลังจากน้ัน ไดทําการทดสอบความเปนพิษของ C. militaris ทางปากแบบก่ึงเร้ือรังและวิธีการทดสอบไดมีการ

ประยุกตจากวิธีการมาตรฐาน OECD Guideline หมายเลข 408 การประเมินความเปนพิษทําการศึกษาท่ีขนาด 5, 20 และ 

80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวสัตวทดลอง ผลการทดสอบสรุปไดวา ปริมาณที่มากที่สุดที่ไดรับตอเน่ืองเปนเวลานาน

โดยไมกอใหเกิดอันตรายใดๆ ตอรางกายตอวันในสัตวทดลอง คือ 80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวสัตวทดลอง

คําสําคัญ:  ถัง่เชาสทีอง, การทดสอบความเปนพษิเฉยีบพลนั, การทดสอบความเปนพษิก่ึงเรือ้รงั, OECD Guidelines หมายเลข 

 423, OECD Guidelines หมายเลข 408
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1

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบขั้นตอนเดียว

จินตนา กรดเต็ม1 ศรินยา ฤทธิเนียม1 ธรรมวุฒิ ชูมาก1 และลักษิกา ทองเรืองศรี2
1ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง กรมวิทยาศาสตรการแพทย อําเภอเมือง ตรัง 92000
2โรงพยาบาลปะเหลียน  อําเภอปะเหลียน ตรัง 92120

Corresponding author E-mail: jintana.k@dmsc.mail.go.th

Received: 17 March 2021 Revised: 16 July 2021 Accepted: 30 July 2021

บทคัดยอ พาราควอต (paraquat) เปนสารกําจัดวัชพืชที่ใชกันอยางแพรหลายและมีฤทธิ์อันตรายรายแรงตอคนและสัตว

ตั้งแตปงบประมาณ พ.ศ. 2541 ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง ไดจัดทําชุดนํ้ายาทดสอบพาราควอตแบบ 2 ขั้นตอน

และสนับสนุนใหโรงพยาบาลใชตรวจตัวอยางผูปวยท่ีสงสัยวาจะไดรับสารพิษพาราควอต หลังจากน้ันปงบประมาณ พ.ศ. 2562 

ไดพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือเพ่ิมความสะดวกในการใชงาน

โดยลดข้ันตอนการทดสอบจาก 2 ข้ันตอน ใหเหลือเพียงข้ันตอนเดียว และนํามาใชตรวจพิสูจนหาพาราควอตเชิงคุณภาพใน

ตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบท่ีพัฒนาข้ึนน้ีมีความจําเพาะกับสารพาราควอต 

โดยมีคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ เทากับ 0.7, 1.0 และ

2.0 ug/ml ตามลําดับ ผลการประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบ พบวามีคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตอง รอยละ 

100 เม่ือทดสอบอายุการใชงานพบวาชุดทดสอบน้ีสามารถเก็บไวท่ีสภาวะอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน และเก็บไวในโถดูดความช้ืน

ไดนาน 5 เดือน ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปไดวาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวท่ีพัฒนาข้ึนน้ีสามารถใชงานไดงายและ

สะดวก ทราบผลรวดเร็วเหมาะท่ีจะนําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

คําสําคัญ: พาราควอต, ชุดทดสอบ, สารกําจัดวัชพืช



ชุดทดสอบพาราควอตแบบขั้นตอนเดียว      จินตนา กรดเต็ม และคณะ

649วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

บทนํา

พาราควอต (paraquat) หรือยาฆาหญาเปนสารเคมีกําจัดวัชพืชในกลุม dipyridilium มีช่ือทางเคมีวา 

1,1’ dimethyl 4,4’ bipyridinium หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงวาเมทิลไวโอโลเจน (methyl viologen) ผลิตภัณฑ

ท่ีวางจําหนายในทองตลาดใชช่ือทางการคา เชน กรัมมอกโซน(1, 2)  มีฤทธ์ิอันตรายรายแรงและมีพิษเฉียบพลันสูง

ตอมนุษย ไมมียาถอนพิษ ถากินเขาไปเพียงปริมาณเล็กนอยก็ทําใหเสียชีวิตได(3)  ในภาคเกษตรกรรมมีการใชพาราควอต

อยางแพรหลายกับพืชไรหลายชนิด ซ่ึงในแตละปมีผูปวยหลายรายท่ีไดรับพิษจากพาราควอตและเขารับการรักษาใน

โรงพยาบาลสาเหตุสวนใหญเน่ืองมาจากผูปวยเจตนากินและนิยมใชเพ่ือฆาตัวตาย(4) หรือกรณีประทุษรายหรือเกิดจาก

รูเทาไมถึงการณโดยนึกวาเปนเครื่องดื่มที่มีสี ผู ปวยที่ไดรับสารพิษชนิดนี้โดยตรงและไมไดรับการตรวจพิสูจน

แพทยอาจจะไมสามารถชวยเหลือผูปวยไดทันทวงที อาการพิษรายแรงมักพบในผูปวยที่จงใจกินเพื่อฆาตัวตาย

ถาไดรับสัมผัสสารท่ีมีความเขมขนสูงจะเกิดอาการระคายเคืองผิวหนัง ทางเดินหายใจ เนื้อเยื่อภายในปากและตา

สวนอาการพิษแบบเฉียบพลันอาจรุนแรงถึงเสียชีวิตภายใน 2-3 วัน เนื่องจากเกิดพังผืดที่ปอดและเกิดอาการพิษ

ตอไต(5)  ขนาดที่เปนพิษหรือปริมาณที่ทําใหตายในผูใหญเทากับ 4 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัว(6) ขอมูล

ทางพิษวิทยามีรายงานการศึกษาในมนุษย มีคา Oral LD
50
 human เทากับ 40-60 มิลลิกรัม/กิโลกรัม(2) หรือระดับ

ท่ีเปนพิษ ถากินเขาไปขนาดมากกวา 40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม จะทําใหเกิดพิษ เชน อาเจียนทันที ทองเสีย ปวดทอง

มีแผลในทางเดินอาหาร ไตวาย ตับวาย ตับออนอักเสบ กลามเน้ือหัวใจอักเสบ ความดันโลหิตต่ํา หมดสติ

และชัก ผูปวยจะตายภายใน 1-4 วัน จากภาวะช็อกเน่ืองจากหัวใจลมเหลว หรือถากินพาราควอตท่ีเปนสารละลายความ

เขมขนประมาณ 20% เพียง 10-20 มิลลิลิตร ในผูใหญ หรือ 4-5 มิลลิลิตร ในเด็ก(5) หรือไดรับเพียง 1-2 ชอนชา

ก็สามารถทําใหตายได(7) สําหรับผลกระทบเร้ือรังตอสุขภาพ ทําใหกอโรคพารกินสันและโรคสมองเส่ือม(5) จาก

การทบทวนวรรณกรรมมีรายงานการตายอันเน่ืองจากสารเคมีกําจัดศัตรูพืช ซ่ึงมีพาราควอตเปนสาเหตุสําคัญ

จากอุบัติเหตุหรือจงใจฆาตัวตายในภูมิภาคเอเชียแปซิฟคประมาณ 300,000 คนตอป และมีรายงานพบ

ผูปวยหญิงอายุ 18 ป จํานวน 1 ราย ไดรับพาราควอตสาเหตุมาจากผูปวยจงใจกินพาราควอตเพื่อฆาตัวตาย(8)

อวัยวะภายในถูกทําลายจนหมดและเสียชีวิตในเวลาตอมา(9) ซึ่งจากขอมูลที่กลาวขางตนจึงพอสรุปไดวาความเปน

พิษและอันตรายจากพาราควอตมีความรุนแรงมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อมีการนําไปใชในทางที่ผิดหรือใชอยาง

ไมระมัดระวัง ดังน้ันจะเห็นวาพาราควอตยังคงสงผลกระทบตอคนหรือผู บริโภคโดยตรง หองปฏิบัติการ

พิษวิทยา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 12/1 ตรัง ไดเปดใหบริการทดสอบหาพาราควอตหรือเมทิลไวโอโลเจน ดวยใช

หลักการทางเคมีและทําปฏิกิริยารีดอกซตอกันของสารเคมี 2 ชนิด ท่ีมีความจําเพาะ เกิดปฏิกิริยาของสารไดไธโอไนท 

ในสภาพดางเพือ่เปลีย่นใหอยูในรปู reduced form หรอื free radical เกิดสารละลายสนีํา้เงนิหรือสฟีาของ paraquat 

radical ion หรือ 4,4 viologen โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในภาพที่ 1(1, 3) 

ภาพที่ 1  ปฏิกิริยาทางเคมีที่ใชในการทดสอบสารพาราควอต
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ในปงบประมาณ พ.ศ. 2541 หองปฏิบัติการพิษวิทยา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12/1 ตรัง ไดพัฒนา

ชุดน้ํายาทดสอบเอกลักษณของพาราควอตโดยใชหลักการเดิม ท้ังน้ีเพ่ือเตรียมความพรอมของหองปฏิบัติการฯ

ใหสามารถใชงานไดทันทีโดยไมตองหาสารเคมี และเพ่ือสนับสนุนใหหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

ในเขตรับผิดชอบ สามารถนําไปใชตรวจตัวอยางหรือส่ิงสงตรวจจากผูปวยท่ีสงสัยวาไดรับพาราควอตโดยจงใจและ

ไมจงใจฆาตัวตาย โดยไมตองสงตัวอยาง ส่ิงสงตรวจท่ีใชตรวจ เชน น้ําลางกระเพาะเศษอาหาร ปสสาวะ และตัวอยาง

ของกลางท่ีสงสัยวาปนเปอนสารพาราควอต มีความไวต้ังแต 1.0 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (µg/ml) ข้ึนไป จากน้ัน

ไดถายทอดเทคโนโลยี เร่ืองการใชชุดน้ํายาทดสอบพาราควอตโดยเตรียมตัวอยางทดสอบพรอมชุดทดสอบ

สงใหกับหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาลในเขตจังหวัดตรัง พบวาเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

มีศักยภาพสามารถรายงานผลไดถูกตองและไมแตกตางจากผลทดสอบของเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการพิษวิทยา

ของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 12/1 ตรัง(9) แตเน่ืองจากชุดน้ํายาทดสอบดังกลาวเปนแบบ 2 ข้ันตอน

การใชงานคอนขางยุงยาก ไมสะดวก และทําใหเสียเวลา ตอมาในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 จึงไดศึกษาคนควาขอมูล

เพ่ือใหการทดสอบพาราควอตมีข้ันตอนท่ีงายข้ึนพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล(10)

โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือลดข้ันตอนการทดสอบจาก 2 ข้ันตอน เปนข้ันตอน 1 และใชงานงาย สะดวก และรวดเร็ว สามารถ

นําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอตในตัวอยางน้ําด่ืมน้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ 

เครื่องชั่งไฟฟาชนิด 4 ตําแหนง, ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 และ 1,000 มิลลิลิตร, ปเปตอัตโนมัติ ขนาด 

20-200 ไมโครลิตร, ขนาด 100-1,000 ไมโครลิตร และขนาด 10 มิลลิลิตร, แคปซูลยา เบอร 0, กระดาษกรองชนิด

แผน ยี่หอ Whatman Cat No. 3001-917 เพื่อใชเตรียมกระดาษเทียบผลบวก, ถุงพลาสติกสําหรับบรรจุชุดทดสอบ

และเครื่องซีลชนิดสุญญากาศ, โถดูดความชื้น (Desicator)

สารมาตรฐาน 

พาราควอต Paraquat dichloride hydrate, (CHEM SERVICE) ความบริสุทธิ์ 99.5%, ไกลโฟเสท 

(Glyphosate), (Dr. Ehrenstorfer) ความบรสุิทธิ ์98.7%, 2,4-ด ี(2,4-D Sodium salt), (Dr. Ehrenstorfer) 

ความบริสุทธิ์ 98.5%

สารเคมี 

สารเคมีท่ีใชในการทดลองครัง้นีทุ้กชนดิเปน AR grade ไดแก Sodium dithionite (Merck), Disodium 

tetraborate (Merck), Sodium bicarbonate (Merck), Sodium chloride (Merck), Hydrochloric acid 

(conc., 37%), Methanol (Merck), Sodium azide (Merck), Pepsin from hog (Fluka), Silica blue 

วิธีการ

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

สารละลายมาตรฐานพาราควอต (paraquat) 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน Paraquat

dichloride hydrate 0.0107 กรัม ละลายดวย 5% เมทานอล ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐานพาราควอต (paraquat) 500 µg/ml: ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต 1,000 µg/ml 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
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สารละลายมาตรฐานไกลโฟเสท ความเขมขน 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน

ไกลโฟเสท 0.0102 กรัม ละลายดวเมทานอล และปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร 

สารละลายมาตรฐาน 2,4-ดี-โซเดียม 1,000 µg/ml (Stock standard): ช่ังสารมาตรฐาน 2,4-ดี-โซเดียม 

0.0112 กรัม ละลายดวยเมทานอล และปรับปริมาตรจนครบ 10 มิลลิลิตร

การเตรียมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

เตรียมแคปซูลชุดทดสอบ: ผสมสาร Disodium tetraborate, Sodium bicarbonate และ Sodium 

dithionite ใหเขากันและบรรจุในแคปซูล(10)

เตรียมกระดาษเทียบผลบวก 1.0 µg/ml: ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต 500 µg/ml  ปริมาตร 10 ไมโครลิตร

หยดบนกระดาษกรองขนาดประมาณ 3 × 1 เซนติเมตร ใชเปนตัวเทียบผลบวก (การนําไปใชงาน ใสกระดาษเทียบผล

บวกลงในหลอด เติมน้ํากล่ัน 5 มิลลิลิตร จะทําใหมีความเขมขนของพาราควอตเทากับ 1 µg/ml)

นําแคปซูลชุดทดสอบจํานวน 3 แคปซูล และกระดาษเทียบผลบวกจํานวน 1 ชิ้น บรรจุในถุงพลาสติกพรอม

สารดูดความชื้น (Silica blue) และปดสนิทดวยเครื่องซีลชนิดสุญญากาศ ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  ชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล สําหรับทดสอบ 1 ตัวอยาง

การเตรียมตัวอยาง

ตวัอยางนํา้ดืม่ ไดแก ตวัอยางนํา้ดืม่ทีบ่รรจสุนทิและจาํหนายในทองตลาด (ไดรบัหมายเลขทะเบยีนการผลติ

จากคณะกรรมการอาหารและยา)

ตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม เตรียมโดยละลาย Sodium chloride 2.0 กรัม และ Pepsin (Pepsin from hog)

3.2 กรัม ในน้ํากล่ันเติม Hydrochloric acid (conc.) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรครบ 1,000 มิลลิลิตร 

ดวยน้ํากล่ัน(11)

ตัวอยางปสสาวะ ไดแก ตัวอยางปสสาวะของผูท่ีไมไดรับประทานยาชนิดใดเลยในระยะ 1 สัปดาห เติม 0.1%

Sodium azide เพ่ือเปนสารกันบูด 
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การทดสอบ 

ปเปตตัวอยาง ไดแก ตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะใสหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร ปเปต

น้ํากล่ันใสหลอดทดสอบ 2 หลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร คีบกระดาษเทียบผลบวกลงในหลอดเทียบผลบวกหลอดท่ี 1 

และหลอดท่ี 2 เปนหลอดเทียบผลลบ เติมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล หลอดละ 1 แคปซูล ต้ังท้ิงไวประมาณ

5 นาที หรือตั้งทิ้งไวจนแคปซูลละลายและเขยา สังเกตปฏิกิริยาสีที่เกิดขึ้น

การอานผล/แปลผล 

ผลลบ (-) คือ สารละลายไมเปลีย่นเปนสนีํา้เงนิหรอืสฟีาออน ผลบวก (+) คอื สารละลายเปลีย่นเปนสนีํา้เงนิ 

หรือสีฟาออน ดังแสดงในภาพที่ 3

การทดสอบความใชไดของชุดทดสอบ(12, 13, 14) 

การหาความจําเพาะ (Specificity) 

เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม ท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml

เตรียมตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม ท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml

และเตรียมตัวอยางปสสาวะท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2,4-ดี 2 µg/ml จากน้ัน

เติมสารมาตรฐานพาราควอต ไกลโฟเสท และ 2, 4-ดี ท่ีความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตรขวดละ 200 ไมโครลิตร 

ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ 

ตามลําดับ จะไดตัวอยางน้ําด่ืมท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียม

ชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด ตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียมท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml ไกลโฟเสท 2 µg/ml

และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียมชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด และตัวอยางปสสาวะท่ีมีความเขมขนพาราควอต 2 µg/ml 

ไกลโฟเสท 2 µg/ml และ 2, 4-ดี 2 µg/ml เตรียมชนิดละ 3 ซ้ํา รวม 9 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิด

แคปซูล ตัวอยางละ 3 ซ้ํา

ภาพที่ 3  การแปลผลการทดสอบพาราควอต

สารละลายไมเปลี่ยนเปนสีนํ้าเงินหรือฟา ไดสารละลายสีนํ้าเงินหรือสีฟาออน
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การหาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (Limit of detection: LOD) 

วิเคราะห blank matrix จํานวน 10 ซ้ํา เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ท่ีระดับ

ความเขมขนตาง ๆ ไดแก 0.3, 0.5, 0.7, 1.0 , 2.0 , 3.0 และ 5.0 µg/ml ตามลําดับ ปเปตสารมาตรฐานพาราควอต

ความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตร 30, 50, 70, 100, 200, 300 และ 500 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร

และปรับปริมาตรจนถึงขีดดวยนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ตามลําดับ รวมตัวอยางนํ้าดื่ม 70 ขวด นํ้าลาง

กระเพาะเทียม 70 ขวด และปสสาวะ 70 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ความเขมขนละ 10 ซํ้า(13)

การทดสอบหาคาขดีจาํกดัของการตรวจพบพาราควอต ในตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ 

ดาํเนนิการโดยทดสอบความเขมขนละ 10 ซํา้ นาํผลทีไ่ดจากการทดสอบทีใ่หผลบวกทัง้ 10 ซํา้ ของคาความเขมขนตํา่สดุ

ท่ีตรวจพบพาราควอตของแตละตัวอยาง มาคํานวณหาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) ในตัวอยาง

ไดดังน้ี(13) คาความถูกตองหรือจํานวนซ้ําของตัวอยางทดสอบท่ีใหผลบวก/ผลลบ (No. of positive/negative) 

ตองไดผลบวกท้ัง 10 ซ้ํา และคํานวณหาคาอัตราการตอบสนองเชิงบวก หรือ Positive response rate (%) โดย

การนําจํานวนซ้ําของตัวอยางทดสอบคูณจํานวนซ้ําของตัวอยางท่ีใหผลบวก ตองไดเทากับ 100% จากน้ันนําคาขีดจํากัด

ของการตรวจพบพาราควอตท่ีไดในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ ทําการพิสูจน 10 ซ้ํา

เพื่อดูความแมนยํา

การทดสอบความแมนยํา (Precision) 

เตรียมตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ (sample blank) จํานวนตัวอยางละ 10 ซํ้า

ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

เตรยีมตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ทีค่วามเขมขนเทากบัคา LOD ของตวัอยาง จาํนวน

ตัวอยางละ 10 ขวด เตรียมตัวอยางที่ความเขมขนสูงกวาคา LOD จํานวนตัวอยางละ 10 ขวด และความเขมขนตํ่ากวา

คา LOD จํานวนตัวอยางละ 10 ขวด ดังนี้

เตรียมตัวอยางน้ําด่ืม ท่ีความเขมขน 0.3, 0.7 และ 1.0 µg/ml ปเปตสารมาตรฐานพาราควอตความเขมขน

100 µg/ml ปริมาตร 30, 70 และ 100 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

จนถึงขีดดวยนํ้าดื่ม เตรียมความเขมขนละ 10 ซํ้า รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

เตรียมตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียมท่ีความเขมขน 0.7, 1.0 และ 1.5 µg/ml โดยปเปตสารมาตรฐานพาราควอต

ความเขมขน 100 µg/ml ปริมาตร 70, 100 และ 150 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร

และปรบัปรมิาตรจนถงึขดีดวยนํา้ลางกระเพาะเทยีม เตรยีมความเขมขนละ 10 ซํา้ รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชดุทดสอบ

พาราควอตชนิดแคปซูล

เตรียมตัวอยางปสสาวะท่ีความเขมขน 1.5, 2.0 และ 3.0 µg/ml โดยปเปตสารมาตรฐานพาราควอตความเขมขน

100 µg/ml ปริมาตร 150, 200 และ 300 ไมโครลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร

จนถึงขีดดวยปสสาวะ เตรียมความเขมขนละ 10 ซํ้า รวม 30 ขวด ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ผลการศึกษานํามาคํานวณหาคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตอง จากสูตร(13, 14) ดังนี้

คาความไว  (Sensitivity, %)  =  (Ture positive sample/all positive samples) × 100

คาความจําเพาะ (Specificity, %) =  (Ture negative sample/all negative samples) × 100

คาความถูกตอง (Accuracy, %) = [(Ture positive sample + Ture negative sample)/Total 

     samples] × 100
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การทดสอบความคงตัวของชุดทดสอบ (Stability) 

การเตรียมชุดทดสอบ 

เตรียมชุดทดสอบจํานวน 8 รุน ไดแก รุนท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 โดยแตละรุนหางกัน 1 สัปดาห

จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิหอง และในโถดูดความชื้น เปรียบเทียบเปนรายสัปดาห รวม 2 เดือน จากนั้นทดสอบจนกวา

ชุดทดสอบเร่ิมเส่ือม โดยเปรียบเทียบเปนรายเดือน (เดือนท่ี 3-6 ) รวม 6 เดือน นําไปทดสอบเทียบกับกระดาษเทียบ

ผลบวกท่ีความเขมขน 1 µg/ml

ผล

การหาความจําเพาะของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม

และปสสาวะ พบวาวิธีดังกลาวมีความจําเพาะสูงโดยใหผลบวกกับพาราควอตเพียงชนิดเดียว และไมพบปฏิกิริยาผลบวก

ที่เกิดจาก Dithionite กับไกลโฟเสท และ 2, 4-ดี ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ผลการศึกษาคาความจําเพาะของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ชนิดตัวอยาง
สารมาตรฐาน

พาราควอต
(positive/negative)

ไกลโฟเสท
(positive/negative)

2, 4-ดี
(positive/negative)

น้ําด่ืม 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
น้ําลางกระเพาะเทียม 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
ปสสาวะ 2.0 µg/ml 3/0 0/3 0/3
หลอดเทียบผลบวก 1/0 - -
หลอดเทียบผลลบ 0/1 - -

การศึกษาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) โดยทดสอบตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม

และปสสาวะ ท่ีความเขมขน 0, 0.3, 0.5, 0.7, 1.0, 2.0, 3.0 และ 5.0 µg/ml และทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอต

ชนิดแคปซูล พบวา คา LOD ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะเทากับ 0.7, 1.0 และ 2.0 µg/ml 

ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 2

ตารางที่ 2  ผลการศึกษาคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต (LOD) ในตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม

  และปสสาวะ

ความเขมขน
พาราควอต

(µg/ml)

No. of positive/negative Positive response rate (%)

นํ้าดื่ม
นํ้าลาง

กระเพาะเทียม
ปสสาวะ นํ้าดื่ม

นํ้าลาง
กระเพาะเทียม

ปสสาวะ

0.0 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.3 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.5 0/10 0/10 0/10 0 0 0
0.7 10/0 0/10 0/10 100 0 0
1.0 10/0 10/0 0/10 100 100 100
2.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100
3.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100
5.0 10/0 10/0 10/0 100 100 100

LOD (µg/ml)   0.7 1.0 2.0
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จํานวนตัวอยาง
ทดสอบดวยชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

ตรวจพบ ตรวจไมพบ รวม

ผลบวก 20 ตัวอยาง 20 (TP) 0 (FP) 20

ผลลบ 20 ตัวอยาง 0 (FN) 20 (TN) 20

รวม 20 20 40

คาความไว (Sensitivity) = TP×100/(TP+FN)  = 100%   

คาความจําเพาะ (Specificity) = TN×100/(FP+TN) = 100%

คาความถูกตอง (Accuracy) = (TP+TN) × 100/Total sample = 100%

การศึกษาความแมนยํา 

การทดสอบตัวอยาง 3 ชนิด คือ น้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะท่ีใหผลบวกจริงชนิดละ 20 ตัวอยาง 

และผลลบจริงชนิดละ 20 ตัวอยาง ผลการศึกษาไมพบผลบวกลวง (False positive) และผลลบลวง (False negative) 

ในตัวอยางท้ัง 3 ชนิด โดยมีคาความไว คาความจําเพาะ และคาความถูกตอง เทากับรอยละ 100 ดังแสดงในตารางท่ี 3

ชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล

รุนที่

เก็บที่อุณหภูมิหอง เก็บในโถดูดความชื้น

เดือนที่ 1
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 2
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 1
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 2
(สัปดาห 1-4)

เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6

1 + - + + + + + -

2 + - + + + + + -

3 + - + + + + + -

4 + - + + + + + -

5 + - + + + + + -

6 + - + + + + + -

7 + - + + + + + -

8 + - + + + + + -

ตารางท่ี 3  ผลการศึกษาความแมนยํา (Precision) ของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในตัวอยางน้ําด่ืม

  นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

การศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบ

โดยเก็บชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูลรุนท่ี 1 ถึงรุนท่ี 8 แบงเก็บท่ี 2 สภาวะ ไดแก เก็บท่ีอุณหภูมิหอง

และเก็บในโถดูดความช้ืน ผลการศึกษาพบวาชุดทดสอบสามารถเก็บท่ีอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน สวนชุดทดสอบเก็บ

ในโถดูดความช้ืนไดนาน 5 เดือน โดยท่ียังใหผลการทดสอบถูกตอง ดังแสดงในตารางท่ี 4

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล ในสภาวะเก็บที่อุณหภูมิหองและเก็บใน

 โถดูดความชื้นนาน 6 เดือน
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วิจารณ

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตในรูปแบบแคปซูลมีวัตถุประสงคเพื่อลดขั้นตอนการทดสอบใหเหลือเพียง

ขั้นตอนเดียว และเพื่อใชตรวจพิสูจนหาพาราควอตเชิงคุณภาพในตัวอยางนํ้าด่ืม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

พบวาวิธีมีความจําเพาะพบปฏิกิริยาท่ีเกิดจากสารไดไธโอไนทใหผลบวกกับพาราควอตเพียงชนิดเดียวและไมพบปฏิกิริยา

ท่ีเกิดจากสารไดไธโอไนท กับไกลโฟเสท และ 2,4-ดี ซ่ึงสารท้ัง 2 ชนิด เปนสารกําจัดวัชพืชเหมือนกัน แตมีโครงสราง

โมเลกุลและน้ําหนักโมเลกุลแตกตางกัน จึงสามารถใชแทนไดควอตได ท้ังน้ีเน่ืองจากหนวยงานไมมีสารมาตรฐาน

ดังกลาว เม่ือนําคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอตท่ีระดับ LOD ในตัวอยางน้ําด่ืม น้ําลางกระเพาะเทียม และปสสาวะ

ท่ีความเขมขนเทากับ 0.7, 1.0 และ 2.0 µg/ml ตามลําดับ โดยทดสอบตัวอยางละ 10 ซ้ํา พบวาไดสารละลายสีฟา

ทุกหลอด ตรวจพบรอยละ 100 จากนั้นไดประเมินประสิทธิภาพของชุดทดสอบโดยการศึกษาความแมนยําในตัวอยาง

น้ําดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ท่ีใหผลบวกจรงิตวัอยางละ 20 ตวัอยาง และผลลบจรงิตวัอยางละ 20 ตวัอยาง 

พบวาไมพบผลบวกลวงและผลลบลวง ไดคาความไว ความจําเพาะ และความถูกตองรอยละ 100 ทั้ง 3 ตัวอยาง

จากการศึกษาดังกลาวพบวาวิธีมีความถูกตองและเช่ือถือได เนื่องจากสารมาตรฐานพาราควอตที่ใชเตรียมตัวอยางมี

ใบรับรอง เครื่องมือที่ใช เชน ปเปตอัตโนมัติ ขวดวัดปริมาตร ผานการสอบเทียบ ขั้นตอนการเตรียมตัวอยางไมยุงยาก 

และ Blank matrix ไมมีสิ่งรบกวนอื่นใด จึงทําใหคาที่ไดมีความถูกตองสูง และในปงบประมาณ พ.ศ. 2566 ผูวิจัยมี

แผนพัฒนาตรวจหาปรมิาณพาราควอตในตวัอยางนํา้ดืม่ นํา้ลางกระเพาะเทยีม และปสสาวะ ดวยเครือ่งมอืพเิศษ High 

performance liquid chromatography สําหรับผลการศึกษาความคงตัวของชุดทดสอบ (Stability) ไดเตรียมชุด

ทดสอบและเปรียบเทียบโดยแบงชุดทดสอบแตละรุนการผลิตเก็บที่อุณหภูมิหอง และเก็บในโถดูดความช้ืน พบวาชุด

ทดสอบเกบ็ทีอ่ณุหภมิูหองเกบ็ไดไมนาน อาจเนือ่งจากสารเคมทีีใ่ชเตรยีมชุดทดสอบ เชน Sodium dithionite มคีวาม

เสถยีรปานกลางเปนสารดูดความชืน้ไดงาย(15)  เพ่ือปองกนัความชืน้โดยเกบ็ชดุทดสอบในโถดดูความชืน้ทัง้นีเ้พือ่ใหมอีายุ

การใชงานนาน จะเห็นวาชุดทดสอบเก็บท่ีอุณหภูมิหองไดนาน 1 เดือน สวนชุดทดสอบท่ีเก็บในโถดูดความช้ืนสามารถ

เก็บไดนาน 5 เดือน จากการวิจัยคร้ังน้ีผูวิจัยตองการเปรียบเทียบสารเคมีท่ีใชเตรียมในแตละรุนมีความแตกตางกัน

หรือไม เน่ืองจากสารเคมีบางชนิดช้ืนไดงาย แตจากการเปรียบเทียบการเตรียมชุดทดสอบ จํานวน 8 รุน พบวาไมแตกตาง

เพราะฉะน้ันการศึกษา Stability ควรศึกษาหรือเตรียมชุดทดสอบพรอมกันในคร้ังเดียว 

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบข้ันตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล ใชหลักการทางเคมี (Dithionite 

test) ทําปฏิกิริยาระหวางพาราควอตกับ Sodium azide ในสภาพดาง ซ่ึงจากการเตรียมชุดทดสอบไดผสมสารท่ีทําให

เปนดาง รวมในแคปซูลดังกลาว(10) ไดแก Sodium dithionite, Disodium tetraborate และ Sodium bicarbon-

ate  ซ่ึงสารแตละชนิดมีคุณสมบัติทางเคมีเปนดาง คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 8.5, 9.2 และ 8.6 ตามลําดับ(15, 16, 17)  

จากการทดสอบความใชไดของวิธี พบวา วิธีมีคาความถูกตองเทากับ 100% แตดวยขอจํากัดของชุดทดสอบสามารถใช

ตรวจตวัอยางทีม่ลีกัษณะใสและไมขุน สาํหรบัตวัอยางทีม่สีเีขมใหตรวจดวยเครือ่งมอืพเิศษ เชน Ion exchange, High 

performance liquid chromatography เปนตน สวนตัวอยางปสสาวะของคนปกติสามารถตรวจหาพาราควอตดวย

วิธีนี้ได สีไมรบกวนผลทดสอบ ไดคาความถูกตองเทากับ 100% สําหรับตัวอยางที่มีตะกอนใหปนแยกตะกอนนําสวน

ใสไปทดสอบทําใหการสังเกตสีของปฏิกิริยาชัดเจนขึ้น อยางไรก็ตามปฏิกิริยาการเกิดสีฟาหรือสีนํ้าเงินของพาราควอต

หรือ เมทิลไวโอโลเจนกับสารไดไธโอไนท ในสภาวะดางจะไมคงตัวและจะจางหายไปในเวลาไมนานเมื่อถูกแสง

พาราควอตก็จะถูก reoxidized กลับมาสู oxidized form ท่ีไมมีสีไดโดยงาย(3)  ดังน้ันจึงตองสังเกตปฏิกิริยาการเกิดสี

ภายใน 5 นาที หลังจากทดสอบ สําหรับตัวเทียบผลบวกผูวิจัยไดเลือกใชกระดาษเทียบผลบวกท่ีมีความเขมขน 1  µg/ml 

เน่ืองจากเปนคาความไว หรือคาขีดจํากัดของการตรวจพบพาราควอต ในตัวอยางน้ําลางกระเพาะเทียม กรณีท่ีสนับสนุน

ชุดทดสอบพาราควอตใหกับโรงพยาบาลเพ่ือใชตรวจตัวอยางผูปวยซ่ึงสวนใหญเปนตัวอยางน้ําจากกระเพาะอาหาร

จึงเปนท่ีมาของการเลือกใชกระดาษเทียบผลบวกท่ีความเขมขน 1  µg/ml หลังจากพัฒนาชุดทดสอบดังกลาวแลวเสร็จ
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ยังไมมีตัวอยางจริง มีเพียงแตไดเตรียมตัวอยางทดสอบ (unknown) และเตรียมชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล 

สงใหกับโรงพยาบาลท่ีเขารวมโครงการรวม 20 แหง ท้ังน้ีเพ่ือใหเจาหนาท่ีหองปฏิบัติการชันสูตรของโรงพยาบาล

มีทักษะ และเตรียมความพรอมทางหองปฏิบัติการจึงมีความสําคัญย่ิง แมวาจะมีประกาศแบนพาราควอต จากประกาศ

ในพระราชกิจจานุเบกษา ซ่ึงมีผลบังคับใชต้ังแต 1 มิถุนายน 2563 เปนตนไป(18) แตเม่ือวันท่ี 25 กันยายน 2563

มรีายงานจากศูนยฉลาดซ้ือมูลนิธเิพ่ือผูบรโิภค มกีารตรวจพบพาราควอตในตวัอยางปรูอยละ 33 จากตวัอยาง 24 ตวัอยาง

ใน 6 จังหวัดภาคเหนือ(19)  แสดงวาประเทศไทยยังคงมีการนําพาราควอตมาใชงานหรืออาจจะมีการลักลอบเขามาและ

นํามาใชในทางท่ีผิด การเตรียมความพรอมทางหองปฏิบัติการและมีชุดทดสอบพาราควอตชนิดแคปซูล พรอมใชงาน 

ซ่ึงเปนวิธีท่ีพัฒนาข้ึนใหม การใชงานงาย สะดวก เหลือเพียงข้ันตอนเดียว ทราบผลเร็วภายใน 5 นาที อีกท้ังสามารถ

นําไปทดสอบตัวอยางน้ําในภาคสนามกรณีเรงดวนหรือเฝาระวัง ปองกันการปนเปอนของสารพาราควอตได รวมท้ัง

พกพาสะดวก ซ่ึงแตกตางกับชุดน้ํายาทดสอบพาราควอตแบบเดิมชนิด 2 ข้ันตอน วิธีการทดสอบตองเติมน้ํายา ชนิด A 

และผงเคมี B การใชงานคอนขางยุงยาก ไมสะดวก และทําใหเสียเวลา การตรวจพิสูจนพาราควอตใหรวดเร็วจึงมีความ

สําคญัเปนอยางยิง่โดยเฉพาะผูปวยท่ีไดรบัโดยการกนิ หากตรวจพบวาไดรบัสารพษิพาราควอตแพทยสามารถชวยเหลอื

ผูปวยและใหยาแกพิษไดทันทวงที

                                                          

สรุป

การพัฒนาชุดทดสอบพาราควอตแบบขั้นตอนเดียวในรูปแบบแคปซูล พบวาวิธีนี้มีความถูกตอง ใชงานงาย 

ลดข้ันตอนการทดสอบเหลือเพียงขั้นตอนเดียว สะดวก รวดเร็ว และเหมาะสมที่จะนําไปใชตรวจพิสูจนพาราควอต

ในตัวอยางนํ้าดื่ม นํ้าลางกระเพาะเทียม และปสสาวะได

กิตติกรรมประกาศ

ผูวจัิยขอขอบคณุ นายวิชยั ปราสาททอง ผูอํานวยการศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่7 ขอนแกน ทีใ่หคําปรกึษา 

ขอเสนอแนะรวมทั้งขอคิดเห็นตางๆ ขอขอบคุณนายวรศักดิ์ อินทรชัย ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 9 นครราชสีมา, 

นายวัชรชัย รุจิโรจนกุล ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 6 ชลบุรี และนายราเมศ กรณีย ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3

นครสวรรค ทีส่นับสนุนสารมาตรฐานสําหรับงานวิจยัครัง้นี ้และขอขอบคุณนางลกัษกิา ทองเรอืงศร ีโรงพยาบาลปะเหลียน 

ที่ชวยตรวจทานตนฉบับ
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Development of One-Step Paraquat Test Kit

Jintana Krodtem1 Sarinya Rittinium1 Thammawut Chumark1 and Laksika Thongruangsri2

1Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang, Department of Medical Sciences, Amphoe Muang, Trang 
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ABSTRACT Paraquat is a herbicide that is widely used and has serious harmful effects on humans and 

animals. Science 1998, The Regional Medical Sciences Center 12/1 Trang set up a 2-step paraquat test 

kit and supported to hospitals used for testing specimens derived from the patients that were suspected 

to be exposed to paraquat. In 2019, the one-step paraquat test kit was developed in capsule form in 

order to reduce process and time for testing in drinking water, simulated gastric content and urine 

samples. The results showed that the test kit could be used for testing paraquat with highly specific 

reaction. The limit of detection of paraquat in drinking water, simulated gastric content and urine 

samples were 0.7, 1.0 and 2.0 µg/ml, respectively. The test kit showed the perfect performance of 

sensitivity, specificity, and accuracy at 100 percent. The test kit could be stored at room temperature for 

1 month and in a desiccator for 5 months. In conclusion, the one-step paraquat test kit developed in this 

study is easy to use with quick result and suitable for testing in drinking water, simulated gastric content 

and urine samples.

