
 
 
 

 
4.1    บทนํา 

โครมาโตกราฟ เปนเทคนิคการแยกสารประกอบตางชนิดกันออกจากกัน โดยอาศัย
ความแตกตางในการกระจายตัวของสารประกอบในภาคนิ่ง (stationary phase) และภาค
เคลื่อนที่ (mobile phase)  ถาภาคน่ิงถกูบรรจุอยูในคอลัมน  เรียกวา คอลัมนโครมาโตกราฟ   
แตภาคน่ิงถูกนําไปเคลือบบนแผนแกวหรือแผนพลาสติก เรียกวา thin-layer chromatography 
(TLC) ภาคนิ่งอาจเปนของแข็งหรือของเหลวที่เกาะเปนฟลมบางๆ รอบอนุภาคยึด (solid  
support)   สวนภาคเคลื่อนที่อาจเปนของเหลวหรือกาซ 
  
 พารทิชันโครมาโตกราฟ (Partition  Chromatography) 

โครมาโตกราฟแบบน้ี มีภาคน่ิงเปนฟลมบางๆ ของของเหลว ที่เคลือบผิวหนาของ
อนุภาคยึด ถาภาคเคลื่อนที่เปนกาซ เรียกวา gas-liquid chromatography (GLC หรือ GC)   แต
ถาภาคเคลื่อนที่เปนของเหลว เรียกวา liquid-liquid chromatography ตัวอยางไดแก paper  
chromatography 
  
            แอดซอรปชันโครมาโตกราฟ (Adsorption chromatography) 

โครมาโตกราฟแบบนี้  มีภาคน่ิงเปนของแข็งไดแก ตัวดูดซับ (adsorbent)  และมีภาค
เคลื่อนที่เปนของเหลว  จึงอาจเรียกวา  solid-liquid adsorption chromatography   ตัวอยาง
ไดแก  คอลัมนโครมาโตกราฟ และทินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
 

4.2    คอลัมนโครมาโตกราฟ  (Column chromatography) 
ในคอลัมนโครมาโตกราฟ ตวัดูดซับ (ภาคน่ิง) ซึ่งเปนของแข็งจะถูกบรรจุอยูในคอลัมน  

สวนภาคเคลือ่นที่เปนตวัทาํละลายซึ่งจะพาสารเคลื่อนที่ผานตวัดูดซับ ถาสารทีเ่คลื่อนที่ผานตวั
ดูดซับมีหลายชนิดและมีสภาพขั้วแตกตางกันจะถูกดูดซับในระดับตางกัน สารใดถูกดูดซับไว
แนนและละลายในตวัทําละลายไดนอย จะเคลื่อนทีช่า สวนสารใดที่ถกูดูดซับไมแนน จะถูกตวั

บทที่  4 
คอลัมนโครมาโตกราฟ 

CM 328 33 



 
 4.2.1     ตัวดดูซับ (Adsorbent) 

ตวัดูดซับที่ใชกันทัว่ไป ไดแก อะลูมินา (alumina) , ซิลิกา เจล (silica gel) ,  ฟลอริซิล 
(Florisil) , ถาน (charcoal) , แมกนเีซียมออกไซม (magnesium oxide) , แปงและน้าํตาล  เปนตน  
แตตวัดูดซับทีน่ักเคมีอินทรยีนิยมใชกันมากไดแก อะลมิูนาและซิลิกาเจล 

อะลูมินาดูดซับสารประกอบอินทรียไดแนนกวาซิลิกาเจลและแอกติฟ (active) กวาดวย  
โดยทั่วไป อะลูมินาใชสําหรับแยกสารประกอบอินทรียที่มีสภาพขั้วต่ําสุดจนถึงสภาพขั้วปาน
กลาง  สวนซิลิกาเจลใชแยกสารประกอบอินทรียที่มีสภาพขั้วสูงและเปนกลาง แอกติวิตีของ
อะลูมินาและซิลิกาเจลขึ้นกับปริมาณน้ําที่อยูในตัวดูดซับน้ัน ตัวดูดซับที่ที่มีปริมาณน้ํานอยที่สุด
จะแอกติฟที่สุด 

อะลูมินาอาจจําแนกออกไดเปน 5 เกรด (grade)  อะลูมินาแตละเกรดมีปริมาณนํ้าแตกตาง
กันดังน้ี  

 
เกรดของอะลูมินา นํ้าในอะลูมินา(%โดยนํ้าหนัก) 

