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ทฤษฎีโครมาโตกราฟ 
(Theories  of  Chromatography) (Theories  of  Chromatography) 
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   SC คือ  ความเขมขนของสารตัวอยางที่อยูในเฟสอยูกับที ่

   mC คือ  ความเขมขนของสารตัวอยางที่อยูในเฟสเคลื่อนที่  

คาสัมประสิทธิ์ของการกระจาย  ( )  จะมีความสัมพันธกันกับความเรว็ของการ

เคลื่อนทีข่องสารตัวอยางตามเฟสเคลื่อนที่ขณะทําการดีเวลอป  (development)  เม่ือคา  K  

เพ่ิมขึ้น  คาเฉลี่ยของอัตราเร็วในการเคลือ่นที่ของสารตัวอยางจะลดลง  คือ  ปริมาณสาร
ตัวอยางชอบอยูในเฟสอยูกับที่มากกวาที่จะกระจายไปอยูในเฟสเคลื่อนที่  แสดงวาถามีสาร
ตัวอยางหลายชนิดที่มีคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายแตกตางกัน  จะมีความเรว็ในการเคลื่อนที่
ตางกัน  ทําใหสามารถแยกสารตวัอยางนั้นๆ ออกจากกันได  การพิจารณาอัตราเร็วของการ
เคลื่อนทีข่องสารตัวอยาง  สามารถพิจารณาไดจากระยะเวลาที่โมเลกุลของสารตวัอยางใชอยูใน
เฟสเคลื่อนทีห่รือเฟสอยูกับที่  ดังนี้  คือ  ถาโมเลกุลของสารตัวอยางใชเวลาอยูกับเฟสอยูกับที่
มากกวาเฟสเคลื่อนที่  แสดงวาอัตราเรว็ของการเคลื่อนที่ของสารตวัอยางมีคานอย  หรือ  K  มี

คามาก  แตถาโมเลกุลของสารตัวอยางใชเวลาอยูกับเฟสอยูกับที่นอยกวาเฟสเคลื่อนที่  แสดงวา
อัตราเร็วของการเคลื่อนทีข่องสารตัวอยางมีคามาก  (K  มีคานอย)  ซึ่งเศษสวนของเวลาที่  
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เศษสวนของเวลาทีต่วัถูกละลายอยูในเฟสเคลื่อนที ่   =          จํานวนโมเลกุลท่ีอยูในเฟสเคล่ือนท่ี 
จํานวนโมเลกุลท้ังหมด 
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เม่ือ  k   คือ    ซ่ึงเปนตวัแปรตัวใหมท่ีเรียกวาคาพาซิตแีฟคเตอร  

(Capacity  factor)  มีความหมายถึงอัตราสวนของจํานวนโมลของสารตัวอยางในเฟสอยูกับท่ีตอ
จํานวนโมลของสารตัวอยางในเฟสเคลื่อนท่ี 
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 จากสมการท่ี  3.2  ซ่ึงคือเศษสวนของเวลาที่ตวัถูกละลายใชอยูในเฟสเคลื่อนท่ี  ถา
เราคูณดวยความเร็วที่เปนเสนตรง  u (linear  velocity)  ของเฟสเคลื่อนท่ีหรือตวัพา  จะได
อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลของตัวถูกละลายหรือสารตัวอยาง 

  rate  of  travel = 
k1

1
u ′+  …………….(3.4) 
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 หรือ  =  …………….(3.5) 
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 จากสมการท่ี  3.4  หรือ  3.5  แสดงไดวาอัตราเร็วของการเคลื่อนท่ีเฉลี่ยของโมเลกุล
ของสารตวัอยาง  จะมีคาเทากับเทาไรน้ันขึ้นอยูกับ 