Keywords: Paraquat, Test kit, Herbicide
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บทคัดยอ การศกึษานีม้วีตัถปุระสงคเพือ่เปรยีบเทยีบปรมิาณรงัสกีระเจงิ (Scatter radiation) จากเครือ่งเอกซเรยเคลือ่นที่ 

(Portable X-ray) ย่ีหอ SHIMADZU รุน Mobile Art Evolution และ FUJI FILM แบบ Full DR รุน FDR GO 

Plus ของโรงพยาบาลนครปฐม โดยการวิเคราะหปริมาณรังสีกระเจิง ทิศทางและระยะท่ีปลอดภัยของผูปฎิบัติงานดานรังสี

และบุคคลท่ัวไปจากการถายภาพรังสีดวยเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี ดําเนินการวิเคราะหทิศทางท่ี 0, 45, 90, 135, 180, 225, 

270 และ 315 องศา ท่ีระยะหาง 0.5, 1.5, 3.0 และ 4.0 เมตร โดยวัดจากพ้ืน 80 เซนติเมตร ซ่ึงเทียบไดกับตําแหนงของ

Gonad ของคนสูง 175 เซนติเมตร และใกลเคียงความสูงของเตียงผูปวย ใชเทคนิคถายภาพรังสีเอกซเรยปอดทานอนหงาย 

(Chest AP Supine) ใชแผนรับภาพรังสีขนาด 14 × 17″ ต้ังคาเทคนิค 85 kVp, 1.6 mAs 70 kVp, 0.63 mAs สําหรับ

ผูปวยเด็ก และใชเทคนิคถายภาพรังสีกระดูกเชิงกราน (Pelvic AP) ต้ังคาเทคนิค 85 kVp, 3.2 mAs ท่ีระยะ 100 เซนติเมตร 

โดยการใชเคร่ืองสํารวจรังสี (Survey meter) ผลการทดลองพบวาปริมาณรังสีกระเจิงแปรผันกับระยะหางจากตัวผูปวย แต

ไมข้ึนกับทิศทางผูปฎิบัติงานดานรังสีและประชาชนท่ัวไป ท่ีไดรับปริมาณรังสีกระเจิงไมเกินคาขีดจํากัดการไดรับรังสี ไมเกิน 20 

mSv/yr และไมเกิน 1 mSv/yr ตามลําดับ เพื่อความปลอดภัยในการปฏิบัติงาน ผูปฏิบัติงานควรอยูหางจากหลอดเอกซเรย

ที่ระยะมากกวา 4 เมตร และมุมที่ปลอดภัย คือ 0 องศา และควรสวมเสื้อตะกั่วปองกันรังสี

คําสําคัญ: รังสีกระเจิง, การปองกันอันตรายจากรังสี, เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่



ปริมาณรังสีกระเจิงและการปองกันอันตรายจากรังสีจากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่     วสัน บุตรพา

661วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

บทนํา

ปจจุบันงานดานรังสีวินิจฉัยมีความสําคัญในการชวยแพทยวินิจฉัยโรค ซึ่งในแตละวันมีผูเขารับบริการ

ทางรังสีของกลุมงานรังสีจํานวนมาก เชน เครื่องเอกซเรยคอมพิวเตอร เอกซเรยทั่วไป เอกซเรยแบบฟลูโอโรสโคป 

เครื่องเอกซเรยเคล่ือนที่เปนเครื่องมือในงานดานรังสีวินิจฉัยที่ใชรังสีในการวินิจฉัยโรคเบื้องตนในทางการแพทย

ใชในการเอกซเรยสวนตาง ๆ  สําหรับผูปวยที่มีอาการหนักหรือเคลื่อนยายลําบาก ใชในการเอกซเรยที่หอผูปวย

หองผาตัดและสถานท่ีอ่ืน ๆ  เปนระบบ DR สามารถดูภาพทางรังสีจากจอคอมพิวเตอรจากเคร่ืองได ทําใหรักษาผูปวย

เบ้ืองตนไดรวดเร็วและปลอดภัยทําใหอัตราการเสียชีวิตและพิการนอยลง ในการใหบริการตองคํานึงถึงปริมาณรังสี

ท่ีเหมาะสมและความปลอดภัยของผูปวย เจาหนาท่ี และบุคคลรอบขาง ตองคํานึงถึง International Commission 

on Radiological Protection (ICRP)(1) ไดกําหนดเปาหมายการปองกันรังสีเพ่ือหลีกเล่ียงการเกิด deterministic 

effects อีกท้ังลดโอกาสการเกิด stochastic effects รังสีเอกซมีผลการเกิดท้ัง 2 กรณี ใหอยูในระดับท่ียอมรับไดและ

พิจารณานํารังสีไปใชในปริมาณนอยท่ีสุด โดยกอใหเกิดประโยชนสูงสุด การปองกันอันตรายจากรังสีจําเปนตองมีการ

จัดเตรียมปจจัย เชน การจัดสถานท่ีใหเหมาะสม การวางแผนการกอสราง การติดต้ังอุปกรณและท่ีสําคัญ คือ ความพรอม

ของบุคลากรและเคร่ืองมือ อุปกรณปองกัน เชน เส้ือตะก่ัว ไทรอยดชิลด บุคลากรท่ีปฏิบัติงานเก่ียวกับรังสีจะตอง

มีความรูเก่ียวกับการปองกันอันตรายจากรังสีและวิธีปองกันอันตรายจากรังสี และสามารถปฏิบัติงานไดถูกตองตาม

ข้ันตอนอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากน้ันจะตองมีเคร่ืองมือท่ีชวยในการปองกันอันตรายจากรังสี เพ่ือใหทํางาน

ไดอยางความปลอดภัยและสะดวกย่ิงข้ึน บุคลากรท่ีปฏิบัติงานทางดานรังสีควรไดรับปริมาณรังสีใหนอยท่ีสุด

โดยยึดหลัก 3 ประการ ใหระยะหางมากท่ีสุดท่ีสามารถปฏิบัติงานได ใชเวลาในการเอกซเรยนอยท่ีสุด และใชฉากกําบัง(2)

ไดแก เส้ือตะก่ัว ไทรอยดชิลด

กลุมงานรังสีวิทยา โรงพยาบาลนครปฐม เปนหนวยงานดานรังสีวินิจฉัย มีการใหบริการเครื่องเอกซเรยแบบ

เคลือ่นที ่ณ หอผูปวยในแตละวันเปนจํานวนมาก เพือ่หาระยะและตําแหนงทีป่ลอดภยัแกผูปฏบิตังิาน เจาหนาทีป่ระจาํตึก

และบุคคลบริเวณใกลเคียง ไดรับปริมาณรังสีนอยที่สุดในการถายภาพเอกซเรยจากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ เจาหนาที่

แมจะใสเครื่องปองกันแลว อาจไมเพียงพอในการปองกันอันตรายตอเจาหนาที่ผูปฏิบัติงานและผูปวย ซึ่งมีการกําหนด

ปริมาณรังสีสูงสุดที่ยอมรับไดสําหรับเจาหนาที่ใชเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ในการวินิจฉัย โดยคา effective dose เฉลี่ย

ในระยะเวลา 5 ป ไมเกิน 20 millisieverts per year (mSv/yr) ถือวาปลอดภัยจากรังสี(3) 

การศึกษาน้ีเปนการวัดปริมาณรังสีกระเจิงเพ่ือหาระยะ ทิศทาง และตําแหนงอันตรายจากรังสีรอบๆ 

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ เพื่อปองกันปริมาณรังสีกระเจิงที่เจาหนาที่ผูปฏิบัติงาน เจาหนาที่ประจําตึก และบุคคลบริเวณ

ใกลเคียงซึ่งจะไดรับขณะทําการถายภาพรังสี

วัสดุและวิธีการ

วัสดุอุปกรณ

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ยี่หอ SHIMADZU รุน Mobile Art Evolution หมายเลขเครื่อง: 0162s90607 

kV 125 mA/mAs เครื่องมือทดสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรย 1. RTI Model Barracuda 320 mAs 2. เครื่องสํารวจ

ปริมาณรังสี Victoreen รุน 451P ตรวจสอบเมื่อวันที่ 19 ต.ค. 2559 หมายเลขทดสอบ  4059010596

เครื่องเอกซเรยเคล่ือนท่ียี่หอ FUJI FILM แบบ Full DR รุน FDR GO Plus หมายเลขเคร่ือง: 

MQ000128A028 kV 133 mA/mAs maximum 320 mAs เครื่องมือทดสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรย 1. RaySafe 

Model:X2 R/F S/N 266644 2. Fluke (Survey meter) Model:451P-DE-SI-RYR S/N 0000007930 

ตรวจสอบเมื่อวันที่ 24 ก.พ. 2563 หมายเลขทดสอบ 2001230147(4063001922) 
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เครือ่งสํารวจรงัสี (Survey meter) ผลิตภณัฑของ Fluke รุน 451P-DE-SI-RYR Serial Number: 6608

ผลิตโดยบริษัท Fluke Biomedical ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดรับการสอบเทียบวันที่ 11 ตุลาคม 2562 จากหองปฏิบัติการ

สอบเทียบเครื่องวัดรังสีมาตรฐานทุติยภูมิ กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ดังแสดงในภาพที่ 1

ภาพที่ 1 เครื่องสํารวจรังสี (Survey meter) ยี่หอ Fluke รุน 451P-DE-SI-RYR S/N: 6608

กลองเหล็กที่ใสเครื่องสํารวจรังสี ขนาด 29 × 39 × 16 เซนติเมตร เปรียบเทียบเมื่อถายภาพรังสีเมื่อผูปวย

นอนเตียง stretcher ที่มีพื้นเหล็ก

วิธีการศึกษา

วิธีการวัดปริมาณรังสีกระเจิงเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ วัดปริมาณรังสี (Radiation output) ของ

เครือ่งเอกซเรย FUJI FILM และ SHIMADZU (จากผลการทดสอบเครือ่งเอกซเรย ศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่5

สมุทรสงคราม) การตรวจสอบปริมาณรังสีของเครื่องเอกซเรยทั่วไปคือ การตรวจสอบความถูกตอง ความแมนยํา

และความเที่ยงตรงเปนสิ่งที่จําเปน หากเครื่องเอกซเรยที่ใชงานไมไดมาตรฐาน ปริมาณรังสีที่ผูปวยจะไดรับอาจจะ

มากเกินความจําเปน เคร่ืองเอกซเรยท่ัวไปเปนเครื่องมือที่ใช รังสีเอกซนอยเมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องมือ

ทางการแพทยอื่นๆ ที่ใชรังสีเอกซ แตก็ยังมีความเสี่ยงตอตัวผูปวย การทดสอบคาพารามิเตอรตาง ๆ  ที่เกี่ยวของกับ

การเกิดรังสีเอกซจึงจําเปนตองทําการทดสอบ ไดแก คากิโลโวลตสูงสุด (Kilovoltage peak: kVp) เวลาในการฉาย

(Exposure time) และปรมิาณรงัส ี(Radiation output) ในการตรวจสอบเครือ่งเอกซเรยวนิจิฉัยทัว่ไปทีใ่ชอปุกรณ

วัดปริมาณรังสีในการทดสอบ ไดแก 

คากิโลโวลตสูงสุด (Kilovoltage peak: kVp) เครื่องวัดคากิโลโวลตแบบ Non-Invasive X-ray 

Beam Analyzer การตั้งคาเครื่องเอกซเรย ตั้งคาเทคนิคการฉายรังสี โดยเลือกคาที่ใชในการถายภาพรังสีใหกับผูปวย

เชน 80 kV 20 mAs ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 5 สมุทรสงคราม ตั้งคาเทคนิคที่ 80 kV 10 mAs วางเครื่อง

วัดคากิโลโวลตใหรับรังสีปฐมภูมิตามคูมือการใชงาน ปรับขนาดของลํารังสีใหครอบคลุมหัววัด ฉายรังสี อยางนอย

5 ครั้ง ซึ่งศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 5 สมุทรสงคราม ฉายรังสี 6 ครั้ง ในการสอบเทียบเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ทั้ง 

2 เครื่อง  บันทึกความตางศักยหลอดที่อานไดจากเครื่องวัด ทําซํ้าโดยการปรับเปลี่ยนคากิโลโวลตไปที่คาที่ตองการจะ

ทดสอบ 

การวิเคราะห

สมการคํานวณความผิดพลาดความทําซ้ํา (kV) ไมเปล่ียนคา mA คารอยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

(Coefficient of variation)

                                          SD
%CV   =        ×  100

  X
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เมื่อ SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)

      

                    
χ คือ คาเฉลี่ยของคากิโลโวลตที่ไดจากการวัด
χ

i คือ คากิโลโวลตที่วัดไดครั้งที่ i

คากิโลโวลตที่วัดไดตางจากคาเฉลี่ยไมเกิน 2% (Coefficient of Variation < 0.02 for high frequency 

และ three phase) 

คากิโลโวลตที่วัดไดตางจากคาเฉลี่ยไมเกิน 5% (Coefficient of Variation < 0.05 for single phase 

full wave และ half wave) 

ความแมน (Accuracy)  เครื่องวัดคากิโลโวลตแบบ Non-Invasive X-ray Beam Analyzer การตั้งคา

เครื่องเอกซเรย  ปรับตั้งคากิโลโวลตที่แผงควบคุมที่ตองการวัด ตั้งคา mA และ time คงที่ 

วิธีการ วางเคร่ืองวัดคากิโลโวลตไวภายใตรังสีปฐมภูมิ ระยะจากจุดโฟกัสของหลอดเอกซเรยถึงเคร่ืองวัด

ตามคูมอืการใชงาน ปรบัขนาดของลาํรงัสใีหครอบคลมุหวัวดัรงัส ีทาํการฉายรงัส ีบนัทกึคากโิลโวลตทีต่ัง้และคาทีว่ดัได

ทําซํ้าโดยการปรับเปลี่ยนคากิโลโวลตไปที่คาที่ตองการจะทดสอบ

การวิเคราะห นําคาที่วัดไดมาคํานวณหาคาความผิดพลาดตามสมการดังตอไปนี้

  

           %ERROR  =

เมื่อ kVs คือ  คาความตางศักยหลอดที่ตั้ง

 kVm คือ  คาความตางศักยหลอดที่ไดจากการวัด

เวลาในการฉายรังสี (Exposure time) ความทําซ้ํา (Reproducibility) จากการวัด คาสัมประสิทธ์ิ

ความแปรปรวน (Coefficient of variation: CV) ตองมีคาไมเกิน 5% คาความแมนยํา (Accuracy) จากการวัด 

ตองมีคาความผิดพลาดไมเกิน ± 10% ของคาที่ตั้ง 

ปริมาณรังสี (Radiation output)

ความเปนเชิงเสน (Linearity) โดยใชเครื่องวัดปริมาณรังสีแผนตะกั่วกั้นรังสีกระเจิง โดยตั้งคาเครื่อง

เอกซเรย เชน 80 kV 0.05 s หรือ 0.1 s คงที่ เปลี่ยนคา mA หรือเปลี่ยนคา mAs  

วิธีการ ต้ังหัววัดในบริเวณพ้ืนท่ีรังสีปฐมภูมิ ระยะจากจุดโฟกัสหลอดเอกซเรยตามคําแนะนําการใชเคร่ืองวัด

ตั้งโหมดการวัดแบบการวัดปริมาณรังสีรวม (Integrate) วางแผนตะกั่วลดทอนรังสีกระเจิงจากบริเวณพื้นที่วางหัววัด 

ปรบัขนาดของลาํรงัสีใหคลุมพ้ืนท่ีขนาดของหวัวดั วดัคาปรมิาณรงัสทีีค่า mA หรอื mAs เทาทีส่ามารถวดัไดในทางปฏบิตัิ 

การวิเคราะห คํานวณคาปริมาณรังสีตอคาเทคนิคท่ีต้ัง    

โดยการหารคาปริมาณรังสีที่วัดไดดวยคา mAs ที่ตั้ง จับคูคา X ของ mA หรือ mAs ที่อยูติดกัน คํานวณ

หาคาสัมประสิทธิ์ความเปนเชิงเสน 

% สัมประสิทธิ์ความเปนเชิงเสน   =   

SD

kV
m
- kV

s  × 100
      kV

m

X
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ความทาํซํา้ (Reproducibility) โดยใชเครือ่งวดัคาเวลาหรอืเครือ่งวดัรงัสชีนดิ Non-Invasive ทีส่ามารถ

วัดคาเวลาการฉายรังสีไดโดยตั้งคา kV, mA และ time คงที่ เชน 80 kV 200 mA และ 0.05 s หรือ 0.1 s 

วิธีการ ต้ังเคร่ืองวัดในบริเวณพ้ืนท่ีรังสีปฐมภูมิ ระยะจากจุดโฟกัสหลอดเอกซเรยตามคําแนะนําการใช เคร่ือง

วัดปรับขนาดของลํารังสีใหคลุมพ้ืนท่ีขนาดของหัววัด ฉายรังสีอยางนอย 5 คร้ัง โดยต้ังคาเวลาท่ีใชงานประจํา 

การวิเคราะห นําผลท่ีไดมาคํานวณตามสมการคารอยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน 

                                             SD
% CV   =        ×  100

  X

 เมื่อ SD คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation)

χ คือ คาเฉลี่ยของคากิโลโวลตที่ไดจากการวัด 
χ

i คือ คาที่วัดไดครั้งที่ i

คาปริมาณรังสีที่วัดไดตางจากคาเฉลี่ยไมเกิน 5% (Coefficient of Variation < 0.05)(4)

ความเปนเชิงเสนแบงการตรวจสอบเปน 2 กรณี คือ 

กรณีเครื่องเอกซเรยตั้งคาแบบมิลลิแอมแปร (mA linearity) สัมประสิทธิ์ความเปนเชิงเสน ตองมีคา

ไมเกิน 10% 

กรณีเคร่ืองเอกซเรยต้ังคาแบบผลคูณระหวางกระแสกับเวลา (mAs linearity) สัมประสิทธ์ิความเปน

เชิงเสนตองมีคาไมเกิน 20%(5)

การวัดปริมาณรังสีกระเจิง ยกหัวหลอดเอกซเรยไปดานหนาโดยขั้วบวกอยูทางซาย ขั้วลบอยูทางขวา กําหนด

ระยะทางจากตนกาํเนิดรงัสีถงึจุดวัดปริมาณรงัสีกระเจงิทีร่ะยะ 0.5, 1.5, 3.0 และ 4.0 เมตร ตามลาํดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 2

โดยรอบหัวหลอดเอกซเรยตามมุม 360 องศา ท่ี 0, 45, 90, 135 และ 180, 215, 270 และ 315 องศา ตามลําดับ

นํากลองเหล็กท่ีใสเคร่ืองสํารวจรังสี (Survey meter model) ขนาด 29 × 39 × 16 เซนติเมตร วางบนโตะไม

ท่ีความสูง 80 เซนติเมตร เทียบไดกับตําแหนงของ Gonad ของคนสูง 175 เซนติเมตร และใกลเคียงความสูงของเตียง

ผูปวย กําหนดคาเทคนิคท่ีใชจริงในการถายภาพเอกซเรยปอดทานอน (Chest AP Supine) ในผูปวยเด็ก 70 kVp, 

0.63 mAs และผูปวยผูใหญ 85 kVp, 1.6 mAs การถายภาพเอกซเรยกระดูกสะโพก (Pelvic) 85 kVp, 3.2 mAs 

ซ่ึงคาเทคนิคท้ัง 3 คา เปนคาเทคนิคท่ีใชในการถายภาพทางรังสีจากเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ีของโรงพยาบาลนครปฐม

ท่ีใหรายละเอียดของภาพและผูปวยไดรับประมาณรังสีนอย วัดปริมาณรังสีกระเจิงของเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ีย่ีหอ 

SHIMADZU รุน Mobile Art Evolution และ FUJI FILM แบบ Full DR รุน FDR GO Plus โดยวัดตําแหนง

ที่กําหนดตําแหนงละ 3 ครั้ง ดังแสดงในภาพที่ 3

การวิเคราะหขอมูล 

นาํคาปริมาณรงัสีกระเจิงท่ีไดจากการวัด 3 ครัง้ ของแตละจดุทีกํ่าหนดมาวเิคราะหขอมลูโดยโปรแกรมสาํเรจ็รปู 

Data analysis ของ EXCEL 2010 ประกอบดวย คาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิง และสวนเบี่ยงเบนมาตราฐาน (SD)

คํานวณหาปริมาณรังสีกระเจิงท่ีไดรับตอป (mSv/yr) คือปริมาณรังสีกระเจิง (mSv) ×  จํานวนเวลาท่ีทําการ

เอกซเรย/วัน × จํานวนวัน/สัปดาห × 52 สัปดาห/ป

SD
n
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ผล

ผลจากการวัด Radiation output และประมาณรังสีกระเจิง

ปริมาณรังสี (Radiation output)(4, 5)  ผลจากการสอบเทียบเคร่ืองเอกซเรยท่ัวไปเพ่ือทดสอบความตางศักด์ิ

ของหลอด (คากิโลโวลต, kV) ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 5 สมุทรสงคราม ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ 

SHIMADZU และ FUJI FILM โดยตั้งคาเทคนิคคงที่ คือ  80 kV 10 mAs ที่ระยะ 50 เซนติเมตร ฉายรังสี 

6 คร้ัง ผลคาเฉล่ีย (Avg) เคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี SHIMADZU และ FUJI FILM เทากับ 79.64 kVp และ 81.02 

kVp คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) เทากับ 0.05 และ 0.20 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 1 ความทําซ้ําการวัด

ภาพที่ 2  ตําแหนงที่ทําการวัดปริมาณรังสีกระเจิง

ภาพที่ 3  การวัดปริมาณรังสีกระเจิงของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ FUJI FILM (A) และ SHIMADSU (B)

 A B
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คาปริมาณรังสี (Radiation Output) ในการวัดทดสอบของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 5 สมุทรสงคราม ผลท่ีได

คือ เคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี SHIMADZU ใหคาเทคนิค 80 kV 10 mAs โดยไมเปล่ียน mAs  ผลท่ีไดจากการวัด

ปริมาณรังสี (mR) ปริมาณรังสีต่ําสุดเทากับ 244.93 ปริมาณรังสีสูงสุดเทากับ 245.37 ผลคาเฉล่ีย (Avg) เทากับ 245.22 

คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) เทากับ 0.15 คารอยละสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (Coefficient of Variation)

เทากับ 0.06 ดังแสดงในตารางที่ 1 เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ FUJI FILM ผลที่ไดจากการวัดปริมาณรังสี (mR) 

ปริมาณรังสีตํ่าสุดเทากับ 204.50 ปริมาณรังสีสูงสุดเทากับ 224.2 ผลคาเฉลี่ย (Avg) เทากับ 220.00 คาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) เทากับ 7.76 คารอยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (Coefficient of Variation) เทากับ 3.53 

ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  ผลการทดสอบเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ (80 kV, 10 mAs, ระยะ 50 เซนติเมตร)

ครั้งที่ 1 2 3 4 5 6 CV% SD Avg

คาความตางศักย
S 79.61 79.66 79.66 79.69 79.55 79.69 0.07 0.05 79.64

F 81.30 80.80 80.80 81.00 81.20 81.020 0.25 0.20 81.02

ปริมาณรังสี
S 244.93 245.29 245.28 245.22 245.2 245.37 0.06 0.15 245.22

F 223.10 223.90 224.20 224.30 204.50 220.00 3.53 7.76 220.00

หมายเหตุ  S  = SHIMADZU , F = FUJI FILM

ผลจากการสอบเทียบเครื่องเอกซเรยทั่วไปเพื่อทดสอบความตางศักดิ์ของหลอด (คากิโลโวลต, kV) เพื่อ

หาคาความแมน (Accuracy) ของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 5 สมุทรสงคราม โดยตั้งคาเทคนิคที่ 16 mAs โดย

เปลี่ยนคา kV ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU คาเทคนิค 3 คา ที่ 60, 70, 80 kV ผลคาความตางศักดิ์ที่วัด

เทากับ 60.17, 69.43, 78.94 kVp ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 ผลของคาเปอรเซ็นตสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน

(% CV) คาความตางศักดิ์ (kV) ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU คือ -1.33 % ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางท่ี 2 คากระแสไฟฟาผานหลดเอกซเรยสูงสุด (16 mAs, ระยะ 50 เซนติเมตร) ของเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี 

 SHIMADZU

                   ครั้งที่ 1 2 3 Max

Set kV 60.00 70.00 80.00 80.00

ความตางศักดิ์ของหลอด (kV) 60.17 69.43 78.94 78.94

รอยละคาความตางศักย (%kv Diff) 0.28 -0.82 -1.33 -1.33

ผลจากการสอบเทียบเครือ่งเอกซเรยท่ัวไปเพือ่ทดสอบความตางศกัดิข์องหลอด (คากิโลโวลต, kV) เพือ่หาคา

ความแมน (Accuracy) ของศนูยวิทยาศาสตรการแพทยที ่5 สมทุรสงคราม โดยตัง้คาเทคนิคที ่16 mAs โดยเปลีย่นคา 

kV ของเครือ่งเอกซเรยเคล่ือนท่ี FUJI FILM คาเทคนิค 4 คา ที ่60, 70, 80, 90 kV  ผลคาความตางศกัดิที์ว่ดัไดเทากับ 

60.90, 70.10, 80.60 และ 91.05 kVp ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางที ่3 ผลของคาเปอรเซน็ตสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน 

(% CV) คาความตางศักดิ์ (kV) ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU คือ 1.67% ดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่ 3  คากระแสไฟฟาผานหลดเอกซเรยสูงสุด (16 mAs, ระยะ 50 เซนติเมตร) ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่

 FUJI FILM 

                       ครั้งที่ 1 2 3 4 Max

Set kV 60.00 70.00 80.00 90.00 90.00

ความตางศักดิ์ของหลอด (kV) 60.90 70.10 80.60 91.50 91.50

รอยละคาความตางศักย (%kv Diff) 1.50 0.14 0.75 1.67 1.67

ผลการตรวจสอบปริมาณรังสี (Radiation output)

คากระแสผานหลอดเอกซเรยหรือความเปนเชิงเสน (Linearity) ในการวัดทดสอบของศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 5 สมุทรสงครามเคร่ืองเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU ใหคาเทคนิค 80 kV แลวเปลี่ยนคา mAs

ที่ 1, 1.6, 20 mAs ผลที่ไดจากการวัดปริมาณรังสี (mR) เทากับ 245.28, 240.92 และ 240.15 ตามลําดับ กระแส

ผานหลอดเอกซเรย (Linearity) เทากับ  0.90 ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบปริมาณรังสี (80 kV ระยะ 50 เซนติเมตร) ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU

ครั้งที่ 1 2 3 Max

คาเทคนิค mA 10 16 20 20

คาเทคนิค mAs 1 1.6 2 2

ความตางศักดิ์ของหลอด (kV) เปลี่ยนคา mA 79.66 78.94 78.90 78.90

ความแมนคาความตางศักดิ์ของหลอดเปลี่ยนคา mA 79.66 78.94 78.90 78.90

รอยละคาความตางศักย (%kv Diff) -0.43 -1.33 -1.37 -1.37

ปริมาณรังสี (mR) 245.28 385.47 480.30 480.30

mR/mAs 245.28 240.92 240.15

คากระแสผานหลอดเอกซเรย (Linearity) 0.90   0.90    0.16 0.90

หมายเหตุ: การวัดความเปนเชิงเสน (Linearity) โดยเปลี่ยนคา mAs ใหคงคา kV เพื่อวัดคา Dose การคํานวณใหจับคูกันโดย
 ใชคา mR/mAs ที่ติดกัน

คากระแสผานหลอดเอกซเรยหรือความเปนเชิงเสน (Linearity) ในการวัดทดสอบของศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 5 สมุทรสงคราม เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ FUJI FILM ใหคาเทคนิค 80 kV แลวเปลี่ยนคา mAs ที่ 10 

และ 16 mAs ผลที่ไดจากการวัดปริมาณรังสี (mR) เทากับ 220 และ 325 คากระแสผานหลอดเอกซเรย (Linearity) 

เทากับ 3.97 ดังแสดงในตารางที่ 5
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ตารางที่ 5 ผลการตรวจสอบปริมาณรังสี (80 kV ระยะ 50 เซนติเมตร) ของเครื่องเอกซเรยเคล่ือนที่ FUJI FILM 

 ครั้งที่ 12 Max

ครั้งที่ 1 2 Max

คาเทคนิค mAs 10.00 16.00 16.00

ความตางศักด์ิของหลอด (kv) เปล่ียนคา mA 81.02 80.60 80.60

ความแมนของความตางศักดิ์ของหลอด เปลี่ยนคา mA 81.02 80.60 80.60

รอยละคาความตางศักย (%kv Diff) 1.28 0.75 1.28

ปริมาณรังสี(mR) 220.00 325.00 325.00

mR/mAs 22.00 20.32 20.32

คากระแสผานหลอดเอกซเรย (Linearity) 3.97 3.97 3.97

หมายเหตุ:  การวัดความเปนเชิงเสน (Linearity) โดยเปล่ียนคา mAs ใหคงคา kv เพ่ือวัดคา Dose การคํานวณใหจับคูกัน
 โดยใชคา mR/mAs ท่ีติดกัน

ผลคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิง ผลคาเฉลี่ยที่ไดจากการวัดปริมาณรังสีกระเจิงของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนท่ี

ตามระยะ 0.5, 1.5, 3.0 และ 4.0 เมตร ตามลาํดบั โดยรอบหวัหลอดเอกซเรยตามมมุ 360 องศา ที ่0, 45, 90, 135, 180, 

215, 270 และ 315 องศา ตามลําดับ ตั้งคาเทคนิค 85 kVp, 3.2 mAs, 85 kVp, 1.6 mAs และ 70 kVp, 0.63 mAs 

ดังแสดงในตารางที่ 6 ชวงปริมาณรังสีกระเจิงของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU และ FUJI FILM จะมาก

ถาอยูใกลหัวหลอดเอกซเรยและคาเทคนิคท่ีมากกวา และความสัมพันธระหวางปริมาณรังสีกระเจิงกับระยะทางท่ีเพ่ิมข้ี

นของเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี SHIMADZU และ FUJI FILM บริเวณตําแหนงท่ีไดรับปริมาณรังสีกระเจิงนอยท่ีสุด

ของเคร่ืองเอซเรยเคล่ือนท่ีท้ัง 2 เคร่ือง คือ ท่ีระยะ 1.5 เมตร ข้ึนไป ท่ีตําแหนง 0 องศา 

คาเฉล่ียปริมาณรังสีกระเจิงท่ีสูงสุด 

ผลจากการวัดคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZU ทั้ง 3 คาเทคนิค

วัดคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงมากที่สุด คือ ตําแหนงมุม 180 องศา และเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ FUJI FILM

วัดคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงที่สูงสุดของคาเทคนิค 85 kV, 3.2 mAs คือ ตําแหนงมุม 135 องศา คาเทคนิค 85 kV,

1.6 mA s และ 70 kV, 0.63 mAs คือ ตําแหนงมุม 45 องศา

คาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงที่ตํ่าสุด 

ผลจากการวัดคาเฉล่ียปริมาณรังสีกระเจิงของเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี SHIMADZU คาเฉล่ียปริมาณรังสี

กระเจิงท่ีต่ําสุด คือ ตําแหนงมุม 215, 315, 270 องศา ท่ีระยะ 0.5 เมตร ตามลําดับ และท่ีตําแหนง 0 องศา ท่ีระยะ 

1.5 เมตร ข้ึนไป เคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี FUJI FILM คาเฉล่ียปริมาณรังสีกระเจิงท่ีต่ําสุด คือ ตําแหนงมุม 180, 

90, 215 องศา ระยะ 0.5 เมตร และท่ีตําแหนง 0 องศา ท่ีระยะ 1.5 เมตร ข้ึนไป ดังแสดงในตารางท่ี 7
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ตารางท่ี 6  ปริมาณรังสีกระเจิงท่ีระยะและมุมตางๆ ของเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ี 

ระยะทาง
(เมตร)

มุม
(องศา)

ปริมาณรังสีทุติยภูมิ (µSv/h)

85 kVp, 3.2 mAS 85 kVp, 1.6 mAS 70 kVp, 0.63 mAS

S F S F S F
คาเฉลี่ย SD คาเฉลี่ย SD คาเฉลี่ย SD คาเฉลี่ย SD คาเฉลี่ย SD คาเฉลี่ย SD

0.5 0 7,800 0 7,867 306 3,347 25 3,533 58 927 25 1,333 58

45 7,500 520 7,500 1,039 3,150 90 4,200 289 900 90 1,440 392

90 7,800 520 7,200 900 3,330 52 3,000 275 870 52 1,140 137

135 8,100 0 8,700 520 3,120 52 3,090 275 930 52 1,650 187

180 8,400 520 6,900 520 4,020 52 3,930 52 1,020 52 1,260 392

215 7,200 0 8,400 520 3,300 52 3,180 104 960 52 1,110 104

270 7,800 520 8,400 520 3,450 52 3,870 180 840 52 1,260 90

315 8,100 0 8,100 0 3,060 52 3,480 187 960 52 1,470 364

1.5 0 40 0 10 0 19 0 7 0 2 0 2 0

45 833 58 833 115 350 10 467 32 100 10 160 44

90 867 58 800 100 370 6 333 31 97 6 127 15

270 867 58 933 58 383 6 430 20 93 6 140 10

315 900 0 900 0 340 6 387 21 107 6 163 40

3 0 10 0 3 0 5 0 2 0 1 0 1 0

45 208 14 208 29 88 3 117 8 25 3 40 11

90 217 14 200 25 93 1 83 8 24 1 32 4

135 225 0 242 14 87 1 86 8 26 1 46 5

180 233 14 192 14 112 1 109 1 28 1 35 11

215 200 0 233 14 92 1 88 3 27 1 31 3

270 217 14 233 14 96 1 108 5 23 1 35 3

315 225 0 225 0 85 1 97 5 27 1 41 10

4 0 6 0 1 0 3 0 1 0 0 0 0 0

45 117 8 117 16 49 1 66 5 14 1 23 6

90 122 8 113 14 52 1 47 4 14 1 18 2

135 127 0 136 8 49 1 48 4 15 1 26 3

180 131 8 108 8 63 1 61 1 16 1 20 6

215 113 0 131 8 52 1 50 2 15 1 17 2

270 122 8 131 8 54 1 60 3 13 1 20 1

315 127 0 127 0 48 1 54 3 15 1 23 6
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ตารางที่ 7  ปริมาณรังสีกระเจิงกับมุมองศาของคาเทคนิคที่กําหนด

เคร่ืองเอกซเรย
เคล่ือนท่ี
คาเทคนิค

ระยะทาง 
(เมตร)

ปริมาณรังสีกระเจิงสูงสุด
ณ มุม (องศา)

ปริมาณรังสีกระเจิงตํ่าสุด
ณ มุม (องศา)

85kVp,
3.2 mAS

85kVp, 
1.6 mAs

70kVp,
0.63 mAs

85kVp,
3.2 mAS

85 kVp,
1.6 mAs

70 kVp,
0.63mAs

S 0.5 180 180 180 215 315 270

1.5 180 180 180 0 0 0

3.0 180 180 180 0 0 0

4.0 180 180 180 0 0 0

F 0.5 135 45 45 180 90 215

1.5 135 45 45 0 0 0

3.0 135 45 45 0 0 0

4.0 135 45 45 0 0 0

นําผลคาเฉล่ียปริมาณรังสีกระเจิงโดยใชคาเฉล่ียปริมาณรังสีกระเจิงสูงสุดมาคํานวณคาปริมาณรังสีท่ีไดรับจาก

เคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ีท้ัง 3 คาเทคนิค ท่ีใชในการวัดคาปริมาณรังสีกระเจิง โดยท่ัวไปแลวโรงพยาบาลนครปฐมใชงาน

เคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ีเฉล่ีย 0.5 ช่ัวโมงตอวัน (ระยะเวลาเฉล่ียท่ีทําการเอกซเรย) โดยใชงาน 5 วันตอสัปดาห และ 52 

สัปดาหตอป จะไดคาปริมาณรังสีกระเจิงท่ีไดรับตอป ปริมาณกระเจิงท่ีไมเกินคาระดับความปลอดภัยทางรังสีท่ีกําหนด

ไวสําหรับผูปฎิบัติหนาท่ีทางรังสีของเคร่ืองเอกซเรยย่ีหอ SHIMADZU คือ 17, 8, 2 mSv/yr และ FUJI FILM คือ 

18, 9, 3 mSv/yr ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี 8 ท้ัง 3 คาเทคนิค ท่ีใชในการวัดปริมาณรังสีกระเจิงท่ีระยะ 4.0 เมตร

ตารางท่ี 8  ปริมาณรังสีกระเจิงสูงสุดและปริมาณรังสีกรเจิงท่ีไดรับตอป (mSv/yr) ของแตละระยะทาง

ระยะทาง 
(เมตร)

ปริมาณรังสีกระเจิงสูงสุดของแตละระยะทาง ปริมาณรังสีกระเจิงที่ไดรับตอปของแตละระยะทาง

ปริมาณรังสีกระเจิง (µSv/h) ปริมาณรังสีกระเจิง (mSv/yr)

85 kVp,
3.2 mAs

85 kVp,
1.6 mAs

70 kVp,
0.63 mAs

85 kVp,
3.2 mAs

85 kVp,
1.6 mAs

70 kVp,
0.63 mAs

1 = S 2 = F 1 = S 2 = F 1 = S 2 = F 1 = S 2 = F 1 = S 2 = F 1 = S 2 = F

0.5 8,400 8,700 4,020 4,200 1,020 1,650 1,092 1131 523 546 133 215

1.5 933 967 447 467 113 183 121 126 58 61 15 24

3.0 233 242 112 117 28 46 30 31 15 15 4 6

4.0 131 136 63 66 16 26 17 18 8 9 2 3
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วิจารณ

ผลการทดสอบคุณภาพของเครื่องเอกซเรย SHIMADZU และ FUJI FILM คือ ผลของการวัดความทําซํ้า

(Reproducibility) ของคาความตางศักยหลอดโดยไมเปลี่ยนคา mA มาวิเคราะหเพื่อคารอยละสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวน (%CV) เทียบกับคามาตรฐานคุณภาพเครื่องเอกซเรยวินิจฉัยของกรมวิทยาศาสตรการแพทย(6) 

ความทาํซํา้ของความตางศกัดิค์ามาตรฐาน คอื ≤ 5% ผลทีไ่ดจากการวเิคราะหของเครือ่งเอกซเรยเคลือ่นที ่SHIMADZU

และ FUJI FILM คือ 0.25% และ 0.07% ผลคาความแปรปรวนของปริมาณรังสี (%CV) ตอคาเทคนิคของ

เคร่ืองเอกซเรย SHIMADZU และ FUJI FILM เทียบกับคามาตรฐานคุณภาพเคร่ืองเอกซเรยวินิจฉัยของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย(6) คามาตรฐาน คือ ≤5% ผลท่ีได คือ 0.06% และ 3.53% นําผลท่ีไดจากการวัด

มาวิเคราะหเพ่ือคาความผิดพลาดและความแมน (kV) เทียบกับคามาตรฐานคุณภาพเคร่ืองเอกซเรยวินิจฉัยของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย(6) คาความแมน (Accuracy) มาตรฐาน คือ ±10% ผลที่ไดจากการวิเคราะหของ

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ SHIMADZ เทากับ 1.33% และ FUJI FILM เทากับ 1.67%  ผลที่ไดมาวิเคราะห เพื่อ

หาคาปริมาณรังสีตอคาเทคนิคของเครื่องเอกซเรย SHIMADZU และ FUJI FILM ในสวนของคากระแสผาน

หลอดเอกซเรย หรือความเปนเชิงเสน (Linearity) เทียบกับคามาตรฐานคุณภาพเครื่องเอกซเรยวินิจฉัยของ

กรมวิทยาศาสตรการแพทย(6) เครื่องเอกซเรยตั้งคาแบบผลคูณระหวางกระแสกับเวลา (mAs linearity) สัมประสิทธิ์

ความเปนเชิงเสนตองมีคาไมเกิน 20% ผลที่ไดของเครื่องเอกซเรย SHIMADZU คือ 0.90% และ FUJI FILM คือ 

3.97% จากผลการวิเคราะหดังกลาวแสดงวาเครื่องเอกซเรยทั้ง 2 เครื่อง อยูในเกณฑมาตรฐานของกรมวิทยาศาสตร 

การแพทย การตรวจสอบคณุภาพมาตรฐานเครือ่งเอกซเรยนัน้เพือ่ใหไดภาพทางรงัสท่ีีมคุีณภาพและปรมิาณรังสอีอกตาม

คาเทคนคิทีใ่หไดถกูตองตามท่ีตัง้ ดานการปองกนัอนัตรายจากรงัส ีเครือ่งเอกซเรยทัว่ไประบบดจิทิลัจะชวยลดความเสีย่ง

ในการถายภาพรงัสีซ้ํา อนัเน่ืองมาจากการใหปริมาณรงัสมีากหรอืนอยเกินไป ซึง่เปนสาเหตหุลกัทีท่าํใหผูปวยไดรบัปริมาณ

รังสเีกนิความจาํเปน ประกอบกบัผูปวยท่ีมาเขารบัการบรกิารถายภาพทางรงัสดีวยเครือ่งเอกซเรยระบบดจิติลัมแีนวโนม