I 0 
II 3 
III 6 
IV 10 
V 15 

 
อะลูมินาเกรด I แอกติฟที่สุด (มีน้ํานอยที่สุด) เตรยีมไดโดยการอบขจัดนํ้าที่ 380-

400OC เปนเวลา 3 ชัว่โมง  สวนอะลูมินาเกรดอ่ืนๆ เตรียมไดโดยการเติมนํ้าในอะลูมินาเกรด I  
วิธีเตรียมคือ  เติมนํ้าในอะลูมินาเกรด I แลวเขยาเปนเวลาหลายชัว่โมง เพ่ือใหน้ํากระจายทั่ว
อนุภาคอะลูมินา 

อะลูมินาเกรดสูงๆ ใชแยกสารที่มีสภาพขั้วต่ํา สวนอะลูมินาเกรดต่ําๆ ใชแยกสารที่มี
สภาพขั้วสูง อะลูมินาเกรด I มีแอกติวิตีในการดูดซับสูงมาก จึงอาจเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน 
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อะลูมินาทีผ่ลติขายมี 3 แบบ คือ อะลมิูนาที่มีสภาพขั้วเปนดาง(pH 10) อะลูมินาที่มี
สภาพขัว้เปนกลาง (pH 7.5) และอะลูมินาที่มีสภาพขัว้เปนกรด (pH 4)  สารประกอบทีเ่ปนกรด 
จะถกูดูดซับอยางแนนหนาโดยตวัดูดซับทีเ่ปนเบส สวนสารประกอบที่เปนเบสจะถกูดูดซับอยาง
แนนหนาโดยตวัดูดซับที่เปนกรด กรณีเหลาน้ีทําใหสารถูกดูดซับแนนเกินไป ไมสามารถเคลื่อนที่
หรือถูกชะออกจากคอลัมน ดังนั้น การแยกสารประกอบทีเ่ปนกรดแกและเบสแก จะตองใชตวัดูด
ซับทีเ่ปนกรดและเบสตามลาํดับ ตวัอยางเชน อะลูมินาสภาพกรดใชแยกสารประกอบประเภทกรด 
เชน กรดคารบอกซลิิกและกรดอะมิโน เปนตน  สวนอะลูมินาสภาพเบสใชแยกสารประกอบที่เปน
เบส เชน เอมีน เปนตน  สวนอะลูมินาสภาพเปนกลางก็ใชแยกสารประกอบที่เปนกลาง และสาร 
ประกอบทีว่องไวตอปฏิกิรยิาภายใตสภาวะกรดและเบส เชน คโีตน , เอสเทอร เปนตน ทั้งยงัใช
ดูดความชืน้จากตวัทําละลายอินทรยีไดดวย 

 ซิลิกาเจลโดยปกติเปนกรดเล็กนอย เหมาะสําหรับแยกสารประกอบที่เปนกลางและเปน
กรด  สวนสารประกอบที่เปนเบสจะถูกดูดซับแนนเกินไปและเคลื่อนที่ชา  แตอาจแกไขโดยการ
เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด หรือไดเอธีลเอมีน (diethylamine) ในภาคเคลื่อนที ่

สวนตัวดูดซับอ่ืนๆ มีความสามารถในการดูดซับตางกัน การเรียงลําดับความสามารถ
ในการดูดซับสารหรือแอกติวติีของตัวดูดซับเปนดังนี ้
 
Alumina (Al2O3)  >  Charcoal  >  Florisil    >  Silica gel (SiO2) >   Magnesium 
carbonate หรือ Calcium  carbonate    >   Sucrose , แปง 
 

สารประกอบบางชนิดไมเสถียรตอกรดและเบส จะสลายตัวเม่ือผานตัวดูดซับที่เปนกรด
และเบส ตัวดูดซับที่เปนกรดและเบสยังอาจเรงปฏิกิริยาบางปฏิกิรยิาได เชน ไฮโดรลิซิสของ
เอสเทอร พอลิเมอไรเซชนัของออลิฟน และปฏิกิรยิาคอนเดนเซชันของแอลดิไฮดและคีโตน 
เปนตน การแยกสารประกอบดังกลาว จึงควรเลือกใชตวัดูดซับที่ไมกอใหเกิดปฏิกิริยา อัตรา 
สวนของปริมาณตัวดูดซับตอปริมาณสารตัวอยางคือ 20 : 1 แตถาเปนสารผสมซับซอนตองใช
ตัวดูดซับมากขึ้น อาจเปนอัตราสวน 50 : 1 ถึง 200 : 1 
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 4.2.2   ตัวทําละลายที่พฒันาแถบ (Developing solvent) หรือ ตัวชะ (Eluent) 
 ขอควรคํานึงถึงในการเลือกตัวทําละลายที่ใชชะสาร คือ ตัวทําละลายอาจถูกดูดซับบน