ก. ความเร็วของตัวพาหรือเฟสเคลื่อนท่ี 

ข. อัตราสวนของปริมาตรของเฟสท้ังสอง 
ค. คาสัมประสิทธิ์ของการกระจาย  )K( d  

 ในการทดลองโครมาโตกราฟ  สารตัวอยางจะประกอบดวยตวัถูกละลายหลายชนิด  
ดังน้ัน  เม่ือใสสารตัวอยางลงในคอลัมน  โมเลกุลของตวัถูกละลายทุกตัวจะเร่ิมตนเคล่ือนท่ี
พรอมกันในเวลาเดียวกัน  แตถาตัวถูกละลายแตละชนิดจะเคลื่อนท่ีดวยอัตราเร็วแตกตางกัน  
จึงทําใหเกิดเทคนิคของการทําโครมาโตกราฟได  2  วิธี  คือ 

 วิธท่ีี  1  กําหนดเวลาแนนอน 

 วิธท่ีี  2  กําหนดระยะทางใหแนนอน 

 สําหรับวิธีที่  1.  กําหนดเวลาแนนอน  ทําไดโดยการกําหนดเวลาใหแนนอนในการ
แยกโดยวิธีโครมาโตกราฟ  เน่ืองจากตัวถกูละลายแตละตัวเคลื่อนท่ีไดดวยอัตราเร็วท่ีตางกัน  
เม่ือถึงเวลาทีกํ่าหนดจะทําใหเกิดเปนแถบ  (band)  หรือโซนของตัวถูกละลายแตละตัวแยกออก
จากกัน  ตัวอยางโครมาโตกราฟท่ีใชเทคนิคน้ีไดแก  paper  chromatography  และ  thin  
layer  chromatography   

 2.  กําหนดระยะทางแนนอน  ตัวอยางการทดลองโดยใชเทคนิคน้ี  คือ  การทํา
คอลัมนโครมาโตกราฟ  โดยกําหนดระยะทางเปนความยาว  1  คอลัมน  ตัวถูกละลายแตละตวั
เดินทางจากสวนบนของคอลัมนมายังสวนลางสุด  หรือหลุดผานออกจากคอลัมนจะใชเวลา
เดินทางแตกตางกัน  ขณะที่ตวัถูกละลายที่ถูกปลอยออกจากคอลัมน  จะถูกตรวจพบไดดวย  
ตัวดีเทคเตอร  (detector)  เม่ือสรางกราฟระหวางผลที่ไดจากการตรวจพบดวยดีเทคเตอร  
(detector  response)  กับเวลาที่ใชในการเคลื่อนท่ีออกจากคอลัมน  จะไดกราฟท่ีเรียกวา    
โครมาโตแกรม  (chromatogram)  เวลาที่ตวัถูกละลายใชเดินทางจากสวนบนของคอลัมน  
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 รีเทนชันไทม  (Retention  Time) ,    คือ  เวลาท่ีใชในการทําใหตวัถูกละลาย

เคลื่อนท่ีไดเทากับ  1  คอลัมน  ซ่ึงมีคาเทากับความยาวของคอลัมนหารดวยอัตราเร็วของการ
เคลื่อนท่ีของตัวถูกละลาย  ในโครมาโตแกรมสามารถหาคา    ไดจากการวัดระยะทางตั้งแต

เร่ิมใสสารตัวอยางลงในคอลัมนจนถึงสวนยอดของพีก 

Rt

Rt

   = Rt travelofrate
)L(columnoflength

 …………….(3.6) 

 แทนคาสมการท่ี  3.4  ลงในสมการที่  3.6 

   = Rt )k1(u
L ′+  …………….(3.7) 

 ให    คือ  เวลาท่ีโมเลกุลของตัวพาเดินทางได  1  คอลัมน  ซ่ึงมีคาเทากับความ

ยาวของคอลมันหารดวยความเร็วในการเคลื่อนท่ีของเฟสเคลื่อนท่ี (u)  น่ันคือ   =    ใน

กรณีท่ีเฟสเคลื่อนท่ีคือกาซ  สามารถวัดคา    ไดจากพีกของอากาศ  เม่ืออากาศไมเปน    

ตัวหนวงในคอลัมน  (ดูรูปที่  3.3) 

mt

mt u
L

mt

  ∴  = Rt )k1(tm ′+  …………….(3.8) 

