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บทคดัย่อ 

กญัชงเป็นพืชสมุนไพรท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพ เน่ืองจากอุดมไปดว้ยแคนนาบินอยด์ซ่ึง 
มีฤทธ์ิทางชีวภาพ ดงันั้นการวเิคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด ์ จึงมีความจ าเป็นส าหรับการ
ควบคุมคุณภาพของตวัอยา่งกญัชง  การศึกษาในงานวจิยัน้ีเพื่อพฒันาวธีิ HPLC-DAD ส าหรับการ
วเิคราะห์เชิงปริมาณสาร CBD, CBDA, THC,THCA และ CBG ตวัอยา่งพืชถูกน ามาท าใหแ้หง้ ท าให้
เป็นเน้ือเดียวกนั และสกดัดว้ยการใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมดว้ย (Ultrasound-assisted extraction 
,UAE) สภาวะการสกดัท่ีเหมาะสมคือใชเ้วลา 20 นาที ก าลงัไฟ 200 W และเอทานอล 80% การแยก
ทางโครมาโตกราฟีของสารท่ีวเิคราะห์ดว้ยคอลมัน์ Bolimate LC-C18 ระบบการชะดว้ยอตัราส่วน
ของตวัท าละลายคงท่ี ดว้ยสารละลายกรดฟอร์มิกความเขม้ขน้ 0.1% และอะซีโตไนไตรล ์
(อตัราส่วน 30:70 %v/v) เวลาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์เท่ากบั 26 นาที และตั้งความยาวคล่ืนท่ี 210  
นาโนเมตรส าหรับ CDB, CBG และ THC และ 220 นาโนเมตรส าหรับ CBDA และ THCA วธีิการน้ี
มีความเฉพาะเจาะจง วอ่งไว ความแม่นย  าและความเท่ียง การทดสอบความถูกตอ้งของวธีิวเิคราะห์
เป็นไปตามหลกัเกณฑข์อง AOAC สารกลุ่มแคนนาบินอยดท์ั้งหมดแสดงความสัมพนัธ์เชิงเส้น
ในช่วงความเขม้ขน้ 0.5-100 g/mL และมีค่า R2 มากกวา่ 0.995 วธีิการวเิคราะห์แสดงถึงมีเท่ียง 
(RSD < 2.43 %) และความแม่นย  า (% การกลบัคืนของการวิเคราะห์อยูใ่นช่วง 89.43-104.05 
เปอร์เซ็นต)์ วธีิการวิเคราะห์ท่ีน าเสนอน้ีน ามาใชส้ าหรับการวเิคราะห์ตวัอยา่งช่อดอกกญัชงจ านวน 
5 ตวัอยา่งไดผ้ลมีความส าเร็จเป็นอยา่งดี 
 
ค าส าคัญ:  กญัชง, สารกลุ่มแคนนาบินอยด,์ การวิเคราะห์ดว้ยวธีิ HPLC-DAD 
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Abstract 

Hemp is a medicinal plant with health benefits. Because it is rich in cannabinoids, which 
are biologically active Therefore, cannabinoid content analysis is essential for quality control of 
hemp samples. This study aims to develop HPLC- DAD method for the determination of 
cannabidiol (CBD), cannabidiol acid (CBDA), ∆9-tetrahydrocannabinol (THC), ∆9-
tetrahydrocannabinolic acid A (THCA), and cannabigerol (CBG). Plant material was dried, 
homogenized, and extracted by Ultrasound-assisted extraction (UAE) at optimum extraction 
conditions of 20 min time, 200 W power and 80% ethanol. Chromatographic separation of the 
analytes was achieved on a Bolimate LC-C18 column using isocratic elution with 0.1% formic acid 
and acetonitrile (30:70 %v/v). The analytical run time was 26 min, and analytes were detected at 
210 nm for CDB, CBG and THC and 220 nm for CBDA and THCA. The method is selective, 
sensitive, accurate, and precise, confirmed through validation according to AOAC guidelines. All 
cannabinoids exhibited a linear relationship in the 0.5-100 g/mL concentration range with R2> 
0.995. The method showed high precision (RSD < 2.43 %) and accuracy (% recovery in the range 
89.43-104.05). The presented method was successfully applied to analyze the applicability of five 
hemp flower bouquet samples.  
 
Keywords: Hemp, Cannabinoid, HPLC-DAD analysis 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 กัญชง (Hemp) เป็นพืชท่ีมีแหล่งก าเนิดในเอเชียกลาง มีการกระจายแพร่ไปทั่วเอเชีย
ตะวนัออก อินเดีย ตลอดจนทวีปยุโรป มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis sativa L. และเป็นพืช 
ในวงศ์ CANNABACEAE คือวงศ์เดียวกันกับ กัญชา หรือ Marijuana (Cannabis indica Lam.)  
ซ่ึงมีลักษณะบางอย่างคล้ายคลึงกัน ท าให้เกิดความสับสน การจ าแนกพืชสดทั้ งสองชนิดจาก
ลกัษณะภายนอกท่ีมองเห็นสามารถน ามาจ าแนกได้บางส่วน แต่อย่างไรก็ตาม การจ าแนกด้วย
องคป์ระกอบทางเคมี สามารถจ าแนกไดช้ดัเจนดีกวา่ (กรองแกว้ ทิพยศกัด์ิ 2562; ทิพยา จุลหว ีฟอร์
จูน, ธนารักษ ์มัง่มีชยั, และ ลลิตา ชมเพญ็ 2562) กญัชงและกญัชาจึงมีบางส่วนแตกต่างกนัท่ีส าคญั
คือ กญัชานั้นจะมีปริมาณสาร THC สูง (ประมาณ 1-10%) แต่กญัชงมีปริมาณสาร THC ต ่า (Johnson 
Renee 2019) ปัจจุบันมีการสนับสนุนส่งเสริมให้ปลูกกัญชงเป็นพืชเศรษฐกิจ เพื่อน าไปใช้
ประโยชน์ในครัวเรือน และปลูกส าหรับการศึกษาวิจยั ซ่ึงสารส าคญัท่ีมีอยูใ่นพืชกญัชงคือ สารกลุ่ม
แคนนาบินอยด์  เ ช่น  CBD (Cannabidiol), THC (9-Tetrahydrocannabinol), CBN (Cannabinol), 
THCA (Tetrahydrocannabinolic acid), CBG (Cannabigerol) แ ล ะ  CBDA (Cannabidiolic acid)  
การเตรียมตวัอย่างก่อนน ามาวิเคราะห์ท่ีนิยมคือ เทคนิค UAE (Ultrasound-Assisted Extraction) 
(Agarwal et al. 2018) อีกทั้งยงัมีการใช้เคร่ืองมือ HPLC-DAD ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและ 
การวิ เคราะห์เชิงปริมาณ (Ambach et al. 2014; Hädener, König, and Weinmann 2019; Jin et al. 
2017; Madej et al. 2021) ในงานวจิยัชุดน้ีไดมี้การวจิยัส่งเสริมการปลูกกญัชง เพื่อน าเส้นใยมาทอผา้ 
และพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ชุมชนเพื่อเพิ่มมูลค่า ดังนั้ นการตรวจสอบคุณภาพ การวิเคราะห์ 
เชิงปริมาณสารส าคญัท่ีมีอยู่ในกญัชงหรือในผลิตภณัฑ์กญัชงจึงเป็นเร่ืองส าคญั ผูว้ิจยัจึงได้ท า 
การพฒันาวิธีการทดสอบสารส าคญัในกัญชงและผลิตภณัฑ์จากกญัชงด้วยเคร่ือง HPLC-DAD 
เพื่อใหเ้กิดความมัน่ใจ และความปลอดภยัของผูบ้ริโภค 
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1.2  วตัถุประสงค์การวจิัย 
 การพฒันาและตรวจสอบความใชไ้ดข้องวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ 
(CBD, CBDA, CBG, THC และ THCA) ในตวัอยา่งกญัชง 

 
1.3  สมมุติฐานการวจิัย 
 กญัชงก าลงัเป็นท่ีนิยมปลูกเน่ืองจากเป็นพืชท่ีมีคุณค่า และสามารถน าไปใช้ประโยชน์ 
เพื่อเพิ่มมูลค่าผลิตภณัฑ ์และพฒันาเศรษฐกิจให้กบัชุมชนในจงัหวดัเพชรบูรณ์ได ้ดงันั้นผูค้ณะวจิยั
จึงเห็นถึงความส าคญัในการทดสอบและตรวจสอบคุณภาพของตวัอย่างกัญชง เพื่อไม่ให้เป็น
อนัตรายต่อผูบ้ริโภค การท าผลิตภณัฑเ์ป็นไปตามกฎหมายท่ีก าหนด 
 

1.4  ระเบียบวธิีวจิัย 
 1. 4.1 ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวขอ้ง เพื่อเก็บรวบรวมขอ้มูลแลว้น าไปปรับปรุงพฒันา
วธีิวเิคราะห์เชิงปริมาณ กลุ่มสารแคนนาบินอยด ์เช่น CBD, CBDA, CBG, THC และ THCA  
 1. 4.2 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ 
ดว้ยเทคนิค HPLC-DAD 
 1.4.3 ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ โดยท าการทดสอบวิธีวิเคราะห์ตาม 
parameter ต่าง ๆ ดงัน้ี 
  - ทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) และช่วงของความเป็นเส้นตรง (linear 
range) ทดสอบความแม่นย  า  (Precision) และความเท่ียง (Accuracy) %recovery และ %RSD  
ตามมาตรฐานการทดสอบ 
  - ทดสอบ LOQ โดยท าการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีเติมมาตรฐานท่ีทราบความ
เขม้ขน้แน่นอนอยา่งนอ้ย 10 ซ ้ า ประเมินค่า %recovery และ %RSD 
  - ทดสอบ LOD โดยท าการตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีเติมมาตรฐานท่ีทราบความ
เขม้ขน้แน่นอนอยา่งนอ้ย 10 ซ ้ า ประเมินค่า %recovery และ %RSD 
  - สรุปผลการตรวจสอบความใชไ้ดข้องวธีิการวเิคราะห์ 
 1.4.4 น าวธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาไดน้ี้ น าไปวเิคราะห์ในตวัอยา่งกญัชง 
 1.4.5 ถ่ายทอดความรู้ใหก้บันกัวทิยาศาตร์ นกัศึกษา และผูท่ี้สนใจ  
 1.4.6 เผยแพร่ความรู้โดยการตีพิมพใ์นวารสารระดบัชาติหรือนานาชาติ 
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1.5  ประโยชน์ของการวจิัย 
 1.5.1 ศูนยว์ิทยาศาสตร์มีวิธีการวิเคราะห์ปริมาณสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ด้วยเทคนิค 
HPLC-DAD ท่ีมีความถูกต้องและแม่นย  า ส าหรับการบริการวิชาการ และจัดหารายได้ให้กับ
มหาวทิยาลยั 
 1.5.2 ใช้เป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ส าหรับการวิจยัต่อเน่ือง และเป็นแนวทางในการควบคุม
คุณภาพตวัอยา่งกญัชงและผลิตภณัฑจ์ากกญัชง 
 1.5.3 เป็นขอ้มูลใหก้บัหน่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งด าเนินการคุม้ครองผูบ้ริโภค 
 1.5.4 ใหค้วามรู้นกัศึกษาและเพิ่มศกัยภาพเพื่อน าไปใชใ้นการประกอบอาชีพในอนาคต 

 



 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 
 งานวิจยัน้ีไดศึ้กษา การพฒันาวิธีการทดสอบปริมาณสารส าคญัในกญัชง และในผลิตภณัฑ ์
จากกญัชง ซ่ึงเป็นโครงการย่อยภายใต ้โครงการวิจยัการผลิตกญัชง พืชทางเลือกของเกษตรกร 
จงัหวดัเพชรบูรณ์ เพื่อประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมดว้ยนวตักรรม เอกสารและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง
ประกอบดว้ยหวัขอ้ดงัต่อไปน้ี 