ตัวดูดซับเชนเดียวกับสาร  มันจึงอาจแขงขันกับสารในการแยงตําแหนงดูดซับ  ถาตัวทําละลาย
มีสภาพขั้วสูงกวาสารทีต่องการแยก  ตวัทําละลายนั้นสามารถไลหรอืขยับสารออกจากตําแหนง
ที่มันถูกดูดซับอยูและถูกตวัทําละลายพาเคลื่อนที่ไปอยางรวดเรว็ ดังนั้น ตัวทําละลายที่มีสภาพ
ขั้วสูงจึงไมเพียงแตละลายสาร  ยังสามารถไลทีแ่ละพาสารเคลื่อนทีไ่ปดวยกัน  ทําใหการแยก
สารไมไดผล  สวนตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ําและถาสารที่จะแยกทั้งหมดมีสภาพขั้วสูงกวาตวั
ทําละลาย  สารเหลาน้ีจะถูกดูดซับไวแนนและเคลื่อนทีช่าหรือไมเคลือ่นที่เลย 
                 ความสามารถของตัวทําละลายในการชะสารเรียงลําดับจากต่ําไปสูง 
 
         Hexane          
         Petroleum ether 
         Cyclohexane         
         Toluene 
         Benzene 
         Dichloromethane                           ความสามารถในการชะสารเพิ่มข้ึน 
           Chloroform 
         Diethyl ether          
         Ethyl acetate                                สภาพข้ัวเพ่ิมข้ึน 
         Acetone 
         Propanol 
         Ethanol 
         Methanol 

น้ํา           
 
 4.2.3   สารประกอบอินทรีย 

สารประกอบอินทรียประเภทตางๆ มีสภาพขั้วที่แตกตางกัน จึงถูกดูดซับไดแนนมาก
นอยตางกันและถูกตัวทําละลายชะออกจากคอลัมนดวยอัตราเร็วที่ตางกัน สารประกอบที่มีสภาพ
ขั้วสูง เชน กรดคารบอกซิลิกถูกดูดซับไวแนนกวาสารประกอบอินทรียอ่ืนๆ จึงถูกชะออกจาก
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สารประกอบอินทรียเรียงลําดับจากสภาพขั้วต่ําสดุจนถีงสูงสุดเปนดังน้ี 
Alkanes  ,  alkenes  , conjugated dienes และ aromatic hydrocarbons  , ethers  , alkyl 
halides ,  esters  ,  ketones  ,  aldehydes  , amines  ,  alcohols   ,   carboxylic acids ,  
amino acids 
 
 4.2.4   อันตรกิริยาระหวางตวัดูดซบักับสารประกอบอินทรีย 

อันตรกิริยาหรือแรงกระทําระหวางตวัดูดซับกับสารประกอบอินทรียมีหลายรูปแบบดังน้ี 
1.  อันตรกิรยิา van der waals  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูดซับและสารประกอบอินทรียที่มี
สภาพขั้วต่ํา (non-polar compounds)  แรงกระทําเหลาน้ีเปนแรงยดึที่ออน  สารประกอบที่มี
สภาพขั้วต่ําจึงถูกดูดซับไวไมแนน  ยกเวนสารประกอบที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงๆ 
2.  อันตรกิริยา ไดโพล-ไดโพล (Dipole-dipole interaction)  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูด
ซับที่มีขัว้และสารประกอบที่มีสภาพขั้วสงู  
3.  พันธะไฮโดรเจน เปนอันตรกิริยาระหวางสารประกอบท่ีมีหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group) 
และตัวดูดซับที่ประกอบดวยอะตอมที่มีสภาพเปนเบสในโมเลกุล เชน ออกซิเจนและไนโตรเจน  
เปนตน 
4.   อันตรกิริยาโคออดิเนต (Coordination interaction)  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูดซับ
ที่มีขัว้และสารประกอบทีเ่ปนเบสแก เชน เอมีน ซึ่งจะยึดติดกับอะลมิูนาไดแนนกวาสารประกอบ
ที่เปนเบสออน 
5.   การเกิดเกลือ  เปนอันตรกิริยาระหวางตัวดูดซับทีมี่ขั้วและสารประกอบที่เปนกรด 
 
