
 
 
 

 
4.1    บทนํา 

โครมาโตกราฟ เปนเทคนิคการแยกสารประกอบตางชนิดกันออกจากกัน โดยอาศัย
ความแตกตางในการกระจายตัวของสารประกอบในภาคนิ่ง (stationary phase) และภาค
เคลื่อนที่ (mobile phase)  ถาภาคน่ิงถกูบรรจุอยูในคอลัมน  เรียกวา คอลัมนโครมาโตกราฟ   
แตภาคน่ิงถูกนําไปเคลือบบนแผนแกวหรือแผนพลาสติก เรียกวา thin-layer chromatography 
(TLC) ภาคนิ่งอาจเปนของแข็งหรือของเหลวที่เกาะเปนฟลมบางๆ รอบอนุภาคยึด (solid  
support)   สวนภาคเคลื่อนที่อาจเปนของเหลวหรือกาซ 
  
 พารทิชันโครมาโตกราฟ (Partition  Chromatography) 

โครมาโตกราฟแบบน้ี มีภาคน่ิงเปนฟลมบางๆ ของของเหลว ที่เคลือบผิวหนาของ
อนุภาคยึด ถาภาคเคลื่อนที่เปนกาซ เรียกวา gas-liquid chromatography (GLC หรือ GC)   แต
ถาภาคเคลื่อนที่เปนของเหลว เรียกวา liquid-liquid chromatography ตัวอยางไดแก paper  
chromatography 
  
            แอดซอรปชันโครมาโตกราฟ (Adsorption chromatography) 

โครมาโตกราฟแบบนี้  มีภาคน่ิงเปนของแข็งไดแก ตัวดูดซับ (adsorbent)  และมีภาค
เคลื่อนที่เปนของเหลว  จึงอาจเรียกวา  solid-liquid adsorption chromatography   ตัวอยาง
ไดแก  คอลัมนโครมาโตกราฟ และทินเลเยอรโครมาโตกราฟ 
 

4.2    คอลัมนโครมาโตกราฟ  (Column chromatography) 
ในคอลัมนโครมาโตกราฟ ตวัดูดซับ (ภาคน่ิง) ซึ่งเปนของแข็งจะถูกบรรจุอยูในคอลัมน  

สวนภาคเคลือ่นที่เปนตวัทาํละลายซึ่งจะพาสารเคลื่อนที่ผานตวัดูดซับ ถาสารทีเ่คลื่อนที่ผานตวั
ดูดซับมีหลายชนิดและมีสภาพขั้วแตกตางกันจะถูกดูดซับในระดับตางกัน สารใดถูกดูดซับไว
แนนและละลายในตวัทําละลายไดนอย จะเคลื่อนทีช่า สวนสารใดที่ถกูดูดซับไมแนน จะถูกตวั

บทที่  4 
คอลัมนโครมาโตกราฟ 
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 4.2.1     ตัวดดูซับ (Adsorbent) 

ตวัดูดซับที่ใชกันทัว่ไป ไดแก อะลูมินา (alumina) , ซิลิกา เจล (silica gel) ,  ฟลอริซิล 
(Florisil) , ถาน (charcoal) , แมกนเีซียมออกไซม (magnesium oxide) , แปงและน้าํตาล  เปนตน  
แตตวัดูดซับทีน่ักเคมีอินทรยีนิยมใชกันมากไดแก อะลมิูนาและซิลิกาเจล 

อะลูมินาดูดซับสารประกอบอินทรียไดแนนกวาซิลิกาเจลและแอกติฟ (active) กวาดวย  
โดยทั่วไป อะลูมินาใชสําหรับแยกสารประกอบอินทรียที่มีสภาพขั้วต่ําสุดจนถึงสภาพขั้วปาน
กลาง  สวนซิลิกาเจลใชแยกสารประกอบอินทรียที่มีสภาพขั้วสูงและเปนกลาง แอกติวิตีของ
อะลูมินาและซิลิกาเจลขึ้นกับปริมาณน้ําที่อยูในตัวดูดซับน้ัน ตัวดูดซับที่ที่มีปริมาณน้ํานอยที่สุด
จะแอกติฟที่สุด 

อะลูมินาอาจจําแนกออกไดเปน 5 เกรด (grade)  อะลูมินาแตละเกรดมีปริมาณนํ้าแตกตาง
กันดังน้ี  

 
เกรดของอะลูมินา นํ้าในอะลูมินา(%โดยนํ้าหนัก) 