สูงข้ึน เนื่องจากการเขาถึงบริการทางการแพทยของประชาชนที่เพิ่มข้ึน ทําใหเกิดความตองการการไดรับบริการ

ทางการแพทยในระดับมาตรฐาน อันเปนเรื่องสําคัญที่ระบบการบริการทางการแพทย โดยใหความใสใจและบริหาร

จัดการใหเกิดขึ้นอยางเต็มประสิทธิภาพ ทั้งนี้ผูปวยยอมกังวลตอการไดรับรังสีเอกซอันอาจกอใหเกิดอันตราย เพราะ

รังสีมีผลกระทบตอเซลลของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นเพื่อปองกันผูปวยไดรับปริมาณรังสีมากเกินความจําเปน และไดรับบริการ

จากเครื่องเอกซเรยที่มีความปลอดภัย การควบคุมมาตรฐานตามเกณฑมาตรฐานสากลจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง ควรมี

การตรวจสอบคุณภาพเครื่องเอกซเรยโดยกรมวิทยาศาสตรการแพทยใหไดมาตรฐานอยางนอยปละครั้ง ซึ่งสอดคลอง

กับการทดลองวิศาล บุญประสาร, สิรัณยาพงศ สุวรรณโอภาส ในการทดสอบอุปกรณสําหรับการทดสอบเพื่อการตรวจ

รับรองและควบคุมคุณภาพเครื่องเอกซเรยวินิจฉัยทั่วไป

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ FUJI FILM มีคาเฉลี่ยคาความตางศักยไฟฟาของหลอดเอกซเรยสูงสุดมากกวา

เคร่ืองเอกซเรยเคลือ่นท่ี SHIMADZU เลก็นอย ดงันัน้ผลคาของการวดัปรมิาณรงัสกีระเจงิจากเครือ่งเอกซเรยเคลือ่นที่ 

FUJI FILM จะมากกวา SHIMADZU เล็กนอย ดังนั้นเครื่องแตละเครื่องจะไดผลคาเฉลี่ยประมาณรังสีกระเจิง

ที่ไมเทากัน เพราะคุณภาพและปริมาณของลํารังสีเอกซ ไดแก kVp และ mAs ถือวาเปนปจจัยหลัก (Primary 

factors) และยังมีปจจัยอยางอื่นที่ตองคํานึงถึง เชน ขนาดของ Focal Spot, SID, OID, Distortion, Central 

Ray Alignment, Grid, Beam Restriction Generator Output, Tube Filtration และ ชนิดของ Filters(6)  

ผลของคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงก็ข้ึนอยูกับคาปริมาณรังสีท่ีใหเทคนิค พบวาการใหคาเทคนิคมากกวาก็

จะทําใหผลของคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงมากกวา เชน ผลคาเฉลี่ยประมาณรังสีกระเจิงของคาเทคนิค 85 kVp, 3.2 
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mAs มากกวาผลคาเฉลี่ยประมาณรังสีกระเจิงของคาเทคนิค 85 kVp, 1.6 mAs ปริมาณรังสีเครื่อง FUJI FILM

จะมากกวา SHIMADZU เล็กนอย รวมท้ังปริมาณรังสีกระเจิงจึงมากกวาเล็กนอย ดังการวัดคาเฉลี่ยประมาณรังสี

กระเจิงของคาเทคนิค 85 kVp, 3.2 mAs มากกวาคาเทคนิค 85 kVp, 1.6 mAs และ 70 kVp, 0.63 mAs ตามลําดับ 

เมือ่นาํผลคาเฉล่ียปรมิาณรงัสีกระเจิงมาหาความสมัพนัธกบัมุมองศา ตาํแหนงทีป่ระมาณรงัสกีระเจิงสงูสดุของ

เครื่องเอกซเรย SHIMADZU ทุกคาเทคนิคและตําแหนง คือ 180 องศา และเครื่องเอกซเรย FUJI FILM ปริมาณ

รังสีกระเจิงสูงสุดทุกระยะทางในคาเทคนิค 85 kVp, 3.2 mAs และ 70 kVp, 0.63 mAs คือ ตําแหนง 135 องศา 

และคาเทคนิค  85 kVp, 1.6 mAs ทุกระยะทาง คือ ตําแหนง 45 องศา ดังนั้นถาอยูตําแหนงดังกลาวอาจไดรับปริมาณ

รงัสกีระเจงิมากกวาตาํแหนงอืน่ มมุทีเ่ครือ่งเอกซเรยเคลือ่นทีท่ัง้ 2 เครือ่ง มปีรมิาณรงัสกีระเจงินอยสดุตัง้แต 1.5 เมตร

ขึ้นไป คือ มุมที่ 0 องศา สอดคลองกับผลของ พรนิภา มหาวงษ, ธารขวัญ ปนตามูล(2) ในการศึกษารังสีทุติยภูมิ

จากการถายภาพเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ เพราะมีเสาเครื่องเอกซเรยทําดวยโลหะสามารถกันรังสีกระเจิงได เปรียบได

กับการใชวัสดุกําบังรังสีเวลาในการเอกซเรย เมื่อระยะทางเพิ่มขึ้นคาเฉลี่ยของปริมาณรังสีกระเจิงจะลดลงตามระยะ

ทางทีม่ากข้ึน แตทกุระยะทางและทกุมมุองศาทีก่าํหนดในการวดัคาเฉลีย่ปรมิาณรงัสกีระเจงิยงัคาไดทกุตาํแหนง ดงันัน้

คาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงไมไดขึ้นอยูกับมุมองศาแตขึ้นอยูกับปริมาณรังสีตามที่ไดกลาวมาขางตน(4) 

เมื่อนําผลคาเฉลี่ยปริมาณรังสีกระเจิงสูงสุดที่ไดรับตอชั่วโมงของเครื่องเอกซเรย SHIMADZU และ 

FUJI FILM มาคํานวณเพื่อหาปริมาณรังสีกระเจิงที่ไดรับตอป (mSv/yr) ซึ่งถาทํางานอยูตําแนงดังกลาว โดยที่ใช

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่เฉลี่ย 0.5 ชั่วโมงตอวัน (ระยะเวลาเฉลี่ยที่ทําการเอกซเรย) โดยใชงาน 5 วันตอสัปดาหและ 

52 สัปดาหตอป ผลท่ีไดไมเกินคามาตรฐานระดับความปลอดภัยทางรังสี มีคาดังนี้ เครื่องเอกซเรย SHIMADZU 

และ FUJI FILM คือ 2, 3 mSv ท่ีระยะทาง 4 เมตร โดยปริมาณรังสีกระเจิงตํ่าสุดและเกณฑมาตรฐานระดับ

ความปลอดภัยทางรังสีที่กําหนดไว (Dose Limit) คือ ปริมาณรังสีที่รางกายไดรับตองไมเกิน 5 mSv ตอป สําหรับ

ผูปฏิบัติงานดานรังสีและปริมาณรังสีท่ีรางกายไดรับตองไมเกิน 1 mSv ตอป สําหรับประชาชนท่ัวไป(4) ปริมาณรังสี

กระเจิงตามเกณฑระดับความปลอดภัยทางรังสีท่ีกําหนดไว (Dose Limit) ของผูปฎิบัติงานท่ีระยะ 4 เมตร ดังน้ัน

ในการถายรังสีดวยเคร่ืองเอกซเรยเคล่ือนท่ีผูปฎิบัติงานควรยืนหางจากหัวหลอดเอกซเรยประมาณ 4 เมตร ไมควรอยู

ตําแหนงมุม 180 องศา ของเคร่ืองเอกซเรย SHIMADZU ตําแหนงมุม 135 และ 45 องศา ของเคร่ืองเอกซเรย FUJI 

FILM ตําแหนงท่ีมุม 0 องศา เปนมุมท่ีปริมาณรังสีกระเจิงนอยสุด เจาหนาท่ีประจําตึก ผูปวยหรือผูท่ีไมเก่ียวของ

ควรอยูหางเกิน 4 เมตร และไมควรอยูในตําแหนงที่กลาวมาแลว เพราะจากผลการคํานวณปริมาณรังสีตอปที่คาเทคนิค

ตํา่สดุคาปรมิาณรงัสียงัเกนิคามาตรฐานระดบัความปลอดภยัทางรงัส ีทัง้นีค้วรปฎบิตัติามหลกัการปองกันอันตรายจากรงัสี

เปนตนดวยหลัก 3 ประการ คือ ใหระยะหางมากที่สุดที่สามารถปฏิบัติงานได ใชเวลาในการเอกซเรยนอยที่สุด และใช

ฉากกําบัง(2) 

ในการปฏิบัติงานควรสวมอุปกรณปองกันอันตรายจากรังสี เชน เสื้อตะกั่ว ไทรอยชิลด แวนตาตะกั่วกันรังสี  

เปนตน ตดิเครือ่งวดัปรมิาณรงัสีทุกครัง้ในการปฏบิตังิาน สาํหรบัเจาทีป่ระจาํตึก ผูปวยทีเ่ดนิได ญาต ิและบคุคลทีอ่ยูใกล

บรเิวณทีเ่อกซเรย ควรหลบไปใหระยะพนปรมิาณรงัสกีระเจิง แตถาหลบไมไดควรสวมอปุกรณปองกนัอนัตรายจากรงัสี

สรุป

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ทั้ง 2 เครื่อง ในตําแหนงมุม 0 องศา มีปริมาณรังสีกระเจิงตํ่าสุดเพราะอยูหลังเสา

เครือ่งเอกซเรยทีท่าํจากโลหะทาํใหสามารถกนัรงัสไีด ในการวดัปรมิาณรงัสหีรอือาจนาํมาปรบัใชในการปองกนัปรมิาณ

รังสีกระเจิงอาจใชหลบตําแหนง 0 องศา หรือหลังเสา ในกรณีที่อยูในหองผูปวยที่แคบ และออกหางจากตําแหนง

หัวหลอดเอกซเรยไมได เชน หองแยกผูปวย หองผูปวยโควิดที่ไมสามารถดึงสายใหเกิน 4 เมตร เพื่อหลีกเลี่ยง



ปริมาณรังสีกระเจิงและการปองกันอันตรายจากรังสีจากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่     วสัน บุตรพา
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การไดรบัปรมิาณรงัสีกระเจิงโดยไมจําเปน ปริมาณรงัสกีระเจงิท่ีอยูในเกณฑระดับความปลอดภัยทางรังสท่ีีกาํหนดไวควร

เวนระยะหางจากหลอดเอกซเรยถงึผูปฏบิตังิานตองไมนอยกวา 4 เมตร สาํหรบัผูปฏบิตังิาน และเจาหนาทีป่ระจาํตกึหรอื

ผูที่เกี่ยวของมากกวา 4 เมตร เพื่อจะไดรับปริมาณรังสีกระเจิงนอยที่สุด โดยตองมีเครื่องปองกันรังสี เชน ใสเสื้อตะกั่ว

ทั้งผูปฏิบัติงานและผูที่เกี่ยวของที่อยูบริเวณใกลเคียง รวมทั้งการใชสายแฮนดสวิตชหรือรีโมทสวิตช 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณนางอนงค สิงกาวงไซย นักฟสิกสรังสีเชี่ยวชาญ นายกิตตินันท แซลิ้ม นักฟสิกสรังสี สํานัก

รังสีและเครื่องมือแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ที่ใหความกรุณาเปนที่ปรึกษาใหคําแนะนํา

การใชเครื่องมือ การเก็บและวิเคราะหขอมูลงานวิจัยฉบับนี้สําเร็จลงไดดวยดี เนื่องจากไดรับความกรุณาอยางสูงจาก

ผูบริหาร หัวหนากลุมงานรังสีวิทยา อาจารยที่ปรึกษา และผูรวมงานทุกทาน 

เอกสารอางอิง

 1. International Commission on Radiological Protection (ICRP). General principles for the radiation

protection of workers, ICRP Publication 75. Oxford: Pergamon Press; 1997.

 2. พรนิภา มหาวงษ, ธารขวัญ ปนตามูล. การศึกษาปริมาณรังสีทุติยภูมิจากการถายภาพเครื่องเอกซเรยเคล่ือนท่ี. 

[ภาคนิพนธ]. ภาควิชารังสีเทคนิค, คณะเทคนิคการแพทย. นครปฐม: มหาวิทยาลัยมหิดล; 2548.

 3. ICRPædia. Dose limits. [online]. 2019; [cited 2021 Jul 17]; [2 screens]. Available from:

URL: http://icrpaedia.org/Dose_limits.

 4. กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข. มาตรฐานคุณภาพเครื่องเอกซเรยวินิจฉัยทางการแพทย. 

กรุงเทพฯ: บริษัท บียอนด พับลิสซิ่ง จํากัด; 2562.

 5. วิศาล บุญประสาร, สิรัณยาพงศ สุวรรณโอภาส. อุปกรณสําหรับการทดสอบเพื่อการตรวจรับและควบคุมคุณภาพ

เครื่องเอกซเรยวินิจฉัยทั่วไป. วารสารรังสีวิทยาศิริราช 2560; 4(2); 115-26.

 6. Exposure technique factors. ใน: จงวัฒน ชีวกุล. หลักสูตรรังสีเทคนิค. สงขลา: ภาควิชารังสีวิทยา คณะ

แพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร. [ออนไลน]. 2560; [สืบคน 22 ม.ค. 2564]; [4 หนา]. เขาถึงไดที่: 

URL: https://meded.psu.ac.th/binlaApp/radio3/365-302/Exposure_Technique_Factors/index.

html.



Scattered Radiation and Protection Practice from Mobile X-ray Unit Wasan Buthpa

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

1

Analysis of the Scattered Radiation and 
Protection Practice from Mobile X-ray Units

Wasan Buthpa
Nakhon Pathom Hospital, Amphoe Muang, Nakhon Pathom 73000, Thailand

ABSTRACT This study aimed to compare the scattered radiation from two portable x-ray machines 

(SHIMADZU Mobile Art Evolution and FUJI FILM FDR Go Plus) at Nakhon Pathom Hospital.

The radiation safety distance of staffs was also analyzed. The scatter radiation was measured by a surve

meter at the height of 0.8 meter from the floor, representing the gonad level of a 1.75 meter human height. 

This level is similar to the height of the gurney. The measurements were collected with varying angles 

of 0, 45, 90, 135, 180, 225, 270 and 315 degrees at various distances of 0.5, 1.5, 3.0 and 4.0 meters from 

portable x-ray machines. The exposure technique for chest AP supine radiography was 85 kVp, 1.6 mAs 

for adult patients and 70 kVp, 0.63 mAs for pediatric patients. The exposure technique for pelvic AP was 

85 kVp, 3.2 mAs, at 1 m SID. The 14 × 17˝ DR detector was used for radiographic imaging. The result 

showed that the amount of scattered radiation was inversely proportion to the distance from the patient, 

but it did not depend on the direction. In this study, the radiation exposure that the staffs and public 

received did not exceed the radiation exposure limit of <20 mSv/yr and <1 mSv/yr, respectively. For the 

safety practice, the staffs should keep the distance more than 4 m, stand at 0 degree from the x-ray tube, 

and wear lead apron. 

Keywords: Scattered radiation, Radiation protection, Mobile X-ray unit
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บทคดัยอ สถาบนัวจัิยวทิยาศาสตรสาธารณสขุ เปนหนวยงานทีม่กีารนาํระบบคณุภาพมาใชเปนเครือ่งมอืในการบรหิารจดัการ

ตั้งแต ป 2546 โดยประยุกตใชมาตรฐานสากลที่เกี่ยวของกับทุกภารกิจ มีการถายทอดระบบคุณภาพลงสูการปฏิบัติโดยการ

จัดทําเปนมาตรฐานการปฏิบัติงาน เพื่อใหบุคลากรทุกระดับปฏิบัติตาม จากการนําระบบคุณภาพมาใชเปนเครื่องมือในระยะเวลา

ยาวนานนี้ จึงมีขอสงสัยวาบุคลากรปจจุบันที่ปฏิบัติงานตามมาตรฐานมีความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบ

คุณภาพไปปฏิบัติอยูในระดับใด ผูวิจัยจึงศึกษาสถานะดานคุณภาพของบุคลากรในดานตางๆ ไดแก ความรูความเขาใจ

ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ รวมถึงประเมินประสิทธิภาพชองทางการสื่อสาร โดยใชวิธีวิจัยเชิงสํารวจ 

ผลการวิจัยพบวา บุคลากรมีระดับความรูความเขาใจ และความตระหนักในระดับมาก มีการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติในระดับ

มากที่สุด โดยบุคลากรที่มีระยะเวลาการปฏิบัติงานที่หนวยงานแตกตางกัน ไมพบความแตกตางของระดับความรูความเขาใจ 

ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ (p > 0.05) ในมุมมองการส่ือสาร พบวาหนังสือเวียนเปนชองทางท่ีบุคลากร

รับทราบขอมูลดานระบบคุณภาพมากท่ีสุด และอีเมลเปนชองทางท่ีบุคลากรเห็นวาสามารถรับทราบขอมูลท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด 

ผลจากการสัมภาษณเชิงลึกไดขอเสนอในการพัฒนาคุณภาพอยางตอเน่ืองท่ีควรดําเนินการ คือ การสรางใหเกิดการ

เรียนรูดานระบบคุณภาพอยางเปนระบบ ยั่งยืน เปนปจจุบัน รวมถึงการเพิ่มชองทางการเรียนรู และสื่อการเรียนรูที่ทันสมัย 

จัดใหมีกระบวนการจัดการความรูขององคกรท่ีบุคลากรสามารถเรียนรูไดตลอดเวลา อีกท้ังเลือกใชชองทางการส่ือสาร

ท่ีเหมาะสมกับบุคลากรในแตละระดับเพ่ือใหเกิดการรับรูท่ีมีประสิทธิภาพท่ัวท้ังองคกร 

คําสําคัญ: ความรูความเขาใจ, ความตระหนัก, การนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ
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บทนํา

ในภาวะที่สภาพแวดลอมมีการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็ว ไมวาจะเปนภาวะเศรษฐกิจ สังคม การเมือง และ

เทคโนโลยี เปนสาเหตุท่ีทําใหทุกองคกรจําเปนตองปรับตัวใหทันตอการเปลี่ยนแปลง และพรอมเผชิญกับปญหา

ทางการแขงขันในทุกๆ ดาน ตามหลักการบริหารที่ดีนั้น องคกรที่มีประสิทธิภาพ คือ องคกรที่สามารถปรับตัวใหเขากับ

สภาพแวดลอมที่มีการเปลี่ยนแปลง โดยเลือกใชวิธีการอยางถูกตองและเหมาะสมกับองคกรนั้นๆ เพื่อใหไดมาซึ่ง

ความพึงพอใจสูงสุดของผูใชบริการ อันเปนสิ่งที่สําคัญในการอยูรอดขององคกร ซึ่งจากทิศทางการเปลี่ยนแปลงดังที่

ไดกลาวมาแลวนั้น จึงจําเปนตองไดรับความรวมมือจากบุคคลในองคกรเปนหลัก(1) 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข เปนหนวยงานระดับกองในสังกัดกรมวิทยาศาสตรการแพทย มีพันธกิจ

ในการวจัิยและพฒันา ใหบรกิารตรวจวิเคราะหทางหองปฏบิตักิารและตรวจยนืยนัทางหองปฏบิตักิารทางดานโรคตดิเช้ือ 

ดานโรคไมติดเชื้อ ดานคุมครองผูบริโภค และใหบริการการทดสอบความชํานาญหองปฏิบัติการ รวมทั้งการใหบริการ

เชื้อ/สารมาตรฐาน การบริหารงานภายในสถาบัน ไดมีการพัฒนาระบบบริหารคุณภาพใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล

ที่เกี่ยวของ ไดแก ISO/IEC 17025 สําหรับหองปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบ ISO 15189 สําหรับหองปฏิบัติการ

ชันสูตร ISO 15190 สําหรับการดําเนินงานดานความปลอดภัยและการรักษาความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ

ISO/IEC 17043 สําหรับการใหบริการทดสอบความชํานาญ AAALAC International สําหรับการเล้ียงและการใช

สัตวทดลอง ตลอดจนประยุกตใชมาตรฐาน OECD GLP สําหรับการทดสอบความเปนพิษในสัตวทดลอง ซ่ึงมาตรฐาน

เหลาน้ีมี ISO 9001 เปนฐานในการวางระบบบริหารจัดการ ท่ีผานมาไดพยายามพัฒนาระบบคุณภาพใหเปนหน่ึงเดียวกัน 

และสอดคลองกับทุกมาตรฐาน ดังน้ัน การปฏิบัติงานทุกกระบวนการท้ังภารกิจหลักและภารกิจสนับสนุน จึงมีมาตรฐาน

การปฏิบัติงานตลอดจนถึงระบบการบันทึกขอมูลอยางครบถวนตามเกณฑคุณภาพ ซ่ึงไดสงเสริมใหบุคลากรทุกระดับมี

ความเขาใจกับระบบคุณภาพเพ่ือการนําไปปฏิบัติไดอยางถูกตอง ทําใหเกิดการพัฒนาปรับปรุงคุณภาพงานอยางตอเน่ือง 

รวมท้ังตอบสนองความตองการ ความพึงพอใจของผูใชบริการท้ังภายในและภายนอก(2)

อยางไรกต็ามจากขอเท็จจรงิท่ีวาแนวปฏบิตัติามมาตรฐานตางๆ ไดถูกนาํรวมเขาเปนแนวปฏบิตัใินงานประจาํ

มาเปนเวลากวา 10 ป โดยมีเอกสาร วิธกีาร คูมือ พรอมใช เพือ่ใหบคุลากรทกุคนถอืปฏิบตั ิแตจากระยะเวลาทีย่าวนานนี้

มีบุคลากรเขาออกหมุนเวียนอยูตลอดเวลา เน่ืองจากโครงสรางอายุของบุคลากรท่ีมีการเกษียณอายุราชการ การโอนยาย

ของบุคลากรไปปฏิบัติงานท่ีหนวยงานอ่ืน รวมท้ังมีบุคลากรท่ีเปนลูกจางมาระยะเวลานานลาออกเน่ืองจากไดงานใหม หรือ

ประกอบธุรกิจสวนตัว ซ่ึงตองสรรหาและบรรจุบุคลากรใหมเขามาปฏิบัติงานแทน โดยบุคลากรท่ีเขามาปฏิบัติงานใหมน้ี

มีความแตกตางจากบุคลากรรุนเดิมที่ไดรวมกันพัฒนาระบบคุณภาพดวยตนเอง อีกทั้งจากขอมูลการตรวจประเมิน

จากองคกรภายนอก ซึ่งเปนการตรวจประเมินเพื่อตออายุใบรับรอง หรือขยายขอบขายการรับรอง โดยมีการดําเนิน

การตรวจประเมนิทกุ 2 ป สรปุผลการตรวจประเมนิทีไ่ดในป 2559 และป 2562 มบีางมาตรฐาน เชน ISO/IEC 17025 

ที่สถาบันไดรับจํานวนขอบกพรองเพิ่มมากขึ้น จาก 6 ขอ เปน 11 ขอ และในทุกมาตรฐานมักไดขอบกพรองที่เกิดขึ้น

ซํ้าๆ  จึงมีขอสงสัยวาบุคลากรทุกระดับยังคงมีความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ

อยูในระดับใด และสามารถนําไปสูการพัฒนาอยางตอเน่ืองไดหรือไม ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาสถานะความรูความเขาใจ ความ

ตระหนัก การนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติของบุคลากรสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข รวมถึงประเมินประสิทธิภาพ

ชองทางการส่ือสาร และขอเสนอแนวทางในการพัฒนาคุณภาพท่ีเหมาะสมตอไป

วัสดุและวิธีการ

การประเมินสถานะความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติของบุคลากร

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุขในครั้งนี้เปนการวิจัยเชิงสํารวจ โดยมีการวางแผนการวิจัย ดังนี้
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กลุมประชากรที่ศึกษา

ประชากรกลุมเปาหมายที่ทําการศึกษาในครั้งนี้ คือ บุคลากรทุกประเภท ไดแก ขาราชการ ลูกจางประจํา 

พนักงานราชการ พนักงานกระทรวงสาธารณสุข และลูกจางชั่วคราวเงินบํารุง จํานวนทั้งสิ้น 300 คน (ขอมูล ณ เดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2562) ผูวิจัยเลือกเก็บขอมูลทั้งหมด 300 ตัวอยาง ตามจํานวนประชากร เพื่อใหไดขอมูลที่ถูกตอง และ

ครบถวนมากที่สุด

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย

การวิจัยน้ีใชแบบสอบถามชนิดกระดาษเปนเคร่ืองมือ โดยแนวคิดในการออกแบบสอบถาม เปนการทวน

แนวปฏิบัติตามมาตรฐานตางๆ ท่ีไดนํารวมเขาเปนแนวปฏิบัติในงานประจํา และนํามาจัดทําเปนคูมือคุณภาพ

มาตรฐานการปฏบิตังิานตางๆ เพือ่ใหบคุลากรนาํไปปฏิบตัอิยางถกูตอง และสอดคลองตามมาตรฐานสากล นาํมายกราง

เปนแบบสอบถาม 

ระยะเวลาการศึกษา

ระหวางเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2562 ถึงเดือนมกราคม พ.ศ. 2563

การดําเนินงาน

การศึกษาน้ีไดใชการทบทวนวรรณกรรมจากแนวปฏิบัติตามมาตรฐานตางๆ ท่ีจัดทําข้ึนท้ังในสวนของ

คูมือคุณภาพ เอกสารมาตรฐานการปฏิบัติงาน และคูมือตางๆ ท่ีเก่ียวของกับการปฏิบัติงาน รวมถึงเอกสารงานวิจัย

ที่เกี่ยวของ กอนที่จะมีการยกรางเปนแบบสอบถามขึ้น

การพัฒนาแบบสอบถาม และการตรวจสอบความเที่ยงตรงของเครื่องมือ

จากการทบทวนเอกสารที่เกี่ยวของ จึงไดมีการจัดทํารางแบบสอบถาม โดยแบบสอบถามไดถูกตรวจ

สอบคุณภาพโดยการหาความเที่ยงตรงตามเนื้อหา (Content Validity) ซึ่งในงานวิจัยนี้ใชคา IOC (Index of 

Item-objective Congruence) มากกวา 0.7 ขึ้นไปทุกขอคําถาม และการหาคาความเชื่อม่ัน (Reliability) 

โดยผูวิจัยไดนําแบบสอบถามท่ีปรับปรุงแกไขจากขอแนะนําของผูเช่ียวชาญแลวนําไปทดลองใช (Try out) กับ

บุคลากรจํานวน 50 คน นําผลท่ีไดไปวิเคราะหหาคาความเช่ือม่ันของแบบสอบถามท้ังฉบับดวยวิธีการหาคาสัมประสิทธ์ิ

แอลฟา (Alpha Coefficient) ของครอนบัค (Cronbach) เน่ืองจากงานวิจัยน้ีมุงศึกษาคาคะแนนของแบบ

ทดสอบ คาสัมประสิทธ์ิแอลฟาหรือคาสัมประสิทธ์ิความเท่ียงของเคร่ืองมือวิจัย จึงมีคาไมต่ํากวา 0.70 ทุกขอคําถาม 

ดําเนินการสํารวจโดยใชแบบสอบถามท่ีไดพัฒนาข้ึนโดยใชวิธีการแจกแบบสอบถามไปใหกับกลุมตัวอยาง จํานวน

300 คน ไดรับแบบสอบถามกลับคืนมา 285 ฉบับ คิดเปนรอยละ 95

การวิเคราะหขอมูล

ผูวิจัยไดตรวจสอบความสมบูรณและความถูกตองของแบบสอบถามท่ีไดรับกลับ แลวนํามาวิเคราะหหาคาสถิติ

โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติ ไดแก การแจกแจงความถ่ี คารอยละ คาสูงสุด คาต่ําสุด คาเฉล่ีย และสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ทดสอบความแตกตางทางสถิติ โดยใชสถิติวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA)

กําหนดคาความแตกตางทางสถิติที่ p < 0.05 ทั้งนี้เมื่อสรุปผลขอมูลจากแบบสอบถามแลว ผูวิจัยไดคัดเลือกผูใหขอมูล

สําคัญ จํานวน 5 ทาน ซึ่งใชวิธีเลือกแบบเฉพาะเจาะจง  เพื่อสัมภาษณเชิงลึก (In-depth Interview) ถึงสาเหตุและ

ขอเสนอแนะ หรือแนวทางในการแกไขปญหาสําหรับประเด็น หรือขอคําถามที่พบวาบุคลากรมีความไมเขาใจ ตระหนัก 

และมีการนําไปปฏิบัตินอยที่สุด ลักษณะการสัมภาษณเปนแบบไมเปนทางการ
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ผล

ขอมูลทั่วไปจากแบบสอบถาม พบวาบุคลากรที่เปนกลุมตัวอยางสวนใหญเปนเพศหญิงมากกวาเพศชาย

โดยมีเพศหญิง รอยละ 71.9 มีอายุอยูระหวาง 30-39 ป คิดเปนรอยละ 30.9 มีการศึกษาระดับปริญญาตรี คิดเปน

รอยละ 48.8 เปนบุคลากรประเภทพนักงานกระทรวงสาธารณสุข คิดเปนรอยละ 51.2 มีระยะเวลาปฏิบัติงานท่ีหนวยงาน

20 ปข้ึนไป คิดเปนรอยละ 26.7 ปฏิบัติงานในตําแหนงผูปฏิบัติงาน คิดเปนรอยละ 87.0 โดยปฏิบัติงานใน

หองปฏิบัติการ คิดเปนรอยละ 61.4 และมีการปฏิบัติงานสอดคลองตามมาตรฐาน ISO 15189 คิดเปนรอยละ 27.47 

ผลการประเมินสถานะความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติของบุคลากร

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข พบวา มีระดับความรู ความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพอยูในระดับมาก

คิดเปนรอยละ 48.42 โดยจากคะแนนเต็ม 22 คะแนน มีผูไดผลคะแนนตํ่าสุด คือ 9 คะแนน จํานวน 7 คน

และคะแนนสูงสุด คือ 22 คะแนน จํานวน 2 คน มีคาเฉลี่ยของคะแนนอยูที่ 16.67 โดยมีคา 95% CI ของ

ความแตกตางของคะแนนเฉลี่ยอยูระหวาง 15.7-17.7 คะแนน ผลการทดสอบความแตกตางทางสถิติ พบวา

บุคลากรที่มีระยะเวลาปฏิบัติงานในหนวยงานท่ีแตกตางกัน ไมพบความแตกตางของระดับความรู ความเขาใจ

เก่ียวกับระบบคุณภาพ (p > 0.05) แตจากขอมูลคาเฉล่ียคะแนนความรูความเขาใจ เม่ือจําแนกตามระยะเวลา

ท่ีปฏิบัติงานในหนวยงาน พบวาผูท่ีปฏิบัติงานระหวาง 15-20 ป มีคาคะแนนเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 17.20 คะแนน และ

ผูท่ีปฏิบัติงานต่ํากวา 1 ป มีคาคะแนนเฉล่ียนอยท่ีสุด คือ 15.61 คะแนน ดังแสดงในตารางท่ี 1- 3 

ตารางท่ี 1 ระดับความรูความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากร (N = 285 คน)

ระดับความรูความเขาใจ จํานวน (คน) รอยละ

ไมมีความรูความเขาใจ 0 0.00

มีความรูความเขาใจนอย 0 0.00

มีความรูความเขาใจปานกลาง 36 12.63

มีความรูความเขาใจมาก 138 48.42

มีความรูความเขาใจมากที่สุด 111 38.95

รวม 285 100 

ตารางท่ี 2  ผลคะแนนความรูความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากร (N = 285 คน)

คะแนน

ระดับคะแนน (เต็ม 22 คะแนน)
คะแนน
เฉลี่ย

SD
95% CI ของ

ความแตกตางของ
คะแนนเฉลี่ย

ตํ่าสุด 
(คะแนน)

จํานวน 
(คน)

สูงสุด
(คะแนน)

จํานวน 
(คน)

ความรูความเขาใจ 9 7 22 2 16.67 2.39 15.7-17.7
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ตารางท่ี 3 คะแนนเฉล่ียของความรูความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากร จําแนกตามระยะเวลา

 ปฏิบัติงานในหนวยงาน

ระยะเวลา
จํานวน
(คน)

คะแนนเฉลี่ย SD F p-value

ตํ่ากวา 1 ป 23 15.61 2.98

1.888 0.097

1-5 ป 63 16.28 2.29

6-10 ป 38 16.76 1.88

10-15 ป 42 17.02 2.13

15-20 ป 39 17.20 1.94

20 ปขึ้นไป 72 16.80 2.77

รวม 277 16.67 2.39

จากขอมูลดังกลาวขางตน ผูวิจัยไดดําเนินการวิเคราะหความรูความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากร

จําแนกรายขอคําถาม โดยนําเสนอเปนคารอยละ พบวาคําถามท่ีตอบผิดมากท่ีสุด 3 ลําดับ คือ คําถามขอ 17 วัสดุอางอิง

ตองแสดงความสอบกลับไดไปยังหนวยตามระบบสากล (SI Unit) เทาน้ัน จึงจะถือวามีความถูกตองตามระบบคุณภาพ 

คิดเปนรอยละ 74.7 รองลงมา คือ คําถามขอ 18 กรณีท่ีมีลูกคามาขอสงตัวอยางโดยไมมีใบนําสงจะดําเนินการใหไมได 

เน่ืองจากไมไดกําหนดแนวปฏิบัติในการสงตรวจตัวอยางดวยวาจาไว คิดเปนรอยละ 61.8 และคําถามขอ 4 ตนฉบับ

เอกสารคุณภาพท่ีใชในการปฏิบัติงานเก็บอยูท่ีพ้ืนท่ีใชงานเพ่ือสะดวกในการใชงาน คิดเปนรอยละ 59.3 ตามลําดับ

ดังแสดงในภาพท่ี 1

ภาพท่ี 1  รอยละความรูความเขาใจเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากรจําแนกตามขอคําถาม
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บุคลากรมีความตระหนักตอการดําเนินงานระบบคุณภาพอยูในระดับมาก โดยมีคาเฉล่ียเทากับ 4.13

สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานเทากับ 0.797 ผลการทดสอบความแตกตางทางสถิติ พบวาบุคลากรท่ีมีระยะเวลาปฏิบัติงาน

ในหนวยงานท่ีแตกตางกัน ไมพบความแตกตางของระดับความตระหนักเก่ียวกับระบบคุณภาพ (p > 0.05)

แตจากขอมูลคาเฉล่ียความตระหนักของบุคลากร เม่ือจําแนกตามระยะเวลาท่ีปฏิบัติงานในหนวยงานพบวาผูท่ี

ปฏิบัติงานระหวาง 15-20 ป มีคาเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 4.29 และผูท่ีปฏิบัติงานต่ํากวา 1 ป มีคาเฉล่ียนอยท่ีสุด คือ 4.13 คะแนน

ดังแสดงในตารางท่ี 4-5 

ตารางท่ี 4  คาเฉล่ียและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของบุคลากรท่ีตอบแบบสอบถามความตระหนักตอการดําเนินงาน

 ระบบคุณภาพ

รายละเอียดกิจกรรม N X SD ระดับความตระหนัก

1. ทานคดิวางานทีท่านรับผดิชอบเปนสวนหนึง่ในการผลกัดนั
ใหนโยบายคุณภาพของสถาบันบรรลุผลสําเร็จ

283 4.25 0.701 มาก

2. ทานปฏิบัติงานครบถวนทุกขั้นตอนตามที่ระบุใน
 มาตรฐานการปฏิบัติงานทุกครั้ง

283 4.17 0.716 มาก

3. ทานคิดวาการตรวจติดตามคุณภาพภายในเปนเครื่องมือ
หนึ่งในการพัฒนางานอยางตอเนื่อง โดยไมเปนภาระกับ
งานประจํา

283 4.04 0.749 มาก

4. ทานเห็นดวยวาการแกไขขอบกพรองที่เกิดจากการตรวจ
ติดตามคุณภาพภายในในหนวยงานทานเปนหนาที่และ
ความรับผิดชอบของทุกคนในหนวยงาน

282 4.31 0.760 มาก

5. ทานเหน็ดวยหรอืไมวาการดาํเนนิการดานระบบคณุภาพที่
มีประสิทธิผลตองเริ่มจากตัวทานเองกอน

283 4.41 0.754 มาก

6. กอนเริม่ปฏิบัตงิานทานจะตรวจสอบความพรอมใชงานของ
เครื่องมือ อุปกรณทุกครั้ง

283 4.39 0.727 มาก

7. ทกุครัง้ท่ีทานพบวามเีครือ่งมอื อปุกรณชํารดุเสยีหาย ทาน
จะรายงานหัวหนาใหทราบทันที และติดปายชี้บง

283 4.37 0.749 มาก

8. ทานสวมใสอปุกรณปองกนัสวนบคุคลทกุครัง้ถาตองปฏบิตัิ
งานกับเชื้ออันตรายขณะปฏิบัติงาน

279 4.56 0.746 มาก

9. ทานจะทบทวนผลการดําเนินงานที่ผานมาเพื่อนํามาถอด
บทเรียนและปรับปรุงการทํางานใหดีขึ้น

281 4.14 0.737 มาก

10. เมื่อมีกิจกรรมที่เกี่ยวของกับระบบคุณภาพทาน
 จะเขารวมทุกครั้ง

282 3.71 0.773 คอนขางมาก

11. การตรวจวิเคราะหทุกครั้ง ไมจําเปนตองมีตัวควบคุมผล
บวก (positive control) และตวัควบคมุผลลบ (nega-
tive control) เพราะเปนการสิ้นเปลือง 

279 4.27 0.949 มาก

12. เมื่อทานดําเนินการตรวจวิเคราะหแลวพบวาตัวควบคุม
บวก (positive control)  เปนลบ ทานจะออกรายงาน
ผล เพื่อไมใหเกินระยะเวลาที่กําหนด 

278 4.15 1.204 มาก

รวม 4.13 0.797 มาก
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ตารางท่ี 5  คาเฉล่ียของความตระหนักเก่ียวกับระบบคุณภาพของบุคลากรจําแนกตามระยะเวลาท่ีปฏิบัติงานในหนวยงาน

ระยะเวลา
จํานวน
(คน)

คาเฉลี่ย SD F p-value

ตํ่ากวา 1 ป 23 4.13 0.66

0.338 0.890

1-5 ป 63 4.27 0.43

6-10 ป 38 4.21 0.73

10-15 ป 41 4.21 0.57

15-20 ป 41 4.29 0.42

20 ปขึ้นไป 76 4.22 0.58

รวม 282 1.23 0.55

บุคลากรมีการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติในภาพรวมอยูในระดับมากท่ีสุด คิดเปนรอยละ 87.31 เม่ือวิเคราะห

ตามกิจกรรม พบวามีการปฏิบัติในกิจกรรมการแกไขปญหา รอยละ 91.32 มีการปฏิบัติในกิจกรรมการบริหาร

ความเส่ียง รอยละ 86.53 และมีการปฏิบัติในกิจกรรมความปลอดภัยทางหองปฎิบัติการรอยละ 84.09 สวนภาพรวม

การนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ ผลการทดสอบความแตกตางทางสถิติ พบวาบุคลากรท่ีมีระยะเวลาปฏิบัติงาน

ในหนวยงานแตกตางกัน ไมพบความแตกตางของระดับการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ (p > 0.05) แตจากขอมูล

เม่ือจําแนกตามระยะเวลาท่ีปฏิบัติงานในหนวยงาน พบวาผูท่ีปฏิบัติงานระหวาง 10-15 ป มีการนําระบบคุณภาพ

ไปปฏิบัติมีคาเฉล่ียมากท่ีสุด คือ 26.97 และผูท่ีปฏิบัติงานท่ีสถาบันต่ํากวา 1 ป มีการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ

มีคาเฉล่ียนอยท่ีสุด คือ 25.30 ดังแสดงในตารางท่ี 6 - 7 

รายละเอียดกิจกรรม
จํานวน (รอยละ)

ปฏิบัติ ไมปฏิบัติ ไมเก่ียวของ ไมตอบ รวม

การแกไขปญหา 260.25 19.25 2.63 2.88 285

(91.32) (6.77) (0.95) (1.02) (100)

กิจกรรมการบริหารความเส่ียง 246.64 21.00 13.91 3.45 285

(86.53) (7.37) (4.89) (1.26) (100)

ความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ 239.64 17.00 25.36 3.00 285

(84.09) (5.96) (8.9) (1.05) (100)

รวม 248.84 19.03 13.97 3.11 285

(87.31) (6.70) (4.91) (1.11)  (100)

ตารางท่ี 6 จํานวนและรอยละของบุคลากรท่ีตอบแบบสอบถามการใชระบบคุณภาพในการปฏิบัติงาน
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ระยะเวลา
จํานวน
(คน)

คาเฉลี่ย SD F p-value

ตํ่ากวา 1 ป 23 25.30 4.70

0.596 0.703

1-5 ป 64 26.12 4.89

6-10 ป 38 25.89 4.28

10-15 ป 42 26.97 3.80

15-20 ป 41 26.24 4.16

20 ปขึ้นไป 76 25.76 4.36

รวม 284 26.07 4.38

ในสวนของการประเมินประสิทธิภาพชองทางการส่ือสารดานระบบคุณภาพท่ีเหมาะสมกับบุคลากรในองคกร 

พบวา ชองทางท่ีบุคลากรรับทราบขอมูลดานระบบคุณภาพมากท่ีสุดในปจจุบัน คือ หนังสือเวียน คิดเปนรอยละ 19.77 

สวนชองทางท่ีบุคลากรเห็นวารับทราบขอมูลไดงายและท่ัวถึงท่ีสุด คือ อีเมล คิดเปนรอยละ 29.5 ดังแสดงในตารางท่ี 8 

ชองทาง
รับทราบขอมูลมากท่ีสุด รับทราบขอมูลท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด

จํานวน รอยละ ลําดับ จํานวน รอยละ ลําดับ

ผูบริหาร 58 5.65 6 2.1

หนังสือเวียน 203 19.77 1 65 22.8 2

เพื่อนรวมงาน 163 15.87 3 14 4.9

การประชุม 159 15.48 4 26 9.1 4

อีเมล 175 17.04 2 84 29.5 1

เอกสารเผยแพร 56 5.45 10 3.5

ปายประกาศ 74 7.21 16 5.6 5

ไลนกลุม 129 12.56 5 53 18.6 3

เฟซบุก 7 0.68 2 0.7

อื่นๆ (ระบุ) 3 0.29 9 3.2

รวม 1,027 100 285 100

ตารางท่ี 7 คาเฉล่ียในการนําระบบคุณภาพไปใชในการปฏิบัติงานของบุคลากรจําแนกตามระยะเวลาท่ีปฏิบัติงาน

 ในหนวยงาน

ตารางท่ี 8 จํานวนและรอยละของชองทางท่ีบุคลากรรับทราบขอมูลดานระบบคุณภาพไดมากท่ีสุด (ตอบไดมากกวา

 1 ขอ) และชองทางท่ีเห็นวารับทราบขอมูลดานระบบคุณภาพท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด (ตอบไดเพียง 1 ขอ)
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 ผลการวิจัยโดยการสัมภาษณเชิงลึกถึงสาเหตุและขอเสนอแนะ หรือแนวทางในการแกไขปญหา เพ่ือ

การพัฒนาสถานะดานคุณภาพของบุคลากร ซ่ึงเก็บขอมูลจากผูใหขอมูล จํานวน 5 ทาน ท่ีเปนท้ังระดับผูบริหาร และ

ผูปฏิบัติงานโดยใชวิธีเลือกแบบเฉพาะเจาะจง ลักษณะการสัมภาษณเปนแบบไมเปนทางการ ไดขอมูลจําแนกตามสถานะ

ดานคุณภาพ คือ ความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ ดังน้ี

ดานความรูความเขาใจ พบวาผูใหขอมูล 4 ใน 5 คน มีความเห็นวาสาเหตุของปญหาที่บุคลากรขาด

ความรูความเขาใจในระบบคุณภาพ เน่ืองจากไมไดมีหนาท่ีรับผิดชอบโดยตรง จึงไมไดใหความสําคัญ อีกท้ังมองวา

งานดานระบบคุณภาพมีผูรับผิดชอบหลักอยูแลว และจากขอมูลมี 3 ใน 5 คน เห็นวาสาเหตุเกิดจากบุคลากรไมไดรับ

การอบรม หรือทบทวนความรูท่ีเก่ียวของกับระบบคุณภาพท่ีตอเน่ืองและเปนปจจุบัน ท้ังน้ีจากขอมูลท่ีไดมีผูใหขอมูล

3 ใน 5 คน เสนอแนวทางในการแกไขปญหา โดยดําเนินการใหความรูและทบทวนระบบคุณภาพอยางตอเน่ืองและ

สม่ําเสมอ 

ดานความตระหนัก พบวาผูใหขอมูล 4 ใน 5 คน มีความเห็นวาสาเหตุของปญหาที่บุคลากรขาดความ

ตระหนักในการดําเนินงานดานระบบคุณภาพ เน่ืองจากบุคลากรเห็นวางานประจําและงานคุณภาพเปนคนละเรื่องกัน

มีภาระงานประจํามาก การดําเนินงานดานคุณภาพเพ่ิม จึงเปนการคิดแยกสวนและมองวาเปนหนาท่ีของสํานักงานพัฒนา

ระบบคุณภาพหองปฏิบัติการท่ีตองดําเนินการ จึงใหความสําคัญกับงานคุณภาพนอยกวางานประจําท่ีรับผิดชอบอยู ท้ังน้ี

จากขอมูลท่ีไดมีผูใหขอมูล 3 ใน 5 คน เสนอแนวทางในการแกไขปญหา โดยการเพ่ิมชองทางการเรียนรู ดานระบบ

คุณภาพใหบุคลากรสามารถเขามาเรียนรูไดอยางทั่วถึง และมีผูใหขอมูล 2 ใน 5 คน เสนอใหวางแนวทางในการปรับ

ทัศนคติใหมใหบุคลากรมองงานประจํากับคุณภาพเปนเร่ืองที่ตองดําเนินการควบคูกัน เพื่อสงมอบการบริการที่ดี

โดยปลูกฝงทัศนคตินี้ใหกับบุคลากรในทุกระดับ

การนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ จําแนกตามกิจกรรมไดขอมูลดังนี้ 

กิจกรรมการแกไขปญหา พบวาผูใหขอมูล 3 ใน 5 คน มีความเห็นวาสาเหตุของปญหาที่บุคลากรไมปฏิบัติ

ในกิจกรรมการแกไขปญหา เนื่องจากไมทราบกระบวนการคิดเกี่ยวกับกระบวนการแกไขปญหาที่ถูกตองและเปนระบบ 

ทั้งนี้มีผูใหขอมูล 3 ใน 5 คน เสนอแนวทางการแกไขปญหาโดยการจัดอบรมใหความรู และฝกปฏิบัติอยางเปนรูปธรรม 

เพื่อใหบุคลากรทดสอบการแกไขปญหาอยางเปนระบบ

กิจกรรมการบริหารความเสี่ยง พบวาผูใหขอมูล 4 ใน 5 คน มีความเห็นวาสาเหตุของปญหาที่บุคลากร

ไมปฏิบัติในกิจกรรมการบริหารความเสี่ยง เนื่องจากบุคลากรขาดความเขาใจ และความตระหนักในเรื่องการบริหาร

ความเส่ียง ซ่ึงสงผลกระทบรวมไปถงึการดาํเนนิงานดานระบบคณุภาพ และระบบอืน่ๆ ทีเ่กีย่วของดวย ทัง้นีม้ผีูใหขอมูล 

4 ใน 5 คน เสนอแนวทางการแกไขปญหา โดยการจดัใหมกีารอบรมเรือ่งการบริหารความเสีย่งใหกับบคุลากร อยางนอย

ปละ 2 ครั้ง เพื่อสรางใหบุคลากรมีความรูความเขาใจมากขึ้น

กิจกรรมความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ พบวาผูใหขอมูล 3 ใน 5 คน มีความเห็นวาสาเหตุของปญหา

ทีบ่คุลากรไมปฏบิตัใินกจิกรรมความปลอดภัยทางหองปฏบิตักิาร เนือ่งจากเมือ่มกีารจดัโครงการเกีย่วกบัความปลอดภยั

ทางหองปฎิบัติการ จะมีการจํากัดกลุมเปาหมายในการเขารวม เนื่องดวยสถานที่และงบประมาณที่จํากัด จึงทําให

การสือ่สารไมท่ัวถงึ ท้ังน้ีมีผูใหขอมูล 3 ใน 5 คน เสนอแนวทางการแกไขปญหา โดยการเพิม่ชองทางการเรยีนรู/ฝกอบรม

ดานระบบคุณภาพและความปลอดภัย เชน การใหความรูผานสื่อตางๆ การจัดทําเปนหลักสูตรการเรียนรูผานทาง

e-learning เปนตน และมีผูใหขอมูล 2 ใน 5 คน เสนอวาหากมีการอบรม/ใหความรูดานความปลอดภัยทาง

หองปฏิบัติการ ควรเปนลักษณะท่ีมีการจําลองเหตุการณจริงและฝกปฏิบัติจริง เพื่อใหบุคลากรทดลองปฏิบัติได

อยางถูกตอง 
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วิจารณ

ผลการประเมินสถานะความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติของบุคลากร

สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตรสาธารณสุข พบวาบคุลากรสวนใหญมรีะดบัความรูความเขาใจเกีย่วกบัระบบคณุภาพอยูในระดับ

มาก สอดคลองกับงานวิจัยของไชยวัฒน จุมพลพิทักษ และณักษ กุลิสร เรื่องความรูความเขาใจและเจตคติตอเครื่อง

มือในการจัดการคุณภาพขององคกรของพนักงาน บริษัท ฮานา เซมิคอนดักเตอร (อยุธยา) จํากัด ที่พบวาพนักงาน

มคีวามรูความเขาใจตอเคร่ืองมือในการจัดการคณุภาพขององคกรโดยรวมอยูในระดบัมาก(1) เมือ่นาํขอมลูทีไ่ดมาจดัลาํดับ

ความรูความเขาใจ พบวาคาํถามท่ีสวนใหญบคุลากรมคีวามรูความเขาใจนอย เปนคําถามทีล่งไปในเชงิเทคนคิและวชิาการ 

ทีเ่ปนเรือ่งเฉพาะดาน เปนคาํถามท่ีมีผูรบัผดิชอบหลกั/มผีูไดรบัมอบหมายใหดาํเนนิการในเรือ่งนัน้ๆ โดยตรง จงึทาํให

บุคลากรสวนใหญไมไดใหความสําคัญในการทําความเขาใจในรายละเอียดของเรื่องนั้นๆ 

เม่ือพิจารณาในรายละเอียดพบวา บุคลากรมีความตระหนักในเร่ืองความปลอดภัยในการปฏิบัติงานมาก

เน่ืองจากภารกิจหลักสวนใหญตองปฏิบัติงานเก่ียวกับเช้ือโรคและสารเคมีบุคลากรจึงมีความตระหนักและให

ความสําคัญกับการปองกันตัวเองจากเช้ืออันตรายท่ีอาจสงผลเสียตอสุขภาพรางกายขณะปฏิบัติงาน และสอดคลอง

กับงานวิจัยของเอกลักษณ ธนเจริญพิศาล เร่ืองความตระหนักและการยอมรับการนําระบบการจัดการส่ิงแวดลอม

(ISO 14001) มาใชในองคการภาครัฐ: ศึกษากรณีสํานักงานนโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอม

ท่ีพบวากลุมตัวอยางมีความตระหนักตอระบบการจัดการส่ิงแวดลอม โดยรวมอยูในระดับสูง โดยมีความตระหนัก

ดานผลกระทบท่ีมีโอกาสเกิดข้ึนในกิจกรรมการทํางานอยูในระดับสูง(3) และจากการศึกษาพบวาบุคลากร

มีความตระหนักนอยกวาทุกคําถามในเร่ืองของการเขารวมกิจกรรมท่ีเก่ียวของกับระบบคุณภาพ ซ่ึงเม่ือ

พิจารณาจากขอเท็จจริงพบวาบุคลากรมีภารกิจ/งานท่ีรับผิดชอบในหลายๆ ดาน บางคร้ังไมสามารถเขารวม

กิจกรรมไดทุกคนในแตละคร้ัง อีกท้ังมีขอจํากัดในเร่ืองงบประมาณและสถานท่ีในการจัดกิจกรรม  ซ่ึงสงผลใหตองจํากัด

จํานวนบุคลากรท่ีเขารวม 

บุคลากรมีการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติอยูในระดับมากที่สุด สอดคลองกับงานวิจัยของปวีณา ผลฟกแฟง

เรื่องความรู  ความเขาใจ และการปฏิบัติกิจกรรมเกี่ยวกับกระบวนการบริหารความเสี่ยงในโรงพยาบาลของ

พยาบาลวิชาชีพโรงพยาบาลรัฐแหงหนึ่งในจังหวัดนนทบุรี ที่พบวาพยาบาลวิชาชีพมีการปฏิบัติกิจกรรมโดยรวม

เก่ียวกับกระบวนการบริหารความเสี่ยงในโรงพยาบาลอยูในระดับมาก(4) โดยเมื่อแยกวิเคราะหตามรายละเอียด

ในแตละกิจกรรม พบวาในกิจกรรมการแกไขปญหา บุคลากรมีการปฏิบัติคอนขางเปนระบบ แตยังมีจุดท่ี

ตองสงเสริมและใหความสําคัญในเรื่องของการระบุปญหา ซึ่งเปนขั้นตอนแรกและเปนขั้นตอนที่สําคัญมาก

เนื่องจากหากเริ่มตนมีการระบุปญหาไมถูกตอง การแกไขปญหาในขั้นตอนตอไปอาจไมถูกตอง และตรงประเด็น

กับปญหาที่เกิดข้ึนได ในกิจกรรมการบริหารความเสี่ยง พบวาบุคลากรมีการดําเนินการครบทุกขั้นตอน คือ

มกีารคนหาความเสีย่ง การประเมินความเสีย่ง การจดัการความเสีย่ง และการประเมนิผลแตจากขอมลูทีพ่บผูรบัผดิชอบ

หลักในเร่ืองน้ีควรมีการสงเสริมใหบุคลากรใหความสําคัญกับการคนหาความเส่ียงมากข้ึน เพราะโดยสวนใหญ

บุคลากรยังไมไดใหความสําคัญกับการคนหาความเส่ียง แตมุงเนนในการจัดการความเส่ียงเม่ือเกิดปญหาข้ึน

และในกิจกรรมความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ พบวาบุคลากรใหความสําคัญกับการปองกันตนเองจากส่ิงปนเปอน

ตางๆ จากหองปฎิบัติการ รวมทั้งใหความสําคัญกับการปองกันไมใหมีสิ่งปนเป อนจากหองปฏิบัติการแพร

กระจายออกไปสูภายนอก และจากคําถามพบวาบุคลากรไมปฏิบัติในการเขาอบรม/รับความรูดานความปลอดภัย

ทางหองปฏิบัติการ อยางนอยปละ 1 ครั้งมากที่สุด ซึ่งผลที่ไดสอดคลองกับผลการวิเคราะหความตระหนัก

ตอการดําเนินงานระบบคุณภาพในเรื่องของการเขารวมกิจกรรมที่เกี่ยวของกับระบบคุณภาพ ซึ่งสาเหตุหลักเกิด

จากภาระงาน บางครั้งไมสามารถจัดสรรเวลาในการเขารวมกิจกรรมเหลานี้ได จึงสงผลใหบุคลากรไมสามารถ

เขารวมกิจกรรมที่เกี่ยวของกับระบบคุณภาพ หรือเขารับการอบรมดานความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการได
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อยางสมํ่าเสมอทั้งที่มีความสําคัญตอการปฏิบัติงาน และในดานการบริหารจัดการที่ผานมา จะเห็นไดวาโครงการอบรม

ใหความรูดานความปลอดภยัทางหองปฏบิตักิารมกีารดําเนนิการอยางตอเนือ่งทกุป โดยมผีูรบัผดิชอบหลกัในการดาํเนนิ

การ คอื สาํนกังานความปลอดภยัและสขุภาพบคุลากร แตในบางปมกีารเปลีย่นหวัขอและเนือ้หาการอบรมใหสอดคลอง

กบัสถานการณ ซึง่อาจสงผลใหบคุลากรไมสามารถจะเขาอบรมไดทัง้หมด รวมทัง้มปีญหาและอปุสรรคในการดาํเนนิการ 

เชน งบประมาณที่ไดรับจัดสรรในการจัดอบรมมีจํากัดไมสามารถใหบุคลากรทุกคนเขารับการอบรมได ซึ่งในประเด็นนี้

ผูบริหาร หรือผูรับผิดชอบหลักควรตองพิจารณาหาแนวทาง/วิธีการอ่ืนๆ ในการสงเสริมและพัฒนาบุคลากรใหไดรับ

ความรูความเขาใจอยางตอเนื่อง ทั้งในเรื่องระบบคุณภาพและความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ

เมือ่วิเคราะหขอมูลความรูความเขาใจ ความตระหนกั และการนาํระบบคุณภาพไปปฏิบตั ิของบคุลากรจาํแนก

ตามระยะเวลาที่ปฏิบัติงานในหนวยงาน จากขอสงสัยที่วาระยะเวลาที่ยาวนาน และบุคลากรมีการเขาออกหมุนเวียนอยู

ตลอดเวลา บคุลากรมีความรูความเขาใจ ความตระหนกั และการนาํระบบคณุภาพไปปฏบิตัอิยูในระดบัใด ผลการศกึษา

สถานะดานคุณภาพของบุคลากร ทั้ง 3 ดาน พบวา ระยะเวลาที่บุคลากรปฏิบัติงานในหนวยงานที่แตกตางกัน ไมพบ

ความแตกตางของระดับความรูความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติ (p > 0.05) สอดคลอง

กับงานวิจัยของธนิตตา นิลสดใส เรื่องปจจัยที่มีผลตอความรูและความคิดริเริ่มในการอนุรักษพลังงานของโรงพยาบาล

สมิติเวชศรีนครินทร ที่พบวาระยะเวลาในการทํางานไมมีความสัมพันธกับความรูความเขาใจเกี่ยวกับระบบนิเวศและ

ส่ิงแวดลอมของโลก(5) และสอดคลองกับงานวิจัยของสุธาเทพ รุณเรศ เร่ืองปจจัยท่ีมีผลตอการตระหนักถึงภัยคุกคาม

ทางไซเบอรของผูใชอินเทอรเน็ตในกรุงเทพมหานคร ท่ีพบวาปจจัยทางดานประสบการณเก่ียวกับภัยคุกคามทางไซเบอร

ไมมีผลตอความตระหนักถึงภัยคุกคามทางไซเบอรของผูใชอินเทอรเน็ต(6) แตเม่ือพิจารณาในรายละเอียดของคาเฉล่ียท่ี

ไดในแตละดาน พบขอมูลวาบุคลากรท่ีมีระยะเวลาการปฏิบัติงานต่ํากวา 1 ป มีความรูความเขาใจ ความตระหนัก และ

การนําระบบคุณภาพไปปฏิบัตินอยกวาบุคลากรท่ีมีระยะเวลาการปฏิบัติงานในกลุมอ่ืน ท้ังน้ีเน่ืองจากบุคลากรกลุมน้ี

เปนบุคลากรใหม ซ่ึงยังไมไดรับการฝกอบรมหรือสรางความเขาใจในการปฏิบัติงานตามระบบคุณภาพท่ีหนวยงาน

จัดทําข้ึนอยางครบถวน ท้ังน้ีจําเปนตองสงเสริมและพัฒนาบุคลากรกลุมน้ีใหมีความรู ความเขาใจ เพ่ือสรางให

เกิดความตระหนัก และนําไปสูการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติไดอยางถูกตอง เหมาะสมกับงานท่ีรับผิดชอบ โดย

การกําหนดหลักสูตรพ้ืนฐานท่ีบุคลากรทุกคนตองไดรับการพัฒนา รวมท้ังจัดใหมีการประเมินความสามารถของ

บุคลากร เพ่ือใหเกิดกระบวนการพัฒนาท่ีมีประสิทธิภาพ และจากขอมูลพบวาบุคลากรท่ีมีอายุงานมาก ไมไดมีความรู

ความเขาใจ ความตระหนัก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติมากกวาบุคลากรที่มีระยะเวลาการปฏิบัติงานในกลุมอื่น 

เนือ่งมาจากบุคลากรกลุมน้ีปฏบิตังิานมาเปนเวลานาน มภีาระงานมาก จงึละเลย หรอืไมมเีวลาในการทบทวนฟนฟคูวามรู

ดานระบบคุณภาพมาตรฐานที่เกี่ยวของอยางตอเนื่อง แตใหความสําคัญกับงานตามภารกิจที่ไดรับมอบหมายมากกวา 

จงึสงผลตอความรูความเขาใจในรายละเอยีดของมาตรฐานตางๆ ทีม่กีารปรับปรงุเปลีย่นแปลงอยางตอเนือ่ง ดงันัน้สถาบนั

จึงตองสงเสริมและฟนฟูความรูความเขาใจใหกับบุคลากรกลุมนี้ดวย

จากผลการประเมินประสิทธิภาพชองทางการส่ือสาร พบวาชองทางท่ีบุคลากรสวนใหญสามารถรับทราบ

ขอมูลดานระบบคุณภาพไดมากท่ีสุด คือ หนังสือเวียน และชองทางท่ีบุคลากรสวนใหญคิดวาสามารถรับทราบขอมูล

ดานระบบคุณภาพท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด คือ อีเมล โดยเม่ือนําขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบกัน ทําใหทราบวาควรมี

การส่ือสารทางอีเมลใหมากข้ึน เน่ืองจากเปนชองทางท่ีบุคลากรสวนใหญเห็นวาสามารถรับทราบขอมูลดานระบบ

คุณภาพท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด แตท้ังน้ียังคงตองมีการส่ือสารผานทางหนังสือเวียนดวย เน่ืองจากบุคลากรบางกลุม

มีความจําเปนตองใชเอกสารท่ีเปนลายลักษณอักษร รวมท้ังอาจไมมีความถนัดในการใชอีเมลในการรับขอมูลขาวสาร

และพบวาการส่ือสารทางไลนเปนชองทางท่ีบุคลากรรับทราบขอมูลขาวสารดานระบบคุณภาพท่ีงายและท่ัวถึงท่ีสุด

เปนลําดับรองลงมา ดังน้ันจึงควรมีการส่ือสารขอมูลทางไลนใหมากข้ึนในการแจงขาวสารขอมูลดานระบบคุณภาพตางๆ 

ท่ีเปนการแจงขอมูลเบ้ืองตนท่ีไมเปนทางการ
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สรุป

การประเมินสถานะดานคุณภาพของบุคลากรสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข ทําใหทราบสถานะ

ปจจุบันของบุคลากรเพ่ือนําไปสูการพัฒนาบุคลากรใหเกิดความรูความเขาใจ ความตระหนัก และสามารถนํา

ระบบคุณภาพไปสูการปฏิบัติไดอยางถูกตอง เหมาะสม และย่ังยืน ซ่ึงจากงานวิจัยแมวาบุคลากรจะมีระดับความรู

ความเขาใจ ความตระหนักอยูในระดับมาก และการนําระบบคุณภาพไปปฏิบัติอยูในระดับมากท่ีสุด ยังตองมีการ

พัฒนาบุคลากรอยางเปนระบบและตอเน่ือง โดยขอเสนอแนะแนวทางในการพัฒนาท่ีไดจากการศึกษา ควรจัด

หลักสูตรฝกอบรมใหความรูเก่ียวกับระบบคุณภาพอยางตอเน่ือง หรือทุกคร้ังเม่ือมีการเปล่ียนแปลงท่ีกระทบตอ

การปฏิบัติงาน เพื่อเปนการทบทวนและสงเสริมใหเกิดความรูความเขาใจกับบุคลากรเดิม และสรางใหเกิดความรู

ความเขาใจกบับคุลากรใหม การสรางจติสาํนกึใหเขาใจวาระบบคณุภาพอยูในงานประจาํ เพือ่ใหเกดิความตระหนกัและ

นําไปสูการปฏบิตั ิผูบรหิารควรใหการสนบัสนนุทัง้ในดานนโยบาย งบประมาณ การสรางความรวมมอืภายในหนวยงาน

เพื่อเปนแรงขับเคลื่อนการสรางความรูความเขาใจดานระบบคุณภาพใหเกิดข้ึนอยางเปนระบบ มีการติดตามประเมิน

ผลอยางเปนรูปธรรม เพิ่มชองทางและจัดทําสื่อการเรียนรูในหลายรูปแบบใหทันกับสถานการณ รวมทั้งมีการส่ือสาร

ผานชองทางที่เหมาะสมกับบุคลากรทุกระดับ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณผู อํานวยการสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข ที่สนับสนุนใหดําเนินการวิจัย นางสาว

นภวรรณ เจนใจ หัวหนากลุมพัฒนาคุณภาพและวิชาการ ท่ีผลักดันและใหคําปรึกษารวมท้ังเปนผูเช่ียวชาญตรวจ

สอบคุณภาพเคร่ืองมือวิจัย นายวัฒนพงศ วุทธา นางสาวอัจฉรียา อนุกูลพิพัฒน เปนผูเช่ียวชาญตรวจสอบคุณภาพ

เคร่ืองมือวิจัย พรอมใหคําแนะนําเปนอยางดี และขอขอบคุณบุคลากรสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุขทุกทานท่ีให

ความรวมมือในการตอบแบบสอบถาม รวมท้ังเพ่ือนรวมงานทุกทานท่ีชวยเหลือและใหกําลังใจจนสามารถดําเนินการ

ไดบรรลุวัตถุประสงค
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Assessment of Knowledge, Understanding, 
Awareness and Practice on Quality System 
among Personnel of the National Institute 

of Health, Thailand

Waralak Lertsupangkakul1 Daungkamon Asawutmangkul1 Thunwa Kaewket2

Kamolpan Khruemyanang1 and Archawin Rojanawiwat1

1Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000
2Mae Fah Luang University, Amphoe Muang, Chiang Rai 57100, Thailand

ABSTRACT The National Institute of health (NIH), Thailand is an organization that has been

implementing quality systems as a management tools since 2003. All relevant International standards 

have been adopted in the institutional quality systems. The quality systems have been transferred into 

practice by using standard operation systems (SOPs) in all work processes which cover all levels of 

personnel. As the systems have been timely implemented, there is a suspicion on knowledge, 

understanding, awareness and quality practice of current personnel working in this manner. Therefore, 

this study aimed to explore the perception of quality of the NIH personnel with additional assessment

of communication efficiency by survey design methodology. The results showed that knowledge, 

understanding and awareness on quality systems were at high level while quality practice was at 

highest score. Personnel with different duration of services had no statistical difference in the level of 

knowledge, understanding, awareness and quality practice (p > 0.05). In terms of communication 

efficiency, it was found that circulars were the most effective mean while e-mail was the most simple 

and thorough channels to receive quality information. The results of in-depth interview indicated the 

issues to be considered as continuous quality improvement, namely creating systematic learning of 

quality systems. These included increasing learning channels and up to date learning materials and 

providing an organizational knowledge management process for self-learning.In addition, the right 

communication channel should be used to communicate with all levels of personnel in order to achieve 

effective awareness throughout the organization.

Keywords: Knowledge, Understanding, Awareness, Quality practice
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บทคดัยอ  ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 สาํนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร เก็บตัวอยางอาหารพรอมบรโิภค จาํนวน

110 ตัวอยาง และภาชนะสัมผัสอาหารจํานวน 160 ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 270 ตัวอยาง จากรานอาหารสวัสดิการกรมวิทยาศาสตร

การแพทย เพื่อตรวจประเมินคุณภาพทางจุลชีววิทยา โดยใชเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร

ฉบับที่ 3 กรมวิทยาศาสตรการแพทย เปนเกณฑมาตรฐาน ผลการตรวจพบวาอาหารพรอมบริโภค 6 ประเภท (110 ตัวอยาง) 

ไมผานเกณฑรอยละ 42.7 สาเหตุมาจาก ยีสต จํานวนจุลินทรีย และ Escherichia coli คิดเปนรอยละ 52.9, 20.0 และ 19.0 

ตามลําดับ จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค ไดแก Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, 

Salmonella spp. และ Staphylococcus aureus ไมผานเกณฑ คิดเปนรอยละ 19.6, 2.1, 1.0, 6.4 และ 0.9 ตามลําดับ 

สวนเชื้อรา Vibrio cholerae และ Vibrio parahaemolyticus ตรวจไมพบในทุกตัวอยาง โดยอาหารประเภทยํา-สมตํา-

อาหารปนผักสด-ผลไม ไมผานเกณฑสูงสุด (รอยละ 80.0) สําหรับภาชนะสัมผัสอาหารจํานวน 160 ตัวอยาง ไมผานเกณฑ

รอยละ 73.1 สาเหตุหลัก คือ จํานวนจุลินทรีย (รอยละ 72.5) เมื่อพิจารณาผลตรวจปงบประมาณ พ.ศ. 2563 ที่ผานเกณฑ

มากกวาป พ.ศ. 2562 มีคา 1.3 เทา แตเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางสถิติพบวาไมแตกตางกัน (p>0.05) ดังนั้นเพื่อเปนการ

ปรบัปรงุอาหารพรอมบริโภคใหมคีณุภาพและความปลอดภยัมากขึน้ ผูสมัผัสอาหารตองปฏบิติัตามหลกัสขุวทิยาสวนบคุคลและ

สุขนิสัยที่ดีในการปรุง ประกอบ และจําหนายอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทยควรจัดอบรมและตรวจประเมินรานอาหาร

สวสัดกิารตามหลกัการสขุาภบิาลอาหาร รวมทัง้สุมตรวจอาหารและภาชนะสมัผสัอาหารอยางสมํา่เสมอ สวนผูบรโิภคควรปฏบิตัิ

ตามหลัก “กินรอน ชอนกลาง ลางมือ” และรับประทานอาหารที่ “สุก รอน สะอาด”  

คําสําคัญ : คุณภาพทางจุลชีววิทยา, อาหารพรอมบริโภค, ภาชนะสัมผัสอาหาร, อาหารปลอดภัย
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บทนํา

ในปจจบุนัสงัคมไทยเปลีย่นแปลงจากการเกษตรเพือ่การบริโภคมาเปนเกษตรอตุสาหกรรมและการพาณชิย

สงผลใหรูปแบบการบริโภคอาหารเปล่ียนจากการปรุงอาหารเพื่อรับประทานเองเปนการซื้ออาหารปรุงสําเร็จหรือ

การรับประทานอาหารนอกบานมากข้ึน ทําใหเพิ่มความเสี่ยงตอการบริโภคอาหารท่ีไมไดมาตรฐานมีการปนเปอน

ของเชือ้กอโรค(1)  โดยเชือ้โรค สิง่สกปรก และสารพษิตาง ๆ  สามารถปนเปอนสูอาหารไดทกุขัน้ตอนตัง้แตการเพาะปลกู

เลี้ยงสัตว การเก็บเกี่ยว การแปรรูป การขนสง การปรุงประกอบ ไปจนถึงการจําหนาย ในขณะที่แหลงปนเปอนของ

เชื้อกอโรค แบงเปน 2 ประเภท คือ แหลงปนเปอนโดยตรง (Primary Sources of Contaminants) ไดแก เชื้อโรค

ที่อาศัยอยูในคน อาหาร สัตวแมลงนําโรค และสิ่งแวดลอมเปนตน แหลงปนเปอนโดยออม (Secondary Sources of  

Contaminants) ไดแก ภาชนะอุปกรณ เครื่องมือที่ใชในการเตรียมปรุงรวมทั้งโครงสรางสถานที่เตรียมปรุงเก็บ

และบริการอาหาร(2) เม่ือคนบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปอนเชื้อกอโรคเขาสูรางกาย หากเชื้อมีปริมาณมากพอและ

รางกายออนแอ อาจทําใหเปนโรคได โดยโรคที่เกิดจากอาหารเปนส่ือ (Food - borne illness) แบงเปน 2 กลุม

กลมุแรก คอื โรคอาหารเปนพษิ (Food poisoning) มสีาเหตจุากการบรโิภคอาหารทีป่นเปอนสารพษิทีส่รางจากเช้ือกอโรค

เชน Staphylococcus aureus และ Clostridium botulinum กลุ มที่สอง คือ โรคติดเช้ือจากอาหาร

(Food - borne infection) เกิดจากการบริโภคอาหารหรือนํ้าที่ปนเปอนดวยเชื้อกอโรคแลวเชื้อเจริญและเพิ่มจํานวน

ในระบบทางเดินอาหารจนทําใหเกิดการเจ็บปวยได เชน Salmonella spp. และ Listeria monocytogenes

เปนตน(2, 3) จากรายงานการระบาดในป พ.ศ. 2560 ของสํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กลาววากลุมโรคติดตอ

ทางอาหารและนํา้ ไดแก โรคอจุจาระรวงพบผูปวย 1,038,349 ราย เสยีชีวิต 2 ราย อหวิาตกโรคซึง่เกิดจาก Vibrio cholerae

พบผูปวย 8 ราย ไมพบผูเสียชีวิตและโรคอาหารเปนพิษ พบผูปวย 110,396 ราย เสียชีวิต 3 ราย สวนใหญมีสาเหตุจาก

Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus และ Salmonella spp. ตามลาํดบั(1)  ในการควบคมุและปองกนัอาหาร

ใหสะอาดและปลอดภัย โดยใชวิธีการทางสุขาภิบาลอาหาร คือ การควบคุมปจจัยสําคัญ 5 ประการ ที่เปนสาเหตุทําให

อาหารไมปลอดภัย ไดแก บุคคล (ผูสัมผัสอาหาร) อาหาร (เชน อาหารสด เนื้อสัตว ผักสด) ภาชนะอุปกรณ (เชน 

จาน ชอน หมอ กระทะ)  สถานที่ (บริเวณที่เตรียม ปรุงประกอบ จําหนาย และรับประทานอาหาร รวมถึงแผงลอย

จําหนายอาหาร) และสัตวแมลงนําโรครวมทั้งสัตวเลี้ยง(4)

รานอาหารสวัสดิการกรมวิทยาศาสตรการแพทย (โรงอาหาร) ปจจุบันมีรานคาจํานวน 17 ราน เปนราน

จําหนายอาหาร ผลไม นํ้าและเครื่องดื่ม อาหารและเครื่องดื่ม จํานวน 12, 2, 2 และ 1 ราน ตามลําดับ ในการกํากับ

ดูแลการดาํเนนิงานของรานอาหารสวสัดกิาร เพือ่ใหอาหารทีจ่าํหนายมคีณุภาพ สะอาด และปลอดภยั กรมวทิยาศาสตร

การแพทย ไดประสานความรวมมือกับหนวยงานภาครัฐ เชน เทศบาลจังหวัดนนทบุรี ในการตรวจติดตามรานอาหาร

สวัสดิการตามหลักสุขาภิบาล ขณะท่ีกรมอนามัยไดจัดอบรมใหความรูกับผูสัมผัสอาหาร เชน สุขลักษณะการผลิต

วธิกีารลางมอืทีถ่กูตอง การลางผกัใหปลอดภัยจากสารพษิตกคาง เปนตน และในป พ.ศ. 2563 กรมวทิยาศาสตรการแพทย 

ไดดําเนินการตามนโยบายของกระทรวงสาธารณสุข ในการพัฒนาโรงอาหารของกรมวิทยาศาสตรการแพทย ใหเปน

ตนแบบของโรงอาหารปลอดภัย ใสใจสุขภาพ  “DMSc. Healthy Canteen” เชน การทาสีผนังภายในรานอาหาร

เปล่ียนปลองดดูควนัใหม ตดิตัง้อางลางมอืบรเิวณทางขึน้โรงอาหาร รวมทัง้จดัซือ้ตูอบรอนสาํหรบัอบภาชนะ และตูกรองนํา้

ด่ืม เปนตน งานวจิยัเรือ่งนีเ้ปนสวนหนีง่ของโครงการบรูณาการเพ่ือพฒันาสขุลกัษณะรานอาหารสวสัดกิารกรมวทิยาศาสตร

การแพทยของสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจประเมินคุณภาพทางจุลชีววิทยา

ของอาหารพรอมบรโิภคและภาชนะสมัผสัอาหาร ของรานอาหารสวสัดกิารกรมวทิยาศาสตรการแพทย ในปงบประมาณ

พ.ศ. 2562 - 2563 และเปนการคุมครองสุขภาพใหกับผูมาใชบริการใหไดรับประทานอาหารที่สะอาดปลอดภัย รวมทั้ง

เผยแพรขอมูลใหหนวยงานที่รับผิดชอบนําไปปรับปรุงและพัฒนาคุณภาพของรานอาหารสวัสดิการ กรมวิทยาศาสตร

การแพทยใหดียิ่งขึ้นตอไป
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วัสดุและวิธีการ 

จุลินทรียมาตรฐาน

จุลินทรียมาตรฐานใชสําหรับการควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห เปนจุลินทรียจากศูนยเก็บรักษาและ

รวบรวมสายพันธุจุลินทรียทางการแพทย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย จํานวน

12 สายพนัธุ ไดแก Escherichia coli DMST 4212 (ATCC 25922), Bacillus cereus DMST 5040 (ATCC 11778),

Clostridium perfringens DMST 16637 (ATCC 13124), Listeria monocytogenes DMST 17303, 

Saccharomyces cerevisiae DMST 22805 (ATCC 2601), Salmonella Typhimurium DMST 562 (ATCC 

13311), Staphylococcus aureus DMST 8840 (ATCC 25923), Vibrio cholerae non O1/non O139 DMST

2873, V. cholerae O1, Eltor, Inaba DMST 28002, V. cholerae O1, Eltor, Ogawa DMST 9700,

V. cholerae O139 DMST 22139, V. parahaemolyticus DMST 5665 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก

จํานวนจุลินทรีย: plate count agar (PCA)

จํานวนยีสตและรา: petrifilm yeast and mold count plate

E. coli: EC broth, Koser’s citrate broth, lactose broth, lauryl sulphate tryptose broth 

(LST), levine eosin methylene blue (L - EMB) agar, methyl red - Voges Proskauer broth (MR - VP), 

tryptone broth

B. cereus: mannitol - egg yolk - polymyxin agar (MYP), motility medium, nitrate broth, 

nutrient agar (NA), phenol red glucose broth (PRG), tyrosine agar (TA), trypticase soy - sheep 

blood agar (SBA), Voges - Proskauer medium (VP) (modified)

C. perfringens: cooked meat medium (modified) (mCM), lactose - gelatin medium

(for C. perfringens), motility nitrate medium, spray’s fermentation medium (1% salicin และ 1% 

raffinose) thioglycollate medium (fluid) (TGC), tryptose - sulfite - cycloserine agar (TSC)

L. monocytogenes: agar Listeria according to Ottaviani and Agosti (ALOA), blood agar, 

CAMP medium, carbohydrate utilization broth (L - rhamnose และ D - xylose), Fraser broth,

half Fraser broth, motility agar, oxford agar (OXA), tryptone soya yeast extract agar (TSYEA), 

Voges - Proskauer (VP) medium  

Salmonella spp.: buffered peptone water (BPW), Hektoen enteric agar (HE), lysine indole 

motile (LIM) หรอื motility indole lysine (MIL) medium, modified semi - solid Rappaport - Vassiliadis

(MSRV) agar, Muller - Kauffmann tetrathionate novobiocin broth (MKTTn), nutrient agar (NA), 

Rappaport - Vassiliadis medium with soya (RVS), triple sugar iron agar (TSI), urea agar, xylose 

lysine deoxycholate agar (XLD)

S. aureus: Baird - Parker agar with egg yolk (BP), brain heart infusion (BHI) broth, 

trypticase (tryptic) soy broth containing 10% NaCl and 1% sodium pyruvate (TSB 10% NaCl), 

coagulase plasma (rabbit) with EDTA

V. cholerae และ V. parahaemolyticus: alkaline saline peptone water (ASPW), Arginine 

dihydrolase saline medium (ADH), CHROMagar Vibrio (CV), L - lysine decarboxylase saline
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medium (LDC), saline medium for detect of indole (Tryptophan saline medium), saline motility 

indole lysine medium (MIL), saline nutrient agar (SNA), saline triple sugar iron agar (TSI), 

Thiosulfate citrate bile and sucrose agar (TCBS)

นํ้ายาและสารเคมี 

Butterfield’s phosphate buffered dilution water (BPB), basic fuchsin staining solution

Gram stain reagents, 3% hydrogen peroxide solution (H
2
O

2
), Kovacs’ reagent, malachite green 

staining solution, methyl red solution, nitrite detection reagents, oxidase reagent, ONPG disc, 0.1% 

peptone water, polyvalent V. cholerae O1 และ O139, 0%, 6% และ 10% saline peptone waters, 0.85 %

sodium chloride (normal saline), Salmonella polyvalent O antisera and monovalent O antisera, V. 

cholerae Inaba antiserum, V. cholerae Ogawa antiserum, Voges Proskauer (VP) reagents  

เครื่องมือและวัสดุอุปกรณ

เคร่ืองชัง่ทศนยิม 2 ตาํแหนง ตูบมเพาะเชือ้ (25 ± 1 °C, 30 ± 1 °C, 35 ± 1 °C, 36 ± 1 °C, 37 ± 1 °C และ 43 ± 1 °C)

เครื่องนึ่งฆาเชื้อ อางนํ้ารอน (41.5 ± 1 °C และ 45.5 ± 0.2 °C) เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง กลองจุลทรรศน เครื่อง

นับโคโลนี เครื่องผสม (vortex mixer) ขวดแกวฝาเกลียว หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ ปเปต แผนกระจกสไลด หวง

และเข็มเขี่ยเชื้อ แทงแกวเกลี่ยเชื้อ และไม swab

ตัวอยางทดสอบ

เก็บตัวอยางทดสอบจากรานอาหารสวัสดิการกรมวิทยาศาสตรการแพทย มีรายละเอียดของตัวอยางทดสอบ 

จํานวน และชวงเวลาที่เก็บตัวอยาง ดังนี้

อาหารพรอมบริโภคแบงเปน 6 ประเภท ตามวิธีการประกอบอาหาร ไดแก ตม-นึ่ง (เชน แกงจืดเตาหูหมูสับ

แกงเขยีวหวานหมู ไขตม)  ผดั (เชน ผดัคะนาน้ํามันหอย ขาวผัดกุง)  ทอด-ยาง (เชน ปลาสวายทอด หมปูง)  ปรงุสกุแลว

ผานการหยบิจบัดวยมือหรอืหัน่ผานเขียง (เชน เสนหมีแ่หงลกูชิน้หม ูขาวไกทอดนํา้จิม้แจว ขาวขาหม)ู  ยาํ-สมตาํ-อาหาร

ที่ปนผักสด-ผลไม (เชน ยําปลาดุกฟู สมตําปูปลารา ขนมจีนนํ้ายา สับปะรด) ขนมหวาน-ขนมอบ (เชน ขนมสาคูเปยก

มะพราว ขนมปงหนาหมูสับไขเค็ม ขนมเปยะไสถั่ว) 

ภาชนะสัมผัสอาหารแบงเปน 2 ประเภท ประเภทที่หนึ่ง คือ ภาชนะที่สัมผัสอาหาร ไดแก ภาชนะสวนกลาง 

หมายถึง ภาชนะที่มีเจาหนาที่สวนกลางทําหนาที่ลางทําความสะอาด ไดแก จาน ชาม แกวนํ้า ชอน-สอม และตะเกียบ 

(กรณี ชอน-สอม และตะเกียบ สุมตรวจโดยไมไดจุมในหมอลวก เนือ่งจากตองการตรวจสอบประสทิธภิาพการลาง) และ

ภาชนะสวนของรานคา หมายถึง ภาชนะของรานคาที่ใชในการประกอบอาหารไดแก ทัพพี มีด เขียง และถาด ประเภท

ที่สอง คือ มือผูสัมผัสอาหาร หมายถึง มือของผูเตรียม ผูปรุง และผูจําหนายอาหาร

ชวงเวลาท่ีเกบ็ตวัอยางตามระยะเวลาการดาํเนนิงานของโครงการ ไดแก โครงการพฒันาสขุลกัษณะรานอาหาร

สวัสดิการกรมวิทยาศาสตรการแพทย ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2562 (เก็บตัวอยางระหวางเดือนมกราคม - เดือน

พฤษภาคม 2562 เปนอาหารพรอมบริโภคจํานวน 50 ตัวอยาง และภาชนะสัมผัสอาหารจํานวน 87 ตัวอยาง) และ

โครงการพัฒนาโรงอาหารกรมวิทยาศาสตรการแพทยเพื่อเปนตนแบบของโรงอาหารปลอดภัย ใสใจสุขภาพ “DMSc. 