 
 
 
                       การเกิดเกลือ                          พันธะไฮโดรเจน 
                         (กรดคารบอกซิลิก)                                (แอลกอฮอล) 
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             สารเชิงซอนโคออดิเนต                   อันตรกิริยาไดโพล-ไดโพล 
                          (เอมีน)                     (แอลดิไฮด คีโตนและสารประกอบคารบอนิลประเภทอื่น) 
 

ความแข็งแรงของอันตรกิริยาเหลาน้ีเรยีงลําดบัจากมากไปหานอยเปนดังน้ี 
การเกิดเกลือ >  อันตรกิริยาโคออดิเนต >  พันธะไฮโดรเจน ,  อันตรกิริยาไดโพล-ไดโพล  
>  อันตรกิริยา van der waals   
 

4.3      เทคนิคการแยกสารผสม โดยใชคอลมันโครมาโตกราฟ  
เทคนิคสําคัญที่เก่ียวของกบัการแยกสารผสมโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ คือ 
4.3.1 การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน  
ขนาดของคอลัมนที่ใชตองสัมพันธกับปรมิาณสารที่จะแยก ตัวดูดซับที่ใชควรมีปริมาณ  

25-30 เทาของปริมาณสารตัวอยาง ถาเปนสารผสมที่ซับซอนอาจใช 50-200 เทาของปริมาณ
สารตัวอยาง  อัตราสวนของความยาวตอเสนผาศูนยกลางของคอลัมนควรเปน 8 : 1 

กอนบรรจุสารตัวอยางในคอลัมน อุดปลายลางของคอลัมนดวยใยไหมหรือสาํลี  จากนั้น
ใสทรายที่บริสุทธิ์และละเอียดลงบนสําลี  เพ่ือปรับระดับใหเรียบ  ชั้นของทรายใชเปนฐานเพื่อ
รองรับตัวดูดซับ  และปองกันมิใหตัวดูดซับไหลลงไปอุดปลายของคอลัมน  ขั้นตอไปจึงใสตัวดูด
ซับลงในคอลัมนโดย 2 วิธีตอไปน้ี  
 
 

1.   วิธีบรรจแุบบเปยก หรือ วิธี slurry  (Wet  pack  or  Slurry method) 
บรรจุตวัทาํละลายลงในคอลมันประมาณหนึ่งในสามสวนของคอลัมน     ใสตวัทําละลายใน 

ตวัดูดซับแลวคน (สวนผสมน้ีเรียกวา slurry)  เท slurryผานกรวยลงในคอลัมนพรอมๆกบัเปดให
ตวัทําละลายไหลออกชาๆ และใชสายยางเคาะดานขางของคอลมัน การไหลของตวัทาํละลาย และ
การเคาะจะชวยใหตวัดูดซับอัดแนน ทั้งยังปองกันการเกิดฟองอากาศ (หมายเหตุ 1) เม่ือบรรจุตวั
ดูดซับทั้งหมดลงในคอลมันแลว ใชแทงแกวยาวเกลีย่ผวิของตวัดูดซับใหเรียบ ใสทรายทบัดานบน 
ของตวัดูดซับอีกชั้นหนึ่ง  คอลัมนทีบ่รรจุตวัดูดซับเรยีบรอยแลว ควรมีตวัทาํละลายเหลืออยูเหนอื 
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ทราย 
สําลี 

อลูมินา 

ทราย 

ตัวทําละลาย 

ชั้นทรายเพื่อปองกันมิใหตวัดูดซับแหง   ถาตวัดูดซับแหง    มัน 
จะหดตวัจากผนังของคอลมัน  เกิดชองวางใหอากาศเขาไปแทรก  
ได และทําใหเกิดรอยแตกแยกในชัน้ของตวัดูดซับ  จะมีผลทาํให 
ประสิทธิภาพในการแยกต่าํลง 
 

2.   วิธีบรรจแุบบแหง (Dry pack method) 
ใสตวัทําละลายในคอลัมนประมาณ 3 ใน 4 สวนของ