I 0 
II 3 
III 6 
IV 10 
V 15 

 
อะลูมินาเกรด I แอกติฟที่สุด (มีน้ํานอยที่สุด) เตรยีมไดโดยการอบขจัดนํ้าที่ 380-

400OC เปนเวลา 3 ชัว่โมง  สวนอะลูมินาเกรดอ่ืนๆ เตรียมไดโดยการเติมนํ้าในอะลูมินาเกรด I  
วิธีเตรียมคือ  เติมนํ้าในอะลูมินาเกรด I แลวเขยาเปนเวลาหลายชัว่โมง เพ่ือใหน้ํากระจายทั่ว
อนุภาคอะลูมินา 

อะลูมินาเกรดสูงๆ ใชแยกสารที่มีสภาพขั้วต่ํา สวนอะลูมินาเกรดต่ําๆ ใชแยกสารที่มี
สภาพขั้วสูง อะลูมินาเกรด I มีแอกติวิตีในการดูดซับสูงมาก จึงอาจเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน 
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อะลูมินาทีผ่ลติขายมี 3 แบบ คือ อะลมิูนาที่มีสภาพขั้วเปนดาง(pH 10) อะลูมินาที่มี
สภาพขัว้เปนกลาง (pH 7.5) และอะลูมินาที่มีสภาพขัว้เปนกรด (pH 4)  สารประกอบทีเ่ปนกรด 
จะถกูดูดซับอยางแนนหนาโดยตวัดูดซับทีเ่ปนเบส สวนสารประกอบที่เปนเบสจะถกูดูดซับอยาง
แนนหนาโดยตวัดูดซับที่เปนกรด กรณีเหลาน้ีทําใหสารถูกดูดซับแนนเกินไป ไมสามารถเคลื่อนที่
หรือถูกชะออกจากคอลัมน ดังนั้น การแยกสารประกอบทีเ่ปนกรดแกและเบสแก จะตองใชตวัดูด
ซับทีเ่ปนกรดและเบสตามลาํดับ ตวัอยางเชน อะลูมินาสภาพกรดใชแยกสารประกอบประเภทกรด 
เชน กรดคารบอกซลิิกและกรดอะมิโน เปนตน  สวนอะลูมินาสภาพเบสใชแยกสารประกอบที่เปน
เบส เชน เอมีน เปนตน  สวนอะลูมินาสภาพเปนกลางก็ใชแยกสารประกอบที่เปนกลาง และสาร 
ประกอบทีว่องไวตอปฏิกิรยิาภายใตสภาวะกรดและเบส เชน คโีตน , เอสเทอร เปนตน ทั้งยงัใช
ดูดความชืน้จากตวัทําละลายอินทรยีไดดวย 

 ซิลิกาเจลโดยปกติเปนกรดเล็กนอย เหมาะสําหรับแยกสารประกอบที่เปนกลางและเปน
กรด  สวนสารประกอบที่เปนเบสจะถูกดูดซับแนนเกินไปและเคลื่อนที่ชา  แตอาจแกไขโดยการ
เติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด หรือไดเอธีลเอมีน (diethylamine) ในภาคเคลื่อนที ่

สวนตัวดูดซับอ่ืนๆ มีความสามารถในการดูดซับตางกัน การเรียงลําดับความสามารถ
ในการดูดซับสารหรือแอกติวติีของตัวดูดซับเปนดังนี ้
 
Alumina (Al2O3)  >  Charcoal  >  Florisil    >  Silica gel (SiO2) >   Magnesium 
carbonate หรือ Calcium  carbonate    >   Sucrose , แปง 
 

สารประกอบบางชนิดไมเสถียรตอกรดและเบส จะสลายตัวเม่ือผานตัวดูดซับที่เปนกรด
และเบส ตัวดูดซับที่เปนกรดและเบสยังอาจเรงปฏิกิริยาบางปฏิกิรยิาได เชน ไฮโดรลิซิสของ
เอสเทอร พอลิเมอไรเซชนัของออลิฟน และปฏิกิรยิาคอนเดนเซชันของแอลดิไฮดและคีโตน 
เปนตน การแยกสารประกอบดังกลาว จึงควรเลือกใชตวัดูดซับที่ไมกอใหเกิดปฏิกิริยา อัตรา 
สวนของปริมาณตัวดูดซับตอปริมาณสารตัวอยางคือ 20 : 1 แตถาเปนสารผสมซับซอนตองใช
ตัวดูดซับมากขึ้น อาจเปนอัตราสวน 50 : 1 ถึง 200 : 1 
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 4.2.2   ตัวทําละลายที่พฒันาแถบ (Developing solvent) หรือ ตัวชะ (Eluent) 
 ขอควรคํานึงถึงในการเลือกตัวทําละลายที่ใชชะสาร คือ ตัวทําละลายอาจถูกดูดซับบน