หรือ  k  =  ′
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tt −
 

 สมการท่ี  2.8  เปนสมการพ้ืนฐานของโครมาโตกราฟทุกชนิด  โดยปกติจะนําไปใชกัน
มากในกาซโครมาโตกราฟ 

 สมการท่ีมีประโยชนอีกสมการหน่ึงคือ  สมการอัตราสวนของรีเทนชนั  (retention  
ratio), r  ซ่ึงหมายถึงอัตราสวนของเวลาทีโ่มเลกุลของตวัพาเดินทางได  1  คอลัมน  ( )  ตอ  

รีเทนชันไทม  ( ) 
mt

Rt

  r = 
R
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t
t

 …………….(3.9) 
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 แทนคาสมการท่ี  (3.8)  ลงใน  (3.9) 
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 รีเทนชันโวลมู  (Retention  volume),    คือ  ปริมาตรของเฟสเคลือ่นท่ี  หรือ  

ตัวพาท่ีตองการใชสําหรับการอีลูทสารตวัอยางออกจากคอลัมน  รีเทนชันโวลูมมีความสัมพันธ
กับรีเทนชันไทม  คือ  มีคาเทากับเวลาทีใ่ชท้ังหมด  หรือรีเทนชันไทมคูณดวยอัตราการไหลของ
ตัวพา  (ปริมาตร/เวลา) 

RV

  volume = time  x  flow  rate  

   =  …………….(3.11) RV FtR

 แทนคาสมการท่ี  3.8  ลงในสมการที่  3.11 

   = RV F)k1(tm ′+  …………….(3.12) 

 สําหรับปริมาตรของตวัพาท่ีใชเวลาในการเดินทางได  1  คอลัมน  ( )  มีคาเทากับ  

 จะมีคาสัมพันธกันดังน้ี  คือ 
mt

mV

   = F …………….(3.13) mV mt

 ปริมาตร    ตามปกติถูกเรียกวา  dead  volume  หรือ  interstitial  หรือ  void  

volume  แทนคาสมการท่ี  3.13  (  =  )  ลงในสมการที่  3.12 

mV

mt F
Vm

   = RV F)k1(F
Vm ′+  

   = )k1(Vm ′+  
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 สมการท่ี  3.14  เปนสมการพ้ืนฐานของรีเทนชันท่ีใชกับโครมาโตกราฟทุกชนิดเชนกัน  
ถาเฟสอยูกับท่ีเปนของแข็ง  สามารถเปลีย่น   ใหเปนพ้ืนท่ีผิวท่ีเกิดการดูดซับหรือเปน  ion  

exchange  capacity  ไดแลวแตความเหมาะสม 
SV

 

รีเลทีฟรีเทนชัน  (Relative  retention)  

 ตามปกตวิธิีการโครมาโตกราฟท่ีใชสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพ  (Qualitative  
analysis)  ท่ีนิยมกันคือ  วิธีการเปรียบเทียบรีเทนชันไทม  หรือรีเทนชันโวลูม  ของสารตัวอยาง
กับสารมาตรฐาน  ท่ีทําการทดลองภายใตสภาวะการทดลองเดียวกัน  สารชนิดเดียวกันเม่ือทํา
การทดลองภายใตสภาวะเดียวกันท้ังหมด  จะใหคารีเทนชันไทม  หรือรีเทนชันโวลูมเทากัน  ซ่ึง
เปนคาท่ีสามารถแสดงเอกลกัษณ  หรือพิสูจน  (identify)  สารน้ันๆ ได  แตเน่ืองจากสภาวะของ
การทดลองขึน้อยูกับแฟคเตอรหลายชนิด  คือ  ชนิดของเฟสอยูกับท่ี  เฟสเคลื่อนท่ี  อุณหภูมิ
และอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีหรืออ่ืนๆ  ทําใหไมสามารถแสดงรายละเอียดของคา    