Healthy Canteen” ปงบประมาณ พ.ศ. 2563 (เก็บตัวอยางระหวางเดือนมิถุนายน - เดือนกรกฎาคม 2563

เปนอาหารพรอมบริโภคจํานวน 60 ตัวอยาง และภาชนะสัมผัสอาหารจํานวน 73 ตัวอยาง)
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การทดสอบ 

การทดสอบประกอบดวยขั้นตอนการสุมตัวอยาง และการตรวจวิเคราะห ดังนี้

การสุมตัวอยาง

อาหารพรอมบรโิภค เกบ็ตวัอยางน้ําหนกั 300 - 500 กรมั/หนวย จาํนวน 2 หนวย สงตวัอยางเขาหองปฏบิตักิาร

จุลชีววิทยาทันที ตรวจหาเชื้อจุลินทรียดังแสดงในตารางที่ 1

ภาชนะสัมผสัอาหาร สุมตวัอยางภาชนะและมอืผูสมัผัสอาหาร ดวยเทคนคิปราศจากเช้ือ (aseptic technique)

สงตวัอยางเขาหองปฏบิตักิารจลุชวีวิทยาทนัท ีตรวจหาเชือ้จลุนิทรยีดงัแสดงในตารางที ่2 โดยภาชนะทีม่จีาํนวนมากพอ

เชน จาน ชาม แกวนํ้า ชอน - สอม สุมภาชนะชนิดละ X ชิ้น/ตัวอยาง (เตรียม BPB  X มิลลิลิตร ภายหลัง swab แลว

จะไดอัตราสวน BPB 1 มิลลิลิตร/ชิ้นภาชนะ) เพื่อตรวจหาเช้ือจุลินทรีย จํานวน 3 รายการ กรณีภาชนะท่ีอาจมี

จํานวนนอย เชน ทัพพี มีด จะตรวจเชื้อจุลินทรียเฉพาะรายการจํานวนจุลินทรีย ภาชนะสัมผัสอาหารประเภท

เขียง ถาด สุม 1 ชิ้น 

วิธีการ swab(5)

ภาชนะ ใชไม swab 1 ไม/ตัวอยาง จุมลงใน BPB บิดหัวสําลีที่ปลายไมใหพอหมาด โดยกดปลายไม

กับดานขางภายในหลอด จากน้ัน swab ตามวิธี ดังน้ี จาน ชาม แกวน้ํา ถวยกาแฟ  swab สวนท่ีสัมผัสอาหารดานในภาชนะ 

ตะเกียบ swab โดยรอบจากปลายข้ึนมา 1½ น้ิว  ชอน - สอม swab สวนท่ีสัมผัสอาหารท้ัง 2 ดาน มีด swab สวนท่ีใชตัดอาหาร

ท้ังสองดาน เขียง ถาด swab ตรงกลางภาชนะ พ้ืนท่ี 50 ตารางเซนติเมตร (2 × 25 เซนติเมตร หรือ 5 × 10 เซนติเมตร)

มอืผูสัมผสัอาหาร เตรยีม BPB 5 มิลลลิติร จํานวน 2 หลอด (1 มอื/หลอด) และใชไม swab 1 ไม/มอื/หลอด

จุมลงใน BPB  กดปลายไมกับดานขางภายในหลอด ทําการ swab มือที่สัมผัสอาหารขางหนึ่ง โดยหงายฝามือขึ้น 

swab ฝามือและรอบนิ้วทุกนิ้ว หรือ swab สวนของมือที่ใชหยิบจับอาหารหรือสัมผัสอาหาร เพื่อตรวจจํานวนจุลินทรีย

จากนั้น swab มือที่สัมผัสอาหารอีกหนึ่งขาง เพื่อตรวจ E. coli, Salmonella spp. และ S. aureus ทั้งนี้ควรทดสอบ

หลังการลางทําความสะอาดมือแลว

วิธีวิเคราะห

จํานวนจุลินทรีย : วิธี APHA, Compendium 2015, Chapter 6&8(6) จํานวนยีสตและรา: วิธี AOAC 

(2019) 997.02(7) E. coli : วิธี US FDA BAM 2017, Chapter 4(8) B. cereus: วิธี US FDA BAM 2012, 

Chapter 14(9) C. perfringens: วิธี US FDA BAM 2001, Chapter 16(10) L. monocytogenes: วิธี ISO 

11290 - 1:2017(11) Salmonella spp.: วิธี ISO 6579 - 1:2017(12) S. aureus: วิธี US FDA BAM 2016,

Chapter 12(13)  V. cholerae และ V. parahaemolyticus: วิธี ISO 21872 - 1:2017(14)

เกณฑที่ใชประเมิน 

การประเมินผลการตรวจวิเคราะหใชเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร

กรมวิทยาศาสตรการแพทยฉบับที่ 3 (พ.ศ. 2560)(5) โดยแสดงเฉพาะประเภทอาหารที่ตรงกับชนิดตัวอยางที่สุมเก็บใน

งานวิจัยนี้ ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2
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ตารางที่ 1 เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 3 รายการผักและผลไมตัดแตง 

 ขนมหวาน ขนมอบที่มีไสหรือไมมีไส และอาหารพรอมบริโภคทั่วไป 

รายการทดสอบ
ผักและผลไม

ตัดแตง
ขนมหวาน

ขนมอบที่มีไส

หรือไมมีไส
อาหารพรอม
บริโภคทั่วไป

จํานวนจุลินทรีย 
CFU/กรัม

นอยกวา 1 × 106 นอยกวา 1 × 106 นอยกวา 1 × 104(a)

นอยกวา 1 × 105(b)

นอยกวา 1 × 106

จํานวนยีสตและรา 
CFU/กรัม

ยีสต นอยกวา 1,000
รา นอยกวา 500

นอยกวา 1,000 นอยกวา 100(a)

นอยกวา 500(b)

-

Escherichia coli
MPN/กรัม

นอยกวา 100 นอยกวา 3 นอยกวา 3 นอยกวา 3(c)

นอยกวา 10(d)

Bacillus cereus 
CFU/กรัม

- นอยกวา 100 นอยกวา 100 นอยกวา 100(e)

Clostridium perfringens
CFU/กรัม

- - นอยกวา 100 นอยกวา 100

Listeria monocytogenes
/25 กรัม

ไมพบ - - ไมพบ

Salmonella spp./25 กรัม ไมพบ ไมพบ ไมพบ ไมพบ

Staphylococcus aureus 
CFU/กรัม

นอยกวา 100 นอยกวา 100 นอยกวา 10 นอยกวา 100

Vibrio cholerae/25 กรัม - - - ไมพบ

Vibrio parahaemolyticus
/25 กรัม

- - - ไมพบ(f)

ตารางที่ 2 เกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร ฉบับที่ 3 รายการภาชนะสัมผัสอาหาร 

 และมือผูสัมผัสอาหาร 

รายการทดสอบ ภาชนะสัมผัสอาหาร มือผูสัมผัสอาหาร

จํานวนจุลินทรีย (CFU) นอยกวา 1,000 /ชิ้นภาชนะหรือตอคู นอยกวา 500 /มือ

Escherichia coli - ไมพบ /สวนหนึ่งของมือ

Salmonella spp. ไมพบ /ชิ้นภาชนะหรือตอคู ไมพบ /สวนหนึ่งของมือ

Staphylococcus aureus ไมพบ /ชิ้นภาชนะหรือตอคู ไมพบ /สวนหนึ่งของมือ

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห
(a) ขนมอบที่ไมมีไสหรือเติมไสหรือสวนผสมอื่นกอนอบ เชน คุกกี้ บิสกิต แครกเกอร เวเฟอร ขนมเปยะ ขนมโมจิ ขนมไหวพระจันทร 
   ขนมปง และพาย เปนตน
(b) ขนมอบทีเ่ตมิไสหรอืสวนผสมอืน่หลงัอบ เชน เอแคลร แยมโรล ขนมเคกหนาตางๆ บสิกติหรอืแครกเกอรหรอืเวเฟอรไสตางๆ เปนตน        
(c) อาหารประเภทขาวแกง กวยเตี๋ยว ขนมจีน ไสกรอก ปูอัด ปลาหมึกปรุงรส ซูชิ แซนดวิช และอื่นๆ
(d) สมตํา สลัดมีเนื้อสัตวเปนสวนประกอบ ขนมจีนและแซนดวิชที่มีผักสดเปนสวนประกอบ อาหารประเภทยํา นํ้าตก และลาบ
(e) รายการทดสอบนี้ตรวจเฉพาะอาหารที่มีขาวหรือแปงหรือธัญพืชเปนสวนประกอบ
(f) รายการทดสอบนี้ตรวจเฉพาะอาหารทะเลหรืออาหารที่มีอาหารทะเลเปนสวนประกอบ

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห
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การวิเคราะหขอมูล 

คํานวณหาความสัมพันธทางสถิติ (ความแตกตางของขอมูล 2 ชุด) โดยใชไคสแควร (χ2 -  test) สําหรับ

ขอมูลตารางขนาด 2 × 2 ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05(15) 

จากสูตรไคสแควร      

           Σ
(O - E)2

E
χ2 =    

O คือ คาสํารวจ  

E   คือ คาที่คาดหมาย  = (ผลรวมของแถว) (ผลรวมของสดมภ)

                                                      (ผลรวมทั้งหมด)

df  คือ คาขั้นแหงความอิสระ = (จํานวนแถว - 1) (จํานวนสดมภ - 1)

                        =  (2 - 1) (2 - 1) = 1 

   

คาไคสแควร (χ2) จากตารางที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 df = 1 มีคาเทากับ 3.84

-  ถา χ2
cal

  ที่คํานวณไดมีคามากกวา 3.84 (p<0.05) แสดงวาตัวอยางอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร

ที่สุมเก็บในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 มีผลการตรวจผานเกณฑ(5) แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

-  ถา χ2
cal

 ที่คํานวณไดมีคานอยกวา 3.84 (p>0.05) แสดงวาตัวอยางอาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร

ที่สุมเก็บในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 มีผลการตรวจผานเกณฑไมแตกตางกัน

ผล

ผลการตรวจอาหารพรอมบรโิภคและภาชนะสมัผัสอาหาร จากรานอาหารสวสัดกิารกรมวทิยาศาสตรการแพทย

ในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 รวม 270 ตัวอยาง แบงเปนอาหารพรอมบรโิภค 110 ตวัอยาง และภาชนะสมัผัสอาหาร 

160 ตัวอยาง ผลตรวจผานเกณฑ(5)  คิดเปนรอยละ 57.3 และ 26.9 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาตามชวงเวลาที่เก็บตัวอยาง 

พบวาปงบประมาณ พ.ศ. 2562 และ 2563 เก็บตัวอยาง 137 และ 133 ตัวอยาง ผลตรวจผานเกณฑ(5) คิดเปนรอยละ 

33.6 และ 45.1 ตามลําดบั ดังแสดงในตารางท่ี 3 และผลการตรวจในปงบประมาณ พ.ศ. 2563 ผานเกณฑมากกวาป พ.ศ.

2562 มคีา 1.3 เทา (45.1/33.6) เม่ือนาํมาหาความสมัพนัธทางสถติโิดยใช ไคสแควร (χ2  test) ทีร่ะดบันยัสาํคญั 0.05

พบ χ2
cal

 มีคา 3.77 ซึ่งนอยกวา 3.84 (p>0.05) แสดงวาตัวอยางอาหารและภาชนะสัมผัสอาหารที่สุ มเก็บ

ในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 มีคุณภาพทางจุลชีววิทยาไมแตกตางกัน(15)

อาหารพรอมบริโภคจํานวน 110 ตัวอยาง ผลตรวจไมผานเกณฑรอยละ 42.7 เน่ืองจากจํานวนจุลินทรีย 

ยีสต และ E. coli เกินเกณฑกําหนด คิดเปนรอยละ 20.0, 52.9 และ 19.0 ตามลําดับ จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค ไดแก 

B. cereus, C. perfringens, L. monocytogenes, Salmonella spp. และ S. aureus ไมผานเกณฑ คดิเปนรอยละ

19.6, 2.1, 1.0, 6.4 และ 0.9 ตามลําดบั สวนเชือ้รา V. cholerae และ V. parahaemolyticus ตรวจไมพบในทกุตวัอยาง

เม่ือพิจารณาอาหารพรอมบริโภคท่ีแยกไดเปน 6 ประเภท ตามวิธีการประกอบอาหาร พบวาอาหารประเภทยํา-

สมตํา-อาหารที่ปนผักสด-ผลไม ไมผานเกณฑสูงที่สุด คิดเปนรอยละ 80.0 รองลงมา ไดแก ขนมหวาน-ขนมอบ

ผดั อาหารปรุงสกุแลวผานการหยบิจบัดวยมือหรอืหัน่ผานเขยีง ตม-นึง่ ไมผานเกณฑรอยละ 50.0, 45.5, 48.8 และ 9.1

ตามลําดับ และอาหารทอด-ยางตรวจผานเกณฑทุกตัวอยาง รอยละ 100.0 ดังแสดงในตารางที่ 4
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ตารางที่ 3 ผลการตรวจวิเคราะหเชื้อจุลินทรียในอาหารพรอมบริโภคและภาชนะสัมผัสอาหารที่เก็บจากรานอาหาร

 สวัสดิการกรมวิทยาศาสตรการแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563

ตัวอยางทดสอบ
ปงบประมาณ

พ.ศ.
จํานวนตัวอยางที่ตรวจวิเคราะห

ทั้งหมด ผานเกณฑ(5)(%) ไมผานเกณฑ(5)(%)

อาหารพรอมบริโภค

2562 50 26 (52.0) 24 (48.0)

2563 60 37 (61.7) 23 (38.3)

รวม 110 63 (57.3) 47 (42.7)

ภาชนะสัมผัสอาหาร

2562 87 20 (23.0) 67 (77.0)

2563 73 23 (31.5) 50 (68.5)

รวม 160 43 (26.9) 117 (73.1)

รวม ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 137 46 (33.6) 91 (66.4)

รวม ปงบประมาณ พ.ศ. 2563 133 60 (45.1) 73 (54.9)

รวมทั้งหมด 270 106 (39.3) 164 (60.7)

ตารางที่ 4 ผลการตรวจวิเคราะหเชือ้จลุนิทรยีในอาหารพรอมบรโิภคทีเ่กบ็จากรานอาหารสวสัดกิาร กรมวทิยาศาสตร

 การแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 2562  -  2563

ทั้งหมด
ผาน
(%)

ไมผาน
(%)

ตม-นึ่ง 22 20
(90.9)

2   
(9.1)

0 - 1/22 
   (4.5)

0 1/22 
(4.5)

0 0 0 0

ผัด 11 6
(54.5)

5
(45.5)

2/11 
(18.2) 

- 4/11 
(36.4)

2/4 
(50.0)

0 0 3/11 
(27.3)

0 0

ทอด-ยาง 12 12 
(100.0)

0 0 - 0 0 0 0 0 0 0

ปรุงสุก
ผานมือหรือเขียง

29 16 
(55.2)

13 
(44.8)

4/29 
(13.8)

- 8/29 
(27.6)

4/28 
(14.3) 

1/29 
(3.4)

1/29 
(3.4)

1/29 
(3.4)

0 0

ยํา-สมตํา-
อาหารที่ปน
ผักสด-ผลไม

30 6  
(20.0)

24  
(80.0)

14/30 
(46.7)

ยีสต 
9/17

(52.9)
รา 0

8/30 
(26.7)

1/8 
(12.5)

0 0 3/30 
(10.0)

1/30 
(3.3)

0

ขนมหวาน-
ขนมอบ

6 3    
(50.0)

3    
(50.0)

2/6 
(33.3)

0 0 3/6 
(50.0)

0 - 0 0 -

รวม 110 63
(57.3)

47 
(42.7)

22/110  
(20.0)

ยีสต 
9/17 

(52.9)
รา 0

21/110 
(19.0)

10/51 
(19.6)

2/97 
(2.1)

1/103 
(1.0)

7/110 
(6.4)

1/110 
(0.9)

0
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          ตรวจวิเคราะห สาเหตุไมผานเกณฑ/จํานวนตัวอยางที่ตรวจ(5)(%)

ประเภท
ของอาหาร

พรอมบริโภค
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ภาชนะสัมผัสอาหารประกอบดวยภาชนะท่ีสัมผัสอาหารและมือผูสัมผัสอาหารรวม 160 ตัวอยาง ผลตรวจ

ไมผานเกณฑรอยละ 73.1 เน่ืองจากจํานวนจุลินทรียเกินเกณฑรอยละ 72.5 และตรวจพบ E. coli และ S. aureus 

รอยละ 2.5 และ 5.0 ตามลําดับ สวน Salmonella spp. ตรวจไมพบในทุกตัวอยาง โดยเม่ือพิจารณาผลตรวจภาชนะ

สัมผัสอาหารแตละประเภท ในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 และ 2563 พบวาภาชนะท่ีสัมผัสอาหารสวนกลาง ไมผานเกณฑ

รอยละ 66.7 และ 0 ตามลําดับ ภาชนะท่ีสัมผัสอาหารสวนของรานคา ไมผานเกณฑ รอยละ 70.9 และ 62.5 ตามลําดับ 

และมือผูสัมผัสอาหารไมผานเกณฑรอยละ 92.3 และ 100.0 ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางท่ี 5

ตารางที่ 5 ผลการตรวจวิเคราะหเชื้อจุลินทรียในภาชนะสัมผัสอาหารที่เก็บจากรานอาหารสวัสดิการกรมวิทยาศาสตร 

 การแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563

- หมายถึง ไมไดวิเคราะห

ประเภทของ
ภาชนะสัมผัสอาหาร

ปงบ    
ประมาณ

พ.ศ.

จํานวนตัวอยาง

ตรวจวิเคราะห สาเหตุท่ีไมผานเกณฑ(5)(%)

ทั้งหมด
ผาน 
(%)

ไมผาน 
(%)

จํานวน
จุลินทรีย

E. coli
Salmonella

spp.
S. aureus

สวนกลาง

2562

2563

6

5

2
(33.3)

5
(100.0)

4
(66.7)

0

4
(66.7)

0

-

-

0

0

1
(16.7)

0

รวม 11
7

(63.6)
4

(36.4)
4

(36.4)
- 0

1
(9.1)

สวนของรานคา

2562 55
16

(29.1)
39

(70.9)
39

(70.9)
- 0

1
(1.8)

2563 48
18

(37.5)
30

(62.5)
29

(60.4)
- 0

3
(6.3)

รวม 103
34 

(33.0)
69

(67.0)
68

(66.0)
- 0

4
(3.9)

รวม 114
41

(36.0) 
73

(64.0)
72

(63.2)
- 0

5
(4.4)

2562 26
2

(7.7)
24

(92.3)
24

(92.3)
2

(7.7)
0

3
(11.5)

2563 20 0
20

(100.0)
20

(100.0)
2

(10.0)
0 0

รวม 46
2 

(4.3)
44

(95.7)
44 

(95.7)
4

(8.7)
0

3
(6.5)

รวม ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 87
20

(23.0) 
67

(77.0)
67

(77.0)
2 

(2.3)
0

5
(5.7)

รวม ปงบประมาณ พ.ศ. 2563 73
23 

(31.5)
50

(68.5)
49 

(67.1)
2

(2.7)
0

3
(4.1)

รวมทั้งหมด 160
43

(26.9)
117

(73.1)
116

(72.5)
4

(2.5)
0

8
(5.0)

1. ภาชนะ
ที่สัมผัสอาหาร

2. มือผูสัมผัสอาหาร
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วิจารณ            

การตรวจหาจุลินทรียปนเป อนในตัวอยางอาหารพรอมบริโภคและภาชนะสัมผัสอาหารท่ีสุ มเก็บจาก

รานอาหารสวสัดกิารกรมวิทยาศาสตรการแพทย ปงบประมาณ พ.ศ. 2562 - 2563 พบจลุนิทรยีหลายชนดิทีเ่ปนสาเหตุ

ทาํใหอาหารพรอมบรโิภคไมผานเกณฑ(5) การตรวจพบจลุนิทรยีแตละชนดิ มขีอบงช้ีดงันี ้จาํนวนจลุนิทรยีทีต่รวจพบใน

อาหารประเภทผัด อาหารปรุงสุกแลวผานการหยิบจับดวยมือหรือหั่นผานเขียง ยํา-สมตํา-อาหารที่ปนผักสด-ผลไม

และขนมหวาน-ขนมอบ ปกตจิาํนวนจลุนิทรยีจะไมไดเปนตัวประเมนิความปลอดภยัของอาหารโดยตรง แตใชเปนดชันี

ชี้วัดคุณภาพของอาหาร หากชวงเวลาในการเก็บอาหารไวนานจํานวนจุลินทรียก็จะเพิ่มมากข้ึนตามไปดวย โดยเฉพาะ

อาหารที่เก็บในตูเย็นที่ไมไดควบคุมอุณหภูมิ หรือการนําอาหาร เขา - ออกจากตูเย็นหลายครั้ง(16) ยีสตเปนจุลินทรียที่

พบไดทั่วไปและปนเปอนมาจากดินและนํ้า งานวิจัยนี้พบยีสตในอาหารประเภทยํา-สมตํา-อาหารที่ปนผักสด-ผลไม

ซึ่งมีวัตถุดิบบางชนิดไมผานความรอนหากผูผลิตลางไมสะอาดพอ เช้ือยังคงหลงเหลืออยู(17) การที่มีเช้ือยีสต

อยูในอาหารไมกอใหเกิดอันตรายแตทําใหอาหารเสื่อมเสียโดยการเปล่ียนนํ้าตาลไปเปนกาซคารบอนไดออกไซด

และแอลกอฮอล อาหารจะเกิดกลิ่นหมักและมีฟองกาซเกิดข้ึน(18) E. coli  เปนจุลินทรียที่บงช้ีการปนเปอน

อุจจาระของคนหรือสัตวเลือดอุน(3) การปนเปอน E. coli แสดงถึงกระบวนการผลิตและเก็บรักษาไมถูกสุขลักษณะ

เนื่องจาก E. coli เปนจุลินทรียที่ไมทนความรอนผลการตรวจที่เกินเกณฑในอาหารพรอมบริโภค โดยเฉพาะอาหาร

ทีผ่านความรอนกอนบริโภค (ตม-น่ึง ผดั และอาหารปรงุสกุทีผ่านการหยบิจบัดวยมอืหรอืหัน่ผานเขียง) แสดงใหเหน็วา

อาหารเกดิการปนเปอนซํา้ (recontaminated) ซึง่มสีาเหตสุวนใหญมาจากการปนเปอนขาม (cross contaminated)

จากอาหารดิบสูภาชนะ เครื่องมือ เคร่ืองใชเครื่องแตงกาย มือ หรือการไอจามของผูประกอบการลงสูอาหารสุก(19)

B. cereus เปนแบคทีเรียที่สรางสปอรจึงทนตอสภาวะแวดลอมไดดี พบไดบอยในอาหารที่มีแปงและธัญพืช

เปนสวนประกอบ โดยในแปงสาลีจะมีสปอรของ Bacillus เฉลี่ย 20 - 30 สปอรตอกรัมอาหาร และมักพบ Bacillus

ในแปงท่ีผานการฟอกสี(3) สอดคลองกับผลตรวจอาหารประเภทขนมหวาน-ขนมอบ ท่ีไมผานเกณฑโดยมีสาเหตุหลัก

มาจาก B. cereus โรคอาหารเปนพิษจากแบคทีเรียชนิดน้ี มักเกิดจากการเก็บอาหารท่ีปรุงสุกแลวในอุณหภูมิท่ีเย็น

ไมเพียงพอเปนเวลาหลายชั่วโมงและไมไดอุ นรอนกอนรับประทาน เชน การเตรียมอาหารประเภทขาวครั้งละ

มากๆ แลวตั้งทิ้งไวหรือรอจนกวาจะจําหนายหมด ทําให B. cereus เจริญพรอมกับสรางเอนเทอโรทอกซินขึ้นมา

อยางไรก็ตามปริมาณของ B. cereus ที่กอโรคไดตองมีมากกวา 106 เซลลตอกรัมอาหาร(1, 20) C. perfringens

พบเกินเกณฑในอาหารประเภท ตม-น่ึงและอาหารปรุงสุกที่ผานการหยิบจับดวยมือหรือหั่นผานเขียง โดยอาหาร

ประเภทตม-นึ่ง ใชความรอนในการประกอบอาหารสูง แต C. perfringens เปนแบคทีเรียที่สามารถสรางสปอรได

ในบางสายพันธุสปอรสามารถทนตออุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไดนานเกิน 1 ช่ัวโมง นอกจากนี้โรคอาหาร

เปนพษิจากแบคทเีรยีชนดินีม้กัเกดิจากการทีเ่กบ็อาหารทีป่รุงสกุแลวในอณุหภมูทิีไ่มเหมาะสม (รอนหรอืเยน็ ไมเพยีงพอ)

เปนเวลาหลายชั่วโมง หากความรอนท่ีใชทําใหอาหารสุกไมเพียงพอที่จะทําลายสปอร เมื่อตั้งอาหารทิ้งไว สปอร

จะงอกและผลิตสารพิษออกมา(10, 20) L. monocytogenes เปนแบคทีเรียที่ถูกทําลายดวยอุณหภูมิพาสเจอรไรซ

การตรวจพบแบคทีเรยีชนิดน้ี สาเหตอุาจมาจากการปรงุอาหารดวยความรอนทีไ่มสงูพอ หรอืเกดิจากการปนเปอนขามจาก

ภาชนะที่สัมผัสอาหาร เนื่องจาก L. monocytogenes สามารถสรางไบโอฟลมยึดเกาะกับพื้นผิวไดดี ในขณะที่การลาง

ทําความสะอาดเปนไปไดยาก(3, 20, 21) Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่อยูในลําไสของสัตวปกรวมทั้งมนุษย

โดยออกจากลําไสมากับอุจจาระ การตรวจพบในอาหารประเภท ผัด อาหารปรุงสุกที่ผานการหยิบจับดวยมือหรือหั่น

ผานเขียง และประเภทยํา-สมตํา-อาหารที่ปนผักสด-ผลไม สันนิษฐานวาผูปรุงอาหารอาจเปนพาหะประกอบ

กับสุขลักษณะสวนบุคคลไมดี และมีการปนเปอนขามระหวางอาหารดิบ โดยเฉพาะเนื้อสัตวดิบ ไปยังอาหารสุก

ผานทางอุปกรณประกอบอาหาร เชน มีดและเขียง เปนตน(3, 20) S. aureus พบในอาหารประเภทยํา-สมตํา-อาหาร

ที่ปนผักสด-ผลไม การตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ีแสดงถึงผูประกอบอาหารมีสุขลักษณะสวนบุคคลที่ไมดี เนื่องจาก
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เปนเชื้อที่พบไดตามจมูก มือ แขน ในสิว ฝ หนอง เปนตน(3) ทั้งน้ี การปนเปอนของเช้ือจุลินทรียที่กอโรคในอาหาร 

นอกจากที่ปนเปอนมากับวัตถุดิบแลว สาเหตุหลัก คือมาจากผูที่สัมผัสอาหารมีสุขลักษณะสวนบุคคลไมดี (ผานทาง 

fecal oral route และทางผิวหนังรางกาย) การใชอุปกรณประกอบอาหาร และบริเวณที่ประกอบอาหารไมสะอาด(22)

อาหารพรอมบริโภคที่ตรวจไมผานเกณฑสูงที่สุด คือ ยํา-สมตํา-อาหารที่ปนผักสด-ผลไม เนื่องจากวัตถุดิบ

ที่ใชประกอบอาหารบางชนิดไมผานความรอน (เชน ผักและผลไม) หรือผานความรอนไมเพียงพอ (เชน การลวก

เนื้อสัตวตาง ๆ) และการปรุงอาหารประเภทนี้มักมีการหยิบหรือจับอาหารดิบสลับอาหารสุกโดยไมไดลางมือ ทําใหมี

โอกาสที่เชื้อโรคจากวัตถุดิบปนเปอนขามสูอาหารปรุงสุกไดมากกวาอาหารประเภทอื่น(19) สอดคลองกับงานวิจัยของ

ธนชีพ พีระธรณิศร และคณะ(23) ที่ตรวจโคลิฟอรมแบคทีเรียดวยชุดทดสอบการปนเปอนของโคลิฟอรมแบคทีเรีย 

(SI - 2) ในอาหาร พบวาอาหารประเภทผลไม สลดั สมตาํ พบการปนเปอนโคลฟิอรมแบคทีเรยีสงูกวาอาหารประเภทอืน่

อยางมนียัสําคญัทางสถติ ิ(p<0.0001) อาหารประเภทอ่ืน ๆ  ใชความรอนในการประกอบอาหาร ความรอนจะชวยทําลาย

เชือ้จลิุนทรยี โดยเฉพาะประเภททอด-ยาง ผลตรวจจงึผานเกณฑรอยละ 100.0 สวนอาหารปรงุสกุแลวผานการหยบิจบั

ดวยมอืหรอืหัน่ผานเขยีง การปนเปอนอาจเกดิขึน้ได โดยผานมอื เขยีง มดี และภาชนะบรรจอุาหารตาง ๆ  ทีใ่ชปะปนกนั

ระหวางของสกุและของดบิ ทําใหอาหารท่ีปรงุสุกดีแลวปนเปอนขามดวยเชือ้นีไ้ดอกี หรอืเชือ้อาจมาจากผูประกอบอาหาร

เอง เนื่องจากสุขลักษณะสวนบุคคลไมดี  

ผลตรวจจุลินทรียในภาชนะสัมผัสอาหารที่ไมผานเกณฑ(5) สาเหตุหลักมาจากจํานวนจุลินทรียสอดคลองกับ

งานวิจัยของ กิจจา จิตรภิรมย และคณะ(24)  ที่ประเมินความสะอาดของภาชนะสัมผัสอาหาร ไดแก จาน ชอน และแกวนํ้า 

รวม 150 ตัวอยาง จากรานและแผงลอยอาหารตามสั่งในตลาดสดคลองเตย กรุงเทพมหานคร และพบวาภาชนะสัมผัส

อาหารสวนใหญ (รอยละ 64.0) มีการปนเปอนของแบคทเีรยีทัง้หมดเกนิมาตรฐานสขุาภบิาลอาหาร (มากกวา 1.0 ×103 

CFU/ชิ้นภาชนะ) ผลตรวจจุลินทรียในภาชนะที่สัมผัสอาหารสวนกลาง เชน จาน ชาม ชอน - สอม ปงบประมาณ พ.ศ. 

2563 ผานเกณฑรอยละ 100.0 เนื่องจากมีการปรับเปลี่ยนวิธีการตากแหง จากเดิมจะนําภาชนะใสตะกราคลุมดวยผา 

แลวนําไปวางตากใหแหงในที่โลง ตอมาเปลี่ยนเปนการใชเครื่องอบแหงภาชนะแทน สงผลใหผลการตรวจเชื้อจุลินทรีย

ผานเกณฑทุกรายการ แสดงถึงเครื่องอบแหงมีประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือจุลินทรียไดเปนอยางดี และการที่ภาชนะ

ในกลุมนี้มีความสะอาดและปลอดภัยนับวามีความสําคัญมาก เนื่องจากเปนอุปกรณที่ใชในการรับประทานอาหาร หาก

มกีารปนเปอนของเชือ้จลุนิทรยีกอโรค จะทําใหเชือ้โรคเขาสูรางกายโดยตรง ในขณะทีภ่าชนะทีส่มัผสัอาหารสวนของราน

คา ไดแก ทัพพี มีด เขียง และถาด ผลตรวจไมผานเกณฑยังคงสูง นอกจากจํานวนจุลินทรียเกินเกณฑแลว ยังมีสาเหตุ

จาก S. aureus ซึ่งเปนเชื้อกอโรคอาหารเปนพิษ หากรานคาใชภาชนะเหลานี้ประกอบอาหารที่ไมผานความรอนหรือ

อาหารที่ปรุงสุกแลว อาหารนั้นอาจถูกปนเปอนดวยจุลินทรียตกคางจากภาชนะที่ลางไมสะอาด สงผลใหอาหารมีความ

เสี่ยงที่จะกอใหเกิดโรคกับผูบริโภคได ผลตรวจจุลินทรียบนมือผูสัมผัสอาหาร พบ E. coli และ S. aureus แสดงถึง

ผูสัมผัสอาหารมีสุขลักษณะสวนบุคคลท่ีไมดี เชน ลางมือไมสะอาดหลังเขาหองนํ้า ไอจามปดปากแลวไมลางมือ หรือ

มีพฤติกรรมการลวง แคะ แกะ เกา เปนตน(3) 

เมือ่พิจารณาคุณภาพทางจุลชวีวิทยาของอาหารพรอมบรโิภคและภาชนะสมัผัสอาหารทีสุ่มเก็บแลวพบสดัสวน

ของตวัอยางทีไ่มผานเกณฑเรยีงตามลาํดบัจากมากไปนอย คอืมอืผูสมัผสัอาหาร ภาชนะทีส่มัผสัอาหารทัง้สวนกลางและ

ของรานคา และอาหารพรอมบรโิภค ไมผานเกณฑรอยละ 95.7, 64.0 และ 42.7 ตามลาํดบั (ขอมลูตามตาราง 3 และ 5)

สอดคลองกับผลการตรวจโคลิฟอรมแบคทีเรียที่มีการปนเปอนในมือผูสัมผัสอาหาร (รอยละ 55.0) ภาชนะสัมผัส

อาหาร (รอยละ 47.0) และอาหาร (รอยละ 42.0)(23) ผลการตรวจอาหารพรอมบริโภคและภาชนะสัมผัสอาหารที่สุม

เก็บในปงบประมาณ พ.ศ. 2563 ผานเกณฑมากกวาป 2562 มีคา 1.3 เทา แตเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางสถิติ

พบวาไมแตกตางกัน (p>0.05) แสดงวาตัวอยางอาหารและภาชนะสัมผัสอาหารที่สุมเก็บในปงบประมาณ พ.ศ. 