1. กญัชง 
2. สารส าคญัในกญัชง 
3. งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

 

2.1 กญัชง 

 กญัชง (Cannabis sativa L. subsp. Sativa, Hemp) และกญัชา (Cannabis sativa L. subsp.indica, 
Marijuana) มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ท่ีคลา้ยคลึงกนั และเป็นพืชวงศเ์ดียวกนั คือ Cannabidaceae 
(กรองแก้ว ทิพยศักด์ิ 2562) การจ าแนกออกจากกันจะพิจารณาถึงลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(Morphology) และพฤกษเคมี (Phytochemistry) (ทิพยา จุลหวี ฟอร์จูน et al. 2562) รายละเอียด
แสดงดงัตารางท่ี 2.1 และภาพท่ี 2.1  
 

ตารางที ่2.1 การเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกญัชงและกญัชา 
กญัชง (Hemp) กญัชา (Marijuana) 

1. ใบมีลกัษณะเป็นแฉกประมาณ 7-11 แฉก  
ใบใหญ่ เรียงตวัค่อนขา้งหนา มีล าตน้สูง 

1. ใบมีลกัษณะเป็นแฉกประมาณ 7-11 แฉก 
ใบเล็ก แคบ ยาว ใบเรียงตวัชิดกนั ล าตน้เต้ีย 

2. เม่ือน ามาสูบ ไม่ค่อยมีกล่ินหอม สูบแลว้มี
อาการปวดศีรษะ 

2. ขณะท่ีสูบมีกล่ินคลา้ยหญา้แหง้ เม่ือสูบมาก
จะส่งผลต่อจิตประสาท 

3. ปริมาณเส้นใย (Fiber) สูงถึง 35% 3. ปริมาณเส้นใย (Fiber) 15% 
4. ปริมาณ THC ในช่อดอกอยูร่ะหวา่ง 
0.3-1.0% โดยน ้าหนกัแหง้ แต่มีปริมาณ 
CBD สูงกวา่ในกญัชา 

4. ปริมาณ THC ในช่อดอกอยูร่ะหวา่ง 1-20% 
โดยน ้าหนกัแหง้ แต่มีปริมาณ CBD ต ่ากวา่ใน
กญัชง 

5. อตัราส่วน CBD:THC มากกวา่ 2-17 เท่า 5. อตัราส่วน CBD:THC อยูใ่นช่วง 0.014-0.4% 
ทีม่า : กรองแกว้ ทิพยศกัด์ิ (2562), ทิพยา จุลหว ีฟอร์จูน และคณะ (2562) 
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ภาพที ่2.1 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของกญัชงและกญัชา 
ทีม่า : ทิพยา จุลหว ีฟอร์จูน และคณะ. (2562) 
 
 ทรงเมท สังข์น้อย และ บุญณิศา ฆงัคมณี (2564) ไดก้ล่าวถึงวตัถุประสงค์การปลูกกญัชง  
มีดงัน้ี 1. ปลูกกญัชงเพื่อการผลิตสาร CBD เพื่อท าเป็นยา เช่น สายพนัธ์ุ Berry Blossom, Cherry 
wine และ Chalotte’s web ซ่ึงเป็นสายพันธ์ุ ท่ีให้ปริมาณ CDB มากกว่า  18%-25% ส่วน THC  
มีปริมาณต ่ากว่า 0.3% การปลูกท่ีเหมาะสมจะส่งผลต่อผลผลิตสาร CBD ดังนั้ นจึงจ าเป็นต้อง
ควบคุมดูแลสภาพแวดลอ้ม ควรปลูกในระบบปิดหรือในระบบก่ึงปิด 2. ปลูกกญัชงเพื่อการผลิต
เมล็ด สามารถใช้เป็นอาหารของคนและสัตว์  เมล็ดมีส่วนประกอบของน ้ ามันมากกว่า 30%  
มีปริมาณโปรตีน 25% และมีปริมาณสารส าคญัอ่ืน ๆ เช่น โอเมกา้ 3 โอเมกา้ 6 โอเมกา้ 9 วิตามินอี 
เป็นตน้ การปลูกสายพนัธ์ุท่ีให้เมล็ดสามารถปลูกในระบบกลางแจง้ได ้3. ปลูกกญัชงเพื่อผลิเส้นใย 
(Fiber) ใช้ท  าเคร่ืองนุ่งห่ม ผลิตกระดาษ เยื่อกระดาษ เป็นตน้ สายพนัธ์ุน้ีสามารถปลูกในระบบ
กลางแจง้ไดเ้ช่นเดียวกบัการปลูกสายพนัธ์ุท่ีใหเ้มล็ด 
 
 บงัอร ศรีพานิชกุลชยั (2562) ไดร้วบรวมสรุปองค์ความรู้ท่ีเป็นปัจจุบนัเก่ียวกบัองคค์วามรู้ 
ท่ีเป็นปัจจุบนัเก่ียวกบักญัชาเพื่อใหเ้กิดความเขา้ใจท่ีถูกตอ้งในดา้นการน ากญัชามาใชเ้ป็นประโยชน์
ทางการแพทยซ่ึ์งมีเน้ือหาครอบคลุมลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกัญชา ประวติัการใช้กัญชา 
เพื่อการรักษา สารส าคญัของกญัชา ระบบเอนโดแคนนาบินอยด์เภสัชวิทยาและกลไกการท างาน
ของกัญชารูปแบบยาเตรียมและผลิตภัณฑ์จากกัญชา ท่ีรวมทั้ งต ารับยาแผนไทยท่ีเข้ากัญชา  
เภสัชจลนศาสตร์และอันตรกิริยาระหว่างยาของแคนนาบินอยด์  อาการไม่พึงประสงค ์
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และพิษของแคนนาบินอยด์ แม้ว่าข้อมูลทั้ งหมดน้ีช้ีแนะศักยภาพของกัญชาท่ีจะใช้ เป็นยา  
แต่กัญชามี ทั้ งประโยชน์และโทษ และยงัต้องการงานวิจัยอีกมากเพื่อสนับสนุนให้มีการใช้ 
รักษาโรคต่าง ๆ อย่างถูกต้องและปลอดภัย โดยเฉพาะโรคอ่ืน ๆ ได้แก่ มะเร็ง พาร์คินสัน  
และอัลไซเมอร์ ซ่ึงมีผลงานวิจัยท่ีพบว่าทั้ ง THC และ CBD  มีคุณสมบัติท่ีสามารถน ามาใช ้
เป็นยารักษาโรคและอาการแสดงได้ หลายชนิด ได้แก่ อาการปวดประสาท อาการหดเกร็ง 
ของกล้ามเน้ือ ตา้นการชัก อาการคล่ืนไส้อาเจียน เพิ่มความอยากอาหาร โดยมีกลไกการท างาน 
ผา่นตวัรับเอนโดแคนตาบินอยดท่ี์มีบทบาทส าคญัในการควบคุมภาวะโฮมิโอสิสของร่างกาย 
 
 ตามประกาศ กระทรวงสาธารณสุข (ฉบบัท่ี ๔๒๗) พ.ศ.๒๕๖๔ เร่ือง ผลิตภณัฑ์อาหาร 
ท่ีมีส่วนประกอบของกญัชาหรือกญัชง (กระทรวงสาธารณสุข 2565) โดยท่ีนโยบายของรัฐบาล 
ท่ีส่งเสริมและพฒันากญัชาและกญัชงเป็นพืชเศรษฐกิจและเป็นภูมิปัญญาไทย “ส่วนของกญัชา” 
หมายความวา่ ส่วนของพืชกญัชา (Cannabis) ช่ือวทิยาศาสตร์ Cannabis indica Lam. หรือ Cannabis 
sativa L. ดงัต่อไปน้ี เฉพาะท่ีไดรั้บอนุญาตใหผ้ลิตในประเทศเท่านั้น ไดแ้ก่  
 (ก) เปลือก ล าตน้ เส้นใย ก่ิงกา้น และราก 
 (ข) ใบซ่ึงไม่มียอดหรือช่อดอกติดมาดว้ย 
“ส่วนของกัญชง”  หมายความว่า  ส่วนของพืชกัญชง  หรือท่ีมีช่ือเรียกว่า  เฮมพ์  (Hemp) 
ช่ือวิทยาศาสตร์ Cannabis sativa L. subsp. sativa ดังต่อไปน้ี เฉพาะท่ีได้รับอนุญาตให้ผลิตใน
ประเทศเท่านั้น ไดแ้ก่  
 (ก) เปลือก ล าตน้ เส้นใย ก่ิงกา้น และราก 
 (ข) ใบซ่ึงไม่มียอดหรือช่อดอกติดมาดว้ย 
“สารเตตราไฮโดรแคนนาบินอล (Tetrahydrocannabinol, THC) ” หมายความว่า สารเตตราไฮโดร

แคนนาบินอลชนิด Delta-๙- Tetrahydrocannabinol (∆๙-THC) เป็นส่วนประกอบซ่ึงสกดัจากพืช
กัญชาหรือกัญชงและต้องมีปริมาณ มีปริมาณสารเตตราไฮโดรแคนนาบินอล ไม่เกินร้อยละ  
0.2 โดยน ้าหนกั 
“สารสกดัแคนนาบิไดออล” หมายความว่า สารสกดัท่ีมีสารแคนนาบิไดออล (Cannabidiol, CBD) 
เป็นส่วนประกอบซ่ึงสกัดจากพืชกัญชาหรือกัญชงและต้องมีปริมาณสารแคนนาบิไดออล  
ไม่นอ้ยกวา่ร้อยละ 30 โดยน ้าหนกั 
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ตารางที ่2.2 ผลิตภณัฑอ์าหารท่ีมีสารสกดัแคนนาบิไดออลเป็นส่วนประกอบ 
ประเภทอาหาร เง่ือนไข 

 
ผลิตภณัฑเ์สริมอาหาร (Food supplements) 

ปริมาณแคนนาบิไดออล (CBD) ไม่เกิน  
55 มิลลิกรัมต่อวนั และปริมาณเตตราไฮโดร 
แคนนาบินอล THC ไม่เกิน 2 มิลลิกรัมต่อ

กิโลกรัม หรือมิลลิกรัมต่อลิตร 
เคร่ืองด่ืมแต่งกล่ินรสอดัก๊าซ  

เฉพาะผลิตภณัฑพ์ร้อมบริโภคเท่านั้น  
ยกเวน้ผลิตภณัฑใ์นลกัษณะเดียวกนั  

ท่ีมีส่วนประกอบของ ชา กาแฟ และกาเฟอีน 
ทั้งธรรมชาติและสังเคราะห์  

และเคร่ืองด่ืมเกลือแร่ 

 
 
 
 
 
 

ปริมาณแคนนาบิไดออล (CBD)  
ไม่เกิน 75 มิลลิกรัมต่อวนั 

และปริมาณเตตราไฮโดรแคนนาบินอล THC 
ไม่เกิน 0.15 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

หรือมิลลิกรัมต่อลิตร 

เคร่ืองด่ืมแต่งกล่ินรสไม่อดัก๊าซ  
เฉพาะผลิตภณัฑพ์ร้อมบริโภคเท่านั้น  
ยกเวน้ผลิตภณัฑใ์นลกัษณะเดียวกนั  

ท่ีมีส่วนประกอบของ ชา กาแฟ และกาเฟอีน 
ทั้งธรรมชาติและสังเคราะห์  

และเคร่ืองด่ืมเกลือแร่ 
เคร่ืองด่ืมจากธญัชาติ (Cereal and grain 

beverages) เฉพาะผลิตภณัฑ์พร้อม 
บริโภคเท่านั้น ยกเวน้ ชา กาแฟ ชาจากพืช 

และผลิตภณัฑใ์นลกัษณะเดียวกนั 
ทีม่า : กระทรวงสาธารณสุข (2565) 
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2.2 สารส าคญัในกญัชง 
กญัชงนิยมน ามาใช้เป็นยารักษาโรค อาหาร น ้ ามนั และเส้นใย โดยการน ามาใช้ประโยชน์

ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุแต่ละชนิด กลุ่มของสารประกอบท่ีส าคญัท่ีออกฤทธ์ิทางเคมี เช่น Cannabinoids, 
Terpenoids. Flavonoid และ Alkaloids กลุ่มของสารประกอบท่ีส าคญัท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพมาก
ท่ีสุด คือ กลุ่ม Cannabinoids เป็นกลุ่มสารประกอบ Terpenophenolic ซ่ึงสะสมอยู่ใน Trichome  
ของดอกตวัเมียเป็นส่วนใหญ่ (Bonini et al. 2018) แสดงดงัภาพท่ี 2.2 โดยมี CBGA (Cannabigerolic) 
เป็นสารตั้ งต้นของการสังเคราะห์ทางชีวภาพ (Biosynthetic precursor) ให้สารประกอบ CBG 
(Cannabigerol), CBDA (Cannabidiolic acid), CBD (Cannabidiol), CBCA (Cannabichromenic 
acid), CBC (Cannabichromene), ∆9-THCA ( ∆9-Tetrahydrocannabinolic acid), ∆9-THC  
(∆9-Tetrahydrocannabinol), ∆8-THC (∆8-Tetrahydrocannabinol), CBN (Cannabinol), CBNA 
(Cannabinolic acid) (Protti et al. 2019) 

 

 
 
ภาพที ่2.2 แสดงการสังเคราะห์ทางชีวภาพของกรด Cannabigerolic ไดส้ารประกอบกลุ่ม 

Cannabinoids ชนิดต่าง ๆ (∆: การใหค้วามร้อน, ox: ออกซิเดชนั, is: ไอโซเมอไรเซชนั) 
ทีม่า : Protti et al. (2019) 
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 ส าหรับงานวิจยัน้ีจะกล่าวถึงความส าคญัของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ท่ีได้ท  าการศึกษา  
มีดงัน้ีคือ Cannabidiol (CBD) สูตรทางเคมี C21H30O2 และมวลโมเลกุลเท่ากบั 314.469 กรัมต่อโมล  
ไม่มีฤทธ์ิเสพติดทางใจ โดยออกฤทธ์ิเพื่อการคลายเครียด ปกป้องเซลล์ประสาท ต้านชัก  
แกป้วด ฤทธ์ิตา้นเน้ืองอก ตา้นอาการอกัเสบ ตา้นฤทธ์ิต่อจิตประสาท และ CBD ไม่ท าใหเ้กิดการด้ือ
หรือติด สามารถใชป้ระโยชน์ไดห้ลากหลายทั้งเป็นผลิตภณัฑส์มุนไพร ยา และอาหาร (สถาบนัวจิยั
และพฒันาพื้นท่ีสูง 2564) Δ9-tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) สูตรทางเคมี C21H30O2 และมวล
โมเลกุลเท่ากบั 314.469 กรัมต่อโมล เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิทางจิตใจ ในขนาดท่ีเหมาะสม จะออกฤทธ์ิลด
อาการปวด เกร็ง ของกลา้มเน้ือ ลดอาการคล่ืนไส้ ถา้หากไดรั้บในปริมาณสูง จะออกฤทธ์ิท าให้เมา 
ใจสั่น หน้ามืด เห็นภาพหลอน รบกวนการท างานของสารเคมีในสมอง ท าให้การรับรู้เพี้ ยน  
การตัดสินใจและมีผลต่อความจ า หากได้รับในปริมาณท่ีสูงอย่างต่อเน่ือง จะท าให้เกิดภาวะ 
การด้ือต่อสาร (สหภูมิ ศรีสุมะ 2565) CBG (cannabidiol) มีทางสูตรเคมี C21H32O2และมวลโมเลกุล
เท่ากับ 316.48 กรัมต่อโมล CBG ไม่ใช่สารประกอบท่ีออกฤทธ์ิต่อจิตประสาท ศักยภาพ 
ในการบ าบดัรักษา มีทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ รวมทั้งมีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรีย เช้ือรา และฤทธ์ิตา้นการ 
อกัเสบ นอกจากน้ียงัป้องกนัการเพิ่มจ านวนเซลล์ การศึกษาจนถึงขณะน้ียงัไม่พบผลกระทบท่ีเป็น 
อันตรายของ  CBG ต่อ ร่างกายมนุษย์  (Jastrzą b, Iwona Jarocka-Karpowicz, and Elż bieta 
Skrzydlewska 2022) 
 

2.3 เอกสารงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
สรเพชร มาสุด และคณะ (2564) ได้ศึกษาการตรวจปริมาณสารแคนนาบินอยด์ด้วยวิธี  

Ultra High Performance Liquid Chromatrography (UHPLC) ในระยะการเจ ริญเ ติบโตของใบ 
ท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ ในระยะใบอ่อน ใบเพสลาด และใบแก่ของกัญชาไทย 4 พันธ์ุ ได้แก่  
หางกระรอกภูพานเอสที 1 (ST1) หางเสือสกลนครทีที1 (TT1) ตะนาวศรีกา้นขาวดบัเบิลยเูอ (WA1) 
และตะนาวศรีกา้นแดงอาร์ดี1 (RD1) พบวา่ใยเพสลาดของกญัชาอายุ 2 เดือน พนัธ์ุ ST1 และ RD1  
มีน ้ าหนกัต่อใบทั้งใบสดและใบแห้งสูงกว่าสายพนัธ์ุอ่ืน และพบว่าสายพนัธ์ุ RD1 มีความยาวกา้น
ใบในช่วงใบเพสลาดและใบแก่มากกว่าสายพนัธ์ุอ่ืน ส่วนความยาวและความกวา้งของใบมีค่า 
ไม่แตกต่างกนั นอกจากน้ีพบสาร THC มีปริมาณสูงสุดใยระยะใบอ่อนของใบกญัชาอายุ 2 เดือน 
ส่วนปริมาณสาร CBD พบสูงสุดในใบอ่อนของพนัธ์ุ RD1 ถึงร้อยละ 3.83 โดยน ้ าหนัก ท่ีอายุ  
1 เดือน ส่วนปริมาณสาร CBN พบในใบค่อนขา้งน้อย ขอ้มูลน้ีช่วยให้การน าใบกญัชาพนัธ์ุไทย 
ไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์ได้อย่างเหมาะสม รวมทั้งการพฒันาพนัธ์ุกัญชาเพื่อเพิ่มมูลค่า 
ของใบกญัชาทางเศรษฐกิจ 
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สกุลรัตน์ สมสันติสุข และคณะ (2564) ได้พฒันาและตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการ
วิเคราะห์สารกลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้งหมด 6 ชนิด ไดแ้ก่ ∆8-THC, ∆9-THC, THCA, THCV, CBD 
และ CBN ในน ้ ามะพร้าวโดยการสกดัอาศยัเทคนิค LC-MS/MS พบวา่วิธีน้ีมีขีดจ ากดัของการตรวจ
พบเท่ากบั 2 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และค่าขีดจ ากดัของการวดัเชิงปริมาณเท่ากบั 3 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัมช่วงการวิเคราะห์ท่ีให้ความสัมพนัธ์เป็นเส้นตรงเท่ากับ 3-50 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม  
และมีค่า correlation coefficient ในช่วง 0.9921-0.9985 มีความแม่นแสดงด้วยค่าเฉล่ีย %recovery 
อยู่ในช่วง 91.16-113.37% และความเท่ียงแสดงด้วย %RSD อยู่ในช่วง 2.65-15.00% วิธีการ 
ท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีความน่าเช่ือถือและเหมาะสมในการน าไปใช้ตรวจวิเคราะห์สารแคนนาบินอยด์ 
ในเคร่ืองด่ืมแต่งกล่ินรส 

ธนวัฒน์ ทองจีน และคณะ (2564) พฒันาวิธีการวิเคราะห์ปริมาณแคนนาบินอยด์ (CBD, 
CBN และ  THC)  ในใบกัญชาด้วยวิ ธี ในใบกัญชาด้วยวิ ธี  Ultra-High Performance Liquid 
Chromatography (UHPLC) โดยการสกดัตวัอย่างใบกญัชาใน ethanol ดว้ยวิธี reflux กรองและน า
สารสกดัมาระเหยแห้ง จากนั้นละลายกลบัและปรับปริมาตรดว้ย methanol แลว้น ามาวิเคราะห์ดว้ย
เคร่ือง UHPLC ผลการทดสอบความใช้ไดข้องวิธี วิเคราะห์ดงักล่าว พบว่า calibration curve ของ 
CBD, CBN และ THC มีลักษณะเป็นเส้นตรงในช่วงความเข้มข้น 1.07-106.89, 1.00-99.60  
และ 1.00-99.90 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ค่า correlation coefficient (r) เท่ากับ 0.999,  
ค่า %recovery อยู่ในช่วง 96.83-100.89%, ค่า HORRAT อยู่ในช่วง 0.30-1.96, limit of detection 
(LOD) ของ CBD, CBN และ THC มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.006, 0.009 และ 0.003 โดยน ้ าหนัก 
ตามล าดับ ในขณะท่ี limit of quantitation (LOQ) มีค่าเท่ากับ ร้อยละ 0.020, 0.032 และ 0.011  
โดยน ้าหนกั ตามล าดบั ซ่ึงวธีิวเิคราะห์ท่ีพฒันาข้ึนน้ี มีความเหมาะสม สามารถน าไปใชเ้ป็นวธีิตรวจ
วเิคราะห์ปริมาณสาร CBD, CBN และ THC ในวตัถุดิบและสารสกดักญัชาได ้

Ambach et al. (2014) ได้พฒันาและทดสอบความใช้ได้ของวิธี HPLC-DAD ส าหรับการ

วิเคราะห์หาปริมาณ ∆9- THC, ∆9-THCA-A, CBD และ CBN ในผลิตภณัฑ์กัญชาท่ีถูกยึดได้ 
ปริมาณ THC จะรวมปริมาณ THCA-A ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ท่ีไม่ออกฤทธ์ิ แต่เม่ือไดรั้บความร้อนจะ
สามารถเปล่ียนเป็น THC ได ้การทดสอบให้แห้งและเน้ือเดียวกนั สกดัดว้ย สกดัดว้ยเมทานอลโดย
ใชอ้ลัตราโซนิก การวเิคราะห์ทางโครมาโตกราฟีดว้ยคอลมัน์ LiChroCart 125-4 เฟสเคล่ือนท่ีระบบ 
isocratic ใช ้triethylammoniumphosphate ความเขม้ขน้ 25 mM กบั ACN อตัราส่วนเท่า 36% : 64% 
ตรวจวดัท่ีความยาวคล่ืน 210 nm  วิธีน้ีไดรั้บการยอมรับจากหน่วยงานภาครัฐของสวิตเซอร์แลนด์ 
(Bundesamt für Gesundheit, Federal Office of Public Health) และได้ถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์
ตวัอยา่งทั้งหมด 9092 ตวัอยา่งตั้งแต่ปี 2000 เน่ืองจากไม่มีการลดคาร์บอกซิเลชนัดว้ยความร้อนของ 
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THCA-A เกิดข้ึน วิธีการน้ีจึงท าซ ้ าไดอ้ยา่งมากส าหรับ วสัดุกญัชาท่ีแตกต่างกนั การวิเคราะห์มีช่วง
การสอบเทียบสองช่วง ช่วงท่ีต ่าใช้ส าหรับ THC, CBN และ CBD และช่วงท่ีสูงข้ึนใช้ส าหรับ 
THCA-A เน่ืองจากมีปริมาณมากในตวัอยา่ง วธีิน้ีไดน้ ามาใชเ้ป็นเวลาหลายปี และมีความเท่ียงและมี
ความแม่นย  าสูง  