ตัวดูดซับเชนเดียวกับสาร  มันจึงอาจแขงขันกับสารในการแยงตําแหนงดูดซับ  ถาตัวทําละลาย
มีสภาพขั้วสูงกวาสารทีต่องการแยก  ตวัทําละลายนั้นสามารถไลหรอืขยับสารออกจากตําแหนง
ที่มันถูกดูดซับอยูและถูกตวัทําละลายพาเคลื่อนที่ไปอยางรวดเรว็ ดังนั้น ตัวทําละลายที่มีสภาพ
ขั้วสูงจึงไมเพียงแตละลายสาร  ยังสามารถไลทีแ่ละพาสารเคลื่อนทีไ่ปดวยกัน  ทําใหการแยก
สารไมไดผล  สวนตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ําและถาสารที่จะแยกทั้งหมดมีสภาพขั้วสูงกวาตวั
ทําละลาย  สารเหลาน้ีจะถูกดูดซับไวแนนและเคลื่อนทีช่าหรือไมเคลือ่นที่เลย 
                 ความสามารถของตัวทําละลายในการชะสารเรียงลําดับจากต่ําไปสูง 
 
         Hexane          
         Petroleum ether 
         Cyclohexane         
         Toluene 
         Benzene 
         Dichloromethane                           ความสามารถในการชะสารเพิ่มข้ึน 
           Chloroform 
         Diethyl ether          
         Ethyl acetate                                สภาพข้ัวเพ่ิมข้ึน 
         Acetone 
         Propanol 
         Ethanol 
         Methanol 

น้ํา           
 
 4.2.3   สารประกอบอินทรีย 

สารประกอบอินทรียประเภทตางๆ มีสภาพขั้วที่แตกตางกัน จึงถูกดูดซับไดแนนมาก
นอยตางกันและถูกตัวทําละลายชะออกจากคอลัมนดวยอัตราเร็วที่ตางกัน สารประกอบที่มีสภาพ
ขั้วสูง เชน กรดคารบอกซิลิกถูกดูดซับไวแนนกวาสารประกอบอินทรียอ่ืนๆ จึงถูกชะออกจาก
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สารประกอบอินทรียเรียงลําดับจากสภาพขั้วต่ําสดุจนถีงสูงสุดเปนดังน้ี 
Alkanes  ,  alkenes  , conjugated dienes และ aromatic hydrocarbons  , ethers  , alkyl 
halides ,  esters  ,  ketones  ,  aldehydes  , amines  ,  alcohols   ,   carboxylic acids ,  
amino acids 
 
 4.2.4   อันตรกิริยาระหวางตวัดูดซบักับสารประกอบอินทรีย 

อันตรกิริยาหรือแรงกระทําระหวางตวัดูดซับกับสารประกอบอินทรียมีหลายรูปแบบดังน้ี 
1.  อันตรกิรยิา van der waals  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูดซับและสารประกอบอินทรียที่มี
สภาพขั้วต่ํา (non-polar compounds)  แรงกระทําเหลาน้ีเปนแรงยดึที่ออน  สารประกอบที่มี
สภาพขั้วต่ําจึงถูกดูดซับไวไมแนน  ยกเวนสารประกอบที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงๆ 
2.  อันตรกิริยา ไดโพล-ไดโพล (Dipole-dipole interaction)  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูด
ซับที่มีขัว้และสารประกอบที่มีสภาพขั้วสงู  
3.  พันธะไฮโดรเจน เปนอันตรกิริยาระหวางสารประกอบท่ีมีหมูไฮดรอกซิล (hydroxyl  group) 
และตัวดูดซับที่ประกอบดวยอะตอมที่มีสภาพเปนเบสในโมเลกุล เชน ออกซิเจนและไนโตรเจน  
เปนตน 
4.   อันตรกิริยาโคออดิเนต (Coordination interaction)  เปนอันตรกิริยาระหวางตวัดูดซับ
ที่มีขัว้และสารประกอบทีเ่ปนเบสแก เชน เอมีน ซึ่งจะยึดติดกับอะลมิูนาไดแนนกวาสารประกอบ
ที่เปนเบสออน 
5.   การเกิดเกลือ  เปนอันตรกิริยาระหวางตัวดูดซับทีมี่ขั้วและสารประกอบที่เปนกรด 
 