2562  -  2563 มีคุณภาพทางจุลชีววิทยาไมแตกตางกันการปรับปรุงคุณภาพของอาหารใหสะอาดและปลอดภัย

ตองอาศัยความรวมมือจากทุกภาคสวน คือผูสัมผัสอาหารตองมีความรับผิดชอบตอผูบริโภคและสังคม ดวยการ
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ปฏิบัติตนอยางถูกตองท้ังในเรื่องสุขวิทยาสวนบุคคลและสุขนิสัยที่ดีในการปรุง ประกอบ และจําหนายอาหาร(4)

กรมวิทยาศาสตรการแพทยซ่ึงมีหนาที่กํากับดูแลโดยตรง ควรจัดอบรมเร่ืองการสุขาภิบาลอาหารแกผูสัมผัสอาหาร

อยางตอเนื่อง มีขอมูลงานวิจัยสนับสนุนวาผูคาอาหารที่เคยผานการอบรมเรื่องการสุขาภิบาลอาหารจากเจาหนาท่ี

สาธารณสขุ มกีารปฏิบตัดิานการสขุาภบิาลอาหารระดบัดมีากกวาผูคาอาหารทีไ่มเคยผานการอบรม เรือ่งการสขุาภบิาล

อาหาร และการไดรับการอบรมเรื่องการสุขาภิบาลอาหารจะชวยใหผูคาอาหารมีทักษะและประสบการณนําไปปฏิบัติ

ในการปรับปรุง ประกอบ จําหนายอาหารใหถูกสุขลักษณะยิ่งขึ้น(25) และการปฏิบัติตามหลักสุขาภิบาลอาหารของ

ผู สัมผัสอาหารกับคุณภาพอาหารดานจุลชีววิทยามีความสัมพันธกันในทางบวก กลาวคือหากปฏิบัติตามหลัก

สุขาภิบาลอาหารตํ่ากวาเกณฑมาตรฐานจะสงผลใหมีการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียในตัวอยางอาหารพรอมบริโภค(26)

นอกจากนี้กรมวิทยาศาสตรการแพทยควรตรวจประเมินรานอาหารสวัสดิการตามหลักสุขาภิบาลควบคูกับการสุม

ตรวจอาหาร นํ้า และเครื่องดื่มเปนระยะๆ เพื่อเปนการกระตุนใหผู สัมผัสอาหารใสใจกับคุณภาพของอาหาร

และดูแลรักษาสุขลักษณะที่ดีในรานคาของตนอยางสมํ่าเสมอ สําหรับผูบริโภคควรปฏิบัติตามหลัก “กินรอน

ชอนกลาง ลางมือ” และเลือกอาหารที่ “สุก รอน สะอาด” หลีกเลี่ยงอาหารสุกๆ ดิบๆ การเก็บอาหารไวขามมื้อควรเก็บ

ในตูเย็นและอาหารที่เก็บไวนานเกิน 2 ชั่วโมงตองนํามาอุน ใหรอนทั่วถึงกอนรับประทาน 

สรุป

สํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร เก็บตัวอยางอาหารพรอมบริโภคและภาชนะสัมผัสอาหาร จาก

รานอาหารสวัสดิการกรมวิทยาศาสตรการแพทย เพื่อตรวจประเมินคุณภาพทางจุลชีววิทยาระหวางปงบประมาณ 

พ.ศ. 2562 - 2563  จํานวน 270 ตัวอยาง แบงเปนอาหารพรอมบริโภคจํานวน 110 ตัวอยาง ผลการตรวจวิเคราะห

ไมผานเกณฑคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผัสอาหารฉบับที่ 3 กรมวิทยาศาสตรการแพทย

คิดเปนรอยละ 42.7 เนื่องจากจํานวนจุลินทรีย ยีสต และ E. coli เกินเกณฑกําหนดคิดเปนรอยละ 20.0, 52.9 และ 

19.0 ตามลําดับ จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค ไดแก B. cereus, C. perfringens, L. monocytogenes, Salmonella

spp. และ S. aureus ไมผานเกณฑคิดเปนรอยละ 19.6, 2.1, 1.0, 6.4 และ 0.9 ตามลําดับ และตรวจไมพบ เชื้อรา

V. cholerae และ V. parahaemolyticus โดยอาหารประเภทยาํ-สมตาํ-อาหารปนผกัสด-ผลไม ไมผานเกณฑสงูสดุ 

(รอยละ 80.0) ตัวอยางภาชนะสัมผัสอาหาร จํานวน 160 ตัวอยาง ไมผานเกณฑ คิดเปนรอยละ 73.1 สาเหตุจากจํานวน

จุลินทรีย E. coli และ S. aureus คิดเปนรอยละ 72.5, 2.5 และ 5.0 ตามลําดับ และตรวจไมพบ Salmonella spp. 

ในทุกตัวอยาง ผลการดําเนินการเพื่อพัฒนาโรงอาหารกรมวิทยาศาสตรการแพทยในปงบประมาณ พ.ศ. 2563 สงผล

ใหผลการตรวจหาเชือ้จลุนิทรยีผานเกณฑมากกวาปงบประมาณ พ.ศ. 2562 มคีา 1.3 เทา แตเมือ่นาํมาหาความสมัพนัธ

ทางสถิติพบวาไมแตกตางกัน (p>0.05) ดังนั้นในการปรับปรุงคุณภาพอาหารพรอมบริโภคใหมีคุณภาพและ

ความปลอดภยัมากขึน้ ตองอาศยัความรวมมือจากทกุภาคสวนในการปฏบิตัติามหลกัสขุาภบิาลอาหารเพือ่ใหรานอาหาร

สวสัดกิารกรมวทิยาศาสตรการแพทยเปนตนแบบของโรงอาหารปลอดภยั ใสใจสขุภาพ “DMSc. Healthy Canteen”  

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ นางสาวขันทอง เพ็ชรนอก ผูเชี่ยวชาญเฉพาะดานสุขลักษณะการผลิต (นักวิทยาศาสตร

การแพทยเชี่ยวชาญ) นางสาวจําเรียง ปุญญะประสิทธิ์ นักวิทยาศาสตรการแพทยชํานาญการพิเศษ สํานักคุณภาพและ

ความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหคําแนะนํา ขอเสนอแนะ และตรวจทานตนฉบับ และขอบคุณ

เจาหนาที่หองปฏิบัติการตรวจวิเคราะหอาหารทางจุลชีววิทยาทุกทานที่ชวยในงานเตรียมตัวอยางและตรวจวิเคราะห

อาหารและภาชนะสัมผัสอาหาร 
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Evaluation of the Microbiological Quality 
of Ready-to-eat Foods and Food Contact 

Articles in Welfare Restaurants of the 
Department of Medical Sciences 

Nutthakan Tiyasiwaporn  Kamonwan Kantaeng and Patraporn Srimai
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi, 

11000 Thailand

ABSTRACT  Between the fiscal year 2019 and 2020, the Bureau of Quality and Safety of Food

collected 270 samples of the ready-to-eat foods (110 samples) and food contact articles (160 samples) 

from welfare restaurants of the Department of Medical Sciences. This study aimed to evaluate the

microbiological quality of the collected samples using the microbiological quality guidelines for food and 

food contact articles, third edition, Department of Medical Sciences as standard guidelines. The results 

showed that 42.7% of 110 samples of 6 types of ready-to-eat foods did not pass the criteria and they were 

caused from yeast, aerobic plate count and Escherichia coli as 52.9%, 20.0% and 19.0%, respectively.

The pathogenic bacteria, such as Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,

Salmonella spp. and Staphylococcus aureus were found as 19.6%, 2.1%, 1.0%, 6.4% and 0.9%, 

respectively. However, mold, Vibrio cholerae and Vibrio parahaemolyticus were not found in all

samples. Thai salad-papaya salad-food with vegetables-fruits did not pass the highest criteria (80.0%). 

A sum of 73.1% of 160 samples of food contact articles did not pass the criteria and they were mainly 

caused from aerobic plate count. In comparison, the qualified results of the fiscal year 2020 was 1.3 times 

greater than that of 2019; however, they were not significant difference (p>0.05). In order to improve

the quality and safety of ready-to-eat foods, food handlers must have good personal hygiene and good 

hygienic practices during preparing, cooking and selling food. The Department of Medical Sciences should 

provide training and assessment of welfare restaurant on food sanitation, including randomly collect 

sample of food and food contact articles for quality testing. Consumers should follow the principles of

“eat hot food, use serving spoon and always wash your hands” and “eat cooked food that is still hot and 

clean” 

Keywords: Microbiological quality, Ready-to-eat foods, Food contact articles, Food safety
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซิน
ในอาหารโดยเทคนิค HPLC 
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บทคดัยอ  สอีริีโทรซนิอยูในกลุมสอีนิทรยีสงัเคราะหชนิดหนึง่ เปนสทีีม่คีวามไวตอแสงและความรอน จัดเปนวตัถเุจือปนอาหาร 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 418 พ.ศ. 2563 ออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 เรื่องกําหนด

หลักเกณฑ เงื่อนไข วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหาร (ฉบับที่ 2) การศึกษานี้ไดพัฒนาและปรับปรุงวิธีวิเคราะห

ปริมาณสีอีริโทรซินในอาหารซ่ึงเดิมใชการสกัดดวย 1-butanol แลววัดปริมาณดวยเคร่ือง spectrophotometer ซึ่ง

เหมาะสําหรับตัวอยางอาหารท่ีละลายน้ําเทาน้ัน โดยเปล่ียนมาเปนการสกัดตัวอยางแตละกลุมอาหาร (อาหารท่ีละลายน้ํา, อาหาร

ไมละลายน้ํา และอาหารประเภทท่ีมีไขมัน) แลวใชเทคนิค HPLC ในการตรวจวัดปริมาณ จากการทดสอบพบวาวิธี

มีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง แมนยํา และความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.10 ถึง 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยมีคาสัมประสิทธ์ิ

การตัดสินใจ (R2) มากกวา 0.9995 แตละกลุมอาหารมีพารามิเตอรตางๆ ดังนี้  ขีดจํากัดการตรวจมีคา 0.06, 0.10 และ 0.10 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ  ขีดจํากัดการวิเคราะหปริมาณมีคา 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ  

ความเทีย่งตรงแสดงดวยคาเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพัทธ (%RSD
r
) มคีาไมเกนิ 1.5%, 4.5% และ 2.9% ตามลาํดบั ความแมนยาํ

แสดงดวยคาเฉลี่ยของ %recovery อยูในชวงรอยละ 96.1 - 99.4, 92.1 - 95.1 และ 83.3 - 96.0 ตามลําดับ วิธีวิเคราะหนี้

สามารถใชวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซิน ครอบคลุมในทุกกลุมอาหารโดยมีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง และแมนยํา

คําสําคัญ: สีอีริโทรซิน, อาหาร, เทคนิค HPLC
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บทนํา

HPLC หรอื High Performance Liquid Chromatography เปนเครือ่งมอืทีใ่ชวิเคราะหกลุมของสารประกอบ

อินทรียที่ไมระเหย หรือกลุมสารประกอบอินทรียที่สามารถระเหยไดปานกลาง โดยตัวอยางที่จะนํามาวิเคราะหจะตอง

พิจารณาถึงความสามารถในการละลายของสารที่ตองการวิเคราะหกับตัวทําละลายอินทรียผสมที่ใชกอน เพื่อปองกัน

การไมละลายเขาดวยกัน หรือการตกตะกอนของตัวทําละลายผสม และไมใหเกิดการอุดตันในระบบ รวมทั้งพิจารณา

คาการดูดกลืนคลื่นแสงของตัวทําละลายอินทรียดวย (UV cut-off)(1)

เทคนคิการแยกองคประกอบของสารผสมของเครือ่ง HPLC อาศยัความแตกตางของอตัราการเคลือ่นท่ีของ

แตละองคประกอบของสารผสมบนเฟสคงที่ (Stationary phase) ซึ่งอยูในคอลัมน ภายใตการพาของเฟสเคลื่อนที่ 

(Mobile phase) คือตัวทําละลายอินทรียผสม เมื่อสารที่ตองการวิเคราะหผานเขาสูเครื่อง HPLC สารดังกลาวจะถูก

พาเขาสูคอลมันโดยตวัทําละลายอนิทรยีผสม เพือ่ใหเกดิการแยกสาร (Separation) โดยอาศยัการทาํปฏกิริยิาระหวาง

สารที่อยูภายในคอลัมน และความสามารถในการละลายของสารผสม

สีอีริโทรซิน (C
20
H

6
I

4
Na

2
O

5
) ดังแสดงในภาพท่ี 1 หรือ Food Red No.3 ตามการจัดกลุมสีของ US. FDA 

หรือ E 127 ตามการจัดกลุมสีของ European Food Safety Authority (EFSA) จัดอยูในกลุมของสีอินทรียสังเคราะห 

สามารถละลายไดในน้ําและเอทานอล ไวตอแสงและความรอน มีเชดสีชมพูเชอรร่ีถึงแดง (2)  ในป ค.ศ. 1989 the EU 

Scientific Committee for Food (SCF) และ ป ค.ศ. 1990 the Joint FAO/WHO Expert Committee on 

Food Additives (JECFA) ไดมีการประเมินและกําหนดคา Acceptable Daily Intake (ADI) ของสีอีริโทรซิน

เทากับ 0-0.1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมนํ้าหนักตัวตอวัน  ตอมาป ค.ศ. 2011 SCF และป ค.ศ. 2018 JECFA มีการ

ทบทวนคา ADI โดยยังคงคาเดิม(3)

ภาพที่ 1 โครงสรางทางเคมีของสีอีริโทรซิน

สีอีริโทรซินมีคา ADI ต่ํา แมไดรับปริมาณนอยอาจสงผลตอสุขภาพได มีรายงานถึงพิษภัยของสีชนิดนี้

เนื่องจากโครงสรางโมเลกุลของสีอีริโทรซินมีไอโอดีนเปนสวนประกอบอยูรอยละ 57.6 โดยอาจมีผลกระตุนการทํางาน

ของตอมไทรอยด ซึ่งอาจสงผลทําใหเกิดเน้ืองอกที่ตอมไทรอยดได หรือทําใหมีอาการไวตอแสง (phototoxicity)

อยางไรก็ตามจากรายงานความคิดเห็นทางวิทยาศาสตรของ EFSA ซึ่งเปนหนวยงานของประเทศในกลุมสหภาพ

ยุโรป ไดสรุปวา สีอีริโทรซินถูกดูดซึมเขารางกายไดเล็กนอย ไมมีการสะสม และไอโอดีนในสีอีริโทรซินไมไดถูกสลาย

ออกมา ซึ่งสีชนิดนี้นิยมใชในอาหารประเภทเชอรรี่เช่ือม ลูกอม หมากฝรั่ง เปนตน สําหรับประเทศไทยอนุญาต

ใหใชในอาหารไมกี่ประเภท โดยชนิดอาหารและปริมาณที่ใชตองเปนไปตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข

(ฉบับที่ 418) พ.ศ. 2563 ออกตามความในพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 เรื่องกําหนดหลักเกณฑ เงื่อนไข

วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหาร (ฉบับที่ 2)(3) ซึ่งอนุญาตใหใชในหมวดอาหาร ดังแสดงในตารางที่ 1 

โดยมีเงื่อนไขดังนี้ 
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ตารางที่ 1  หลักเกณฑ เง่ือนไข วิธีการใช และอัตราสวนของวัตถุเจือปนอาหารซึ่งอนุญาตใหใชในหมวดอาหาร

หมวดอาหาร
ปริมาณสูงสุดที่อนุญาต
(มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

เงื่อนไข*

แยม เยลลี่ และมารมาเลด 200 TH61

ผลไมแชอิ่ม เชื่อม หรือเคลือบดวยนํ้าตาล 200 54

ผัก สาหรายทะเล ดอง 30

หมากฝรั่ง 50

ผลิตภัณฑใชเคลือบหรือแตงหนาขนมและซอสหวาน 100

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวทั้งชิ้นหรือตัดแตง และผานกรรมวิธี 30 4, 16, XS96, XS97

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวบดและผานกรรมวิธี 30 4, 290, XS88

เงื่อนไข*

4 = ใชเฉพาะประทับตรา หรือทําเครื่องหมายบนผลิตภัณฑเทานั้น

16 =  ใชสําหรับเคลือบหรือตกแตงผิวในผักและผลไม เนื้อสัตวหรือปลา

54 =  ใชสําหรับเชอรี่ค็อกเทลและเชอรี่ตกแตงขนมเทานั้น

TH61 =  สําหรับผลิตภัณฑตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 213) พ.ศ. 2543 เรื่อง แยม เยลลี่ 

        และมารมาเลด ในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท เทานั้น

XS88 =  ยกเวนผลิตภัณฑตาม Standard for Corned Beef (CODEX STAN 88-1981)

XS96  =  ยกเวนผลิตภัณฑตาม Standard for Cooked Cured Ham (CODEX STAN 96-1981)

XS97  =  ยกเว นผลิตภัณฑตาม Standard for Cooked Cured Pork Shoulder (CODEX STAN 

  97-1981)

ในอดีตสํานักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร วิเคราะหหาปริมาณสีอีริโทรซินในอาหารโดยใชการสกัด

ตัวอยางดวย 1-butanol แลวนําไปตรวจวัดปริมาณโดยเครื่อง spectrophotometer(4, 5) ซึ่งวิธีดังกลาวเหมาะกับ

ตัวอยางอาหารในกลุมที่ละลายนํ้า โดยอาหารกลุมอ่ืนๆ จะไมสามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณได และแมวาเทคนิค

spectrophotometer จะสามารถหาสีอรีโิทรซินในตวัอยางทีล่ะลายนํา้ แตถาในตวัอยางอาหารชนดินัน้มกีารใชสอีรีโิทรซิน

รวมกับสีอินทรียสังเคราะหอื่น จะตองทําการแยกแตละสีที่ผสมอยูในตัวอยางใหเปนสีเดี่ยวดวยเทคนิค paper 

chromatography กอน แลวจึงนําแถบสีที่แยกไดมาตรวจวัดปริมาณซํ้าดวยเครื่อง spectrophotometer ทําใหเพิ่ม

ระยะเวลาการตรวจวิเคราะห และใชทรัพยากรของหองปฏิบัติการมากข้ึนไปอีก ดังนั้นทางหองปฏิบัติการวัตถุเจือปน

อาหารจึงพัฒนาและปรับปรุงวิธีการตรวจวิเคราะหหาปริมาณสีอีริโทรซิน ดวยเครื่อง HPLC(6) ทําใหลดระยะเวลา

วิเคราะห ลดความยุงยากและซับซอนในกรณีที่ตัวอยางมีสีอีริโทรซินรวมกับสีอินทรียสังเคราะหอื่น จากนั้นจึงทําการ

ทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห ไดวิธีที่ถูกตอง แมนยํา สามารถวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในหลายกลุมอาหาร

ที่เปนตัวแทนครอบคลุมอาหารทุกประเภทไดอยางถูกตอง แมนยํา 

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐาน : สีอีริโทรซิน (Sigma, USA) ความบริสุทธ์ิ 92.4% 

สารเคมี HPLC grade ไดแก acetonitrile (RCI-Labscan, Thailand), methanol (RCI-Labscan, 

Thailand) และ iso-propanol (RCI-Labscan, Thailand)



การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซินโดยเทคนิค HPLC จันทรเพ็ญ โตวิยานนท และสุธาทิพย วิทยชัยวุฒิวงศ

707วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

สารเคม ีAR grade ไดแก ethanol 95% (RCI-Labscan, Thailand), petroleum ether (RCI-Labscan,

Thailand), ammonia solution ≥ 25% (Merck, Germany), diethyl ether (Merck, Germany),               

glacial acetic acid (GAA) ≥ 96% (Merck, Germany),  acetone (RCI-Labscan, Thailand), polyamide

(Fluka, USA),  sand (acid wash) (Sigma-Aldrich, USA), methanol (RCI-Labscan, Thailand), tetrabutyl

ammonium hydroxide 30 hydrate (TBAH) purity ≥ 98.0% (Sigma-aldrich, USA), buffer solution 

pH 5.0 เตรียมโดยเติม TBAH 8.00 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดวย iso-propanol 100 มิลลิลิตร และเติมน้ํา

จนครบ 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 5.0 ดวย GAA, eluting solution (methanol : น้ํา : ammonia solution 

อัตราสวน 90 : 5 : 5), ethanolic solution (ethanol 95% : ammonia solution อัตราสวน 95 : 5) 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานสีอีริโทรซิน

ชั่งสารมาตรฐานสีอีริโทรซิน 0.1000 กรัม ละลายดวย 50% ethanol เล็กนอย ปรับปริมาตรดวยนํ้าในขวด

วัดปริมาตรสีชา ขนาด 100 มิลลิลิตร ไดสารละลายมาตรฐาน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องระเหยสุญญากาศ, เครื่องชั่งละเอียด 3 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง, pH meter, ultrasonic bath, 

คอลัมนแกว ขนาด ø 1.0 x 25 cm, กระดาษกรองชนิด cellulose acetate ที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ขนาด 47 

มลิลเิมตร, syringe filter (Cellulose acetate,  0.45 µm, dia. 13 mm), ชดุกรองสารละลาย และ ชดุกรองตัวอยาง 

เคร่ือง HPLC (WATERS®), Column : Hypersil BDS C
18 

(5µm, 250 × 4.6 mm), Detector : UV/

VIS       

การเตรียมตัวอยาง 

แบงตัวอยางออกเปน 3 กลุม ไดแก กลุมตัวอยางท่ีละลายน้ําได : ใชน้ําอัดกาซ (sparkling water) ท่ีผาน

การทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห เปนตัวแทน sample blank, กลุมตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา : ใชหนอไมดอง 

โดยปนใหละเอียดดวยเคร่ืองบดปนท่ีผานการทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห เปนตัวแทน sample blank,

กลุมตัวอยางท่ีมีไขมันสูง : ใชลูกช้ินหมู โดยปนใหละเอียดดวยเคร่ืองปน ท่ีผานการทดสอบแลวไมพบสีอินทรียสังเคราะห 

เปนตัวแทน sample blank

วิธีวิเคราะห(7, 8)

ตัวอยางท่ีละลายน้ําได : น้ําอัดกาซ ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอร เติมน้ํา 50 มิลลิลิตร ปรับใหเปน

กรดดวย gracial acetic acid นาํไปผานคอลมันทีบ่รรจุ polyamide ลางคอลมันดวย นํา้ และ acetone จากนัน้ elute 

สอีรีโิทรซนิออกดวย eluting solution นาํไประเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศใหเหลอืปรมิาตรประมาณ 2 มลิลลิติร 

ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา : หนอไมดอง ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอรเติม ethanol-ammonia solution

(95 : 5) และน้ํา 150 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน กรองตัวอยางผานสําลีและทําการสกัดตัวอยางซ้ําจนกวาสีจากตัวอยาง

จะออกหมดดวยสารผสมเดมิ นาํตัวอยางมาระเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ เพือ่ไล ammonia ปรบัใหเปนกรดดวย 

gracial acetic acid นําไปผานคอลัมนท่ีบรรจุ polyamide ลางคอลมันดวยนํา้ และ acetone จากนัน้ elute สอีรีโิทรซิน

ออกดวย eluting solution นําไประเหยดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ ใหเหลือปริมาตรประมาณ 2 มิลลิลิตร
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ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง : ลูกช้ินหมู ช่ังตัวอยางปริมาณ 10 กรัม ในบีกเกอร สกัดไขมันออกดวย petroleum 

ether : diethyl ether (อัตราสวน 1:1) 2-3 คร้ัง แลวเทท้ิง นําสวนของตัวอยางมาเติม ethanol-ammonia

solution (95 : 5) 150 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน กรองตัวอยางผานสําลีและทําการสกัดตัวอยางซ้ําจนกวาสีจากตัวอยาง

จะออกหมดดวยสารผสมเดิม นําตัวอยางมาระเหยดวยเครื่องระเหยสุญญากาศ เพื่อไล ammonia ปรับใหเปนกรด

ดวย gracial acetic acid นําไปผานคอลัมนที่บรรจุ polyamide ลางคอลัมนดวยนํ้า และ acetone จากนั้น elute

สอีรีโิทรซนิออกดวย eluting solution นาํไประเหยดวยเครือ่งระเหยสญุญากาศ ใหเหลอืปรมิาตรประมาณ 2 มลิลลิติร 

ถายสารละลายลงในขวดวัดปรมิาตรขนาด 10 มลิลิลติร แลวปรบัปรมิาตรใหครบดวยนํา้กลัน่ กรองดวย syringe filter 

ชนิด Cellulose Acetate ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

สภาวะของระบบโครมาโทกราฟ (HPLC) 

Mobile phase : 0.01 M TBAH (pH 5.0) : acetonitrile = 45 : 55, Flow rate : 1 ml/min, Detector:

UV/VIS (λ = 537 nm, Temperature 30°C), Injection volume : 20 µl

การตรวจสอบความเหมาะสมของระบบ (System suitability)

ฉีดสารมาตรฐานที่ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จํานวน 5 ซํ้า คํานวณ %RSD ของ peak area 

และ retention time (RT) โดยเกณฑการยอมรับคือ %RSD (peak area) ≤ 2.5 และ %RSD (RT) ≤ 1

การคํานวณ : ปริมาณสีอีริโทรซิน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ) =  C × V × D        

                                                                                W

  โดย C =  ความเขมขนของสีอีริโทรซิน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) จากกราฟมาตรฐาน

   V  =  ปริมาตรที่ปรับ (มิลลิลิตร)

   W  =  นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม)

   D  =  dilution factor

การทดสอบความถูกตองของวิธี

การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี (Selectivity/Specificity)

เตรียมสารละลาย mixed standard solution โดยใชสีอินทรียสังเคราะหในกลุมสีแดง-ชมพู ไดแก

สแีอลลูรา เรด เอซ,ี สปีองโซ 4 อาร รวมกบัสอีรีโิทรซนิ ทีค่วามเขมขน 10 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร วเิคราะหดวย HPLC 

ตรวจสอบการแยกของสอีริโิทรซนิออกจากสอีืน่ โดยสทีัง้หมดตองมคีา retentiontime แยกจากกนัชดัเจน ซึง่สดีงักลาว

เปนสีประเภทสีแดง-ชมพูที่อนุญาตและมักจะถูกใชทดแทนสีอีริโทรซินในตัวอยางอาหาร

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and working range) 

เตรียมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินที่ความเขมขน 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ความเขมขนละ 3 ซํ้า กรองผาน syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC

สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนกับพื้นที่ใตพีค ทดสอบความเปนเสนตรงโดยสราง regression line คํานวณ

คาสมัประสิทธิก์ารตดัสนิใจ (R2) ซึง่ตองมคีาไมนอยกวา 0.9995 และทาํ residual plots เพือ่ยนืยนัความเปนเสนตรง
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การทดสอบ matrix effect

เตรียม spiked matrix blank (ท้ัง 3 กลุมตัวอยาง) ใหมีความเขมขนท่ีระดับตางๆ เหมือนกับสารละลาย

มาตรฐานท่ีทํากราฟมาตรฐาน ความเขมขนละ 3 ซ้ํา วิเคราะหดวย HPLC และคํานวณคาความเขมขนจากกราฟมาตรฐาน 

ประเมิน matrix effect โดยการ plot ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานท่ีเติมลงไปใน matrix 

blank (แกน x) กับความเขมขนของ spiked matrix blank ท่ีอานไดจากกราฟ (แกน y) ทดสอบความเปนเสน

ตรงและทดสอบวาชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope คลุม 1 หรือไม ท่ีระดับความเช่ือ

ม่ัน 95% ถาคลุม แสดงวาไมมี matrix effect ซ่ึง CI ของ slope (b) คํานวณไดจากสมการท่ี 1

   CI
slope

     =    b ± t(n-2)S
b
                                ……………… สมการที่ 1

b =  slope

S
b
  =  standard deviation ของ slope คํานวณไดจากสมการที่ 2

t   =  คาที่ไดจากตาราง t (two-tailed ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 และ (n-2) degree of freedom)

   S
b
 =        S

y/x
                                         ……………….สมการที่ 2

                                        ∑ (x
i
 - x)2

S
y/x

 = คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของ y-intercept คํานวณไดจากสมการที่ 3

x
i 
   = คาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน

x   = คาความเขมขนของสารละลายมาตรฐานเฉลี่ย

   S
y/z 

= ∑ (yi - )2                                      ……………….สมการที่ 3

                                            (n-2)

y
i
  = คาสัญญาณที่อานไดจากเครื่องมือวัด

  = คาสัญญาณที่ควรเปน คํานวณโดยใช method of least square 
         (ไดจากสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐาน)

การหาขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of Detection, LOD) และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ
(Limit of Quantitative , LOQ)                            

วิเคราะห sample blank (ทั้ง 3 กลุม) โดยเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม
ตอกิโลกรัม จํานวน 10 ซํ้า คํานวณคาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (s) แลวนํามาประมาณคา LOD และ LOQ จากสมการ 
LOD = 3SD และ LOQ = 10SD

การยืนยันคาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)
เติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินท่ีระดับความเขมขน 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ในตัวอยาง 

sample blank กลุมท่ี 1 กลุมท่ี 2 และกลุมท่ี 3 ตามลําดับ จํานวน 10 ซ้ํา คํานวณคารอยละของการกลับคืน

(%recovery) และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เกณฑการยอมรับความแมนยํา : recovery 80-110% 

และความเท่ียงตรง : Horwitz’s equation

การทดสอบความแมนยํา (Accuracy) และความเที่ยงตรง (Precision)

ทดสอบความแมนยาํและความเท่ียงตรงของวธิโีดยการวเิคราะหตัวอยาง sample blank ทีเ่ตมิสารมาตรฐาน

สอีริีโทรซนิ ที ่3 ระดบัความเขมขน ซ่ึงเปนจุดตํา่สดุ จดุก่ึงกลาง และจดุสงูสดุของชวงใชงาน วเิคราะหระดบัละไมนอยกวา

ŷ
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7 ซ้ํา คํานวณหาคารอยละการกลับคืน (%recovery) และ คารอยละของการเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%relative 

standard deviation, %RSD
r
) ท่ีแตละระดับความเขมขน โดยเกณฑยอมรับความเมนยํา : recovery 80-110% และ

เกณฑยอมรับความเท่ียงตรง : Horwitz’s equation 

กลุมท่ี 1: ตัวอยางท่ีละลายน้ําได และ กลุมท่ี 2 : ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา วิเคราะหท่ีระดับความเขมขน 0.20 

(LOQ), 25 และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม

กลุมที่ 3: ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง วิเคราะหที่ระดับความเขมขน 0.25 (LOQ), 25 และ 50 มิลลิกรัม

ตอกิโลกรัม

การทดสอบความเท่ียงตรง Intermediate precision (%RSD
i
) โดยวิเคราะห control sample ตางวัน

วันละ 2 ซ้ํา จํานวน 14 วัน ในตัวอยางกลุมท่ี 2 : หนอไมดอง และกลุมท่ี 3 : ลูกช้ินหมู ซ่ึงเปนตัวแทนของกลุมอาหาร

ที่อนุญาตใหใชสีอีริโทรซินได

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห (Measurement of uncertainty)

เพ่ือใหผลการวิเคราะหที่ไดถูกนําไปใชมีความนาเช่ือถือมากยิ่งขึ้น และเปนไปตามมาตรฐาน ISO/IEC 

17025: 2017 ประเมินคาความไมแนนอนของการตรวจวิเคราะห โดยคํานึงถึงแหลงความไมแนนอนทุกแหลง และ

เมื่อรวมคาความไมแนนอนทั้งหมดแลว คํานวณคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น 95%(8)

ผล

การทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี

จากการฉีด mixed standard solution พบวาสามารถแยกสีอีริโทรซินออกจากสีแอลลูรา เรด เอซี และ

สีปองโซ 4 อาร ไดโดยไมมีการรบกวน และมีคา retention time ของสีแอลลูรา เรด เอซี, สีปองโซ 4 อาร และ

สีอีริโทรซิน เทากับ 3.666, 4.133 และ 5.114 นาที ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  โครมาโทรแกรมของสารละลายมาตรฐาน mix standard solution

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงของการวิเคราะห (Linearity and working range)

ผลการฉีดสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิทีร่ะดบัความเขมขนตางๆ ตัง้แต 0.1 ถึง 50 ไมโครกรมัตอมลิลลิติร 

ระดบัความเขมขนละ 3 ซํา้ พบความสมัพนัธระหวางความเขมขนกับพืน้ทีใ่ตพคี ซ่ึงคาํนวณความเขมขน และพืน้ทีใ่ตพคี

ไดลกัษณะของกราฟเปนเสนตรงตลอดชวงท่ีทดสอบ และมคีาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (R2) เทากบั 0.999995 และยนืยนั

ความเปนเสนตรงดวย Residual plot ดังแสดงในภาพที่ 3
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การทดสอบชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของ

ความเชื่อมั่นตั้งแต 0.9980 ถึง 1.0018 สรุปไดวา ไมมี matrix effect

การทดสอบ Matrix effect

พบความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานที่เติมลงไปใน matrix blank (แกน x) 

กับความเขมขนของ spiked matrix blank ที่อานไดจากกราฟ (แกน y) เปนเสนตรงตลอดชวงที่ทดสอบ โดยมีคา

สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.999999, 1.00000 และ 0.999999 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 4- 6

ภาพที่ 3   ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานสีอีริโทรซิน

ภาพที่ 4 ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix

 blank ของตัวอยางที่ละลายนํ้าได: นํ้าอัดกาช

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 1
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ภาพที่ 5  ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสอีรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix 

 blank ของตัวอยางที่ไมละลายนํ้า: หนอไมดอง

ภาพที่ 6  ความสมัพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายมาตรฐานสีอรีโิทรซนิกบัความเขมขนของ spiked matrix 

 blank ของตัวอยางที่มีไขมันสูง: ลูกชิ้นหมู

การทดสอบชวงของความเช่ือม่ัน (confidential interval : CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของความ

เช่ือม่ันต้ังแต 0.9980 ถึง 1.0018 สรุปไดวา ไมมี matrix effect 

การหาขีดจํากัดของการตรวจพบ และขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ                            

ผลวิเคราะห spiked sample blank ที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จํานวน 10 ซํ้า คํานวณ

คาความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (s) ในตัวอยางกลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และกลุมที่ 3 ไดเทากับ 0.016, 0.018 และ 0.024

ตามลําดับ คํานวณคา LOD ไดเทากับ 0.049, 0.055 และ 0.071 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ และคา LOQ

ไดเทากับ 0.164, 0.183 และ 0.237 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ

การทดสอบชวงของความเชื่อมั่น (confidential interval: CI) ของ slope พบวา slope มีชวงของความ

เชื่อมั่นตั้งแต 0.9710 ถึง 1.0166 สรุปไดวา ไมมี matrix effect 

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 2

Matrix effect สี Erythrosine กลุมที่ 3
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การยืนยันคาขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ)

ผลการวิเคราะห sample blank ที่มีการเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินในตัวอยาง กลุมที่ 1 กลุมที่ 2 และ

กลุมที่ 3 ที่ระดับความเขมขน 0.20, 0.20 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ จํานวน 10 ซํ้า คํานวณคารอยละ

ของการกลับคืน (%recovery) อยูในชวง 94.50–97.50%, 88.00-101.00% และ 81.60-84.40% และคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) เทากับ 0.991, 4.325 และ 1.078 ตามลําดับ 

การทดสอบความแมนยํา และความเที่ยงตรง 

ผลการวิเคราะห sample blank ท่ีมีการเติมสารมาตรฐานสีอีริโทรซินในตัวอยาง กลุมท่ี 1 คือ 0.2, 25 

และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม กลุมท่ี 2 คือ 0.2, 25 และ 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และกลุมท่ี 3 คือ 0.25, 25 และ 50 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ระดับละ 7 ซ้ํา โดยวิเคราะหในสภาวะ repeatability condition พบความแมนยําท่ีประเมิน

จาก %recovery ท้ัง 3 ระดับ กลุมท่ี 1 คือ 94.50-97.50%, 94.77-99.46% และ 98.78-99.71% ตามลําดับ,

กลุมที่ 2 คือ 88.00-101.50%, 93.04-96.33% และ 92.61-96.10% ตามลําดับ กลุมที่ 3 คือ 82.00-84.40%, 

93.32-97.12% และ 90.07-98.16% ตามลาํดบั ซึง่ผานเกณฑ  %recovery 80-110 และความเทีย่งตรง (%RSD
r
) กลุมท่ี 1

คือ 0.890, 1.457 และ 0.276 ตามลําดับ กลุมที่ 2 คือ 4.473, 1.012 และ 1.125 ตามลําดับ กลุมที่ 3 คือ 0.984, 

1.223 และ 2.881 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2- 4

ตารางท่ี 2 คา %recovery และ %RSD
r 
(คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 1 :  ตัวอยางท่ีละลายน้ําได

ครั้งที่

กลุม 1: นํ้าอัดกาช

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.2 25 50

1 94.50 94.77 99.24

2 96.00 99.01 98.78

3 97.00 98.92 99.17

4 96.00 98.95 99.55

5 97.50 98.88 99.42

6 96.50 99.42 99.71

7 95.50 99.46 99.60

%recovery เฉล่ีย 96.143 98.490 99.354

SD 0.856 1.435 0.274

%RSDr 0.890 1.457 0.276

Predicted Horwitz 13.451 6.504 5.860

HORRAT 0.044 0.148 0.031
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ตารางท่ี 3  คา %recovery และ %RSD
r 
(คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 2 : ตัวอยางท่ีไมละลายน้ํา

ครั้งที่

กลุม 2: หนอไมดอง

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.2 25 50

1 91.50 93.04 92.61

2 88.00 94.54 94.36

3 101.50 95.70 95.60

4 90.00 96.33 96.10

5 95.00 95.30 95.96

6 90.00 95.98 94.64

7 88.50 94.71 95.60

%recovery เฉล่ีย 92.071 95.083 94.982

SD 4.119 0.962 1.068

%RSDr 4.473 1.012 1.125

Predicted Horwitz 13.451 6.504 5.860

HORRAT 0.333 0.156 0.192

ครั้งที่

กลุม 3: ลูกชิ้นหมู

ระดับความเขมขน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

0.25 25 50

1 84.00 96.66 97.99

2 82.00 96.34 97.05

3 83.20 93.32 98.16

4 82.40 95.50 97.80

5 83.20 97.12 93.79

6 84.40 96.63 90.07

7 84.00 96.11 96.72

%recovery เฉล่ีย 83.314 95.956 95.940

SD 0.820 1.174 2.764

%RSDr 0.984 1.223 2.881

Predicted Horwitz 13.007 6.504 5.860

HORRAT 0.076 0.188 0.492

ตารางท่ี 4  คา %recovery และ %RSD
r
 (คา LOQ) วิธีวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซินในกลุมอาหาร

กลุมท่ี 3 : ตัวอยางท่ีมีไขมันสูง
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ผลการทดสอบ Intermediate precision (%RSD
i
) โดยทําการวิเคราะห control sample (ในตัวอยาง

หนอไมดองและลกูชิน้หมู ซึง่เปนกลุมตวัอยางทีอ่นญุาตใหใชสอีรีโิทรซนิ) ทีร่ะดบัความเขมขน 30 มลิลกิรมัตอกโิลกรัม 

วันละ 2 ซํ้า จํานวน 14 วัน นํามาวิเคราะหดวยสถิติ one way anova(9) พบมีคาเทากับ 1.32 และ 1.16 ตามลําดับ และ

คา HORRAT เทากับ 0.195 และ 0.171 ตามลําดับ ซึ่งผานเกณฑ HORRAT ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางท่ี 5  ผลการทดสอบ Intermediate precision (%RSD
i
) : ทําการวิเคราะหตางวัน วันละ 2 ซ้ํา

วันที่

ปริมาณสีอีริโทรซิน (มิลลิกรัมตอกิโลกรัม)