Jin et al. (2017) ได้กล่าวถึงหลายศตวรรษท่ีผ่านมาการวิจัยท่ีเก่ียวกับกัญชาถูกขดัขวาง
เน่ืองจากกฎหมายเน่ืองจากเป็นสารเสพติด แต่เม่ือเร็วๆอเมริกาเหนือไดท้  าให้ถูกตอ้งตามกฎหมาย 
ทั้ งน้ีเพื่อทางการแพทย์ ได้มีการก าหนดมาตรฐานท่ีเข้มงวดขององค์ประกอบทางพฤกษเคมี  
เพื่อความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคและประสิทธิภาพทางยา ในการใช้กญัชาทางการแพทยเ์ป็นยาท่ี
สามารถคาดการณ์ได ้จ  าเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งจ าแนกสายพนัธ์ุหลายร้อยสายพนัธ์ุ ทั้งปริมาณแคนนา
บินอยด์และเทอร์พีนท่ีใช้รักษาโรคหลายสิบชนิด สารกลุ่มแคนนาบินอยด์หลกั คือปริมาณ THC 
และ CBD โดยผูเ้ขียนได้พฒันาและทดสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC-
DAD เพื่อหาปริมาณสารแคนนาบินอยด์ และใชเ้ทคนิค GC-MS เพื่อหาปริมาณเทอร์พีนในตวัอย่าง
กญัชาท่ีวางขายในตลาดแคนาดา จ าแนกตวัอย่างกญัชา 32 ตวัอย่างจากผูผ้ลิตท่ีไดรั้บอนุญาตสอง
รายออกเป็น 4 กลุ่มตามปริมาณของสารแคนนาบินอยด์ 10 ชนิดและเทอร์พีน 14 ชนิด ผลการ
จ าแนกประเภทได้รับการยืนยนั ซ่ึงมีความแตกต่างเฉพาะ THC และ CBD ดงันั้น วิธีการจ าแนก
แบบองค์น้ีจะน าไปสู่การสร้างมาตรฐานของสายพันธ์ุกัญชาท่ีมีจ  าหน่ายในเชิงพาณิชย์  
เพื่อสนบัสนุนตลาดท่ีก าลงัเติบโตอยา่งต่อเน่ือง  

Agarwal et al. (2018) ไดใ้ชเ้ทคนิค UAE (ultrasound-assisted extraction) ส าหรับการอลัตรา
สกดัสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีส าคญัจาก Cannabis sativa L. เช่น โพลีฟีนอล ฟลาโวนอยด์ และ
แคนนาบินอยด์ ตวัแปรท่ีศึกษา คือ เวลา ก าลงัไฟฟ้า และความเขม้ขน้ของเมทานอล โดยประเมิน
จากตวัแปรตามคือ ปริมาณฟีนอลทั้งหมด (TPC) ฟลาโวนอยด์ (TF)  ความสามารถในการรีดิวซ์
เฟอร์ริกของสารตา้นอนุมูลอิสระ (FRAP) และผลผลิตโดยรวม การออกแบบจ าลองทางสถิติของ 
response surface methodology ตามดว้ยการถดถอยและการวิเคราะห์ความแปรปรวนเพื่อก าหนด
ความส าคญัของแบบจ าลองและปัจจยัต่างๆ จากการทดลองสภาวะการสกดัท่ีเหมาะสมคือใช้เวลา 
15 นาที ก าลงัไฟ 130 W และเมทานอล 80% ไดป้ริมาณ 314.822 mg GAE/g DW ของ TPC, 28.173 
mg QE/g DW ของ TF, 18.79 mM AAE/g DW ของ FRAP และ 10.86% ของผลผลิตท่ีได ้  

Burnier, Esseiva, and Roussel (2019) ได้กล่าวถึงและศึกษา เทคนิคแก๊สโครมาโตกราฟี
แมสสเปกโตรเมตรี (GC-MS) ส่วนใหญ่ใช้ในงานทางนิติวิทยาศาสตร์ แต่มีข้อจ ากัด ส าหรับ
สารประกอบท่ีวเิคราะห์ไม่เสถียรกบัความร้อน เช่นเดียวกบักรณีของ THCA ซ่ึงสามารถเปล่ียนเป็น 
Δ9-THC  ไดก้ารเปล่ียนแปลงจะค่อยๆ สลายไปบางส่วนในภายหลงั ดงันั้นผูเ้ขียนจึงน าเสนอวิธี
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โครมาโตกราฟีของเหลวความดันสูงแบบเร็ว (Fast-HPLC-DAD) ซ่ึงสามารถแยก CBN, CBD, 
THCA และ Δ9-THC ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ซ่ึงเป็นสารประกอบ cannabinoids ท่ีส าคญัท่ีพบใน
ต้นกัญชาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ใช้เวลาในการวิเคราะห์น้อยกว่า 5 นาที วิธีการน้ีสามารถหา
ปริมาณท่ีเหมาะสมของ Δ9-THC ในสารสกดัจากพืชโดย มีความแม่นย  าท่ีดีมาก มีค่า %recovery 
เท่ากบั 100.53 ± 3.12 % นอกจากน้ียงัเป็นทางเลือก ราคาไม่แพง ส าหรับงานทางนิติวทิยาศาสตร์  

Hädener, König, and Weinmann (2019) การวิเคราะห์กญัชาเป็นเร่ืองใหม่ท่ีส าคญัทัว่โลก 
เป็นการควบคุมคุณภาพภายในอุตสาหกรรมกญัชาเพื่อการพกัผ่อนหย่อนใจและการแพทยท่ี์ถูก
กฎหมาย แต่ยงัรวมถึงความแตกต่างทางนิติวิทยาศาสตร์ระหว่างกัญชาประเภทยาเสพติดและ
ผลิตภณัฑท่ี์ถูกกฎหมาย เช่น เส้นใยกญัชงท่ีมีสาร CBDจ านวนมาก/THC นอ้ย ในท่ีน้ีขอน าเสนอวิธี 
HPLC-DAD ส าหรับการวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารแคนนาบินอยด์ท่ีเป็นกลางและเป็นกรดท่ี

ส าคญัในกญัชงและกญัชา ดงัน้ี  ∆9- THC, ∆9- THCA, CBD, CBDA และ CBN ตวัอย่างถูกท า
ให้แห้ง บดให้เป็นเน้ือเดียวกนัและสกดัดว้ยของผสมของเมทานอล/เฮกเซน สารท่ีวิเคราะห์ถูกแยก
ดว้ยคอลมัน์ C8 ใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีแบบ gradient ดว้ยตวัท าละลาย อะซีโตไนไทรล ์0.1% กรดฟอร์มิก 
เวลาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์เท่ากบั 13 นาที และตรวจพบการวเิคราะห์ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
วิธีการน้ีมีความเฉพาะเจาะจง วอ่งไว  แม่นย  าและเท่ียง โดยไดรั้บการยืนยนัผา่นการทดสอบความ
ใช้ได้ตามหลักเกณฑ์ของ ICH และ AOAC พบปริมาณสารในตัวอย่าง ตั้ งแต่ 0.04 % –66.66% 
ข้ึนอยูก่บัตวัอยา่งท่ีน ามาวิเคราะห์ ตวัอยา่งกญัชาท่ีน ามาวิเคราะห์ทั้งหมด 110 ตวัอยา่ง ท่ีต ารวจของ
ประเทศสวิสยึดได้ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าเทคนิคน้ีมีศกัยภาพส าหรับตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างกัญชา
เหมาะกบังานทางนิติวทิยาศาสตร์ 

Madej et al. (2021) ได้เห็นถึงความสนใจของผูบ้ริโภคท่ีเพิ่มมากข้ึนในผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารน ้ ามันเมล็ดกัญชาดังนั้ นจึงมีจ าเป็นต้องควบคุมคุณภาพ จึงศึกษาหาวิธีการวิเคราะห์ท่ี
เหมาะสม มีประสิทธิภาพ และไดรั้บการยืนยนัจึงเป็นส่ิงจ าเป็นส าหรับการตรวจหาสารแคนนาบิ
นอยด์ท่ีออกฤทธ์ิทางชีวภาพบางชนิดในตวัอย่างดงักล่าว ไดใ้ช้เทคนิค HPLC-DAD ส าหรับการ
ตรวจหาสารแคนนาบินอยด์ 4 ชนิด คือ CBD, CBDA, CBN และ ∆9-THC ในตวัอยา่งน ้ ามนักญัชา
เชิงพาณิชย์ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจ านวน 7 ชนิด ในวิธีการวิเคราะห์ การแยกสารประกอบท่ี
วเิคราะห์สกดัดว้ยอะซีโตไนไตรล์รวมกบัน ้ ามนัท่ีผา่นการแช่แขง็ (ท่ี −41 ◦C)  ผลการวจิยัแสดงให้
เห็นว่า ความเข้มข้นของสารแคนนาบินอยด์ในอาหารเสริมท่ีทดสอบนั้นแตกต่างจากท่ีผู ้ผลิต
ประกาศไวอ้ยา่งมีนยัส าคญั ส าหรับ CBD ในผลิตภณัฑ์เสริมอาหารน ้ ามนักญัชง ความเขม้ขน้ท่ีวดั
ไดต้  ่ากวา่ท่ีประกาศไว ้อยูใ่นช่วง 1.45 และ 1.81% ค่าท่ีก าหนดอยูใ่นช่วง 5 และ 5% และในอาหาร
เสริมอ่ืน ๆ ผลลพัธ์พบปริมาณ CBD ท่ีประกาศอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 3.29 ถึง 9.2% ดงันั้นเพื่อใหแ้น่ใจวา่
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ผูบ้ริโภคจะใช้ผลิตภณัฑ์เสริมอาหารเหล่าน้ีได้อย่างปลอดภยัและเป็นประโยชน์ จึงจ าเป็นต้อง
ตรวจสอบส่วนประกอบของสารแคนนาบินอยด ์

Casiraghi et al. (2022) ได้ศึกษาเทคนิค UAE สกัดสารกลุ่ม Cannabinoids จากกัญชา 
ในน ้ ามันมะกอก เพื่อวตัถุประสงค์ทางการแพทย์ พบว่าเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและรวดเร็ว  
เ ม่ือเทียบกับวิ ธีหมัก  (maceration) ให้ผลการสกัดปริมาณ CBD และ THC ไม่แตกต่างกัน  
ใช้เวลาเพียง 10 นาที ซ่ึงพบว่าการท่ีน ้ ามันมะกอกสัมผสัคล่ืนคาวิเทชันระหว่างการเตรียม 
ไม่ส่งผลต่อองค์ประกอบเชิงคุณภาพของน ้ ามันตั้ งต้น นั้ นก็คือไม่มีกระบวนการออกซิเดชัน 
หรือโฟโตออกซิเดชนั ของ THCA 

Pathompak et al. (2022) ไดก้ล่าวถึงยาศุขไสยาศน์ เป็นหน่ึงในต ารับยาไทยท่ีเก่าแก่ท่ีสุดท่ี
บนัทึกไวส้ าหรับรักษาโรคนอนไม่หลบั สูตรน้ีประกอบด้วยพืชสมุนไพร 12 ชนิด ซ่ึงกญัชาเป็น
ส่วนประกอบส าคญัทางเภสัชกรรม เม่ือเร็ว ๆ น้ียาแผนโบราณไดถู้กน ามาใช้อย่างแพร่หลายกบั
ผูป่้วยจ านวนมาก เพื่อให้แน่ใจว่าคุณสมบติัการรักษาของยาเม็ดยาศุขไสยาศน์ ควรระบุวิธีการ
วิเคราะห์มาตรฐานส าหรับการวดัสารออกฤทธ์ิ งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาและทดสอบ
ความใชไ้ดข้องวธีิ HPLC ตามแนวทาง ICH เพื่อหาปริมาณ CBD และ THC ในยาเมด็ยาศุขไสยาศน์ 
การแยกดว้ยโครมาโตกราฟีส าเร็จโดยใชค้อลมัน์ ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6 x 100 มม., 3.5 
ไมโครเมตร) ท่ี อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียสและเฟสเคล่ือนท่ีคืออะซีโตไนไตรล์และน ้ า    
อตัราการไหล 0.5 มล./นาที CBD และ THC แสดงความสัมพนัธ์เชิงเส้นในช่วงความเขม้ขน้ 0.25 - 
10.0 μg/ml มีค่า R2 เท่ากบั 0.9998 มีความแม่นย  ามีค่า %recovery อยูร่ะหวา่ง 92 - 106% ขีดจ ากดั
การตรวจวดัและขีดจ ากัดของการวดัปริมาณพบว่าอยู่ท่ี 0.03 และ 0.10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ตามล าดบั ดงันั้นสรุปไดว้่าวิธี HPLC ท่ีพฒันาข้ึนน้ีมีแม่นย  าและสามารถใชใ้นการหาปริมาณสาร 
CBD และ THC และสามารถน าไปใชใ้นการควบคุมคุณภาพของยาเมด็ศุขไสยาศน์ ได ้