และ    ของสารตัวอยางแตละตัว  ท่ีสภาวะตางๆ  ไดหมดทุกสภาวะ  ดังน้ัน  จึงไมสะดวกท่ี

จะใชคาน้ีในการวิเคราะหทางคุณภาพ  หรือพิสูจนสารตางๆ   คาท่ีสามารถใชในการพิสูจนสาร

ไดถูกตองและสะดวกกวาคือ  คา  relative  retention,  α  หรือ  selectivity  factor  ซ่ึงคือ
อัตราสวนของรีเทนชันไทมของสารตวัอยางตอสารมาตรฐาน  ซ่ึงเปนรีเทนชันไทมท่ีมีการแกไข
ใหถูกตอง  โดยหักเวลาที่ใชในการทําใหตัวพาออกจากคอลัมนแลว 
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 …………….(3.15) 

  *Rt คือ  รีเทนชันไทมของสารมาตรฐาน  (สารมาตรฐานและสารตวัอยางไมใชสาร

ชนิดเดียวกัน) 
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 เราสามารถทําการทดลองเพ่ือพิสูจนวาสารตัวอยางคืออะไรไดโดยใชสารตวัอยางผสม

กับสารมาตรฐานแลวผานลงในคอลัมน  จากน้ันหาคารีเลทีฟรีเทนชนั  (α)  เปรียบเทียบกับคา
รีเลทีฟรีเทนชนัของสารที่ทราบวาคืออะไรตอสารมาตรฐานตวัเดียวกัน  ถาไดคาเทากันแสดงวา
สารตัวอยางคือชนิดเดียวกับตวัท่ีทราบ  วิธีการพิสูจนสารแบบน้ีตองใชคารีเลทีฟรีเทนชันของ
สารท้ังสองชนิดท่ีไดจากการใชเฟสอยูกับท่ี  และเฟสเคลื่อนท่ีเปนชนิดเดียวกันเทาน้ัน  จึงจะ
เปรียบเทียบกันได  วิธีการนี้ไมตองยุงยากในการควบคุมสภาวะของการทดลองสภาวะอ่ืนๆ  
ดังน้ัน  จึงเปนการสะดวกที่จะแสดงคารีเลทีฟรีเทนชนัของสารที่ทราบวาคืออะไรตอสาร
มาตรฐานตางๆ ไวไดมากมาย  เพ่ือใชในการเปรียบเทียบสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพ 

 เน่ืองจากคารีเทนชันโวลูม  ท่ีมีอัตราการไหลของตวัพาคงที่  เปนสัดสวนโดยตรงกับ  
รีเทนชันไทม  น่ันคือ 

  α = 
m*R

mR

VV
VV

−
−

 ................(3.16) 

 จากสมการท่ี  3.14  แทนคาลงในสมการท่ี  3.16 

  α = 
mS*dm

mSdm

V)VKV(
V)VKV(

−+
−+

 

  ∴ α = 
*d

d

K
K

 …………….(3.17) 

   *d*R K,V คือ  คาของสารมาตรฐาน 

 ในการทํา  ion-exchange  chromatography  คารีเลทีฟรีเทนชนั  ท่ีแสดงในสมการ  
3.17  บางคร้ังเรียกวา  แฟคเตอรของการแยก  (separation  factor) 

 

ตัวอยางที่  3.1   ในการทําโครมาโตแกรมของสารผสมที่ประกอบดวยเบนซีน  (Benzene)    
แอนทราซีน  (anthracene)  และอากาศ  (ซ่ึงไมเปนตวัหนวงของคอลัมน  คารีเทนชันไทมของ
สารแตละตวัมีคาดังแสดงในตาราง  สมมติวาคอลัมนมีลักษณะเปนหลอดทรงกลมที่มีความยาว  

50  cm.  มีเสนผาศูนยกลางภายใน  1.00  cm  มีอัตราการไหลของตัวพา  30  /นาที          
จงคํานวณหาคา  k  ของเบนซีน,   ,    (สมมติวาปริมาตรรวมของคอลัมนมีคาเทากับ  

3cm
′ mV SV
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)VV Sm + dK

สารประกอบ t (min) 
เบนซีน 3.24 

5.73 
0.25 

แอนทราซีน 
อากาศ 

 