คอลัมน  คอยๆ เทตวัดูดซับลงไปในคอลัมนทีละนอยอยาง
ตอเน่ือง พรอมกับปลอยตวัทําละลายใหไหลออกชาๆ ใชสาย
ยางเคาะดานขางของคอลัมนขณะทีต่ัวดูดซับผานตวัทาํละลาย
ลงไป เพ่ือใหตัวดูดซับอัดแนนปราศจากฟองอากาศ (ดูหมาย
เหตุ 1)  หลงัจากใสตวัดูดซับลงไปหมดแลว เกลี่ยผิวบนของ
ตัวดูดซับใหเรยีบ ปดทับดวยทรายละเอียดอีกชั้นหน่ึง ควรมี
ตัวทําละลายเหลืออยูดานบนของทรายเพือ่ปองกันมิใหคอลัมน
แหงกอนใสสารตัวอยาง 

 

4.3.2  การใสสารตัวอยางในคอลัมน 
สารตัวอยางทีจ่ะนําเขาสูคอลัมนควรอยูในรูปสารละลายเขมขนและมีปริมาตรนอย กอน

ใสสารตวัอยาง ไขตัวทําละลายที่เหลืออยูบนชั้นทรายออกจนปร่ิมชั้นทราย ใชปเปตดูดสาร
ตัวอยางทั้งหมดใสที่ดานบนของคอลัมน แลวปลอยใหไหลลงไปจนปริ่มชั้นทรายอีกคร้ังหนึ่ง 
ใชปเปตท่ีสะอาดและแหงดูดตัวทําละลายที่ใชชะสาร(eluting solvent) ลงไปทลีะนอย  เพ่ือผลัก 
ดันใหสารตวัอยางผานเขาไปในตวัดูดซับ  เม่ือตวัทําละลาย(ตวัชะ) ไหลลงจนปริม่ชั้นทรายแลว
จึงใสตวัชะเพิม่เติมอีกทีละนอย สังเกตสีของตวัทําละลายที่อยูเหนือทรายจะคอยๆจางลง ทาํ
เชนนี้จนกระทั่งตวัทําละลายใสไมมีสี แสดงวา สารตัวอยางทั้งหมดไดถูกนําเขาสูตัวดูดซับแลว  
จากน้ัน จึงใสตัวทําละลาย(ตัวชะ)ปริมาณมากลงไป 

 

4.3.3  ขบวนการชะสาร (Elution process) 
หลักของการเลือกตวัทําละลายที่ใชเปนตวัชะ (Eluent) มีดังนี้ 

1. ตัวทําละลายที่ใชในโครมาโตกราฟควรเปนตวัทําละลายบริสุทธิ์ (reagent grade)  ถาเปนตัว
ทําละลายแบบ commercial  grade ควรทําการกลั่นใหมกอนนําไปใช 
2. เลือกตวัทําละลายที่ใหผลการแยกที่ดีบนแผน TLC 
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3. ตัวชะสารควรเปนตวัทําละลายเด่ียวหรือตัวทําละลายผสม หลีกเลีย่งการเปลี่ยนตัวทําละลาย
ที่มีสภาพขั้วตางกันอยางกะทันหัน เชน การเปลี่ยนจาก hexane เปน ether ทันทีในระหวางชะ
สารเพราะจะเกิดความรอนขึ้นและความรอนที่เกิดเพียงพอที่จะทําให ether เดือด และเกิด
ฟองอากาศขึ้นในคอลัมน  อน่ึง  อัตราการไหลของตวัทําละลายไมควรจะเร็วเกินไปจะทําใหสาร
ตัวอยางไมมีเวลาเพียงพอที่จะอยูในสมดุลกับ (equilibrate with) ตัวดูดซับขณะที่มันผานตวัดูด
ซับ แตถาอัตราการไหลของตัวทําละลายชาเกินไปจะเกิดปญหาการแพร (diffusion) ของแถบ
ของสารไปไดทุกทิศทาง  ดังน้ัน  ไมวาจะเปนกรณีไหนใน 2 กรณีดังกลาว  จะทําใหการแยกไม
ไดผลและเพ่ือปองกันการแพรของแถบไมควรตั้งคอลมันทิ้งไวขามคืน 
 

4.3.4  การรองรับสารที่ถูกชะออกและการแยกสาร 
การตรวจหาตาํแหนงของแถบสาร (visualization) เพ่ือรองรับสารเม่ือออกจากคอลัมน