Acquavia et al. (2023) ได้ศึกษาถึง Cannabis sativa L. มีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยเฉพาะ
ปริมาณและอตัราส่วนของสาร cannabinoids ท่ีส าคญั 2 ชนิด ไดแ้ก่ Δ 9 -THC และ CBD อตัราส่วน
ของ THC:CBD ส่งผลต่อการท างานร่วมกนัทางเภสัชวทิยาส าหรับการรักษาโรคต่าง ๆ เช่นเดียวกบั
การปรับผลิตภณัฑ์ท่ีมีความแตกต่างของ CBD, THC ส าหรับผูป่้วยเฉพาะรายหรือผลทางคลินิก 
การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อปริมาณทั้งหมดของ THC, CBD และอตัราส่วนของสารดงักล่าว
ในช่อดอกแห้ง 34 ชนิดท่ีจ าหน่ายอย่างถูกกฎหมายในร้านค้าท่ีมีขายในท้องตลาดและร้านค้า
ออนไลน์  โดยใช้วิ ธี  HPLC-UV ท่ีผ่านการทดสอบความใช้ได้ของวิ ธี แล้ว  หลังจาก ท่ีได้ 
identification สารแคนนาบินอยด์ดว้ยวิธี MS  การศึกษา นอกจากน้ียงัมีหาปริมาณ CBN ตวัอยา่งท่ี
ตรวจสอบทั้งหมดพบวา่มีปริมาณ THC ทั้งหมดต ่ากวา่ 0.59% w / w ซ่ึงเป็นไปตามขอ้ก าหนดทาง
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กฎหมาย  ปริมาณ CBD ทั้ งหมดอยู่ระหว่าง 2.62 ถึง 20.27% w / w อัตราส่วนของ THC:CBD  
อยู่ระหว่าง 1:3 และ 1:26 ดงันั้นจึงยืนยนัถึงความเหมาะสมส าหรับการใช้งานทางเภสัชวิทยาใน
เป้าหมายท่ีแตกต่างกนั ไดศึ้กษาในหลอดทดลองโดยใช้กบัสายเซลล์มะเร็งตบัของมนุษย ์HepG2 
พบว่าสารสกดัจากกญัชาท่ีมีอตัราส่วน THC:CBD 1:9 มีความเป็นพิษสูงกว่าสารแคนนาบินอยด์
บริสุทธ์ิ  
 



 

บทที ่3 

วธีิการด าเนินการวจิยั 
 
3.1 เคร่ืองมือและอปุกรณ์  
 1. เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; 
HPLC) รุ่น Agilent series 1260 พร้อมดว้ย Diode Array Detector ประกอบดว้ย degasser (G1311C), 
Quaternary pump VL (G1311C), auto sample (G1329B), thermostate tempareture (G1316A) ระบบ
การควบคุม และการประมวลผลใชซ้อฟตแ์วร์ OpenLAB CDS ChemStation เวอร์ชัน่ C.01.07 ผลิต
จาก บริษทั Agilent Technologies ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 2.  คอลัม น์ รุ่น  Bolimate LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) ผ ลิตจากบริษัท  Welchmat 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 3. เคร่ืองชั่งไฟฟ้า 2 ต าแหน่ง โมเดล ME3002T ผลิตจากบริษัท Mettler Toledo ประเทศ
สวติเซอร์แลนด ์
 4. เคร่ืองป่ันเหวี่ยงความเร็วสูงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) ยี่ห้อ Dynamica รุ่น V18R 
ผลิตจากบริษทั Dynamica ประเทศจีน 
 5. เคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกัด (Ultrasound-assisted extraction, UAE) 
ก าลงัการสั่นสะเทือนท่ี 250 วตัต ์จากบริษทั Drawell Scientific Instrument ประเทศจีน 
 6. ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บตวัอยา่ง Direct Freezing -40 °C ยีห่อ้ Parasonic Model MDF-U5412 
 7. ตูเ้ยน็ส าหรับเก็บสารละลายมาตรฐาน Mitsubishi Electric รุ่น MR-FC31EP 
 8. ตูดู้ดควนั (Hood) Model 252 ยีห่อ้ NEW LAB 
 9. Syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm x 13 mm 
 10. กระบอกฉีดยา (Disposable Syringe) ขนาด 3 มิลลิลิตร 
 11. ไมโครปิเปตขนาด 100 และ 1,000 ไมโครลิตร จากบริษัท Mettler Toledo ประเทศ
สหรัฐอเมริกา (ผา่นการสอบเทียบแลว้) 
 12. ขวดวดัปริมาตรขนาด 1, 2, 5, 10, และ 25 มิลลิลิตร 
 13. บีกเกอร์ขนาด 25, 50, 100, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
 14. ขวดกน้กลมขนาด 25, 250, และ 500 มิลลิลิตร 
 15. ขวดบรรจุสารขนาดเล็ก (Vial) ขนาด 2 มิลลิลิตร และ Insert ขนาด 400 ไมโครลิตร 
 16. ขวดสีชาส าหรับใส่สารละลายมาตรฐานขนาด 20 และ 60 มิลลิลิตร 
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 17. หลอดหยดสาร 
 18. ชอ้นตกัสารเคมี 
 19. หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร 
 

3.2 สารเคม ี 
 1. เมทานอล (Methanol; CH3OH) เกรด HPLC ความบริสุทธ์ิ 99.9% มวลโมเลกุล 32.0 กรัม
ต่อโมล บริษทั CARLO ERBA ประเทศอิตาลี 
 2. เอทานอล (Ethanol; C2H5OH) เกรดวเิคราะห์ ความบริสุทธ์ิ 99.9% มวลโมเลกุล 46.0 กรัม
ต่อโมล บริษทั CARLO ERBA ประเทศอิตาลี 
 3.อะซิโตไนไตรล์ (Acetonitrile; CH3CN) เกรด HPLC ความบริสุทธ์ิ 99.9% มวลโมเลกุล 
41.05 กรัมต่อโมล บริษทั J.T Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 4. ฟอร์มิก แอซิดหรือกรดฟอร์มิก (Formic acid; HCOOH) เกรดวเิคราะห์ ความบริสุทธ์ิ 98% 
ความหนาแน่น 1.22 กรัมต่อมิลลิลิตร มวลโมเลกุล 46.03 กรัมต่อโมล บริษัท Sigma-Aldrich 
ประเทศอิตาลี 
 5. สารละลายมาตรฐานกลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้งหมด 5 ชนิด เป็นของบริษทั Sigma Aldrich 
ผลิตจากประเทศอิตาลี สารทั้งหมดเป็นวสัดุอา้งอิงรับรอง (Certified Reference Material; CRM)  
ท่ีมีใบรับรองบ่งบอกความบริสุทธ์ิ และค่าความไม่แน่นอนขยาย (U) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
(k = 2) ซ่ึงสารแต่ละตวัมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี  

 5.1. แ คนนา บิ ดิ โอ ลิ ก  แอ ซิ ด  ( Cannabidiolic Acid; CBDA) ค ว าม เ ข้ม ข้น  
1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มวลโมเลกุล 358.50 กรัมต่อโมล ความบริสุทธ์ิ 100 ± 0.006% 

 5.2. แคนนาบิเจอรอล (Cannabigerol; CBG) ความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร มวลโมเลกุล 316.50 กรัมต่อโมล ความบริสุทธ์ิ 100 ± 0.006% 

 5.3. แคนนาบินอล (Cannabidiol; CBD) ความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
มวลโมเลกุล 314.50 กรัมต่อโมล ความบริสุทธ์ิ 100 ± 0.006% 

 5.4. เ ด ล ต ร้ า   9  เ ต ต ร้ า ไ ฮ โด รแคนน า บิ โน ลิ ก   แ อ ซิ ด   เ อ   (Delta-9-
Tetrahydrocannabinolic acid A; 9-THC-A) คว าม เข้มข้น  1000 ไมโครก รัม ต่อ มิล ลิ ลิ ต ร  
มวลโมเลกุล  358.48 กรัมต่อโมล ความบริสุทธ์ิ 100 ± 0.006% 
 6. วสัดุอา้งอิง (Reference Material; RM) ท่ีมีใบรับรองบ่งบอกความบริสุทธ์ิ และค่าความ 
ไม่แน่นอนขยาย (U) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (k = 2) ของสารละลายมาตรฐานเดลตร้า 9 เตตร้า-
ไฮโดรแคนนาบินอล (Delta-9-Tetrahydrocannabinol; 9-THC) ความเขม้ขน้ 1000 ไมโครกรัมต่อ 
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มิล ลิ ลิตร  มวลโม เลกุล  314 .47  ก รัม ต่อโมล  ความบริ สุท ธ์ิ  93.03 ± 0.01% ซ้ือมาจาก
กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข จงัหวดันนทบุรี ประเทศไทย  
 

3.3 ตัวอย่างกญัชง และผลติภัณฑ์จากกญัชง 
 ตัวอย่างท่ีได้น ามาวิเคราะห์ในงานวิจัยน้ีคือ ช่อดอกกัญชงชนิดต่าง ๆ ทั้ งหมด  5 ชนิด 
ไดรั้บมาจากคุณกอแกว้ วชิรมน สถาบนัเศรษฐกิจพอเพียงเครือข่ายเกษตรอินทรียว์ิถีไทย อ าเภอ
เมือง จงัหวดัเพชรบูรณ์ รายละเอียดของตวัอยา่งแสดงดงัตารางท่ี 3.1  
 
ตารางที ่3.1 ตวัอยา่งกญัชง และผลิตภณัฑจ์ากกญัชง 

รหัสตัวอย่าง รายละเอยีดของตัวอย่าง 
Hemp1 Baox 
Hemp2 Sikiyou 
Hemp3 Sour suver haze 
Hemp4 Auto blues 
Hemp5 cherry wine 

 

3.4 การเตรียมสารละลาย 

3.4.1 การเตรียมตวัท าละลายท่ีใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ี 
  เฟสเคล่ือนท่ี A  

0.1% กรดฟอร์ มิก  เต รียมโดยปิ เปต  1 มิล ลิ ลิตรของกรดฟอร์ มิกลงใน 
ขวดปรับมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตรท่ีมีน ้าปราศจากไอออนอยูเ่ล็กนอ้ย หลงัจากนั้นปรับปริมาตรให้
ครบ 1000 มิลลิลิตรดว้ยน ้าปราศจากไอออน  

เฟสเคล่ือนท่ี B คือ 100% อะซิโตไนไตรล ์ 
ก่อนท่ีจะน าเฟสเคล่ือนท่ีทั้ง 2 ไปใชใ้นระบบ HPLC จะตอ้งกรองผ่านแผน่เมมเบรนชนิด

