
 
 

บทที ่3 
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 

  
3.1 วสัดุและอุปกรณ์ในกำรทดลอง 

1. หลอดทดลอง     
2. บีกเกอร์ 
3. กระบอกตวง 
4. หลอดหยด     
5. โกร่ง 
6. spetula 
7. ขวดแยม   
8.  กระจกนาฬิกา 
9. Thin Layer Chromatography (TLC) silica gel 60 F254 25 aluminium sheets 20× 20  
10. เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (centrifuge) 
11. เคร่ืองชัง่ (balance) 
12. โถดูดความช้ืน (desiccator) 

 
3.2 สำรเคมีในกำรทดลอง 
 1. Methanol    

2. Ethanol 
 3. Hexane     

4. Diethyl ether 
5. 0.1 M sodium hydroxide      
6. Fast Blue B salt 
7. Fast Red B salt    
8. น ้ากลัน่ 
9. สารมาตรฐาน tetrahydrocannabinol (THC) Sigma®  USA  ความเขม้ขน้ 0.3 mg/ml 
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10. สารมาตรฐาน cannabidiol (CBD) Sigma®  USA  ความเขม้ขน้ 0.3 mg/ml 
3.3 กำรเตรียมตัวอย่ำงพชื 
 3.3.1 กญัชาและกญัชง 
 น าตวัอย่างใบกญัชาสด จากพิสูจน์หลกัฐาน จงัหวดัแม่ฮ่องสอน และใบกญัชงสายพนัธ์ุ 
RPF1 และ RPF4 แบบสด อายุ 90 วนั จากสถานีเกษตรหลวงปางดะ ความสูง 720 เมตร จาก
ระดับน ้ าทะเลปานกลาง มาตากแดดให้แห้ง จากนั้นน าใบกัญชาและกัญชงท่ีแห้งแล้วมาอบท่ี
อุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 ชัว่โมง แลว้น ามาบดดว้ยโกร่งจนละเอียด เก็บใส่ในถุง
ซิบล็อกกนัแสง ใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน (desiccator) 
 3.3.2 พืชอ่ืนๆ ทัว่ไป 
 พืชอ่ืนๆ ทัว่ไป ได้แก่ โหระพา ยี่หร่า กะเพรา ยาสูบ ชา ออริกาโน หญ้าหวาน ใบเตย        
ดอกค าฝอย และ หอมแขก โดยน ามาตากแดดให้แห้ง แล้วอบท่ีอุณหภูมิ 60-70 องศาเซลเซียส 
จากนั้นบดใหล้ะเอียด ใส่ถุงซิป เก็บไวใ้นโถดูดความช้ืน 
  
3.4 กำรเตรียมน ำ้ยำให้สี 
 3.4.1 ส าหรับหยด 
  3.4.1.1 เตรียมน ้ายาใหสี้ Fast Blue B saltโดยชัง่ผง Fast Blue B salt หนกั  25 
มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้าปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไดส้ารละลายสีเหลือง ดงัรูปท่ี 3.1(b) 

3.4.1.2 เตรียมน ้ายาใหสี้ Fast Red B salt โดยชัง่ผง Fast Red B salt หนกั              
34 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้าปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไดส้ารละลายสีส้ม ดงัรูปท่ี 3.1 (a) 

 
 

รูปท่ี 3.1 น ้ายาใหสี้ส าหรับหยด Fast Red B salt (a) และ Fast Blue B salt (b) 
 

 

a b 
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 3.4.2 ส าหรับยอ้มแผน่ TLC 
  3.4.2.1 เตรียมน ้ายาใหสี้ Fast Blue B saltโดยชัง่ผง Fast Blue B salt หนกั            
50 มิลลิกรัม ละลายดว้ย 0.1 M NaOH ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไดส้ารละลายสีแดง ดงัรูปท่ี 3.2 (b) 

3.4.2.2 เตรียมน ้ายาใหสี้ Fast Red B salt โดยชัง่ผง Fast Red B salt หนกั              
68 มิลลิกรัม ละลายดว้ย 0.1 M NaOH ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ไดส้ารละลายสีเหลือง ดงัรูปท่ี 3.2 (a) 
 

 
 

รูปท่ี 3.2 น ้ายาใหสี้ส าหรับยอ้มแผน่ TLC Fast Red B salt (a) และ Fast Blue B salt (b) 
 
3.5 กำรสกดั 

3.5.1 ชัง่น ้ าหนกักญัชา กญัชงสายพนัธ์ุ RPF1 และ RPF4 อย่างละ 0.5 กรัม ใส่ในหลอด
ทดลอง ตวัอยา่งละ 4 หลอด 

3.5.2 เติมตวัท าละลายท่ีจะใช้ในการสกัด ได้แก่ เมทานอล เอทานอล เฮกเซน และ           
ไดเอทิลอีเทอร์ ตวัท าละลายละ 5 มิลลิลิตร แล้วน าเขา้เคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge) เป็นเวลา      
20 นาที 