มีวิธีการดังนี ้
1.   กรณีที่สารประกอบมีสี  สามารถรองรับสารไดเม่ือเห็นแถบสีเคลือ่นลงมา 
2. กรณีที่สารไมมีสี หากสารเหลาน้ันเกิดฟลูออเรสเซนสกับรังสีอัลตราไวโอเลต เราสามารถ
มองเห็นแถบไดภายใตรังสอัีลตราไวโอเลตในที่มืด 
3.  ในกรณีทีส่ารประกอบไมมีสีและไมเกิดฟลูออเรสเซนส  การชะสารเหลาน้ีควรใชกลุมตัวทํา
ละลายหรืออนุกรมของตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมขึ้นทีละนอย โดยเร่ิมตนจากตัวทําละลายที่
มีสภาพขั้วต่ําสุด (โดยปกตเิปน  hexane  หรือ  petroleum ether)  อาจมีแถบหนึ่งเคลื่อนลง
มากอนและถกูชะออกจากคอลัมน จากน้ัน ใหเปลี่ยนเปนตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมจากเดิม
เล็กนอยและคอยๆเพ่ิมขึ้นเรือ่ยๆ สารจะทยอยถูกชะออกทีละตัว  วิธีเพิ่มสภาพขั้วของตวัทํา
ละลายที่ไดผลดีที่สุดคือการใชตวัทําละลายผสม เชน เริ่มตนจาก hexane แลวเปลี่ยนเปน 
hexane : ether ในอัตราสวนดังน้ี  9 : 1 ,  8 : 2 ,  7 : 3 ,  6 : 4 , 5 : 5 ,…… เปนเชนน้ี
เรื่อยไปจนในที่สุดเปน ether บริสทุธิ์  ถาการเปลี่ยนสภาพขั้วของตัวทําละลายเปนแบบกาว
กระโดดจากต่ําไปสูงทันท ี จะทําใหสารท้ังหมดถูกชะออกพรอมกัน การรองรับสารละลายที่
ออกมาใหรองรับเปนสวนๆ แตละสวนมีปริมาตรเทากัน  นําแตละสวนมาตรวจสอบดวย Thin-
layer chromatography (TLC)  สวนใดที่พิสูจนดวย TLC แลววาเปนสารตวัเดียวกัน ใหเท
รวมกันและแยกสารออกโดยระเหยตัวทําละลายออกไป 
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4.4  การสกัดเบตา-แคโรทีนจากผัก 
แคโรทีนอยดเปนรงควตัถุสเีหลืองหรือสมพบในพืช เชน ผัก ผลไมและใบไม  สีเหลาน้ี

เกิดจากระบบคอนจูเกต (conjugated system) ที่อยูในโมเลกลุของสาร แคโรทีนอยดหลาย
ชนิดในพืชเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน  เชน เบตา-แคโรทีน ซึง่มีสูตรโครงสรางดังน้ี  

 

  
β -Carotene 

 
ในการทดลองแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก ขัน้แรกคือ การสกัดรงควตัถุจากผักโดยใชตวัทาํ

ละลายผสม petroleum ether-acetone (อัตราสวน 1 : 1 โดยปริมาตร) (หมายเหตุ 2)  นํา
สารละลายที่ไดมาลางดวยน้าํเพ่ือกําจัดอะซิโตนและสารอื่นที่ละลายนํ้า แยกชั้นสารละลายอินทรีย 
นําสารละลายดังกลาวมาทําใหแหงปราศจากนํ้า และระเหยตวัทําละลายอินทรยีออกเพื่อทําใหเปน
สารละลายเขมขน นําสารละลายท่ีไดนี้มาผานคอลัมนทีมี่อะลูมินาเปนตวัดูดซับ  เบตา-แคโรทีน
จะถกูชะออกจากคอลัมนโดยใช  2% acetone ใน  petroleum ether เปนตวัชะ 
 