กลุม 2: หนอไมดอง กลุม 3: ลูกชิ้นหมู

1 2 1 2

1 28.219 28.330 28.938 28.794

2 28.502 28.479 28.780 28.994

5 28.848 29.030 29.323 28.560

6 28.460 29.096 29.035 29.189

7 29.067 28.943 28.940 29.139

8 29.070 29.129 28.826 29.121

9 29.161 29.141 28.614 29.037

12 28.724 28.027 28.614 28.198

13 28.309 29.298 29.259 29.574

14 28.938 28.451 28.514 29.358

 N = 20 20

%RSD
i

1.32 1.16

Expected %RSD 6.779 6.779

HORRAT 0.195 0.171

เกณฑยอมรับ HORRAT ≤ 2 Pass Pass

การประเมินคาความไมแนนอนของการวิเคราะห

ประเมินคาความไมแนนอนของวิธีวิเคราะหจากคารวมของผลกระทบทั้งหมดที่มีตอผลทดสอบที่เปน

เชิงปริมาณ ไดแก ความไมแนนอนจากความบริสุทธิ์ของสารมาตรฐาน การสอบเทียบเครื่องชั่ง เครื่องแกวที่ใชเตรียม

สารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยาง ความเขมขนของสารที่อานไดจากเคร่ือง HPLC การวิเคราะหซํ้าจาก

คารอยละของการคืนกลับ (%recovery) การทดสอบความถูกตองของวิธี นํามาคํานวณคาความไมแนนอนรวม

(combined uncertainty, uc) ซึ่งผลการคํานวณคาความไมแนนอนขยาย (expanded uncertainty, U) ที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 95% โดยใชคา coverage factor (k) เทากับ 2 คือ 0.684 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ดังแสดงในตารางที่ 6 

และแสดงแหลงของความไมแนนอนในสัดสวนที่ตางกัน  ดังแสดงในภาพที่ 7
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ตารางที่ 6  การประมาณคาความไมแนนอนของการวิเคราะหสีอีริโทรซินในอาหาร(10, 11)

Value, x
i

Unit uxi ux
i
/x

i

สัดสวนแหลง
ความไมแนนอน

(%)

1. Standard

Pu
std

0.00067312722 0.04

  -V
Pu

50 ml 0.0190000000 0.00038000000

  -P
Pu

0.25 ml 0.0001389020 0.00055560800 0.01

  -V
std1

50 ml 0.0190000000 0.00038000000 0.63

  -M
std

0.0739 g 0.0001909190 0.00258347767 0.14

  -V
curve

0.00121730728

  -V
std2

50 ml 0.0190000000 0.00038000000
  -V

std3-6
10 ml 0.0079881162 0.00079881162

  -P
std1,4-5

5 ml 0.0032198098 0.00064396196
  -P

std2
0.1 ml 0.0000375932 0.00037593220

  -P
std3

1 ml 0.0003785829 0.00037858288

2. Sample

  -M
s

10 g 0.0021213200 0.00021213200 0.01

  -V
s

10 ml 0.0041036569 0.00041036569 0.02

3. C
o
 read from curve 10.480 ug/ml 0.0676416310 0.00645435410 3.91

4. Precision (%RSD) 1 - 0.0288100000 0.02881000000 77.94

5. Recovery 100 % 1.3574898520 0.01357489852 17.30

relative combined standard uncertainty (uc/c) 
Stamdard uncertainty (uc) 
Expanded uncertainty (U),
k = 2  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
Reported value: 10.47 ± 0.68  mg/kg

=  0.03263310820           (c = 10.474 mg/kg)   
=  0.03263310820 × 10.474 mg/kg   =   0.34 mg/kg
=  0.34 × 2  =  0.68  mg/kg

ภาพที่ 7  คาความไมแนนอนจากแหลงตางๆ ในความไมแนนอนรวม

ux
i
/x

i
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วิจารณ

การวิเคราะหปรมิาณสอีรีโิทรซนิในอาหาร แตเดมิมกีารวเิคราะหปรมิาณโดยใชเครือ่ง spectrophotometer

และสกดัสใีนตวัอยางโดยใช 1-Butanol ซึง่ในการวิเคราะหดวยวิธดีงักลาวมขีอจาํกัดหลายประการ เชน การใช 1-butanol

ในการสกัดสีออกจากตัวอยาง วิธีน้ีตัวอยางจะตองอยูในสภาวะที่ละลายนํ้าจึงจะสามารถสกัดสีอีริโทรซินออกจาก

ตัวอยางไดหมด แตตัวอยางบางประเภท เชน ผลไมเชื่อมแหง หรือเนื้อสัตวแปรรูป การจะละลายสีอีริโทรซินออกมา

จําเปนตองมีสารละลายแอลกอฮอลลผสมกับสารละลายแอมโมเนียมไฮดรอกไซค เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการดึงสี

ดังกลาวออกจากผลิตภัณฑ ซ่ึงถาสารสกัดมีแอลกอฮอลลผสมอยู เม่ือเติม 1-butanol เพ่ือแยกสวนของสี สารละลาย

จะรวมเปนเน้ือเดียวกันไมสามารถแยกกันได ประกอบกับ 1-butanol เปนสารละลายท่ีมีกล่ินฉุนและมีราคา

คอนขางสูง และจุดออนอีกประการหน่ึงของการวัดโดยเคร่ือง spectrophotometer คือเหมาะกับการหาปริมาณสีท่ีเปนสี

เด่ียวๆ เทาน้ัน ในกรณีท่ีตัวอยางมีสีผสมมากกวา 1 สี การตรวจวิเคราะหสีอีริโทรซินจะมีความซับซอนและยุงยากมากข้ึน

โดยจะตองนําตัวอยางดังกลาวไปทําการแยกผาน paper chromatography จากน้ันทําการตัดเฉพาะสวนท่ีเปนสีอีริโทรซิน

มาละลายและระเหยแหงในถวยระเหยจากน้ันจึงนํามาปรับปริมาตรในปริมาณท่ีแนนอน ดังน้ันเพ่ือลดปญหา

ดังกลาวไมวาจะเปนดานการสกัดตัวอยางสีอีริโทรซินออกจากตัวอยาง ปญหาดานกล่ินของสารละลาย ปญหาเร่ืองราคา 

หรือการสกัดสีออกจากตัวอยางในกรณีท่ีตัวอยางน้ันมีสีสังเคราะหผสมอยูมากกวา 1 ตัว และมีสีอีริโทรซินรวมดวย 

สามารถทําการสกัดดวยวิธีขางตนเพียงคร้ังเดียวและนํามาฉีดกับเคร่ือง HPLC ในอัตราสวนของสีผสมท่ีอยูในตัวอยาง

ชนิดน้ัน ไดมีการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของ HPLC โดยปรับอัตราสวนของ mobile phase เพ่ือไมใหพีคของสีอีริโทร

ซินถูกรบกวนโดยสีอ่ืน จนไดอัตราสวนท่ีเหมาะสม เน่ืองจากสีอีริโทรซินมีความไวตอแสงและความรอน จึงปรับเปล่ียน

วิธีการโดยใชวิธีการระเหยโดยใชเคร่ืองระเหยสุญญากาศแทนการระเหยบนอางน้ํารอน และใชเคร่ืองแกวสีชาหรือ

ทําการปองกันแสงโดยวิธีอ่ืนๆ เชน การหอหุมภาชนะในการวิเคราะหดวยอลูมิเนียมฟอยลระหวางข้ันตอนการวิเคราะห

เพ่ือปองกันการสลายตัวของสีดังกลาว

สีอีริโทรซินนิยมใชในอาหารประเภทเชอรรี่เชื่อม ลูกอม หมากฝรั่ง เปนตน สําหรับประเทศไทยอนุญาต

ใหใชในอาหารไมกีป่ระเภท ตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัที ่418) พ.ศ. 2563 ประกอบกบัทางสาํนกัคณุภาพ

และความปลอดภยัอาหารรวมกบัสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา ไดทาํการเฝาระวงัอาหารในกลุมทีย่งัไมอนญุาต

ใหใชสีอีริโทรซินโดยเก็บตัวอยางสงตรวจวิเคราะหอยางตอเนื่อง โดยเฉพาะตัวอยางในสวนอายัดกักกันจากการตรวจ

พบการใชสีอรีโิทรซนิท่ีผานมา และเม่ือไดวิธท่ีีเหมาะสมแลวจงึดาํเนนิการทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหทางเคมี

โดยหองปฏิบัติการเดียว(12) ซึ่งไดทําการทดสอบในตัวอยางทั้ง 3 กลุมตัวอยาง คือ ตัวอยางที่ละลายนํ้าได ตัวอยางที่

ไมละลายนํา้ และตัวอยางท่ีมีไขมันสงู เพือ่ใหเปนตวัแทนครอบคลมุอาหารทกุชนดิ และทดสอบพบวาวธิมีคีวามจาํเพาะ

เจาะจง ถูกตอง แมนยํา และความเปนเสนตรงอยูในชวง 0.10-50.00 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยมีคาสัมประสิทธิ์

การตัดสนิใจ (R2) มากกวา 0.9995 วิธน้ีีไมมีผลกระทบจาก matrix effect และแตละกลุมอาหารมคีาพารามเิตอรตางๆ 

ดังนี้ คา LOD เทากับ 0.06, 0.10 และ 0.10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ตามลําดับ คา LOQ เทากับ 0.20, 0.20 และ 0.25 

มลิลิกรัมตอกโิลกรมั ตามลาํดบั ความแมนยาํและความเทีย่งตรงอยูในเกณฑ โดย %recovery อยูในชวง 80-110% และ

คา HORRAT นอยกวา 2 การประมาณคาความไมแนนอนของการวัดเปนเครื่องวัดระดับคุณภาพของผลการทดสอบ 

การแสดงคาความไมแนนอนทําใหคาท่ีรายงานนัน้มคีวามครบถวนสมบรูณและนาเชือ่ถอื จากการประเมนิความไมแนนอน

ของผลการทดสอบสีอรีโิทรซินพบคาความไมแนนอนขยายเทากับ 0.68 มลิลกิรมัตอกิโลกรมั ทีร่ะดบัความเขมขน 10.47 

มลิลกิรมัตอกโิลกรัม ท่ีระดบัความเชือ่ม่ันรอยละ 95 คดิเปน relative uncertainty = 6.5% ดงันัน้วธิวีเิคราะหดงักลาวนี้

สามารถใชวิเคราะหปริมาณสีอีริโทรซิน ครอบคลุมในทุกกลุมอาหารโดยมีความจําเพาะเจาะจง ถูกตอง และแมนยํา

สอีรีโิทรซินจัดอยูในกลุมสีอนิทรียสังเคราะห ซึง่ทางสาํนกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหารไดทาํการทดสอบ

ความชํานาญกับ FAPAS อยางตอเนื่อง แตในระยะเวลาหลายปที่เขารวมทําการทดสอบความชํานาญยังไมพบวามี
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การเติมสีอีริโทรซินลงในตัวอยางที่ทําการทดสอบความชํานาญ ดังนั้นทางผูวิเคราะหจึงทําการทดสอบ blind sample

รวมกับผูวิเคราะหอื่นอีก 2 คน รวมเปน 3 คน และนํามาวิเคราะหดวยสถิติ one way anova พบวาคาที่ไดไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญ และมีความถูกตองมากกวา 95% 

อยางไรก็ตามการวิเคราะหดวยเครื่อง HPLC ควรใชความระมัดระวัง เนื่องจากคอลัมนมีขนาดอนุภาคเล็ก 

ประมาณ 5-10 ไมโครเมตร ดังนั้นเพื่อปองกันการอุดตันในระบบ การเตรียม mobile phase หรือ สารละลายตัวอยาง

ที่จะฉีดเขาเครื่อง HPLC จึงจําเปนตองกรองดวย filter ที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร นอกจากนี้ควรเลือกใชสารเคมี

ที่เปนเกรด HPLC เพื่อลดผลกระทบที่เกิดขึ้น และกรณีที่ใช degasser ดวยกาซฮีเลียม กาชที่ใชตองมีความบริสุทธิ์

ไมนอยกวา 99.999%

สรุป

การศึกษานี้ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหสีอีริโทรซินในอาหารโดยใชเทคนิคการวิเคราะหดวย HPLC แลวนําไป

ทดสอบความถูกตองของวิธีใหคลอบคลุมท้ังการทดสอบความจําเพาะเจาะจงของวิธี การทดสอบความเปนเสนตรง

รวมถึงการทดสอบความแมนยําและความเที่ยงตรง โดยผลการทดสอบที่ไดผานเกณฑยอมรับทั้งหมด สรุปไดวาวิธีนี้

มีความถูกตอง แมนยํา เฉพาะเจาะจง เหมาะสมที่จะใชในการตรวจหาปริมาณสีอีริโทรซินในทุกกลุมอาหาร และ

การวิเคราะหสีอีริโทรซินโดยวิธี HPLC ยังมีความสะดวก ชวยลดขั้นตอนในการทํางาน ทําใหลดระยะเวลาในการตรวจ

วิเคราะห จึงมีความเหมาะสมและสามารถนํามาใชในหองปฏิบัติการไดจริง 
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ขอขอบพระคุณนางสาวสุธาทิพย วิทยชัยวุฒิวงศ หัวหนาฝายวัตถุเจือปนอาหาร สํานักคุณภาพและ
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1

Method Validation for Determination of 
Erythrosine in Food by HPLC Technique

Janpen Towiyanon and Suthatip Vitchaivutivong
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT  Erythrosine is one of organic synthetic color, sensitive to light and heat. It is food additive 

according to the Notification of Ministry of Public Health (No.418) B.E. 2563 issued by virtue of the Food 

Act B.E.2522 Re: prescribing the principle, conditions, methods and proportion of food additives (No.2). 

This study developed and improved erythrosine determination in food from 1-butanol extraction and 

quantified by spectrophotometer which only suitable for water soluble food. We changed the extraction 

process for 3 groups of food (water soluble food, non-water soluble food and fatty food) then quantified 

by HPLC. The method proved to be specific, accurate, precise and linearity and range was 0.10 - 50 mg/kg

with coefficient of determination (R2) greater than 0.9995. Validated parameters of each food groups were 

shown as following: limit of detection (LOD) were 0.06, 0.10 and 0.10 mg/kg respectively, while limit of 

quantification (LOQ) were 0.20, 0.20 and 0.25 mg/kg respectively. Precision expressed as relative

standard deviation (%RSD
r
) were within 1.5%, 4.5% and 2.9% respectively. Accuracy expressed as 

%recovery ranged from 96.1-99.4, 92.1-95.1 and 83.3-96.0 respectively. The method suitable for

erythrosine analysis in all food groups which proved to be specific, accurate and precise. 

Keywords: Erythrosine, Food, HPLC Technique
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การทวนสอบความถูกตองของวิธีทดสอบความแรง
ผลิตภัณฑ Factor VIII 

ดวยวิธี Chromogenic Assay 
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บทคัดยอ Factor VIII เปนไกลโคโปรตีนที่สําคัญในกลไกการแข็งตัวของเลือด ทําหนาที่เปน cofactor กระตุน Factor IX 

ใหเปนรูปแอคทีฟซึ่งสามารถกระตุนให Factor X อยูในรูปแอคทีฟแลวทําใหเริ่มเกิดปฏิกริยาการแข็งตัวของเลือด ผูวิจัยได

ทําการทวนสอบความถูกตองของวิธีทดสอบความแรงผลิตภัณฑ Factor VIII ดวยวิธี Chromogenic assay ซึ่งเปนวิธีตาม

มาตรฐานของตํารายา European Pharmacopeia 10.0 กําหนด ผลทดสอบความเปนเสนตรงไดชวงการวิเคราะหท่ีเหมาะสม

ของวิธี คือ 0.000625 - 0.005 IU/มิลลิลิตร การทดสอบความแมน มีคา %recovery Geomean อยูระหวาง 84.48-109.35%

ผลวิเคราะหความเที่ยงทั้งการทดสอบซํ้าในวันเดียวและตางวัน รวมทั้งผลการทดสอบโดยผูวิเคราะห 2 คน ใหผลการทดสอบมี

คารอยละความแปรปรวน (%CV) เทากับ 11.57, 10.84 และ 7.74 ตามลําดับ และจากการศึกษาความจําเพาะของวิธี

โดยทดสอบกับผลิตภัณฑพลาสมาชนิดอื่น พบวาวิธีมีความจําเพาะตอการทดสอบ Factor VIII นอกจากน้ีไดนําวิธีที่ผาน

การทวนสอบมาทดสอบกับตัวอยางจริง จํานวน 2 ผลิตภัณฑ คือ ผลิตภัณฑ A จํานวน 11 ตัวอยาง และผลิตภัณฑ B  จํานวน 

6 ตัวอยาง พบวา 2 ผลิตภัณฑ มีคาความแรงผานเกณฑมาตรฐานยุโรป โดยผลเปรียบเทียบคาความแรงระหวางวิธีที่ทวนสอบ

โดยผูวิจัยและบริษัทผูผลิตพบวามีความแตกตางจากผลิตภัณฑ A อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งอาจเกิดจากบริษัทผูผลิตใชวิธี

ทดสอบและสารอางอิงที่แตกตางจากผูวิจัย ซึ่งความตางดังกลาวไมพบความแตกตางกับคาความแรงของผลิตภัณฑ B จากผล

การทวนสอบแสดงวา วิธีทดสอบความแรงผลิตภัณฑ  Factor VIII โดยหลักการ Chromogenic assay ดวยวิธี microplate  

มีความเหมาะสม ใชไดจริง สามารถนํามาใชเปนวิธีวิเคราะหในหองปฏิบัติการของสถาบันชีววัตถุตอไป 

คําสําคัญ: Factor VIII, วิธีโครโมเจนิก, การทวนสอบวิธี
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บทนํา

โรคฮโีมฟเลยี คอื โรคเลอืดออกไหลไมหยดุหรอืเลือดออกงายหยดุยาก เปนโรคทางพนัธกุรรมจากความผดิปกติ

บนโครโมโซมเอกซ โรคฮีโมฟเลีย เอ เกิดจากขาดปจจัยการแข็งตัวของเลือด Factor VIII อุบัติการณของโรค

ในประเทศไทยเทากบั 1 ตอ 13,000 – 20,000 ของประชากร อาการของโรคจะมเีลอืดออกงาย โดยอาการจะเปนๆ หายๆ

มาตั้งแตเด็ก รวมถึง อาการฟกชํ้า เลือดออกในกลามเนื้อและขอตอ อาการเลือดออกที่คงอยูนานหลังจากการบาดเจ็บ

เลก็นอยหรอืการผาตดั และอาจรนุแรงหากมเีลอืดออกในอวยัวะทีส่าํคญั เชน ทีส่มอง การวนิจิฉยัโดยสงัเกตจากอาการ 

การเจาะเลือดตรวจระดับ Factor VIII และการตรวจชิ้นเนื้อรกหรือการเจาะนํ้าครํ่าในระหวางตั้งครรภ โรคฮีโมฟเลีย

ไมสามารถรักษาใหหายขาดได แตการดูแลตนเองอยางดี ทําใหผูปวยมีสุขภาพดีและมีอายุที่ยืนยาวขึ้น การรักษาผูปวย

ทาํไดโดยให Factor VIII รวมกบัการรกัษาตามอาการ ปรมิาณยาทีใ่หผูปวยกาํหนดตามความรนุแรงของโรคฮโีมฟเลยี 

ซึ่งคํานวณจากปริมาณ Factor VIII ที่ระบุบนขวดยา(1, 2)

ในปจจุบันผลิตภัณฑ Factor VIII ที่ใชในประเทศมีทั้งชนิดนําเขาและผลิตในประเทศ เปนทั้งชนิดที่ผลิต

จากพลาสมามนษุยและท่ีผลิตดวยเทคโนโลยรีคีอมบแีนนท ในกระบวนการควบคมุกาํกับชวีวตัถขุองประเทศ ผลติภณัฑ

ชีววัตถุทุกชนิดตองผานการทดสอบคุณภาพทางกายภาพ เคมี และความแรง เพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนและการขอ

การรับรองรุนการผลิต เพื่อความปลอดภัยของประชาชนในประเทศ 

วิธีตรวจความแรง Factor VIII แบงไดเปน 2 วิธี คือ 1) one-stage assay มีหลักการคือ Factor VIII 

กระตุนปฏิกิริยาทําใหเกิด Factor IX, X ในรูป active form ซึ่งในสภาวะที่มี calcium ions และ phospholipid

จะไปทาํให prothrombin เปลีย่นเปน thrombin  การหาปรมิาณ Factor VIII จะบนัทกึเวลาทีเ่กดิตะกอน (ปฏกิริยิา 

APTT หรือ activated partial thromboplastin time) เทียบกับคามาตรฐาน 2) Chromogenic assay มีหลัก

การคือ Factor VIII ที่ทําหนาที่เปน co-factor และทําใหเกิด Factor X ในรูป active form เชนเดียวกันหลักการ

one-stage assay โดย Factor X น้ีสามารถนิวทรัลไลซ substrate เปลี่ยนเปนสารมีสีช่ือ p-nitroaniline

ซึ่งสามารถวัดคาดูดกลืนแสงไดที่ 405-490 นาโนเมตร โดยปริมาณ Factor VIII จะแปรผันตรงกับคาดูดกลืนแสง(3) 

ซึ่งจากผลการศึกษาของ Moser KA และ Adcock Funk DM ในป 2014 แสดงใหเห็นวา วิธี Chromogenic assay 

มีความแมนและมีความแปรปรวนนอยกวา และระบุวาเปนวิธีที่เหมาะสําหรับใชตรวจหาปริมาณ Factor VIII ทั้งใน

ตัวอยางผูปวยและในผลิตภัณฑ Factor VIII ดวย(3) นอกจากนี้ตามขอกําหนดมาตรฐานตํารายาสากล European 

Pharmacopeia 10.0 ไดแนะนํา วิธี Chromogenic assay สําหรับทดสอบเพื่อระบุคาความแรงที่มีหนวยเปน IU 

(International Unit)(4) ของผลิตภัณฑ

ชุดนํ้ายาทดสอบ Chromogenic assay ท่ีมีจําหนายท่ัวโลกเปนชนิดที่ใชสําหรับวิเคราะหตัวอยางเลือด

ผูปวยเทานั้น(5) และสถาบันฯ ยังไมมีวิธีทดสอบความแรง Factor VIII ดังนั้นการนําวิธีมาใชในหองปฏิบัติการจึงตอง

มีการทวนสอบกอน

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค เพื่อทวนสอบความถูกตองของวิธีทดสอบความแรงผลิตภัณฑ Factor VIII

โดยหลกัการ Chromogenic assay ดวยวิธ ีmicroplate  เพือ่ใชเปนวธิวีเิคราะหในหองปฏบิตักิารตามมาตรฐานสากล

วัสดุและวิธีการ

สารอางอิง ตัวอยาง Factor VIII และชุดนํ้ายาทดสอบ

สารอางองิ Factor VIII STANDARD 13th BRITISH STANDARD FOR BLOOD COAGULATION

FACTOR VIII CONCENTRATE, HUMAN NIBSC CODE; 10/188 ความแรง 9.4 IU/ampoule  ตัวอยาง 
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Factor VIII เขมขน 2 บริษัท จากผูผลิตในประเทศ (A) และนําเขา (B) จํานวน 11 และ 6 รุนการผลิต ชุดทดสอบ 

HemosIL® ElectrochromeTM Factor VIII จากบริษัท Instrumentation Laboratory, USA 

การเตรียม สารอางอิง Factor VIII ชุดนํ้ายาทดสอบและตัวอยาง Factor VIII

ละลายสารอางอิง Factor VIII ดวยนํ้ากลั่นและตัวอยาง Factor VIII ดวยตัวทําละลายของผลิตภัณฑ ใหมี

ความแรงเริ่มตน 1 IU/มิลลิลิตร สําหรับชุดทดสอบประกอบดวย Factor reagent  และ Chromogenic substrate 

ใหละลายตามวิธีที่ระบุในคูมือการใชนํ้ายา วางสารที่ละลายแลวทุกตัวที่อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที

วิธีวิเคราะห 

นํา Factor reagent  และ Chromogenic substrate ที่เตรียมมาอุนที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

กอนเริม่การทดสอบ เจอืจางสารอางองิและตวัอยาง Factor VIII ดวยสารละลายบฟัเฟอรของชดุทดสอบ เปน 4 ระดับ

ความเขมขน คือ 0.000625, 0.00125, 0.0025 และ 0.005 IU/มิลลิลิตร แลวเติมแตละความเขมขนปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ลงใน 96 well cell culture plate จากนั้นบมเพลทที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที แลวเติม Factor 

reagent  ปริมาตร 50 ไมโครลติร ลงในทุกหลมุ บมเพลทที ่37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4 นาท ีเมือ่ครบเวลาบมใหเตมิ

Chromogenic substrate ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บมเพลทที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติม 20% acetic 

acid เพื่อหยุดปฏิกิริยา อานคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร หักลบดวยคา 490 นาโนเมตร ตามที่ระบุ

ไวในคูมือชุดทดสอบ โดยกลุมควบคุมไดเติมสารละลายบัฟเฟอรแทนการเติมสารละลายตัวอยาง 

การคํานวณ

คํานวณคาการทดสอบ การทวนสอบความเปนเสนตรง ความแมน ความจําเพาะโดยใชโปรแกรม Excel 

คํานวณ กราฟความสัมพันธสมการเสนตรง r2 ไมนอยกวา 0.95  

คํานวณคาความแรงของตัวอยาง การทวนสอบความเท่ียง ดวยวิธี parallel line analysis โดยนําคา

ดดูกลนืแสงคาํนวณโดยใชโปรแกรม Gen5 โดยคาความสมัพนัธระหวางสารอางองิและตวัอยาง Factor VIII เปนลกัษณะ

dose response ความสัมพนัธแบบเสนตรง (linearity) และความสมัพนัธแบบคูขนาน (parallelism) ผลการทดสอบ

จะนาํมาหาคาเฉล่ียแบบถวงน้ําหนัก (weighted geometric mean: WGO-Mean) คาเบีย่งเบนมาตรฐาน (standard

deviation: SD) คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (percent coefficient of variation: %CV) 

การทดสอบความจําเพาะของวิธี (Specificity)

ทดสอบตัวอยาง 3 ชนิด คือ ตัวอยาง Factor IX (Factor IX ทําหนาที่รวมกับ Factor VIII ในปฏิกิริยา

การแข็งตัวของเลือด) ตัวอยาง Normal human albumin และตัวอยาง Factor VIII ของบริษัท A โดยการเตรียม

ตัวอยาง duplicate และทํา 3 การทดสอบ โดยเตรียมและทดสอบที่เปนอิสระตอกัน นําคาเฉลี่ยของผล เปรียบเทียบ

ความแตกตางกันทางสถิติ One-way ANOVA  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห (Linearity and working range)

เจือจางสารอางอิง Factor VIII แบบ 2-fold  เปน 4 ระดับความเขมขน วิเคราะห 6 การทดสอบที่เปนอิสระ

ตอกัน คํานวณคาความแรง back calculation แลวสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาจริงของสารอางอิง (expected 

concentration) และคาที่ไดจากการทดสอบ (back calculation concentration)  และคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ (correlation coefficient; r2)  
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การทดสอบความแมน (Accuracy) 

เตรียมสารอางอิง Factor VIII 2 ระดับความเขมขนคือ 0.25 และ 1 IU/มิลลิลิตร จากนั้นให spike 

แตละความเขมขนปริมาณ 5 ไมโครลิตร ลงในตัวอยาง A 0.00125 IU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มล. เตรียมการทดสอบ 

duplicate และทํา 3 การทดสอบ นําผลทดสอบวิเคราะหคาความถูกตองสัมพัทธ %recovery Geomean 

การทดสอบความเที่ยง (Precision)  

การทดสอบซํ้า (Repeatability) ในวันและเวลาเดียวกัน (within run precision) โดยการทดสอบ

ตัวอยาง A  จํานวน 6 ซํ้า ที่เปนอิสระตอกัน นําผลทดสอบคํานวณคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ซึ่งตองมีคา ≤15% 

การทดสอบซํ้าตางวัน โดยการทดสอบตัวอยาง A จํานวน 2 ซํ้า จากการทดสอบ 3 วัน (between run precision)

นําผลทดสอบคํานวณคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ซึ่งตองมีคา ≤15% ทดสอบตัวอยาง A จากผูวิเคราะห 2 คนๆ ละ 

4 ซํ้า (Reproducibility) นําผลทดสอบคํานวณคาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน ซึ่งตองมีคา ≤15% และเปรียบเทียบ

ทางสถิติ Independent sample T-test 

การทดสอบตัวอยางแฟคเตอร VIII

ทดสอบตัวอยาง Factor VIII จํานวน 2 ผลิตภัณฑ คือ ผลิตภัณฑ A จํานวน 11 ตัวอยาง และผลิตภัณฑ B  

จํานวน 6 ตัวอยาง ที่สงวิเคราะห ป 2562-2563 โดยทดสอบซํ้า 2 ครั้ง เปนอิสระตอกันแลวหาคาเฉลี่ย 

ผล

การทดสอบความจําเพาะของวิธี 

ทดสอบตัวอยาง 3 ชนิด คือ ตัวอยาง Factor  IX ตัวอยาง Normal human albumin  และตัวอยาง 

Factor VIII พบวา ตัวอยาง Factor IX มีคา WGO-Mean เทากับ 0.00038 ตัวอยาง Normal human albumin 

มคีา WGO-Mean เทากบั-0.00052  และตวัอยาง Factor VIII มีคา WGO-Mean เทากบั 1.165 IU/มลิลลิติร ผล

เปรียบเทียบความแตกตางกันทางสถิติ One-way ANOVA  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ตัวอยาง Factor IX ตัวอยาง 

Normal human albumin  และคา blank ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ จากผลการทดสอบแสดงใหเห็นวา

วิธีทดสอบมีความจําเพาะตอการนํามาวิเคราะห Factor VIII     

           

การทดสอบความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห 

การทดสอบสารอางอิง Factor VIII ท่ีระดับความเขมขน 0.000625, 0.00125, 0.0025, 0.005 IU/มิลลิลิตร

ไดคา ความแรง±SD เทากับ 0.00036±0.00023, 0.00131±0.00026, 0.00273±0.00023 และ 0.00487±0.00039 

IU/มิลลิลิตร ตามลําดับ ผลการวิเคราะหกราฟความสัมพันธระหวางคาท่ีไดคาจริงของสารอางอิง (expected

concentration) และจากการทดสอบ (back calculation concentration)  พบวา ท้ัง 2 ตัวแปร มีความสัมพันธ

แนวโนมไปในแนวทางเดียวกัน โดยมีความสัมพันธแบบเชิงเสน คํานวณหาคาสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ (correlation 

coefficient; r2) เทากับ 0.9879 ดังแสดงในภาพท่ี 1 ผลทดสอบความเปนเสนตรงไดชวงการวิเคราะหท่ีเหมาะสม

ของวิธีคือ 0.000625 - 0.005 IU/มิลลิลิตร



วิธีวิเคราะหความแรงแฟคเตอร VIII ดวยวิธี Chromogenic Assay  โสมมริสา พวงพรศรี และคณะ

725วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 63 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2564

การทดสอบความแมน

ผลทดสอบโดย spike สารอางอิง Factor VIII ความเขมขน 0.25 และ 1 IU/มิลลิลิตร มีคา %recovery 

Geomean เทากับ 109.35% ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 84.48% ดังแสดงในตารางที่ 2 ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวา

ผลการทดสอบเปนไปตามเกณฑการทดสอบโดยมีคา %recovery อยูในชวง 70-130 

ตารางที่ 1   การทดสอบความแมน spike สารอางอิง 0.25 IU/มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง Factor VIII

ภาพที่ 1  กราฟความสัมพันธระหวาง คาจริงของสารอางอิง (x) และ คาที่ไดจากการทดสอบ (y) ของสารอางอิง 

 Factor VIII

การทดสอบ ตัวอยาง spike + buffer spike + ตัวอยาง %recovery
%recovery 
Geomean

1 0.001662 0.001297 0.002927 97.58

109.352 0.001407 0.000949 0.002618 127.53

3 0.001288 0.000987 0.002325 105.06

การทดสอบ ตัวอยาง spike + buffer spike + ตัวอยาง %recovery
%recovery 
Geomean

1 0.001662 0.004860 0.005435 77.63

84.482 0.001407 0.004214 0.005243 91.02

3 0.001288 0.004366 0.005015 85.34

ตารางที่ 2  การทดสอบความแมน spike สารอางอิง 1 IU/มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง Factor VIII

การทดสอบความเที่ยง

การทดสอบซํ้าในวันและเวลาเดียวกัน ผลการทดสอบมีคาความแรงเฉลี่ยเทากับ 30.96 IU/มิลลิลิตร โดย

พบวามีคา %CV เทากับ 11.57 %  ดังแสดงในตารางที่ 3 ซึ่งมีคา %CV นอยกวา 15 เปนไปตามเกณฑการทดสอบ

r2 = 0.9879
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ตารางที่ 3    ผลทดสอบความเที่ยงโดยการทดสอบซํ้าในวันเดียว 

ครั้งที่ คาความแรง (IU/มิลลิลิตร)

1 32.00

2 31.75

3 31.25

4 37.00

5 27.75

6 27.00

WGO-Mean 30.96

SD 3.58

%CV 11.57

การทดสอบซํ้าตางวันและเวลากัน ผลการทดสอบทั้ง 3 วัน มีคาความแรงเฉลี่ยเทากับ 25.43 IU/มิลลิลิตร 

คา SD เทากับ 2.76 คา %CV เทากับ 10.84 ดังแสดงในตารางที่ 4 ซึ่งมีคา %CV นอยกวา 15 เปนไปตามเกณฑ

การทดสอบ

ตารางที่ 4   ผลทดสอบความเที่ยงโดยการทดสอบซํ้าตางวัน

หมายเหตุ:  WGO-Mean: weighted geometric mean, SD: standard deviation, %CV: percent coefficient of variation

วันที่ ครั้งที่ คาความแรง (IU/มิลลิลิตร)

1 1 27.75

2 20.30

2 1 26.50

2 24.85

3 1 27.00

2 27.00

WGO-Mean 25.42

SD 2.76

%CV 10.84

หมายเหตุ : WGO-Mean: weighted geometric mean, SD: standard deviation, %CV: percent coefficient of variation

การทดสอบ Reproducibility โดยวิเคราะห 2 คน ผลทดสอบมคีาความแรงเฉลีย่เทากบั 27.91 IU/มลิลลิติร 

คา %CV เทากับ 7.74 ดังแสดงในตารางที่ 5 และเมื่อนําคาความแรงเปรียบเทียบความแตกตางกันทางสถิติโดยใช 

Independent-samples T-Test แสดงใหเห็นวาผลการทดสอบของนักวิเคราะหท้ัง 2 คน ไมมีความแตกตางกัน

(p > 0.05)
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ตารางที่ 5  การทดสอบ Reproducibility

ผูทดสอบ ครั้งที่ คาความแรง (IU/มิลลิลิตร)

รายที่ 1 1 30.50

2 28.75

3 28.00

4 26.25

รายที่ 2 1 26.50

2 24.85

3 27.75

4 31.25

WGO-Mean 27.91

SD 2.16

%CV 7.74

การทดสอบตัวอยาง Factor VIII

ทดสอบตวัอยาง Factor VIII จากผลติภณัฑ A และ B โดยวิธทีีท่วนสอบนี ้มคีาความแรงอยูในชวง 86.8-102.1%

และ 82.2-110.9% ตามลําดับ ซึ่งอยูใชวง 80-120% ของคาความแรงที่ระบุบนฉลาก จึงแสดงใหเห็นวาผลผานเกณฑ

มาตรฐาน ดังแสดงในตารางที่ 6 

ตารางที่ 6  ผลทดสอบตัวอยาง Factor VIII จากผลิตภัณฑ A และ B  

หมายเหตุ:  WGO-Mean: weighted geometric mean, SD: standard deviation, %CV: percent coefficient of variation

รุนการผลิต
ผลิตภัณฑ A (%) ผลิตภัณฑ B (%)

ผลทดสอบ ผูผลิต ผลทดสอบ ผูผลิต 

1 91.1 108.0 94.3 95.8

2 96.1 114.5 96.0 94.6

3 94.3 114.0 110.9 103.6

4 103.9 107.0 98.0 99.6

5 98.6 115.0 94.8 94.0

6 102.1 105.0 82.2 99.6

7 102.0 108.0

8 94.4 104.7

9 86.8 111.0

10 87.5 103.0

11 90.0 105.5

WGO-Mean 94.99 108.62 95.7 97.8

SD 5.97 4.28 9.2 3.7

%CV 6.29 3.94 9.60 3.79
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ผลเปรียบเทียบการวิเคราะหผลิตภัณฑ B

ผลทดสอบผลติภณัฑ A  ท้ัง 11 รุนการผลติ ไดคาตํา่กวาคาความแรงทีท่ดสอบโดยผูผลิต ดงัแสดงในภาพที ่2

ขณะที่คาความแรงผลิตภัณฑ  B ไดคาใกลเคียงกับผูผลิต โดยมี 3 รุนการผลิต ที่ไดคานอยกวา และอีก 3 รุนการผลิต

ไดคามากกวา ดังแสดงในภาพที่ 3 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบระหวางผูวิจัยและผูผลิตผลิตภัณฑ A พบวามี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ขณะที่เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบระหวางผูวิจัยและผูผลิต

ผลิตภัณฑ  B พบวาไมมีความแตกตางกัน (p > 0.05)

ภาพที่ 2  เปรียบเทียบผลวิเคราะหผลิตภัณฑ A

ผลเปรียบเทียบการวิเคราะหผลิตภัณฑ A

ภาพที่ 3 เปรียบเทียบผลวิเคราะหผลิตภัณฑ B
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วิจารณ

การทวนสอบวิธีทดสอบความแรงผลิตภัณฑ Factor VIII Chromogenic assay ทุกพารามิเตอร ไดแก 

ความจาํเพาะ ความแมน ความเท่ียง ผานเกณฑตามมาตรฐานของตาํรายา European Pharmacopeia 10.0 ผลดงักลาว

แสดงใหเหน็วาวิธทีดสอบการทดสอบ Chromogenic assay มคีวามแมน ความเทีย่ง สามารถนํามาใชเปนวธีิมาตรฐาน

สําหรับวิเคราะหความแรงผลิตภัณฑ Factor VIII ในหองปฏิบัติสถาบันชีววัตถุ 

การศึกษาครั้งนี้เลือกผลิตภัณฑชนิดอ่ืนท่ีมีแหลงผลิตมาจากพลาสมาเหมือนกัน เพ่ือยืนยันวาองคประกอบ

อืน่ๆ ผลติภัณฑไมมีผลตอการวิเคราะห Factor VIII  ผลทดสอบตวัอยาง Normal human albumin และผลติภัณฑ 

Factor IX ซ่ึงเปนโปรตีนท่ีเกี่ยวของกับกลไกการแข็งตัวของเลือด พบวาคาดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑทั้งสองชนิด

มคีาใกลเคยีงกบัการทดสอบทีใ่ชสารละลายบฟัเฟอร และมคีวามแตกตางอยางมนียัสาํคญัทางสถติเิมือ่เปรยีบเทยีบกบั

คาของตัวอยาง Factor VIII จากผลดังกลาวจึงแสดงใหเห็นวาวิธีทดสอบมีความจําเพาะ

การทวนสอบคร้ังน้ีเลือกใชชุดทดสอบจากผูผลิตเดียวซ่ึงเปนบริษัทเดียวกับชุดทดสอบ ท่ีสถาบันชีววัตถุใชเปน

วิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพ Factor IX อยูแลว และจากรายงานผลการศึกษา Chromogenic assay โดย 

Pickering W พบวาการศึกษาเปรียบเทียบชุดทดสอบชนิด Chromogenic assay จาก 6 บริษัทผูผลิต พบวา

ทุกชุดทดสอบมีความแปรปรวนนอย สอดคลองกับผลการศึกษาของ V. Collazo และคณะ ในป ค.ศ. 2012 พบวาชุดทดสอบ

Chromogenic assay มีความแมน (sig 0.6959) และความเท่ียง(6, 7) จึงเห็นไดวาผลการศึกษาคร้ังน้ีมีความสอดคลอง

และเปนไปในแนวทางเดียวกับการศึกษาดังกลาว  นอกจากน้ีการศึกษาของ Pickering W และคณะ ระบุดวยวา

การทดสอบผลิตภัณฑ Factor VIII โดยเปรียบเทียบคากับสารอางอิงสากล WHO International standard

จะมีคาความแรงตํ่ากวาเมื่อใชสารอางอิงที่มากับชุดทดสอบ (plasma calibrator) ประมาณ 10 เปอรเซนต(6, 8)

ดงันัน้จากทีผู่ผลิต A ใชวิธทีดสอบแบบ one stage assay และใชสารมาตรฐานอางองิท่ีมากบัชดุทดสอบ อาจเปนสาเหตุ

ที่ทําใหคาความแรงแตกตางจากคาที่ไดการศึกษาครั้งนี้ 

 ขอจํากัดของการศึกษาครั้งนี้ พบวาเปนการทวนสอบโดยใชตัวอยาง Factor VIII ชนิดที่ผลิตจากพลาสมา

มนุษยเทานั้น และปจจุบันผลิตภัณฑแฟคเตอรชนิดรีคอมบีแนนทที่มีการนําเขามีเพียง 2 บริษัท และไมมีตัวอยาง

นําเขามาในชวงเวลาของการทวนสอบ ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการศึกษาเพิ่มเติมในตัวอยางดังกลาว นอกจากนี้เนื่องจาก

สารอางอิง Factor VIII มีความคงตัวตํ่า หลังการละลายแลวไมสามารถเก็บไวใชสําหรับการทดสอบครั้งอื่นๆ ไดอีก 

ดังนั้นเพื่อลดคาใชจายของการวิเคราะหและสนับสนุนใหประเทศพึ่งพาตนเองได สถาบันฯ ควรศึกษาการเตรียมสาร

มาตรฐาน Factor VIII เพื่อใชเปน working reference standard ของประเทศในการวิจัยครั้งตอไป

สรุป

วิธีทดสอบความแรงผลิตภัณฑ  Factor VIII โดยหลักการ Chromogenic assay ดวยวิธี microplate 

เปนวธิทีีม่คีวามแมนยาํ ความเทีย่ง ความจําเพาะ เชือ่ถอืได สามารถนาํมาใชเปนวธิมีาตรฐานสาํหรบัวเิคราะหความแรง

ผลิตภัณฑ  Factor VIII ในหองปฏิบัติการของสถาบันชีววัตถุตอไป 

กิตติกรรมประกาศ

งานวิจัยครัง้น้ีดาํเนินการโดยใชงบประมาณของกรมวทิยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสขุ และขอบคุณ 

ดร.สุภาพร ภูมิอมร ผูอํานวยการสถาบันชีววัตถุ ที่สนับสนุนการดําเนินงานวิจัย และขอบคุณ ดร.วิสุทธนา สมุทรศรี

ที่ใหการสนับสนุน ใหคําปรึกษา ทําใหงานวิจัยนี้สําเร็จลุลวงไปดวยดี 
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Method Verification of Factor VIII Potency 
Test by Chromogenic Assay

Soammarisa Paungpornsri  Titaporn  Pootipinyowat and Paisan Pangjunan
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT Factor VIII is an essential blood-clotting glycoprotein which is a cofactor for activating 

factor IX to an active form and then reacts to factor X for initiating the blood coagulation system.