 
 
 
                       การเกิดเกลือ                          พันธะไฮโดรเจน 
                         (กรดคารบอกซิลิก)                                (แอลกอฮอล) 
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             สารเชิงซอนโคออดิเนต                   อันตรกิริยาไดโพล-ไดโพล 
                          (เอมีน)                     (แอลดิไฮด คีโตนและสารประกอบคารบอนิลประเภทอื่น) 
 

ความแข็งแรงของอันตรกิริยาเหลาน้ีเรยีงลําดบัจากมากไปหานอยเปนดังน้ี 
การเกิดเกลือ >  อันตรกิริยาโคออดิเนต >  พันธะไฮโดรเจน ,  อันตรกิริยาไดโพล-ไดโพล  
>  อันตรกิริยา van der waals   
 

4.3      เทคนิคการแยกสารผสม โดยใชคอลมันโครมาโตกราฟ  
เทคนิคสําคัญที่เก่ียวของกบัการแยกสารผสมโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ คือ 
4.3.1 การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน  
ขนาดของคอลัมนที่ใชตองสัมพันธกับปรมิาณสารที่จะแยก ตัวดูดซับที่ใชควรมีปริมาณ  

25-30 เทาของปริมาณสารตัวอยาง ถาเปนสารผสมที่ซับซอนอาจใช 50-200 เทาของปริมาณ
สารตัวอยาง  อัตราสวนของความยาวตอเสนผาศูนยกลางของคอลัมนควรเปน 8 : 1 

กอนบรรจุสารตัวอยางในคอลัมน อุดปลายลางของคอลัมนดวยใยไหมหรือสาํลี  จากนั้น
ใสทรายที่บริสุทธิ์และละเอียดลงบนสําลี  เพ่ือปรับระดับใหเรียบ  ชั้นของทรายใชเปนฐานเพื่อ
รองรับตัวดูดซับ  และปองกันมิใหตัวดูดซับไหลลงไปอุดปลายของคอลัมน  ขั้นตอไปจึงใสตัวดูด
ซับลงในคอลัมนโดย 2 วิธีตอไปน้ี  
 
 

1.   วิธีบรรจแุบบเปยก หรือ วิธี slurry  (Wet  pack  or  Slurry method) 
บรรจุตวัทาํละลายลงในคอลมันประมาณหนึ่งในสามสวนของคอลัมน     ใสตวัทําละลายใน 

ตวัดูดซับแลวคน (สวนผสมน้ีเรียกวา slurry)  เท slurryผานกรวยลงในคอลัมนพรอมๆกบัเปดให
ตวัทําละลายไหลออกชาๆ และใชสายยางเคาะดานขางของคอลมัน การไหลของตวัทาํละลาย และ
การเคาะจะชวยใหตวัดูดซับอัดแนน ทั้งยังปองกันการเกิดฟองอากาศ (หมายเหตุ 1) เม่ือบรรจุตวั
ดูดซับทั้งหมดลงในคอลมันแลว ใชแทงแกวยาวเกลีย่ผวิของตวัดูดซับใหเรียบ ใสทรายทบัดานบน 
ของตวัดูดซับอีกชั้นหนึ่ง  คอลัมนทีบ่รรจุตวัดูดซับเรยีบรอยแลว ควรมีตวัทาํละลายเหลืออยูเหนอื 
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ทราย 
สําลี 

อลูมินา 

ทราย 

ตัวทําละลาย 

ชั้นทรายเพื่อปองกันมิใหตวัดูดซับแหง   ถาตวัดูดซับแหง    มัน 
จะหดตวัจากผนังของคอลมัน  เกิดชองวางใหอากาศเขาไปแทรก  
ได และทําใหเกิดรอยแตกแยกในชัน้ของตวัดูดซับ  จะมีผลทาํให 
ประสิทธิภาพในการแยกต่าํลง 
 

2.   วิธีบรรจแุบบแหง (Dry pack method) 
ใสตวัทําละลายในคอลัมนประมาณ 3 ใน 4 สวนของ