หมายเหตุ 1 ในระหวางการบรรจุตวัดูดซับ ถามีฟองอากาศเกิดขึ้นใหใชสําลีหรือทิชชูชุบอะซิโตน
หรืออีเทอรบิดหมาดๆ หุมรอบๆ บริเวณที่มีฟองอากาศ แลวทิ้งไวระยะเวลาหนึ่ง การระเหยของ
ตวัทําละลายทีมี่จุดเดือดต่ําจะทําใหตวัดูดซับเย็นลง เกิดการหดตวัและไลฟองอากาศออกไป  แต
ถาฟองอากาศอยูไมลึกจากดานบน  อาจใชแทงแกวยาวคนตวัดูดซับแรงๆ พรอมกับเคาะดานขาง
ของคอลัมนใหตวัดูดซับลงมาอัดแนนอีกครั้งหน่ึง 
หมายเหตุ 2 ความจริงอะซิโตนเปนสารละลายที่ดีที่สุดในการสกัดรงควัตถุจากผัก แตสารละลาย
ที่ไดจากการสกัดมักมีสารแขวนลอยอยู ตองกรองสารแขวนลอยออกเพื่อใหสารละลายใส จึงใช
ตัวทําละลายผสม acetone-petroleum ether ที่มีอัตราสวนเหมาะสม ถาตัวทําละลายผสมมี 
acetone มากเกินไป  จะมีสารแขวนลอย แตถามี petroleum ether มากเกินไป จะทําใหการสกัด
มีประสิทธิภาพต่ํา ดังนั้น อัตราสวนของตัวทําละลายผสมที่ดีที่สุดคือ 1 : 1 โดยปริมาตร 
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การทดลองที่  4 
คอลัมนโครมาโตกราฟ :  การแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก 

 

วิธีทดลอง 
การสกัดรงควัตถุในผัก 
ชั่งผักประมาณ 15 กรัม ห่ันผักเปนชิ้นเล็กๆ บดใหละเอียดโดยใชครก หรือเคร่ืองบด 

(ถัาบดในครก ใหใสทรายเลก็นอยเพ่ือชวยใหเน้ือเยื่อผักเปอย)  ใสตวัทําละลายผสม acetone-
petroleum ether (1 : 1) ประมาณ 30 มิลลิลติรเพ่ือละลายรงควตัถุในผัก ใชครกหรือชอนบด
ขยี้ผักใหเปอยเพ่ือใหรงควตัถุออกจากผักและละลายในตัวทําละลาย สารละลายของรงควตัถุ
ควรมีสีเขียวคล้ํา ทําการสกัดดวยตวัทาํละลายผสมอีก 2 คร้ังๆ ละ 30 มิลลิลติร แลวนําสาร 
ละลายมาเทรวมกัน ใสสารละลายทั้งหมดในกรวยแยก (พยายามกันมิใหเศษผักหลนเขาไปใน
กรวยแยก เพราะเศษผักจะไปอุดรูดานลางของกรวยแยก) ใสน้ําลงไปเขยากับสารละลายนี้ 3 
คร้ังๆ ละ 20 มิลลิลติร แลวไขชั้นนํ้าทิ้งไป (การลางสารละลาย 3 คร้ังจะชวยกําจัด acetone) 
นําสารละลายที่ไดมาใส anhydrous Na2SO4 เพ่ือกําจัดนํ้าที่หลงเหลืออยู ใชแทงแกวคนสาร 
ละลายสังเกตดูวา สารละลายใสไมมีคราบน้ําแลวจึงกรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก นําสาร 
ละลายที่ไดมาตมไลตวัทําละลายในตูควันจนเหลือปริมาตรประมาณ 2–3 มิลลิลติร เทสาร 
ละลายในหลอดแกว  สารละลายเขมขนนี้ประกอบดวยรงควตัถุหลายชนิด นําสารละลายนี้ไป
แยกเบตา-แคโรทีนออกโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 

การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน 
ใชคอลัมนทีแ่หงและสะอาด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 ซม. ยาวประมาณ  25 -30 ซม. 

ชั่งอะลูมินาประมาณ 13  กรัม ใส petroleum ether ในอะลูมินา กวนใหเปน slurry แลวจึงเทลงใน
คอลัมน (ดูรายละเอียดในหัวขอ 4.3.1) เม่ือบรรจุอะลูมินาทั้งหมดในคอลัมนแลว  เกลีย่ผวิบนให
เรียบ ใส anhydrous Na2SO4 ที่ดานบนของอะลูมินาสงูประมาณ 1 ซม. และตามดวยทรายอีก
ชั้นหนึ่ง ปลอยใหสารละลายไหลออกจนเหลือความสูงประมาณ 1 ซม.แลวปด  คอลัมนดังกลาว
เปนคอลมันทีพ่รอมสําหรบัแยกสาร 
 
 

  CM 328 42 



การใสสารตัวอยางและการชะสาร 
กอนใสสารตวัอยางในคอลัมน  ใหเตรียม 50 มิลลิลิตรของตัวทําละลาย 2% acetone 