ไนลอนท่ีมีขนาด 0.45 หรือ 0.22 ไมโครเมตร ซ่ึงมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 47 มิลลิเมตร ดว้ยชุดกรอง 
ตวัท าละลายหรือสารละลายเฟสเคล่ือนท่ีดงัภาพท่ี 3.1 จากนั้นเฟสเคล่ือนท่ีท่ีผ่านการกรองลงใน
ขวดสีชาแลว้น าไปไล่ฟองอากาศดว้ยเคร่ืองความถ่ีสูงเป็นเวลา 20 นาทีก่อนใชง้านเสมอ 
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ภาพที ่3.1 ชุดกรองตวัท าละลายหรือสารละลายเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ส าหรับวิเคราะห์ดว้ย 
เทคนิค HPLC 

 
3.4.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 
 3.4.2.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม CBDA, CBG, CBD, THC และ 

THCA ท่ีความเขม้ขน้ 100.00 75.00, และ 50.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าไดโ้ดยปิเปตสารละลาย
มาตรฐานแต่ละชนิดท่ีความเข้มขน้ 1000.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 200, 150 และ 100 
ไมโครลิตรตามล าดับ ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 2 มิลลิ ลิตร จากนั้ นปรับปริมาตร 
ใหค้รบ 2 มิลลิลิตรดว้ยเมทานอล 

 3.4.2.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม CBDA, CBG, CBD, THC และ 
THCA ท่ีความเขม้ขน้ 30.00, 10.00 และ 5.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าไดโ้ดยปิเปตสารละลาย
มาตรฐานแต่ละชนิดท่ีความเข้มข้น 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 600, 200 และ 100 
ไมโครลิตรตามล าดับ ลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 2 มิลลิ ลิตร จากนั้ นปรับปริมาตร 
ใหค้รบ 2 มิลลิลิตรดว้ยเมทานอล 

3.4.2.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานผสม CBDA, CBG, CBD, THC และ 
THCA ท่ีความเขม้ขน้ 1.00 และ 0.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าไดโ้ดยปิเปตสารละลายมาตรฐาน
แต่ละชนิดท่ีความเขม้ขน้ 10.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 200 และ 100 ไมโครลิตรตามล าดบั 
ลงในขวดปรับป ริมาตรขนาด 2 มิล ลิ ลิตร  จากนั้ นป รับป ริมาตรให้ครบ  2 มิล ลิ ลิตร 
ดว้ยเมทานอล 
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3.5 วธิีการด าเนินการวจิัย 

  ขั้นตอนการด าเนินการวจิยัมีทั้งหมด 3 ขั้นตอน มีดงัต่อไปน้ี  
1. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด ์5 ชนิด  
2. ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟฟีของเหลว

ประสิทธิภาพสูงในการตรวจวดัปริมาณสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด ์5 ชนิด 
3. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอย่างการสกดัสารส าคญักลุ่มแคนนา- 

บินอยดใ์นตวัอยา่งกญัชงหรือผลิตภณัฑจ์ากกญัชง 
4. น าวิธีท่ีพฒันาข้ึนมาวิเคราะห์ปริมาณสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ในตวัอย่าง 

ช่อดอกกัญชงหรือผลิตภณัฑ์จากกัญชงท่ีมาจากคุณกอแก้ว วชิรมน สถาบนัเศรษฐกิจพอเพียง
เครือข่ายเกษตรอินทรียว์ถีิไทย อ าเภอเมือง จงัหวดัเพชรบูรณ์ 

 
  3.5.1 การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการแยกสารส าคัญกลุ่มแคนนาบินอยด์ 5 ชนิด  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกน้ีได้ดัดแปลงมาจากวิธีของ  
Hädener et al. 2019 ส าหรับงานวิจยัน้ีไดท้  าการศึกษาการปรับเปล่ียนอตัราส่วนของเฟสเคล่ือนท่ี
ทั้งหมด 4 อตัราส่วน (50:50, 40:60, 30:70 และ 20:80 %v/v) โดยใช้เฟสคงท่ีคือ คอลมัน์ Bolimate 
LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) วเิคราะห์โดยฉีดสารละลายมาตรฐานแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด 
ท่ีความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรในการฉีด 5 ไมโครลิตรใชเ้ฟสเคล่ือนท่ีระหว่าง 
0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล์ อตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของคอลัมน์  
35 องศาเซลเซียส ใชต้วัตรวจวดัแบบ diode array detector (DAD) ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร 
ตรวจวดัสาร CBG, CBD และ THC ส าหรับความยาวคล่ืนท่ี 220 นาโนเมตร CBDA และ THCA 
ตามล าดบั แลว้พิจารณาความเหมาะสมของระบบ (System suitability test) ซ่ึงพิจารณาพารามิเตอร์
ดังต่อไปน้ี Rt (Retention time), N (theoretical plates), k’(Retention factor), Rs (Resolution factor) 
และ T (Tailing factor) ตามงานวจิยัของ Bose 2014 
 
 3.5.2 ตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟฟีของเหลว
ประสิทธิภาพสูงในการตรวจวดัปริมาณสารส าคัญกลุ่มแคนนาบินอยด์ 5 ชนิด 
   จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ 5 
ชนิด จ าเป็นตอ้งท าการทดสอบความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation) เพื่อยืนยนัถึง
ความถูกตอ้ง และความเหมาะสมของวิธีวิเคราะห์ก่อนน ามาใช้ในการวิเคราะห์ ซ่ึงจะตอ้งแสดง
คุณลักษณะ (performance characteristics) ท่ีทดสอบได้แก่พารามิเตอร์ต่อไปน้ี การทดสอบ
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ความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) การทดสอบความเป็นเส้นตรง และช่วงของการวเิคราะห์ (linearity 
and range) การทดสอบความแม่น (accuracy) การทดสอบความเท่ียง (precision) การทดสอบ
ขีดจ ากัดของการตรวจพบ (limit of detection, LOD) การทดสอบขีดจ ากัดของการตรวจวดัเชิง
ปริมาณ (limit of quantitation, LOQ) ในการทดสอบพารามิเตอร์ขา้งตน้ใช้สภาวะท่ีเหมาะสมทาง
โครมาโทรกราฟีท่ีไดจ้ากการทดลองเรียบร้อยแลว้ 
  3.5.2.1 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (Selectivity) 
    การทดการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ทางเทคนิค HPLC 
นั้นกระท าโดยการฉีดสารละลายแบลงค ์สารละลายมาตรฐานผสมทั้งหมด 5 ชนิด (CBDA, CBG, 
CBD, THC และ THCA) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อศึกษาความแตกต่าง
ของเวลาท่ีสารอยูใ่นคอลมัน์ (retention time) ของสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิดจะตอ้ง
แยกออกจากสารอ่ืนโดยจะตอ้งไม่ถูกรบกวนจากสารอ่ืน 
  3.5.2.2 การทดสอบความความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรง และช่วงของการวเิคราะห์  

(Linearity and range) 
   เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมทั้งหมด 5 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ 
ตามท่ีกล่าวไวใ้นหัวขอ้การเตรียมสารละลายมาตรฐาน น าสารละลายท่ีได้กรองดว้ย syringe filter 
nylon ขนาด 0.22 µm x 13 mm จากนั้ นไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC/DAD โดยใช้สภาวะท่ี
เหมาะสมส าหรับการแยก ฉีดความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า พร้อมศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งความเขม้ขน้ 
และพื้นท่ีใต้พีค น าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นกับพื้นท่ีใต้พีคค านวณค่า
สัมประสิทธ์ิของการตดัสินใจ (Coefficient of determination, r2) ตอ้งมากกวา่ 0.995 
  3.5.2.3 การทดสอบความแม่น และเท่ียงของวธีิการวเิคราะห์  
    (accuracy and precision) 
    เกณฑก์ารทดสอบความแม่น และความแม่นคือ การค านวณค่าร้อยละของ
การกลบัคืน(%Recovery) ท่ีความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 3 ระดบั ในช่วงของการทดสอบ และประเมินค่า
เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) ตามล าดบั ซ่ึงการทดสอบความแม่น และความเท่ียงน้ี ท าได้
โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานทั้ง 6 ชนิดท่ีระดบัความเขม้ข้นต ่า กลาง และสูง ทดสอบความ
เข้มข้นละ 21 ซ ้ า ค  านวณค่าร้อยละของการกลับคืนแต่ละความเข้มข้น หาค่าเฉล่ียร้อยละของ 
การกลบัคืน และค่าร้อยละของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) โดยค่าเฉล่ียของร้อยละ 
การกลบัคืนจะตอ้งอยูใ่นช่วง 90-102 และค่า %RSD ไม่เกิน 5 
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  3.2.2.4 การทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจพบ (Limit of detection, LOD) และการ
ทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจวดัเชิงปริมาณ  

   (Limit of quantitation, LOQ) 
การทดสอบ LOD และ LOQ โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานทั้ง 6 ชนิด  

8 ความเขม้ขน้ ความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าค่าเฉล่ียพื้นท่ีใตพ้ีค และความเขม้ขน้ไปสร้างกราฟหาค่า 
จุดตดัท่ีไดจ้ากกราฟ (y-intercept of calibration curve) กบัค่าความชนัท่ีไดจ้ากกราฟ (Slope) แทน
ในสูตร 
 

LOD = 
(3 × y-intercept of calibration curve)

Slope
 

 
LOQ = 

(10 × y-intercept of calibration curve)

Slope
 

 
 3.5.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างการสกัดสารส าคัญกลุ่ ม 
แคนนาบินอยด์ในตัวอย่างกญัชงหรือผลติภัณฑ์จากกญัชง 
  3.5.3.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอยา่งการสกดั 

ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัไดท้  าการศึกษาวธีิการสกดัโดยดดัแปลงวธีิมาจาก 
[7-10] ด้วยการเคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกัด (Ultrasound-assisted extraction, 
UAE) แบบ probe ท่ีมีก าลังสั่นสะเทือน 250 วตัต์ ในการสกัดสาระส าคัญกลุ่มแคนนาบินอยด์ 
ทั้ง 6 ชนิด ท าได้โดยสุ่มตวัอย่างกญัชงท่ีเป็นตวัแทนการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการสกัด 
บดตวัอย่างให้ละเอียด จากนั้นน ามาท าให้เป็นเน้ือเดียวกันโดยการร่อนตัวอย่างผ่านตะแกรง 
15 mesh เม่ือท าตัวอย่างให้เป็นเน้ือเดียวแล้ว ชั่งน ้ าหนักท่ีแน่นอนของกัญชง 0.4000 กรัม 
ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 80% เอทานอลประมาณ 20 มิลลิลิตร น าไปสกดัสาร
โดยใช้เคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกัด (Ultrasound-assisted extraction, UAE)  
โดยไดศึ้กษาก าลงัการสั่นสะเทือนของเคร่ือง UAE มีดงัต่อไปน้ีคือ 75 125 และ 200 วตัต ์เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้าปรับปริมาตรให้ครบ 40 มิลลิลิตรดว้ย 80% เอทานอล น าไป
ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที ท่ี 20 °C เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นน าสารละลายเหนือตะกอนไปกรองดว้ย syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm x 13 
mm ก่อนฉีดเขา้เคร่ือง HPLC/DAD ตามสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกสารส าคญัทั้ง 5 ชนิด  
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  3.5.3.2 การเตรียมตวัอยา่งในการสกดัสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด 
   น าตวัอย่างกญัชงมาบดให้ละเอียด จากนั้นน ามาท าให้เป็นเน้ือเดียวกนั
โดยการร่อนตวัอยา่งผา่นตะแกรง 15 mesh เม่ือท าตวัอยา่งใหเ้ป็นเน้ือเดียวแลว้ ชัง่น ้าหนกัท่ีแน่นอน
ของกัญชง 0.4000 กรัมลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 80% เอทานอลประมาณ  
20 มิลลิลิตร น าไปสกดัสารโดยใช้เคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกดั (Ultrasound-
assisted extraction, UAE) ใช้ก าลงัการสั่นสะเทือนของเคร่ือง UAE 200 วตัต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นน าสารละลายท่ีไดม้าปรับปริมาตรให้ครบ 40 มิลลิลิตรดว้ย 80% เอทานอล น าไปป่ันเหวีย่ง
ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที ท่ี 20 °C เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นน าสารละลายเหนือตะกอนไปกรองด้วย  syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm x 13 mm  
ก่อนฉีดเขา้เคร่ือง HPLC/DAD ตามสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกสารส าคญัทั้ง 5 ชนิด 
 