คอลัมน  คอยๆ เทตวัดูดซับลงไปในคอลัมนทีละนอยอยาง
ตอเน่ือง พรอมกับปลอยตวัทําละลายใหไหลออกชาๆ ใชสาย
ยางเคาะดานขางของคอลัมนขณะทีต่ัวดูดซับผานตวัทาํละลาย
ลงไป เพ่ือใหตัวดูดซับอัดแนนปราศจากฟองอากาศ (ดูหมาย
เหตุ 1)  หลงัจากใสตวัดูดซับลงไปหมดแลว เกลี่ยผิวบนของ
ตัวดูดซับใหเรยีบ ปดทับดวยทรายละเอียดอีกชั้นหน่ึง ควรมี
ตัวทําละลายเหลืออยูดานบนของทรายเพือ่ปองกันมิใหคอลัมน
แหงกอนใสสารตัวอยาง 

 

4.3.2  การใสสารตัวอยางในคอลัมน 
สารตัวอยางทีจ่ะนําเขาสูคอลัมนควรอยูในรูปสารละลายเขมขนและมีปริมาตรนอย กอน

ใสสารตวัอยาง ไขตัวทําละลายที่เหลืออยูบนชั้นทรายออกจนปร่ิมชั้นทราย ใชปเปตดูดสาร
ตัวอยางทั้งหมดใสที่ดานบนของคอลัมน แลวปลอยใหไหลลงไปจนปริ่มชั้นทรายอีกคร้ังหนึ่ง 
ใชปเปตท่ีสะอาดและแหงดูดตัวทําละลายที่ใชชะสาร(eluting solvent) ลงไปทลีะนอย  เพ่ือผลัก 
ดันใหสารตวัอยางผานเขาไปในตวัดูดซับ  เม่ือตวัทําละลาย(ตวัชะ) ไหลลงจนปริม่ชั้นทรายแลว
จึงใสตวัชะเพิม่เติมอีกทีละนอย สังเกตสีของตวัทําละลายที่อยูเหนือทรายจะคอยๆจางลง ทาํ
เชนนี้จนกระทั่งตวัทําละลายใสไมมีสี แสดงวา สารตัวอยางทั้งหมดไดถูกนําเขาสูตัวดูดซับแลว  
จากน้ัน จึงใสตัวทําละลาย(ตัวชะ)ปริมาณมากลงไป 

 

4.3.3  ขบวนการชะสาร (Elution process) 
หลักของการเลือกตวัทําละลายที่ใชเปนตวัชะ (Eluent) มีดังนี้ 

1. ตัวทําละลายที่ใชในโครมาโตกราฟควรเปนตวัทําละลายบริสุทธิ์ (reagent grade)  ถาเปนตัว
ทําละลายแบบ commercial  grade ควรทําการกลั่นใหมกอนนําไปใช 
2. เลือกตวัทําละลายที่ใหผลการแยกที่ดีบนแผน TLC 
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3. ตัวชะสารควรเปนตวัทําละลายเด่ียวหรือตัวทําละลายผสม หลีกเลีย่งการเปลี่ยนตัวทําละลาย
ที่มีสภาพขั้วตางกันอยางกะทันหัน เชน การเปลี่ยนจาก hexane เปน ether ทันทีในระหวางชะ
สารเพราะจะเกิดความรอนขึ้นและความรอนที่เกิดเพียงพอที่จะทําให ether เดือด และเกิด
ฟองอากาศขึ้นในคอลัมน  อน่ึง  อัตราการไหลของตวัทําละลายไมควรจะเร็วเกินไปจะทําใหสาร
ตัวอยางไมมีเวลาเพียงพอที่จะอยูในสมดุลกับ (equilibrate with) ตัวดูดซับขณะที่มันผานตวัดูด
ซับ แตถาอัตราการไหลของตัวทําละลายชาเกินไปจะเกิดปญหาการแพร (diffusion) ของแถบ
ของสารไปไดทุกทิศทาง  ดังน้ัน  ไมวาจะเปนกรณีไหนใน 2 กรณีดังกลาว  จะทําใหการแยกไม
ไดผลและเพ่ือปองกันการแพรของแถบไมควรตั้งคอลมันทิ้งไวขามคืน 
 

4.3.4  การรองรับสารที่ถูกชะออกและการแยกสาร 
การตรวจหาตาํแหนงของแถบสาร (visualization) เพ่ือรองรับสารเม่ือออกจากคอลัมน