3.5.3 ดูดสารสกดัดว้ยออโตปิ้เปต ใส่ในหลอดทดลอง โดยแบ่งตวัอย่างละ 3 ชุดหลอด
ทดลอง โดยตวัอย่างการแบ่งสารสกดักญัชา กญัชง RPF1 และ RPF4 ในหลอดทดลองชุดท่ี 1         
ดงัรูปท่ี 3.3 ส่วนในหลอดทดลองชุดท่ี 2 และ 3 จะมีลกัษณะเช่นเดียวกบัในหลอดทดลองชุดท่ี 1 

  
 
 
 
 

a b 
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ชุดท่ี 1 

เมทานอล เอทานอล เฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร์ 

ชุดท่ี 1 

เมทานอล เอทานอล เฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร์ 

ชุดท่ี 1 

เมทานอล เอทานอล เฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

รูปท่ี 3.3 ตวัอยา่งการแบ่งสารสกดักญัชา กญัชง RPF1 และ RPF4  

ในหลอดทดลองชุดท่ี 1 

 

3.6 กำรตรวจพสูิจน์ด้วยน ำ้ยำให้สีแบบหยด 

 น าสารสกดัในหลอดทดลองชุดท่ี 1 และ 2 ของกญัชา กญัชงสายพนัธ์ุ RPF1 และ RPF4      

ท่ีไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัท าละลายจากขอ้ 3.5.3 หยดดว้ยน ้ ายาให้สีท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 3.4.1.1 และ 

3.4.1.2 หลอดทดลองละ 3 หยด ตามล าดบั จากนั้นสังเกตสีท่ีปรากฏ 

 

3.7 กำรตรวจพสูิจน์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 

 เตรียมแผน่ TLC ขนาด 6× 8 เซนติเมตร แลว้น าสารสกดักญัชาและกญัชงจากขอ้ 3.5.3 ใน

หลอดทดลองชุดท่ี 3 มาจุดลงบนแผน่ TLC ท่ีเตรียมไว ้ดงัรูปท่ี 3.4 เทียบกบัสารมาตรฐาน THC 

และ CBD (Sigma®  USA) ความเขม้ขน้ 0.3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในตวัท าละลายเอทานอล จากนั้น

ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมของเฟสเคล่ือนท่ีโดยใช้ตัวท าละลาย  เฮกเซน ต่อ ไดเอทิลอีเทอร์ 

สารสกดักญัชา 

สารสกดักญัชง 

RPF1 

สารสกดักญัชง 

RPF4 
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THC      CBD     RPF1    RPF4    กญัชา 

อตัราส่วนดงัน้ี 100:0 80:20 70:30 50:50 30:70 และ 0:100 แลว้ยอ้มสีแผน่ TLC ดว้ยน ้ ายาให้สี

ส าหรับยอ้มแผน่ TLC จากขอ้ 3.4.2.1 และ 3.4.2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.4 การจุดสารสกดัลงบนแผน่ TLC  

 

3.8 ทดสอบน ำ้ยำให้สี Fast Red B salt กบัพชือืน่ๆ ทัว่ไป 

 น าพืชอ่ืนๆ ทัว่ไปท่ีเตรียมไวจ้ากขอ้ 3.3.2 ไดแ้ก่ โหระพา ยี่หร่า กะเพรา ยาสูบ ชา ออริกา

โน หญา้หวาน ใบเตย ดอกค าฝอย และหอมแขก มาทดสอบโดยหยดดว้ยน ้ ายาให้สี Fast Red B salt  

จากขอ้ 3.4.1.2 แลว้สังเกตสีท่ีปรากฏ 

 

3.9 วเิครำะห์ปริมำณด้วยเคร่ือง Gas Chromatography (GC) 

 3.9.1 เตรียมตวัอยา่งพืชท่ีจะวิเคราะห์ โดยชัง่น ้ าหนกักญัชา กญัชง RPF1 และกญัชง RPF4 

ตวัอย่างละ 0.5 กรัม  น ามาสกดัดว้ยตวัท าละลายแต่ละชนิด ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นน าเขา้

เคร่ืองหมุนเหวีย่ง เป็นเวลา 20 นาที (ท า 3 ซ ้ า)  

3.9.2 เตรียมสารละลายมาตรฐาน โดยเจือจางสารมาตรฐาน tetrahydrocannabidiol และ 

cannabidiol ใน internal standard solution ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 2.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 2.5 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั จากนั้นท าการเตรียม  internal standard solution โดยเจือจาง                     

2,2,2 triphynylacetophenone ในเมทานอลใหไ้ดค้วามเขม้ขน้  0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

1 cm 

1 cm 

6 cm 8 cm 
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3.9.3 ตรวจวเิคราะห์เอกลกัษณ์และปริมาณการสกดัสาร THC และ CBD ดว้ยเคร่ือง      

Gas Chromatography ภายใตส้ภาวะ 

     Column : CP sil 5CB 30 เมตร× 0.32 มิลลิเมตร, DF=0.25 ไมโครเมตร 

     Injection temperature : 260 องศาเซลเซียส 

     Detector temperature : 270 องศาเซลเซียส 

     Oven temperature : คงไวท่ี้ เวลา 7 นาที ท่ีอุณหภูมิ 230 องศาเซลเซียส จากนั้นเพิ่มอุณหภูมิเป็น 

260 องศาเซลเซียส ท่ี 10 องศาเซลเซียสต่อนาที แลว้คงไวท่ี้อุณหภูมิ 256 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   

2 นาที 

 

 
 