The aim of this study was to verify the potency test of Factor VIII products by chromogenic assay 

according to the European Pharmacopoeia recommendation. The results of linearity suggested that the 

appropriate concentrations for this assay were in the range of 0.000625 - 0.005 IU/ml. The percentage 

recovery geomean of accuracy test was 84.48-109.35%. The coefficient of variation (CV) of precision; 

within run, between run and reproducibility were 11.57, 10.84 and 7.74, respectively. The analysis 

of other plasma products by the verified method showed the technique was specific to Factor VIII. In 

addition, the determination of potency of Factor VIII products (11 lots of product A and 6 lots of 

product B) by the verified method found that both products complied with the European Pharmacopoeia 

specifications. The comparable results to the manufacturer’s test showed that the potency results were 

significantly different in product A but not in product B. However, the manufacturer for product A used 

the method and reference standard which were dissimilar from this study. In conclusion, the potency 

testing of Factor VIII by chromogenic microplate assay is suitable as a standard method at laboratory of 

the Institute of Biological Products.

Keywords: Factor VIII, Chromogenic assay, Method Verification
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บทคดัยอ  ชาสมุนไพรเปนเครือ่งดืม่ทีน่ยิมดืม่กนัอยางกวางขวาง สวนใหญไมมคีาเฟอนี จงึเหมาะสาํหรบัผูสงูอาย ุแตชาสมนุไพร

ยังไมมีขอกําหนดคุณภาพดานส่ิงแปลกปลอมขนาดเล็กนํ้าหนักเบา (light filth) ไดแก แมลง ชิ้นสวนแมลง และขนสัตว

ซึ่งเปนสิ่งแปลกปลอมที่นารังเกียจและเปนตัวบงชี้ถึงสุขลักษณะการผลิต เพื่อประเมินคุณภาพชาสมุนไพร การศึกษาครั้งนี้

จึงใชเกณฑขอกําหนด Defect Action Levels (DAL) สําหรับผลิตภัณฑ Oregano crushed ของ Department of Health 

and Human Services ซึ่งเปนหนวยงานของ US FDA ประเทศสหรัฐอเมริกา เปนแนวทางในการพิจารณาในการตรวจ

สิ่งแปลกปลอมประเภท light filth ในชาสมุนไพร จํานวน 100 ตัวอยาง แบงเปนชนิดใบและชนิดผงบรรจุซอง ชนิดละ

50 ตัวอยาง ผลการตรวจภายใตกลองจุลทรรศน พบส่ิงแปลกปลอมประเภท light filth ในทุกตัวอยาง พบชาสมุนไพรชนิดใบ

และชนิดผงไมผานเกณฑ DAL จํานวน 33 และ 44 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 66 และ 88 สาเหตุจากพบช้ินสวนแมลง หรือขนหนู 

เกินเกณฑขอกําหนด DAL ถึงแมวาขณะน้ียังไมมีขอกําหนดเปนเกณฑตัดสินส่ิงแปลกปลอมประเภท light filth ในชาสมุนไพร 

ผูผลิตและผูสงออกควรเขมงวดในเร่ืองสุขลักษณะและกรรมวิธีท่ีดีในการผลิตเพ่ือยกระดับคุณภาพของผลิตภัณฑใหมีคุณภาพ

ดีสม่ําเสมอใหเปนท่ียอมรับของผูบริโภคตอไป

คําสําคัญ: การประเมินคุณภาพ, ชาสมุนไพร, สิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กนํ้าหนักเบา
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บทนํา

ชาสมุนไพร หมายถงึ ผลติภณัฑท่ีไดจากสวนตางๆ ของพชื นาํมาทาํใหแหงและลดขนาดใหเลก็ลง โดยการตดั

สับ หรือบด เทานั้น ซึ่งยังอยูในสภาพที่สามารถตรวจสอบไดวามาจากพืชสมุนไพรชนิดใด ทั้งนี้อาจทําจากพืชชนิดเดียว

หรือผสมกับพืชชนิดอื่นที่กําหนดไวในประกาศหรือผสมกับชาในสกุล Camellia มีจุดมุงหมายเพ่ือนําไปบริโภคโดย

การตมหรือชงกับนํ้าเทานั้น(1)

ชาสมนุไพรเปนเคร่ืองดืม่ท่ีปจจบุนัมคีวามสาํคญัและนยิมดืม่กนัอยางกวางขวาง โดยเฉพาะผูสงูอายคุาดหวงั

ประโยชนเพ่ือดแูลรกัษาสขุภาพ ซึง่ชาสมนุไพรตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ (ฉบบัที ่280) พ.ศ. 2547 มรีายชือ่พชื

หรือสวนตางๆ ของพืชที่ใชเปนวัตถุดิบสําหรับชาสมุนไพร ไดแก ผลมะตูม ดอกกระเจี๊ยบ เหงาขิง เหงาขา เหงาและ

ตนตะไครแกง ใบหมอน ดอกคําฝอย ใบบัวบก ใบเตยหอม ดอกเกกฮวย ผลหลอฮังกวย เห็ดหลินจือ ใบและตนเจ่ียวกูหลาน

เถาวัลยเปรียง ใบหญาหวาน รากชะเอมเทศและชอดอก และใบอารทิโชก เปนตน(2, 3) ชาสมุนไพรสวนใหญไมมีคาเฟอีน

จึงเหมาะสําหรับผูสูงอายุหรือผูที่แพคาเฟอีน และที่สําคัญชาสมุนไพรหลายชนิดมีสรรพคุณทางยา เชน ชวยกระตุน

ระบบประสาท ระบบหมุนเวียนเลือด ตานอนุมูลอิสระ ลดคลอเรสเตอรอล ตานการเกิดโรคเบาหวาน ความดันโลหิตสูง

มะเร็ง และยังสามารถชวยใหระบบการทํางานของรางกายในหลายๆ สวน เชน ระบบการยอยอาหาร ระบบขับถาย

ระบบปสสาวะ หัวใจทํางานไดดี และเปนตัวชวยลางไขมันที่เกาะติดอยูตามลําไส(4, 5, 6) 

ชาเปนพชืเศรษฐกจิท่ีนาํมาทําเปนเครือ่งดืม่และใชเปนสวนหนึง่ของการผลติชาสมนุไพร ผลผลติชาสวนใหญ

อยูในแถบเอเชีย ไดแก จีน อินเดีย และศรีลังกา สําหรับประเทศไทยนิยมปลูกในแถบภาคเหนือ ไดแก จังหวัดเชียงราย 

เชียงใหม แพร นาน และแมฮองสอน เปนตน สวนใหญเปนชาพนัธุอัสสมั (Assam Tea) และพนัธุชาจนี (Chinese Tea)

เมื่อแบงตามกระบวนการผลิตไดเปน 1) ชาเขียว (Green tea) จะไมผานกระบวนการหมัก โดยนําใบชาที่เก็บไดมา

ทําการคั่วบนกระทะรอนแลวนําไปนวดและอบแหงในลําดับถัดไป สีของนํ้าชาจะมีสีเขียวถึงเขียวอมเหลือง 2) ชาอูหลง 

(Oolong tea) จะผานกระบวนการหมักเพียงบางสวน โดยการผ่ึงแดดแลวนําไปผ่ึงในรม ซึง่เปนกระบวนการหมกัท่ีทาํให

เกดิสารทีม่กีล่ินและสแีตกตางไปจากชาเขยีวโดยนํา้ชาจะมสีเีหลอืงอมเขยีวและสนีํา้ตาลอมเขยีว 3) ชาดาํ (Black tea)

เปนชาที่ผานกระบวนการหมักอยางสมบูรณ นํ้าชาจะมีสีนํ้าตาลแดง คนไทยนําชาพันธุชาอัสสัมมาผลิตเปนชาดํา

ชาเขียว และชาไทย สวนพันธุชาจีนนิยมนํามาผลิตเปนชาอูหลง ชาเขียว และชาแดง (ชาฝรั่ง) ผลผลิตชาของไทย

ป 2562 ปริมาณ 102,914 ตัน ประเทศที่นําเขาชามากที่สุด คือ รัสเซีย ปริมาณนําเขา 150,318 ตัน คิดเปนมูลคา 425.6 

ลานเหรียญสหรัฐฯ รองลงมา คือ สหราชอาณาจักร และสหรัฐอเมริกา ตามลําดับ สวนประเทศผูนําเขาผลิตภัณฑชา

มากที่สุด คือ สหรัฐอเมริกา ปริมาณนําเขา 68,777 ตัน มูลคา 185.7 ลานเหรียญสหรัฐฯ รองลงมา คือ เยอรมนี และ

กรีซ ตามลําดับ(7, 8, 9)  สวนการสงออกชาเขียวปริมาณ 1,058 ตัน มูลคา 9.5 ลานเหรียญสหรัฐฯ ชาดําปริมาณ 2,256 

ตัน มูลคา 9.6 ลานเหรียญสหรัฐฯ และสงออกผลิตภัณฑชาปริมาณ 7,032 ตัน มูลคา 24.6 ลานเหรียญสหรัฐฯ  ในชวง 

7 เดือนแรกป 2563 (มกราคม - กรกฎาคม) ไทยสงออกชาเขียวปริมาณ 492.9 ตัน มูลคา 4.6 ลานเหรียญสหรัฐฯ(10) 

และในปเดียวกันไทยนําเขาชาปริมาณ 14,334 ตัน มูลคา 22.1 ลานเหรียญสหรัฐฯ เปนชาดําปริมาณ 9,283 ตัน

นําเขาจากอินโดนีเซีย เวียดนาม และศรีลังกา ชาเขียวปริมาณ 5,051 ตัน มูลคา 8.8 ลานเหรียญสหรัฐฯ นําเขาจากญี่ปุน 

จีน และเวียดนาม นําเขาผลิตภัณฑชาปริมาณ 1,241 มูลคา 22.1 ลานเหรียญสหรัฐฯ นําเขาจากสหรัฐอเมริกา จีน และ

เยอรมนี(7, 8)  แสดงใหเห็นวาไทยยังมีความจําเปนตองนําเขาชาเพ่ือมาบริโภคในประเทศและสําหรับแปรรูปเปน

ผลิตภัณฑชาจําหนายในประเทศและสงออก(7, 8) จากความตกลงการคาเสรี (Free Trade Area : FTA) ไทยนําเขาชา

จากอาเซียน โดยเฉพาะอินโดนีเซียและเวียดนามมากท่ีสุด โดยไทยยกเลิกการเก็บภาษีท้ังในและนอกโควตาจากอาเซียน 

การยกเลิกภาษีดังกลาวจะชวยเพ่ิมโอกาสใหผูประกอบการหรือผูนําเขาชาของไทยมีทางเลือกในการนําเขา เพ่ิมความ

หลากหลายของวัตถุดิบและชวยลดตนทุนมากข้ึน(7, 8) คุณภาพการนําเขาและสงออกชาสมุนไพรยังไมมีเกณฑตัดสิน

คุณภาพ ซ่ึงประเทศสหรัฐอเมริกาเปนผูนําเขาชาและผลิตภัณฑชาเปนอันดับตนๆ โดยชาสมุนไพรไดรับความนิยม
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และมีแนวโนมเติบโตตอเน่ืองในประเทศสหรัฐอเมริกา(11) และจะเขมงวดกับความสะอาดของผลิตภัณฑอาหารในเร่ือง

สิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กนํ้าหนักเบา (light filth) ไดแก แมลง ชิ้นสวนแมลง และขนสัตวฟนแทะ ดังนั้นการศึกษา

คร้ังน้ีจึงพิจารณาตามเกณฑขอกําหนด Defect Action Levels (DAL)(12) ของ Department of Health and Human

Services ซ่ึงเปนหนวยงานของ US FDA ประเทศสหรัฐอเมริกา สําหรับผลิตภัณฑ Oregano crushed ท่ีเปน

พืชสมุนไพรและใชชงด่ืมเชนชาสมุนไพรได เปนแนวทางในการพิจารณาเกณฑตัดสินคุณภาพ ท่ีกําหนดใหพบชิ้น

สวนแมลง (insect fragments) ไมเกิน 300 ชิ้น หรือขนหนู (rodent hairs) ไมเกิน 2 เสน ในตัวอยาง 10 กรัม

การตรวจพบแมลง ช้ินสวนแมลง และขนสัตว จัดเปนส่ิงแปลกปลอมซ่ึงไมเปนท่ียอมรับ หรือนารังเกียจ เปนตัวบงช้ี

ถึงระบบควบคุมคุณภาพ และอาจถูกนํามาใชเปนเคร่ืองมือในการกีดกันทางการคาสําหรับการสงออกไปจําหนาย

ตางประเทศ 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางศึกษา

เปนตวัอยางชาสมุนไพรท่ีผลิตในประเทศไทยและนาํเขาจากตางประเทศ สงตรวจโดยสาํนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา จํานวน 100 ตวัอยาง แบงเปนเปนชาสมนุไพรชนิดใบและชาสมนุไพรชนดิผงบรรจุซอง ชนดิละ 50 ตวัอยาง 

(ชาสมุนไพรชนิดใบผลิตในประเทศและนําเขา จํานวน 45 และ 5 ตัวอยาง สวนชาสมุนไพรชนิดผงผลิตในประเทศและ

นําเขา จํานวน 40 และ 10 ตัวอยาง) วิเคราะหในชวงเดือนมีนาคม 2559 ถึง เดือนพฤษภาคม 2561

ตรวจสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กนํ้าหนักเบา (light filth)  

ตรวจวิเคราะหตามวิธี  AOAC 981.18 Light Filth in Tea(13) โดยชั่งตัวอยางชาสมุนไพรจํานวน 10 กรัม 

นํามาตมในนํา้เดอืดนาน 6 นาที จากนัน้เทลงบน sieve no. 230 (Endecotts Limited, องักฤษ) แลวใชนํา้รอนฉดีพน

จนนํ้าลางใส จึงนําสิ่งที่ตกคางบน sieve ใสใน wildman trap flask แลวปรับปริมาตรดวย 40% isopropanol ใหได 

900 มลิลลิิตร และใสแทงกวน (stirring rod) ใหแผนยางอยูตํา่กวาระดบัผวิของเหลว เตมิ flotation oil 50 มลิลลิติร

ผสมใหเขากันนาน 6 นาที แลวตั้งทิ้งไว 2 - 3 นาที จึงเติม sequestering agent 300 มิลลิลิตร กวนอยางเบา

นาน 1 นาที แลวเติม 40% isopropanol จนเกือบเต็ม จากนั้นล็อกแทงกวนใหแผนยางอยูตํ่ากวาชั้นนํ้ามันประมาณ

1 เซนติเมตร ตั้งทิ้งไว 5 นาที หมุนแทงกวนเพื่อใหสิ่งแปลกปลอมหลุดจากแทงกวน ตั้งทิ้งไว 25 นาที แลวดึงปลาย

แทงกวนขึ้นใหแผนยางปดคอ flask ใหแนน จากนั้นเทชั้นนํ้ามันที่อยูเหนือแผนยาง ลงใน beaker ลางบริเวณคอ 

flask จนสะอาดดวย 40% isopropanol จากนั้นเติม flotation oil 30 มิลลิลิตร ทําซํ้าเดิมอีกครั้ง และเก็บของเหลว

ทีไ่ดรวมกบัครัง้แรก จากนัน้กรองของเหลวทัง้หมดดวยชดุเครือ่งกรอง แลวนาํกระดาษกรองไปตรวจหาสิง่แปลกปลอม

และนับจํานวนภายใต widefield zoom stereoscopic microscope (Olympus Optical, ญี่ปุน) ที่กําลังขยาย 

30 เทา และตรวจจําแนกชนิดส่ิงแปลกปลอมภายใต compound microscope (Olympus Optical, ญี่ปุน)

ที่กําลังขยาย 100 เทา เพื่อตรวจลักษณะโครงสรางของแมลง ชิ้นสวนแมลง ขนหนู ขนแมว/สุนัข ขนคน และขนนก

โดยเปรียบเทียบกับลักษณะอางอิงจากสมุดภาพ(14)

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

เปรียบเทียบการตรวจพบชิ้นสวนแมลง และขนหนูในชาสมุนไพร 2 ชนิด ที่ผลิตภายในประเทศและนําเขา

จากตางประเทศ โดยคํานวณคาไคสแควร (χ2- test) ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 
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ผล

ผลการตรวจชาสมุนไพร 100 ตัวอยาง ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 30 เทา พบส่ิงแปลกปลอมขนาดเล็ก

น้ําหนักเบา (light filth) ในทุกตัวอยาง คิดเปนรอยละ 100 โดยตัวอยางชาชนิดใบ  : ชาชนิดผง พบช้ินสวนแมลง

50 : 50 (รอยละ 100 : 100) เพล้ีย (เพล้ียออน เพล้ียไฟ เพล้ียหอย) 41 : 20 (รอยละ 82 : 40) ไร 40 : 37 (รอยละ

80 : 74) เหาหนังสือ 9 : 23 (รอยละ 18 : 46) ขนนก 24 : 25 (รอยละ 48 : 50)  ขนคน 23 : 28 (รอยละ 46 : 56) ขนหนู 17 : 27

(รอยละ 34 : 54)  และขนแมว/สุนัข 12 : 23 (รอยละ 24 : 46) ดังแสดงในภาพท่ี 1 

ภาพที่ 1  ชนิดและจํานวนตัวอยางที่พบ light filth ในชาสมุนไพร 2 ชนิด

ชนิดสิ่งแปลกปลอมที่ตรวจพบ

รอ
ยล

ะข
อง

ตัว
อย

าง
ที่ต

รว
จพ

บส
ิ่งแ

ปล
กป

ลอ
ม

ผลการตรวจวิเคราะหพบช้ินสวนแมลงมากท่ีสุดในทุกตัวอยางชาสมุนไพรท้ัง 2 ชนิด เม่ือจําแนกจํานวน

ท่ีตรวจพบเปน 4 ชวง คือ 1 - 99, 100 - 199, 200 - 299 และ ≥ 300 ช้ิน ตามลําดับ พบช้ินสวนแมลงในชาสมุนไพร

ชนิดใบจํานวน 14, 5, 3 และ 28 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 28, 10, 6 และ 56 ตามลําดับ และพบช้ินสวนแมลงในชา

สมุนไพรชนิดผงจํานวน 16, 2, 2 และ 30 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 32, 4, 4 และ 60 ตามลําดับ ท้ังน้ีพบวาไมผานเกณฑ

ขอกําหนด DAL (ช้ินสวนแมลงไมเกิน 300 ช้ิน ในตัวอยาง 10 กรัม) ในชาสมุนไพรชนิดใบและชนิดผง จํานวน 28 

และ 30 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 56 และ 60 ตามลําดับ ดังแสดงในภาพท่ี 2 

ภาพที่ 2  จํานวนชิ้นสวนแมลงที่ตรวจพบในตัวอยางชาสมุนไพร 2 ชนิด, *ชิ้นสวนแมลงเกินเกณฑขอกําหนด DAL

จํานวนชิ้นสวนแมลงที่ตรวจพบ

รอ
ยล

ะข
อง

ตัว
อย

าง
ที่ต

รว
จพ

บช
ิ้นส

วน
แม

ลง
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ผลการวิเคราะหชนิดของแมลง พบวามีแมลงหลายชนิด ไดแก เพลี้ย (เพลี้ยออน เพลี้ยไฟ เพลี้ยหอย)

ไร และเหาหนังสือ เมื่อจําแนกตามจํานวนแมลงที่พบเปน 2 ชวง คือ 1 - 100 และ ≥ 101 ตัว พบเพลี้ยในชาสมุนไพร

ชนิดใบ 35 และ 6 ตัวอยาง ในชาสมุนไพรชนิดผง 20 และ 0 ตัวอยาง พบไรในชาสมุนไพรชนิดใบ 38 และ 2 ตัวอยาง 

ในชาสมุนไพรชนิดผง 37 และ 0 ตัวอยาง พบเหาหนังสือในชาสมุนไพรชนิดใบ 17 และ 0 ตัวอยาง ในชาสมุนไพรชนิด

ผง 39 และ 0 ตัวอยาง ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1  ชนิดและจํานวน light filth ที่เปนแมลงที่พบในชาสมุนไพร 2 ชนิด

สิ่งแปลกปลอมขนาดเล็ก 
นํ้าหนักเบา (light filth)               

ชาสมุนไพรชนิดใบ     
(ตัวอยาง)

ชาสมุนไพรชนิดผง  
(ตัวอยาง)

เพลี้ย (ตัว)
 1-100                                        
≥ 101     

35
6

20
0

ไร (ตัว)
 1-100   
≥ 101  

38    
2   

37
0

เหาหนังสือ (ตัว)
1-100  
≥ 101

17
0

39
0

พบขนสตัว ไดแก ขนนก ขนคน ขนหน ูและขนแมว/สนุขั โดยพบในชาชนดิใบ จาํนวน 24, 28, 17 และ 12 ตวัอยาง

พบในชาผง จาํนวน 25, 28, 28 และ 23 ตวัอยาง เมื่อจําแนกจํานวน 1, 2 และ ≥ 3 เสน ตามลําดบั ตามเกณฑขอกําหนด

DAL (พบขนหนูไมเกิน 2 เสนในตัวอยาง 10 กรัม) พบชาสมุนไพรไมผานเกณฑขอกําหนด DAL 19 ตัวอยาง เปน

ชนิดใบ 5 ตัวอยาง และชนิดผง 14 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 10 และ 28 ตามลําดับ ซึ่ง 1 ใน 5 ของตัวอยางชาสมุนไพร

ชนิดใบ พบขนหนู 50 เสน ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการตรวจวิเคราะหชาสมุนไพร 100 ตวัอยาง พบไมผานเกณฑขอกาํหนด DAL จํานวน 77 ตวัอยาง เกดิจาก

พบชิน้สวนแมลงเกนิ 300 ชิน้ หรอืพบขนหนเูกนิ 2 เสน พบในชาสมนุไพรชนดิใบและชนดิผง 33 และ 44 ตวัอยาง ตาม

ลําดับ เมื่อนํามาจัดกลุมเปน พบชิ้นสวนแมลง หรือขนหนู พบในชาสมุนไพรชนิดใบจํานวน 28 และ 5 ตัวอยาง คิดเปน

รอยละ 56 และ 10 ตามลําดับ และพบในชาสมุนไพรชนิดผงจํานวน 30 และ 14 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 60 และ 28

ตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 3  

เปรียบเทียบการตรวจพบชิ้นสวนแมลง และขนหนูในชาสมุนไพร 2 ชนิด ที่ผลิตภายในประเทศและนําเขา

จากตางประเทศ โดยคํานวณคาไคสแควร (χ2- test) พบตัวอยางชาสมุนไพรชนิดใบในประเทศและนําเขาไมมีความ

แตกตางกันจากการตรวจพบชิ้นสวนแมลงหรือขนหนู (p>0.05) แตชาสมุนไพรชนิดผงในประเทศพบชิ้นสวนแมลง

มากกวาชานําเขาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนขนหนูของชาในประเทศและนําเขาไมมีความแตกตางกัน

(p>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 3
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ภาพที่ 3  จํานวนตัวอยางที่เกินเกณฑขอกําหนด DAL ในชาสมุนไพร 2 ชนิด 

ชนิดสิ่งแปลกปลอม

รอ
ยล

ะข
อง

ตัว
อย

าง
ที่ไ

มผ
าน

เก
ณ

ฑ 
D

A
L

ตารางที่ 2  จํานวนขนสัตว ที่ตรวจพบในชาสมุนไพร 2 ชนิด

สิ่งแปลกปลอมขนาดเล็ก        
นํ้าหนักเบา (light filth)                

ชาสมุนไพรชนิดใบ 
(ตัวอยาง) 

ชาสมุนไพรชนิดผง
(ตัวอยาง)

ขนนก (เสน)
1
2

≥ 3                                                         

7
11
6

  
10
5
10

ขนคน (เสน)
1
2

≥ 3                                                         

17
5
6

  
13
9
6

ขนหนู (เสน)
1
2*

≥ 3 **                                                        

12
1
4

  
14
7
7

ขนแมว/สุนัข (เสน)
1
2

≥ 3                                                         

10
2
0

  
16
1
6

หมายเหตุ  *DAL ระบุพบขนหนูไมเกิน 2 เสนในตัวอยาง 10 กรัม, **พบขนหนู 50 เสน ใน 1 ตัวอยาง
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วิจารณ

 ตรวจส่ิงแปลกปลอมขนาดเล็กน้ําหนักเบา (light filth) ในชาสมุนไพร พบช้ินสวนแมลงในทุกตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 100 ของตัวอยางท้ังหมด และพบตัวอยางท่ีไมผานเกณฑขอกําหนด DAL เน่ืองจากพบช้ินสวนแมลงเกิน 

300 ช้ิน ในชาสมุนไพรชนิดใบและชนิดผงจํานวน 28 และ 30 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 56 และ 60 ตามลําดับ ท้ังน้ีช้ินสวน

แมลงอาจปลอมปนมากับวัตถุดิบท่ีเปนสมุนไพรหรือใบชา โดยแมลงมาเกาะกินน้ําหวานหรือหาอาหารท่ียอดออน ดอก

หรือผลของพืชท่ีนํามาเปนวัตถุดิบ(15) เม่ือนํามาอบหรือตากแหง ทําใหแมลงหรือชิ้นสวนแมลงแตกเปนชิ้นสวนเล็กๆ 

กระจายในตัวอยางเปนจํานวนมาก

เพล้ีย (เพล้ียออน เพล้ียไฟ และเพล้ียหอย) เปนแมลงศัตรูพืชท่ีดูดน้ําเล้ียงจากลําตน ก่ิง กาน ใบออน ยอด ดอก

และผลของพืช จึงปลอมปนมากับวัตถุดิบท่ีใชทําชาสมุนไพรซ่ึงเพล้ียออนและเพล้ียไฟยังเปนตัวพาหะถายเช้ือไวรัสไป

สูตนพืชและผักไดดวย(16, 17, 18) เม่ือผูผลิตนําพืชสมุนไพรหรือใบชาท่ีมีการปลอมปนจากเพล้ียมาผลิตเปนชาสมุนไพร

โดยไมไดทําความสะอาด(16) แลวนําไปอบหรือตากใหแหง จึงทําใหแมลงตายและปลอมปนในผลิตภัณฑชาสมุนไพร

ดังกลาว ดังน้ันการเลือกเก็บสมุนไพรสดคุณภาพดี ไมเปนโรคและไมถูกแมลงรบกวน การคัดใบท่ีไมแกหรือออนเกินไป 

รวมท้ังการแชน้ําและลางน้ําใหสะอาดเปนวิธีท่ีชวยการลดจํานวนของเพล้ียท่ีปลอมปนมากับวัตถุดิบท่ีนํามาทําสมุนไพร(15)

สวนไรและเหาหนงัสือ จดัเปนแมลงท่ีพบในผลติภณัฑเกษตรและพบในโรงเกบ็รกัษา การควบคมุอณุหภูมแิละความช้ืน

ที่ไมใหไรและเหาหนังสือเจริญเติบโตหรือทําลาย รวมทั้งการทําความสะอาดสถานที่เก็บรักษา เปนสิ่งจําเปนตอการลด

จํานวนของแมลงได(19, 20)

ตารางที่ 3  เปรียบเทียบชาสมุนไพร ที่ผลิตในประเทศและนําเขาจากตางประเทศ ที่ไมผานเกณฑ DAL

สิ่งแปลกปลอมขนาดเล็ก    
นํ้าหนักเบา (light filth)

จํานวนตัวอยาง (รอยละ)  χ2- test

พบ ไมพบ

ชิ้นสวนแมลง (≥ 300 ชิ้น)
ชาสมุนไพรชนิดใบในประเทศ
ชาสมุนไพรชนิดใบนําเขา

27 (60.00)         
1 (20.00)             

18 (40.00) 
4 (80.00)

2.92

                       รวม                                         28 (56.00) 22 (44.00)

ขนหนู (≥ 2 เสน)
ชาสมุนไพรชนิดใบในประเทศ
ชาสมุนไพรชนิดใบนําเขา

         4 (8.89)        
1 (20.00)               

41 (91.11)
4 (80.00)             

0.62

                       รวม                                         5 (56.00)  45 (44.00)

ชิ้นสวนแมลง (≥ 300 ชิ้น)
ชาสมุนไพรชนิดผงในประเทศ    
ชาสมุนไพรชนิดผงนําเขา

31 (77.50)
 3 (30.00)

9 (22.50)
7 (70.00)

8.30*

                        รวม 34 (68.00) 16 (32.00)

ขนหนู (≥ 2 เสน)
ชาสมุนไพรชนิดผงในประเทศ
ชาสมุนไพรชนิดผงนําเขา

13 (77.50) 
1 (10.00) 

27 (22.50)
9 (90.00) 

2.00

         รวม                             14 (28.00)  36 (72.50)

คาไคสแควร (χ2- test ) จากตารางที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 มีคา 3.84
*ชนิดของชามีความสัมพันธกับจํานวนตัวอยางที่พบสิ่งแปลกปลอมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p‹0.05)
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ขนสัตวท่ีตรวจพบไดแก ขนคน ขนหนู ขนแมว/สุนัข และขนนก พบในชาสมุนไพรชนิดผงมากกวาชนิดใบ

กรณีขนคนอาจเกิดจากผูท่ีเก่ียวของกับการผลิตหรือบรรจุไมไดสวมถุงมือหรือตาขายคลุมผมในขณะท่ีปฏิบัติงาน

สวนขนหนู ขนแมว/สุนัข และขนนก อาจปนปลอมในข้ันตอนการเก็บเก่ียว การตากแหง การนวดท่ีไมมีการปองกัน

การเหยียบย่ําของสัตว ทําใหขนสัตวรวงหลนลง เม่ือนํามาผลิตเปนชาสมุนไพรจึงตรวจพบขนสัตว หรือขนสัตวอาจมี

ปลอมปนในสถานท่ีเก็บชาสมุนไพรอยูแลว การตรวจพบขนหนูเกิน 2 เสน นอกจากจะทําใหไมผานเกณฑ DAL ยังบงช้ีถึง

สภาพท่ีไมถูกสุขลักษณะหรือการใชวัตถุดิบคุณภาพต่ํา รวมท้ังการปองกันหรือการจัดการในโรงเรือนหรือโรงเก็บไมดีพอ

ซ่ึงหนูจะกอใหเกิดความไมสะอาดจากส่ิงขับถายและเปนพาหะของโรคตางๆ มาสูคน เชน กาฬโรค (Plague or black 

death) จากหนูสูคนโดยหมัดหนู โรคไขดีซาน (Leptospirosis) เกิดจากเช้ือแบคทีเรียท่ีปะปนมากับปสสาวะหนู 

โรคทองรวง (Salmonellosis) จากเช้ือแบคทีเรีย Salmonella spp. ท่ีมีอยูในมูลหนู จากการตรวจพบขนสัตวในชา

สมุนไพรชนิดผงมากกวาชนิดสมุนไพรชนิดใบ เน่ืองจากชาสมุนไพรชนิดผงมีการตัด สับหรือบด ใหมีขนาดเล็ก เม่ือมีการ

ปลอมปนของขนสัตวจึงทําใหขนสัตวในชาสมุนไพรถูกตัด สับหรือบด เปนช้ินเล็กๆ กระจายในตัวอยางเปนจํานวนมาก

ดงันัน้เพ่ือใหไดชาสมุนไพรท่ีดมีีคณุภาพ ผูผลติควรปฏบิตัติาม GMPs พืน้ฐานทีเ่หมาะสม เชน โรงงานผลติมสีขุาภบิาล

ทีด่ ีมมีาตรการปองกนัแมลงและสัตวพาหะภายในและภายนอกโรงงานทีเ่หมาะสม รวมถงึควรมรีะบบควบคมุสขุลกัษณะ

สวนบุคคลที่ดีใหกับผูเกี่ยวของในการผลิต เพื่อลดปญหาการปนเปอนของสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กน้ําหนักเบา 

(light filth) เหลานี้ 

ผลการหาคาความสัมพันธ (ความแตกตาง) ทางสถิติของตัวอยางชาสมุนไพร 2 ชนิด ที่ผลิตในประเทศและ

นําเขาจากตางประเทศ พบสิ่งแปลกปลอมที่ทําใหไมผานเกณฑขอกําหนด DAL คือ ชิ้นสวนแมลงเกิน 300 ชิ้น หรือ

ขนหนูเกิน 2 เสน โดยใชไคสแคว (χ2- test) พบชาสมุนไพรในประเทศตรวจส่ิงแปลกปลอมมากกวาชาสมุนไพร

นําเขา อาจเพราะชานําเขามีการตรวจคุณภาพกอนที่สงออก สวนชาสมุนไพรประเทศไทยไมมีขอกําหนดคุณภาพ

ดานส่ิงแปลกปลอมขนาดเล็กน้ําหนักเบา (light filth) จงึตรวจพบสิง่แปลกปลอมแตกตางกันอยางมนียัสาํคัญ (p<0.05) 

โดยชิ้นสวนแมลงมาจากแมลงที่กัดกินสวนใบ ยอด ดอก และผลออนของพืชเปนอาหาร(16, 17, 18)

ถึงแมวาขณะน้ียังไมมีเกณฑตัดสินคุณภาพดานส่ิงแปลกปลอมประเภท light filth ในชาสมุนไพร ผูผลิต

ผูสงออกและหนวยงานท่ีทําหนาท่ีกํากับดูแลและควบคุมผลิตผลทางการเกษตรของภาครัฐ จะตองเขมงวดยิ่งขึ้น

ในการปองกนัและควบคมุแมลง ผลการศกึษาครัง้นีส้ามารถนาํไปเปนแนวทางประเมนิคณุภาพชาสมนุไพร และรวบรวม

เปนขอมูลเบื้องตน สําหรับเผยแพรใหแกผูผลิตและผูสงออกชาสมุนไพร ใหนําไปแกไข ปรับปรุงสุขลักษณะการผลิต

เพื่อยกระดับคุณภาพผลิตภัณฑใหมีคุณภาพดีสมํ่าเสมอ ใหเปนที่ยอมรับของผูบริโภค นอกจากนี้ขอมูลที่ไดยังสามารถ

นําไปเปนแนวทางในการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อรวบรวมเปนขอมูลในการจัดทําเกณฑมาตรฐานตัดสินคุณภาพของ

ชาสมุนไพรในอนาคต

สรุป

การตรวจพบชิ้นสวนแมลง หรือขนหนูในผลิตภัณฑชาสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด ทําใหไมผานเกณฑ DAL ที่นํามา

ใชประเมินคุณภาพชาสมุนไพร โดยชิ้นสวนแมลงและขนสัตว อาจปนเปอนตั้งแตการปลูก กระบวนการผลิต ตลอดจน

การบรรจุและการเก็บรักษาท่ีไมไดมาตรฐาน การปองกันหรือลดจํานวนส่ิงแปลกปลอมตองมีการควบคุมทุกข้ันตอน 

ต้ังแตการปลูกชาตองมีการปองกัน ควบคุม และกําจัดแมลงศัตรูตนชา ข้ันตอนการผลิตและการเก็บรักษาตองปฏิบัติ

อยางถูกสุขลักษณะ และควรปฏิบัติตาม GMPs พ้ืนฐานท่ีเหมาะสม เชน มีสุขาภิบาลโรงงานผลิตท่ีดี มีมาตรการ
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ปองกันแมลงและสัตวพาหะ ภายในและภายนอกโรงงานท่ีเหมาะสม รวมถึงควรมีระบบควบคุมสุขลักษณะสวนบุคคลท่ีดี
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Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 1100, 

Thailand 

ABSTRACT Herbal tea is a very popular drink. Most of them do not contain caffeine, so they are 

suitable for the elderly. However, herbal tea has no quality requirements for light filth such as insects, 

insect fragments and animal hairs, which are indicated as nasty contaminants and poor hygiene 

production. To assess the quality of herbal tea this study uses the Defect Action Levels (DAL) 

requirements for Oregano crushed products of the Department of Health and Human Services, the US 

FDA as a guideline for examination of the light filth in herbal tea. 100 samples were divided into leaf 

type and powder type, containing 50 samples each type. Results under a microscope light filth was found 

in every sample. Herbal tea leaves and powder were found nonconformance to the DAL criteria in the 

number of 33 and 44 samples, accounting for 66% and 88% respectively. Although there is no regulation 

to determine the quality of herbal tea on light filth, but the manufacturers and the exporters should 

strengthen on good manufacturing practices (GMPs) on processing in every step, in order to raise the 

quality of the products with good and consistency to the acceptability of consumers.  

Keywords: Quality assessment, Herbal tea, Light filth 

Quality of Herbal Tea from Light Filth 
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