มีวิธีการดังนี ้
1.   กรณีที่สารประกอบมีสี  สามารถรองรับสารไดเม่ือเห็นแถบสีเคลือ่นลงมา 
2. กรณีที่สารไมมีสี หากสารเหลาน้ันเกิดฟลูออเรสเซนสกับรังสีอัลตราไวโอเลต เราสามารถ
มองเห็นแถบไดภายใตรังสอัีลตราไวโอเลตในที่มืด 
3.  ในกรณีทีส่ารประกอบไมมีสีและไมเกิดฟลูออเรสเซนส  การชะสารเหลาน้ีควรใชกลุมตัวทํา
ละลายหรืออนุกรมของตัวทําละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมขึ้นทีละนอย โดยเร่ิมตนจากตัวทําละลายที่
มีสภาพขั้วต่ําสุด (โดยปกตเิปน  hexane  หรือ  petroleum ether)  อาจมีแถบหนึ่งเคลื่อนลง
มากอนและถกูชะออกจากคอลัมน จากน้ัน ใหเปลี่ยนเปนตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วเพ่ิมจากเดิม
เล็กนอยและคอยๆเพ่ิมขึ้นเรือ่ยๆ สารจะทยอยถูกชะออกทีละตัว  วิธีเพิ่มสภาพขั้วของตวัทํา
ละลายที่ไดผลดีที่สุดคือการใชตวัทําละลายผสม เชน เริ่มตนจาก hexane แลวเปลี่ยนเปน 
hexane : ether ในอัตราสวนดังน้ี  9 : 1 ,  8 : 2 ,  7 : 3 ,  6 : 4 , 5 : 5 ,…… เปนเชนน้ี
เรื่อยไปจนในที่สุดเปน ether บริสทุธิ์  ถาการเปลี่ยนสภาพขั้วของตัวทําละลายเปนแบบกาว
กระโดดจากต่ําไปสูงทันท ี จะทําใหสารท้ังหมดถูกชะออกพรอมกัน การรองรับสารละลายที่
ออกมาใหรองรับเปนสวนๆ แตละสวนมีปริมาตรเทากัน  นําแตละสวนมาตรวจสอบดวย Thin-
layer chromatography (TLC)  สวนใดที่พิสูจนดวย TLC แลววาเปนสารตวัเดียวกัน ใหเท
รวมกันและแยกสารออกโดยระเหยตัวทําละลายออกไป 
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4.4  การสกัดเบตา-แคโรทีนจากผัก 
แคโรทีนอยดเปนรงควตัถุสเีหลืองหรือสมพบในพืช เชน ผัก ผลไมและใบไม  สีเหลาน้ี

เกิดจากระบบคอนจูเกต (conjugated system) ที่อยูในโมเลกลุของสาร แคโรทีนอยดหลาย
ชนิดในพืชเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน  เชน เบตา-แคโรทีน ซึง่มีสูตรโครงสรางดังน้ี  

 

  
β -Carotene 

 
ในการทดลองแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก ขัน้แรกคือ การสกัดรงควตัถุจากผักโดยใชตวัทาํ

ละลายผสม petroleum ether-acetone (อัตราสวน 1 : 1 โดยปริมาตร) (หมายเหตุ 2)  นํา
สารละลายที่ไดมาลางดวยน้าํเพ่ือกําจัดอะซิโตนและสารอื่นที่ละลายนํ้า แยกชั้นสารละลายอินทรีย 
นําสารละลายดังกลาวมาทําใหแหงปราศจากนํ้า และระเหยตวัทําละลายอินทรยีออกเพื่อทําใหเปน
สารละลายเขมขน นําสารละลายท่ีไดนี้มาผานคอลัมนทีมี่อะลูมินาเปนตวัดูดซับ  เบตา-แคโรทีน
จะถกูชะออกจากคอลัมนโดยใช  2% acetone ใน  petroleum ether เปนตวัชะ 
 
หมายเหตุ 1 ในระหวางการบรรจุตวัดูดซับ ถามีฟองอากาศเกิดขึ้นใหใชสําลีหรือทิชชูชุบอะซิโตน
หรืออีเทอรบิดหมาดๆ หุมรอบๆ บริเวณที่มีฟองอากาศ แลวทิ้งไวระยะเวลาหนึ่ง การระเหยของ
ตวัทําละลายทีมี่จุดเดือดต่ําจะทําใหตวัดูดซับเย็นลง เกิดการหดตวัและไลฟองอากาศออกไป  แต
ถาฟองอากาศอยูไมลึกจากดานบน  อาจใชแทงแกวยาวคนตวัดูดซับแรงๆ พรอมกับเคาะดานขาง
ของคอลัมนใหตวัดูดซับลงมาอัดแนนอีกครั้งหน่ึง 
หมายเหตุ 2 ความจริงอะซิโตนเปนสารละลายที่ดีที่สุดในการสกัดรงควัตถุจากผัก แตสารละลาย
ที่ไดจากการสกัดมักมีสารแขวนลอยอยู ตองกรองสารแขวนลอยออกเพื่อใหสารละลายใส จึงใช
ตัวทําละลายผสม acetone-petroleum ether ที่มีอัตราสวนเหมาะสม ถาตัวทําละลายผสมมี 
acetone มากเกินไป  จะมีสารแขวนลอย แตถามี petroleum ether มากเกินไป จะทําใหการสกัด
มีประสิทธิภาพต่ํา ดังนั้น อัตราสวนของตัวทําละลายผสมที่ดีที่สุดคือ 1 : 1 โดยปริมาตร 
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การทดลองที่  4 
คอลัมนโครมาโตกราฟ :  การแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก 