3.6 การประเมณิผลการทดสอบ 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ ผลการวิเคราะห์ข้อมูลต่าง ๆ แสดงข้อมูลค่าเฉล่ีย และ 
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean±SD) ประเมินความแตกต่างของข้อมูลแต่ละชนิดด้วยสถิติการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) และท าการทดสอบความแตกต่างระหว่าง
ค่าเฉล่ียของขอ้มูลด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P<0.05) 
โดยใชโ้ปรแกรม SPSSTM Version 22.0 
 



 

บทที ่4 
ผลการวจิยัและการอภิปรายผล 

 

4.1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์สาระส าคัญกลุ่มแคนนา 
บินอยด์ทั้ง 5 ชนิด 

ผลการศึกษาชนิดของเฟสเคล่ือนที ่(Mobile phase) 
จากการศึกษาหาเฟสเคล่ือนท่ีท่ีเหมาะสมของสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้งหมด 5 ชนิด 

โดยใช้ เฟสคง ท่ี คือ คอลัมน์  Bolimate LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) วิ เคราะห์โดย ฉีด
สารละลายมาตรฐานแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร
ในการฉีด 5 ไมโครลิตร ใช้เฟสเคล่ือนท่ีระหว่าง 0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล์   
อตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที อุณหภูมิของคอลัมน์ 35 องศาเซลเซียส จากการศึกษาหา
อัตรา ส่วนของ เฟสเค ล่ือนท่ี  (Mobile phase)  ทั้ ง  4 อัตรา ส่วน ท่ีก ล่ าวไว้ข้า งต้น  พบว่า 
การใชเ้ฟสเคล่ือนท่ี 0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล์ท่ีอตัราส่วน 30:70 %v/v สามารถแยกพีค
ของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ ง 5 ชนิดดังภาพท่ี 4.1และเม่ือพิจารณาค่า Retention time (Rt), 
Theoretical plates (N), Retention factor (k'), Selectivity factor (α), Resolution factor (Rs) และ
Tailing factor (T) ตามเกณฑ์ในการพิจารณามาตรฐานของการทดสอบความเหมาะสมของ
พารามิเตอร์พื้นฐาน และการควบคุมกระบวนการแยกทางโครมาโทกราฟีของระบบตามงานวิจยั
ของ Bose 2014พบวา่มีพีคท่ีสมมาตร มีการแยกท่ีดี ดงันั้นในงานวจิยัน้ี จึงขอเลือกเฟสเคล่ือนท่ีเป็น 
0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล์ในอัตราส่วน 30:70 %v/v เป็นเฟสเคล่ือนท่ี ท่ี ดี ท่ี สุด 
ในการแยกของสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยดท์ั้งหมด 5 ชนิด แสดงดงัตารางท่ี 4.1 

 

 
 

ภาพที่ 4.1 โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานแคนนาบินอยด์ทั้ ง 5 ชนิด ท่ีความเข้มข้น  
30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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ตารางที ่4.1 ผลของการทดสอบพารามิเตอร์พื้นฐานของการแยกทางโครมาโทกราฟีของสารกลุ่ม
แคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (n=10) 

สารแคนนาบนิอยด์ Rt N k' α Rs T 
CBDA 7.32±0.04 17,764±122.78 2.90±0.004 - - 1.22±0.02 
CBG 8.30±0.04 20581±103.20 3.42±0.001 1.18±0.0001 4.25±0.004 1.10±0.02 
CBD 8.70±0.03 20964±67.58 3.61±0.04 1.06±0.0001 2.44±0.10 1.07±0.02 
THC 16.38±0.06 21713±152.25 7.31±0.0001 2.13±0.001 38.24±0.22 1.05±0.01 
THCA 22.64±0.19 17289±299.49 10.97±0.03 1.43±0.001 10.96±0.03 1.38±0.02 

หมายเหตุ  : Retention time (Rt), Theoretical plates (N), Retention factor (k'), Selectivity factor (α), Resolution 
factor (Rs) และTailing factor (T) 

 
จากการศึกษาเฟสเคล่ือนท่ีโดยทดสอบความเหมาะสมของระบบทางโครมาโทกราฟีส าหรับ

การแยกดงัตารางขา้งตน้ จะได้สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกของสารกลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 
ชนิด แสดงดงัตารางท่ี 4.2  
 

ตารางที ่4.2 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด  
สภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการแยกสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิด โดยเคร่ือง HPLC 
คอลมัน ์ Bolimate LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) 
เฟสเคล่ือนท่ี 0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล ์(30:70 %v/v) 
อตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 
ปริมาตรฉีด 5 ไมโครลิตร 
อุณหภูมิของคอลมัน ์ อุณหภูมิของคอลมัน์ 35 องศาเซลเซียส 
เวลาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 26 นาที 

ความยาวคล่ืน 
(ตวัตรวจวดัแบบ DAD) 

210 นาโนเมตร 220 นาโนเมตร 
CBG 
CBD 
THC 

CBDA 
THCA 
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4.2 การตรวจสอบความใ ช้ ไ ด้ของวิ ธี วิ เ ค ร าะ ห์ที่พัฒนาขึ้น ด้ วย เทคนิค 
โครมาโทกราฟฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงในการตรวจวัดปริมาณสารส าคัญกลุ่ม 
แคนนาบินอยด์ 5 ชนิด 

4.2.1 ผลของความจ าเพาะเจาะจงของวธีิวเิคราะห์ (Selectivity) 
ผลของความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์แสดงไดจ้ากโครมาโทแกรมในภาพท่ี 

4.2 พบว่า คอลัมน์ Bolimate LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมของ
ระบบของโครมาโทรกราฟีท่ีพฒันาข้ึนมา โดยการฉีดสารละลายแบลงค ์(Blank) สารมาตรฐานผสม
แคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิดท่ีความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเวลาของสารท่ีถูกหน่วง 
ในคอลมัน์ (Retention time) ทั้ง 5 ชนิดไดแ้ก่ CBDA, CBG, CBD, THC และ THCA ประมาณ 7.32, 
8.30, 8.70, 16.38 และ 22.64 นาที ตามล าดับ จากการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงน้ีได้ท าการ
เปรียบเทียบโครมาโทรแกรทั้ง 2 โครมาโทแกรม จะเห็นไดว้า่ พีคของสารมาตรฐานผสมทั้ง 5 ชนิด
ไม่ถูกรบกวนจากการวเิคราะห์สารอ่ืน จึงถือไดว้า่วธีิน้ีมีความจ าเพาะเจาะจง 

 
 

ภาพที่ 4.2 โครมาโทแกรมของแบงก์ (A) และสารละลายมาตรฐานผสมแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิด  
ท่ีความเขม้ขน้ 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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4.2.2 ผลการทดสอบความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์ (Linearity and range) 
ผลของการศึกษาความสัมพนัธ์เชิงเส้นตรง (Linearity) โดยทดสอบช่วงการวิเคราะห์สารละลาย
มาตรฐานของ CBDA, CBG, CBD, THC และ THCA ซ่ึงการทดลองน้ี ไดน้ าสารมาตรฐานท่ีเตรียม 
ไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC-DAD ฉีดความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าผลท่ีไดไ้ปสร้างกราฟมาตรฐาน 
ระหวา่งความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานกบัพื้นท่ีใตพ้ีค ไดส้มการเส้นตรง และค่าสัมประสิทธ์ิ
การตดัสินใจ (r2 > 0.995) แสดงดงัตารางท่ี 4.3 

 

ตารางที ่4.3 ตารางแสดงสมการเส้นตรงของสารละลายมาตรฐานกลุ่มแคนนาบินอยด ์
ทั้ง 5 ชนิด, ช่วงของความเขม้ขน้ท่ีทดสอบความเป็นเส้นตรง และ r2 

ช่ือสารประกอบ สมการเส้นตรง 
ช่วงความเข้มข้นทีท่ดสอบ 

(µg/mL) 
r2 

CBDA y = 25.62x - 15.59 0.50-100.00 r² = 0.9998 
CBG y = 45.92x - 37.50 0.50-100.00 r² = 0.9998 
CBD y = 40.87x + 1.99 0.50-100.00 r² = 0.9997 
THC y = 47.07x - 16.22 0.50-100.00 r² = 0.9998 
THCA y = 21.71x - 11.04 0.50-100.00 r² = 0.9998 

 
 

 
 

ภาพที่ 4.3 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน CBDA (Cannabidiolic Acid) ท่ีความเขม้ขน้ 
0.50 – 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

y = 25.623x - 15.587
R² = 0.9998
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ภาพที่  4.4 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน   CBG  (Cannabigerol)  ท่ีความเข้มข้น 
0.50 – 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 
 

ภาพที่  4.5 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน CBD (Cannabidiol) ท่ีความเข้มข้น 
0.50 – 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 
 

ภาพที่ 4.6 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน THC (9-Tetrahydrocannabinol) ท่ีความเขม้ขน้ 
0.50 – 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ภาพที่  4.7 กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน THCA (9-Tetrahydrocannabinolic acid)  
ท่ีความเขม้ขน้ 0.50 – 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
4.2.2 ก า รทดสอบ ขีดจ า กัดของการตรวจพบ  (Limit of detection, LOD) และ 

การทดสอบขีดจ ากดัของการตรวจวดัเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) 
การทดสอบ LOD และ LOQ โดยการฉีดสารละลายมาตรฐานผสมทั้ ง 5 ชนิด 7 ความเข้มข้น  
ความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า น าค่าเฉล่ียพื้นท่ีใตพ้ีค และความเขม้ขน้ไปสร้างกราฟหาค่า จุดตดัท่ีไดจ้าก
กราฟ (y-intercept of calibration curve) กบัค่าความชนัท่ีไดจ้ากกราฟ (Slope) แทนในสูตรท่ีกล่าว
ไวข้า้งตน้ 
 
ตารางที ่4.4  ตารางแสดงค่า LOD และ LOQ ของสารมารตฐานผสมกลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5ชนิดท่ี

ไดจ้ากพิจารณาสมการเส้นตรง 

สารประกอบ 
LOD  LOQ  

ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 

CBDA 1.86 6.19 
CBG 1.64 5.46 
CBD 2.31 7.68 
THC 1.64 5.47 

THCA 1.80 5.99 

 
4.2.4  ผลการทดสอบความแม่น (Accuracy) และความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์ (Precision) 

ผลการทดสอบความแม่น และความเท่ียงของวิธีวิเคราะห์น้ี ได้ท าการฉีด
สารละลายมาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 1.50, 30.00 และ 100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ฉีดทั้งหมด 10 
ซ ้ า จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าพิจารณาจากค่าร้อยละการกลบัคืน(%Recovery) ตอ้งอยูใ่นเกณฑ์ 70-110% 

y = 21.714x - 11.038
R² = 0.9998
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และค่าความเท่ียงของวธีิวเิคราะห์นั้นจะพิจารณาจากค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (%RSD) ตอ้งไม่
เกิน 5 % แสดงดงัตารางท่ี 4.5  