ใน petroleum ether และเตรียมปเปตทีแ่หงและสะอาด 2 อัน ปลอยตัวทําละลาย petroleum 
ether ใหไหลออกจนปริ่มชั้นทราย ใชปเปตดูดสารตัวอยางทีเ่ตรยีมไวทั้งหมดลงไปในคอลัมน 
รอใหสารตวัอยางไหลลงไปจนปริ่มชั้นทราย ใชปเปตอีกอันหน่ึง ดูดตัวทําละลาย 2% acetone 
ใน petroleum ether (ตัวชะ) ประมาณ 1 มิลลลิติรหรือนอยกวาใสลงไปทันที (อยาปลอยให
ของเหลวเหนอืทรายแหงเด็ดขาด ! ) ตัวชะจะพาสารตวัอยางที่เหลือเล็กนอยใหเขาไปในตวัดูด
ซับ เม่ือตวัทําละลายไหลลงจนปริ่มชั้นทรายอีกคร้ังหนึ่ง ใหดูดตัวชะอีกประมาณ 1 มิลลลิิตรใส
ลงไป  ทําเชนน้ีหลายครัง้ จะเห็นตัวทําละลายซึ่งมีสีเขียวเขมในตอนแรกคอยๆจางลงเรื่อยๆ 
จนในที่สุดจะไมมีสี  เม่ือถึงจุดน้ี จึงดูดตัวชะปริมาณมากลงไปในคอลัมน เม่ือสารตัวอยางเขาสู
ตัวดูดซับ จะเห็นแถบสีเหลอืงปรากฏ และคอยๆ เคลือ่นที่ลงมา  สวนรงควัตถอ่ืุนซึ่งมองเห็น
เปนสีเขยีวจะติดอยูดานบนของตัวดูดซับ ไมเคลื่อนทีล่งมา เม่ือแถบสีเหลืองเคลื่อนลงมาถึง
ดานลางของคอลัมน ใหรองรับดวย flask ขนาด 250 มิลลลิิตรจนแถบสีเหลืองถูกชะออกหมด 

นําสารละลายเบตา-แคโรทนีที่ไดไปวัดดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ชวงความยาว
คลื่น 370–530 นาโนเมตร ใสสารละลายเบตา-แคโรทีนในหลอดบรรจุสารและใช petroleum 
ether เปน blank ถา absorbance ไมอยูในชวง 0.8–1.0 ตองทําสารละลายใหเจือจางลง (ไม
จําเปนตองทราบความเขมขนที่แทจริงของสารละลาย 

Electronic absorption spectrum ของเบตา-แคโรทีนใน petroleum ether แสดงอยูใน
รูปที่ 4.1 

  
รูปที่ 4.1   Electronic absorption spectrum ของเบตา-แคโรทีนใน petroleum ether 
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คําถามทายบท 
 
1.   จงแนะตัวดูดซับและตวัทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารผสมตอไปน้ีโดยคอลัมนโครมา

โตกราฟ 
      CH3 CH2 COOH  ,  CH3 CH2 CH2OH   ,   CH3 (CH2)5 CH3 
2.   จงบอกชนิดของตวดูดซับที่ทานเลือกเพ่ือแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก 
3.   จงบอกเหตุผลที่ไมควรใชตวัทําละลายตอไปน้ีในการแยกสารผสม 
 ก. ใชัตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วสูงกวาสารทุกตวัที่อยูในสารผสม 
 ข. ใชัตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ํากวาสารทุกตวัที่อยูในสารผสม 
4.   จงยกตัวอยางผักและผลไมที่เปนแหลงของเบตา-แคโรทีนมาสกั 6 อยาง 
5.   เบตา-แคโรทีนมีประโยชนอยางไรในเชิงโภชนาการ 

ทานคดิวาจะเกิดอะไรขึ้น ถาสารตัวอยางที่นําเขาสูคอลัมนไมแหง (ยังคงมีน้ําหลงเหลืออยู)  
จงอธิบายและใหเหตุผล 

6.   

7.   จงบอกระบบตัวทําละลายที่ใชในแตละขั้นตอนของการทดลองนี้ 
  ก.  ใชสกัดรงควตัถุออกจากผักใบเขียว 
  ข.  ใชบรรจตุวัดูดซับในคอลัมน 
  ค.  ใชชะเบตา-แคโรทีนออกจากคอลัมน 
8. ในการบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน หากมีฟองอากาศเกิดขึ้นในชัน้ของตัวดูดซับ ควรแกไข

อยางไร  
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