 

วิธีทดลอง 
การสกัดรงควัตถุในผัก 
ชั่งผักประมาณ 15 กรัม ห่ันผักเปนชิ้นเล็กๆ บดใหละเอียดโดยใชครก หรือเคร่ืองบด 

(ถัาบดในครก ใหใสทรายเลก็นอยเพ่ือชวยใหเน้ือเยื่อผักเปอย)  ใสตวัทําละลายผสม acetone-
petroleum ether (1 : 1) ประมาณ 30 มิลลิลติรเพ่ือละลายรงควตัถุในผัก ใชครกหรือชอนบด
ขยี้ผักใหเปอยเพ่ือใหรงควตัถุออกจากผักและละลายในตัวทําละลาย สารละลายของรงควตัถุ
ควรมีสีเขียวคล้ํา ทําการสกัดดวยตวัทาํละลายผสมอีก 2 คร้ังๆ ละ 30 มิลลิลติร แลวนําสาร 
ละลายมาเทรวมกัน ใสสารละลายทั้งหมดในกรวยแยก (พยายามกันมิใหเศษผักหลนเขาไปใน
กรวยแยก เพราะเศษผักจะไปอุดรูดานลางของกรวยแยก) ใสน้ําลงไปเขยากับสารละลายนี้ 3 
คร้ังๆ ละ 20 มิลลิลติร แลวไขชั้นนํ้าทิ้งไป (การลางสารละลาย 3 คร้ังจะชวยกําจัด acetone) 
นําสารละลายที่ไดมาใส anhydrous Na2SO4 เพ่ือกําจัดนํ้าที่หลงเหลืออยู ใชแทงแกวคนสาร 
ละลายสังเกตดูวา สารละลายใสไมมีคราบน้ําแลวจึงกรองเอา anhydrous Na2SO4 ออก นําสาร 
ละลายที่ไดมาตมไลตวัทําละลายในตูควันจนเหลือปริมาตรประมาณ 2–3 มิลลิลติร เทสาร 
ละลายในหลอดแกว  สารละลายเขมขนนี้ประกอบดวยรงควตัถุหลายชนิด นําสารละลายนี้ไป
แยกเบตา-แคโรทีนออกโดยใชคอลัมนโครมาโตกราฟ 
 

การบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน 
ใชคอลัมนทีแ่หงและสะอาด ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.5 ซม. ยาวประมาณ  25 -30 ซม. 

ชั่งอะลูมินาประมาณ 13  กรัม ใส petroleum ether ในอะลูมินา กวนใหเปน slurry แลวจึงเทลงใน
คอลัมน (ดูรายละเอียดในหัวขอ 4.3.1) เม่ือบรรจุอะลูมินาทั้งหมดในคอลัมนแลว  เกลีย่ผวิบนให
เรียบ ใส anhydrous Na2SO4 ที่ดานบนของอะลูมินาสงูประมาณ 1 ซม. และตามดวยทรายอีก
ชั้นหนึ่ง ปลอยใหสารละลายไหลออกจนเหลือความสูงประมาณ 1 ซม.แลวปด  คอลัมนดังกลาว
เปนคอลมันทีพ่รอมสําหรบัแยกสาร 
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การใสสารตัวอยางและการชะสาร 
กอนใสสารตวัอยางในคอลัมน  ใหเตรียม 50 มิลลิลิตรของตัวทําละลาย 2% acetone 