 
ตางรางที ่4.5 ผลการทดสอบความเท่ียง และความแม่นของวธีิวเิคราะห์ 

สารประกอบ 
ความเข้มข้นที่เติม 

(µg/mL) 
ปริมาณที่ตรวจพบ 

(µg/mL) 
%RSD %Recovery 

CBDA 
1.50 1.5607±0.04 2.48% 104.05% 
30.00 27.21±0.18 0.66% 90.71% 
100.00 100.40±1.34 1.34% 100.40% 

CBG 
1.50 1.52±0.018 1.17% 101.49% 
30.00 28.86±0.13 0.39% 96.22% 
100.00 98.97±0.52 0.53% 98.98% 

CBD 
1.50 1.34±0.015 1.13% 89.43% 
30.00 27.58±0.16 0.56% 91.94% 
100.00 101.039±1.35 1.34% 101.04% 

THC 
1.50 1.50±0.021 1.40% 100.03% 
30.00 28.27±0.22 0.75% 94.24% 
100.00 98.13±1.32 1.34% 98.13% 

THCA 
1.50 1.63±0.029 1.76% 101.26% 
30.00 29.83±0.16 0.52% 99.42% 

100.00 103.71±0.72 0.69% 103.71% 

 
จากการวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีเติม (Spiked sample) สารละลายมาตรฐานทั้ง 5 ชนิด 

ท่ีระดบัความเขม้ตามตารางท่ี 4.5 โดยท าการฉีด 10 ซ ้ า พบว่าความแม่นท่ีประเมินจากร้อยละการ
กลบัคืน (%Recovery) เฉล่ียทั้ง 3 ระดบัอยูใ่นช่วง 90-110 และความเท่ียง (Precision) ท่ีประเมินได้
อยูใ่นช่วง 0.8-5% ซ่ึงถือไดว้า่วธีิน้ีมีความแม่นและความเท่ียง 
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4.3 ผลการศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างการสกัดสารส าคัญกลุ่ ม 
แคนนาบินอยด์ในตัวอย่างกญัชงหรือผลติภัณฑ์จากกญัชง 
  4.3.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมตวัอยา่งการสกดั 

ในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัได้ท าการศึกษาวิธีการสกดัด้วยการเคร่ืองคล่ืน
เสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกัด (Ultrasound-assisted extraction, UAE) แบบ probe ท่ีมีก าลงั
สั่นสะเทือน 250 วตัต ์ในการสกดัสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิด ชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอน
ของกัญชง 0.4000 กรัมลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร เติม 80% เอทานอลประมาณ  
20 มิลลิลิตร น าไปสกดัสารโดยใช้เคร่ืองคล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมด้วยในการสกดั (Ultrasound-
assisted extraction, UAE) โดยได้ศึกษาก าลังการสั่นสะเทือนของเคร่ือง UAE มีดังต่อไปน้ีคือ  
75 125 และ 200 วตัต์ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายท่ีได้มาปรับปริมาตรให้ครบ 40 
มิลลิลิตรดว้ย 80% เอทานอล น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 
8000 รอบต่อนาที ท่ี 20 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารละลายเหนือตะกอนไปกรองด้วย 

syringe filter nylon ขนาด 0.22 µm x 13 mm ก่อนฉีดเขา้เคร่ือง HPLC/DAD ตามสภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับการแยกสารส าคญัทั้ง 5 ชนิด ผลการทดสอบแสดงดงัตารางท่ี 4.6  
 
ตารางที ่4.6 ผลแสดงการศึกษาก าลงัสั่นสะเทือนท่ีมีผลต่อการสกดัสารแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด  

ก าลงัการส่ันสะเทือน 
(วตัต์) 

CBDA 
(%w/w) 

CBG 
(%w/w) 

CBD 
(%w/w) 

THC 
(%w/w) 

THCA 
(%w/w) 

75 7.94±0.05b 0.07±0.001c 0.14±0.01b 0.10±0.01a 0.31±0.004c 
125 7.99±0.02b 0.14±0.001b 0.14±0.01c 0.11±0.01a 0.32±0.01b 
200 9.18±0.10a 0.25±0.01a 0.16±0.01a 0.10±0.01a 0.36±0.01a 

หมายเหตุ : จากตารางแสดงค่าเฉล่ีย ± SD (n=3) ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัถา้อกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่าง
ในทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% (One-factor ANOVA-Duncan, P > 0.05) 

 
จาการทดลองการศึกษาก าลงัสั่นสะเทือนท่ีเหมาะสมในการสกดัสารแคนนาบินอยด์ทั้ง  

5 ชนิด พบว่าก าลังสั่นสะเทือนของเคร่ือง UEA ท่ี 75 และ125 วตัต์มีผลต่อปริมาณสารแคนนา 
บินอยด์ทั้ง 5 ซ่ึงมีแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัในทางสถิติ แต่ท่ีก าลงัการสั่นสะเทือนของเคร่ือง 
UAE ท่ี 200 วตัตไ์ม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัในทางสถิติดงัตารางท่ี 4.6 ดงันั้นผูว้จิยัจึงขอ
เลือกก าลงัการสั่นสะเทือนของเคร่ือง UAE ท่ี 200 วตัต์ เป็นก าลงัสั่นสะเทือนท่ีเหมาะสมส าหรับ
การสกดัแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิด 
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4.4 การวเิคราะห์ปริมาณสารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิดในตัวอย่างกญัชง  
ตวัอยา่งท่ีไดน้ ามาวเิคราะห์ในงานวจิยัน้ีคือ ช่อดอกกญัชงชนิดต่าง ๆ ทั้ง 5 ชนิด ไดรั้บมาจาก

คุณกอแก้ว วชิรมน สถาบันเศรษฐกิจพอเพียงเครือข่ายเกษตรอินทรีย์วิถีไทย อ าเภอเมือง  
จงัหวดัเพชรบูรณ์ ผลการวเิคราะห์แสดงดงัตารางท่ี 4.7  

 
ตารางที่  4.7 เปรียบเทียบปริมาณสารแคนนาบินอยด์ทั้ ง 5 ชนิด (CBDA, CBG, CBD, THC  

และ THCA) ในช่อดอกกญัชง 5 ตวัอยา่ง 

ล าดบั ตวัอย่างช่อดอกกญัชง 
CBDA 

(%w/w) 
CBG 

(%w/w) 
CBD 

(%w/w) 
THC 

(%w/w) 
THCA 
(%w/w) 

Hemp1 Baox 7.07±0.02d 0.08±0.001c 3.16±0.07b 0.37±0.02bc 0.21±0.002c 

Hemp2 Sikiyou 13.60±0.24b 0.03±0.000e 1.56±0.04d 0.09±0.00d 0.73±0.09a 

Hemp3 Sour suver haze 13.95±0.01a 0.10±0.003b 2.93±0.02c 0.33±0.03c 0.67±0.01a 

Hemp4 Auto blues 4.79±0.03e 0.12±0.000a 11.09±0.06a 0.74±0.02a 0.05±0.001d 

Hemp5 cherry wine 8.40±0.02c 0.08±0.001d 2.83±0.09c 0.34±0.02b 0.36±0.03b 

หมายเหตุ : จากตารางแสดงค่าเฉล่ีย ± SD (n=3) ค่าเฉล่ียในคอลมัน์เดียวกนัถา้อกัษรเหมือนกนัไม่มีความแตกต่าง
ในทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% (One-factor ANOVA-Duncan, P > 0.05)  
 

 
 

ภาพที ่4.8 โครมาโทแกรมของปริมาณสารแคนนาบินอยด์ ในตวัอยา่งท่ีไม่มีการเจือจางของกญัชง 
สายพนัธ์ุ Sikiyou  
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ภาพที ่4.9 โครมาโทแกรมของปริมาณสารแคนนาบินอยด ์ในตวัอยา่งท่ีมีการเจือจาง 100 เท่า  
ของกญัชงสายพนัธ์ุ Sikiyou  

 
การค านวณปริมาณสารในหน่วย g/100g  
 

กรัม
100 กรัม

  =  
ความเขม้ขน้ท่ีอ่านไดจ้ากกราฟมาตรฐาน  × ปริมาตร 

น ้ าหนกัตวัอยา่ง  ×10000 
 × Dilution factor 

 
โดยท่ี 
ความเขม้ขน้ท่ีอ่านไดจ้ากกราฟมาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, µg/ mL) 
ปริมาตรสุดทา้ยส าหรับการเตรียมตวัอยา่ง (มิลลิลิตร, mL) 
น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม, g)  
อตัราส่วนการเจือจาง (Dilution factor) (ปริมาตรสุดทา้ย/ปริมาตรตวัอยา่ง) 
 



 

บทที ่5 
สรุปผลการวจิยัและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวจิัย 

จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการแยกของเคร่ือง HPLC ในการวิเคราะห์
สารส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด ์แสดงดงัต่อไปน้ี  

สภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการแยกสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิด โดยเคร่ือง HPLC 
คอลมัน ์ Bolimate LC-C18 (4.6 x 150 mm; id 2.7 µm) 

เฟสเคล่ือนท่ี 0.1% กรดฟอร์มิกต่ออะซิโตไนไตรล ์(30:70 %v/v) 
อตัราการไหล 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที 
ปริมาตรฉีด 5 ไมโครลิตร 

อุณหภูมิของคอลมัน ์ อุณหภูมิของคอลมัน์ 35 องศาเซลเซียส 
เวลาท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 26 นาที 

ความยาวคล่ืน 
(ตวัตรวจวดัแบบ DAD) 

210 นาโนเมตร 220 นาโนเมตร 
CBG 
CBD 
THC 

CBDA 
THCA 

และจากตารางน้ีได้น ามาทดสอบความใช้ได้ของวิธีท่ีได้พ ัฒนาข้ึนในการวิเคราะห์
สารส าคญัทั้ง 5 ชนิดพบวา่ มีช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ท่ี 0.50-100.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สาร
ทั้ ง 5 ชนิดมีค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจมากกว่า 0.995 ค่าความแม่น และความเท่ียงของวิธี 
ท่ีพิจารณาอยู่ท่ี 90 -110 % และ%RSD ไม่เกิน 5 ถือว่าวิธีน้ีมีความแม่นย  า ถูกตอ้ง มีความจ าเพาะ
เจาะจง ส าหรับการพฒันาวิธีการสกดั พบว่าท่ีก าลงัการสั่นสะเทือนของเคร่ือง UAE ท่ี 200 วตัต์  
สั่นเป็นเวลา 1 ชัว่โมง สามารถสกดัปริมาณสารแคนนาบินอยด์ทั้ง 5 ชนิดไดดี้ จากนั้นไดน้ าวิธีท่ี
พฒันาข้ึนมาวิเคราะห์สารแคนนาบินอยดท์ั้ง 5 ชนิดพบวา่ ช่อดอกกญัชง Sour suver haze มีปริมาณ
สาร  CBDA เท่ ากับ  13.95 %w/w ช่อดอก  Auto blues มีป ริมาณสาร  CBG, CBD และ  THC  
เท่ากบั 0.12, 11.09 และ 0.74 %w/w ตามล าดบั ส่วนช่อดอก Sikiyou จะมีปริมาณสาร THCA เท่ากบั 
0.73 %w/w ตามล าดับ  ซ่ึ งวิ ธี น้ีสามารถน าไปใช้ เ ป็นวิ ธีมาตรฐานในการวิ เคราะ ห์ของ 
ศูนยว์ิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัราชภฎัเพชรบูรณ์ เพื่อเป็นประโยชน์ต่อผูป้ระกอบการหรือชุมชน 
เพื่อเพิ่มความมัน่ใจมากยิง่ข้ึน 
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5.2  ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศึกษาวิเคราะห์ปริมาณสารแคนนาบินอยด์มากกว่า  5 ชนิด เช่น เพิ่มเติม CBC  
และ CBGA 
 2. ควรเช่ือมโยงกบัโครงการวิจยัย่อยอ่ืน ๆ เพื่อศึกษาคุณภาพของหลกัของการปลูกกญัชง 
ท่ีเหมาะสม 
 3. ในงานวิจยัต่อไปจะน าไปพฒันาและศึกษาปริมาณสาระส าคญักลุ่มแคนนาบินอยด์ 
ในผลิตภณัฑอ่ื์นท่ีมีขายในทอ้งตลาด เช่น พิมเสนน ้า ชา ยาหม่อง สบู่ เป็นตน้ 
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