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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
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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



Determination of Cannabinoids in Coconut Juice using LC-MS/MS  Sakulrat Somsuntisuk et al.

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

เพ่ือสํารวจปริมาณสารแคนนาบนิอยดในผลติภณัฑเคร่ืองดืม่ประเภทอ่ืนๆ ทีม่กีญัชาหรอืกญัชง เพือ่เปนขอมลูประกอบ

การประเมินความปลอดภัยในการบริโภคอาหารประเภทนี้ของคนไทยตอไป
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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.
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