ใน petroleum ether และเตรียมปเปตทีแ่หงและสะอาด 2 อัน ปลอยตัวทําละลาย petroleum 
ether ใหไหลออกจนปริ่มชั้นทราย ใชปเปตดูดสารตัวอยางทีเ่ตรยีมไวทั้งหมดลงไปในคอลัมน 
รอใหสารตวัอยางไหลลงไปจนปริ่มชั้นทราย ใชปเปตอีกอันหน่ึง ดูดตัวทําละลาย 2% acetone 
ใน petroleum ether (ตัวชะ) ประมาณ 1 มิลลลิติรหรือนอยกวาใสลงไปทันที (อยาปลอยให
ของเหลวเหนอืทรายแหงเด็ดขาด ! ) ตัวชะจะพาสารตวัอยางที่เหลือเล็กนอยใหเขาไปในตวัดูด
ซับ เม่ือตวัทําละลายไหลลงจนปริ่มชั้นทรายอีกคร้ังหนึ่ง ใหดูดตัวชะอีกประมาณ 1 มิลลลิิตรใส
ลงไป  ทําเชนน้ีหลายครัง้ จะเห็นตัวทําละลายซึ่งมีสีเขียวเขมในตอนแรกคอยๆจางลงเรื่อยๆ 
จนในที่สุดจะไมมีสี  เม่ือถึงจุดน้ี จึงดูดตัวชะปริมาณมากลงไปในคอลัมน เม่ือสารตัวอยางเขาสู
ตัวดูดซับ จะเห็นแถบสีเหลอืงปรากฏ และคอยๆ เคลือ่นที่ลงมา  สวนรงควัตถอ่ืุนซึ่งมองเห็น
เปนสีเขยีวจะติดอยูดานบนของตัวดูดซับ ไมเคลื่อนทีล่งมา เม่ือแถบสีเหลืองเคลื่อนลงมาถึง
ดานลางของคอลัมน ใหรองรับดวย flask ขนาด 250 มิลลลิิตรจนแถบสีเหลืองถูกชะออกหมด 

นําสารละลายเบตา-แคโรทนีที่ไดไปวัดดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ชวงความยาว
คลื่น 370–530 นาโนเมตร ใสสารละลายเบตา-แคโรทีนในหลอดบรรจุสารและใช petroleum 
ether เปน blank ถา absorbance ไมอยูในชวง 0.8–1.0 ตองทําสารละลายใหเจือจางลง (ไม
จําเปนตองทราบความเขมขนที่แทจริงของสารละลาย 

Electronic absorption spectrum ของเบตา-แคโรทีนใน petroleum ether แสดงอยูใน
รูปที่ 4.1 

  
รูปที่ 4.1   Electronic absorption spectrum ของเบตา-แคโรทีนใน petroleum ether 
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คําถามทายบท 
 
1.   จงแนะตัวดูดซับและตวัทําละลายที่เหมาะสมในการแยกสารผสมตอไปน้ีโดยคอลัมนโครมา

โตกราฟ 
      CH3 CH2 COOH  ,  CH3 CH2 CH2OH   ,   CH3 (CH2)5 CH3 
2.   จงบอกชนิดของตวดูดซับที่ทานเลือกเพ่ือแยกเบตา-แคโรทีนจากผัก 
3.   จงบอกเหตุผลที่ไมควรใชตวัทําละลายตอไปน้ีในการแยกสารผสม 
 ก. ใชัตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วสูงกวาสารทุกตวัที่อยูในสารผสม 
 ข. ใชัตวัทําละลายที่มีสภาพขั้วต่ํากวาสารทุกตวัที่อยูในสารผสม 
4.   จงยกตัวอยางผักและผลไมที่เปนแหลงของเบตา-แคโรทีนมาสกั 6 อยาง 
5.   เบตา-แคโรทีนมีประโยชนอยางไรในเชิงโภชนาการ 

ทานคดิวาจะเกิดอะไรขึ้น ถาสารตัวอยางที่นําเขาสูคอลัมนไมแหง (ยังคงมีน้ําหลงเหลืออยู)  
จงอธิบายและใหเหตุผล 

6.   

7.   จงบอกระบบตัวทําละลายที่ใชในแตละขั้นตอนของการทดลองนี้ 
  ก.  ใชสกัดรงควตัถุออกจากผักใบเขียว 
  ข.  ใชบรรจตุวัดูดซับในคอลัมน 
  ค.  ใชชะเบตา-แคโรทีนออกจากคอลัมน 
8. ในการบรรจุตัวดูดซับในคอลัมน หากมีฟองอากาศเกิดขึ้นในชัน้ของตัวดูดซับ ควรแกไข

อยางไร  
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