วิธีทํา   จากสมการท่ี  3.9  สามารถใชในการคํานวณหาคา    ได  เพราะวาอากาศไมเปนตัว
หนวงในคอลมัน  จะได   

k′
25.0tm =

   = Rt )k1(tm ′+  

  3.24 = )k1(25.0 ′+  

  k25.0 ′  = 3.24 – 0.25  

  k′  = 12 

 คา    สามารถคํานวณไดจากสมการ  3.13  เม่ือทราบอัตราการไหลของตัวพา mV

   =  mV Ftm

   =  min)25.0(min)/cm30( 3

   =  3cm5.7

 ปริมาตรของคอลัมนท้ังหมด  คํานวณไดจากความยาวของคอลัมนและรัศมีของ
คอลัมน 

  V = )L)(r( 2π  

   = cm)cm(502
1

7
22 2

2

⋅×⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛×  

   =  3cm3.39

จากโจทย  ปริมาตรรวมทั้งหมดของคอลัมน  มีคาเทากับ   Sm VV + 
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  ∴ 39.3 = Sm VV +  

    = SV5.7 +  

  ∴  =  SV 3cm8.31

 จากสมการ  k  =  ′
m

S
d V

V
K

  ∴  = dK 8.31
5.7

12×      =     2.8 

 คารีเลทีฟรีเทนชันของแอนทราซิน  เม่ือเทียบกับเบนซีน  คํานวณไดจากสมการท่ี  
3.15 

  α = 
m*R

mR

tt
tt

−
−

 

   = 25.024.3
25.073.5

−
−

     =     1.83 

 

ทฤษฎีการอีลูทในโครมาโตกราฟ  (Theories  of  Elution  Chromatography) 

 เม่ือนําสารตัวอยางท่ีละลายในเฟสเคลื่อนท่ีใสลงในสวนบนของคอลัมน  จะเกิดการ
แบงสวนระหวางเฟสอยูกับท่ีกับเฟสเคลือ่นท่ี  เม่ือเราเติมเฟสเคลื่อนท่ีเขาไปในคอลัมนอีก  คือ  
เติมตวัอีลทู  (eluent)  มันจะผลักดันดวยแรงขับ  (driving  force)  ใหเฟสเคลื่อนท่ีท่ีมีสาร
ตัวอยางละลายอยูเคลื่อนท่ีลงในคอลัมน  สารตัวอยางที่ถูกพาลงมาจะมาพบกับเฟสอยูกับท่ี 
สวนใหม  จะเกิดการแบงสวนระหวางเฟสท้ังสองอีก  เม่ือเติมตวัอีลทูตอไปอีกเร่ือยๆ จะทําให
สารตัวอยางถกูพาลงมาสวนลางของคอลมัน  จนในที่สุดออกจากคอลัมน  เพราะวาการเคลื่อนท่ี
ของสารตวัอยางสามารถเกิดข้ึนไดเน่ืองจากการพาของเฟสเคลื่อนท่ีหรือตัวอีลทูเทาน้ัน  ฉะน้ัน  
อัตราเร็วเฉลีย่ของการเคลือ่นท่ีของสารตัวอยางในคอลัมน  จึงขึ้นอยูกับเศษสวนของเวลาท่ี  
สารตัวอยางอยูในเฟสเคลื่อนท่ี  (สมการท่ี  3.2)  ถาสารตัวอยางที่นํามาใสในคอลมัน  มีตัวถูก
ละลายมากกวาหน่ึงชนิด  และตัวถูกละลายมีคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายหรือสัมประสิทธิข์อง
การแบงสวนตางกัน  พบวาความสามารถในการเคลื่อนท่ีของตวัถูกละลายนั้นตางกัน  ทําให
สามารถแยกตัวถูกละลายทั้งสองชนิดออกจากกันไดดังแสดงในรูปท่ี  3.1  ถาโมเลกุลของตวัถกู
ละลายทุกตัวมีความประพฤตเิหมือนกัน  และการเคลือ่นท่ีของโมเลกุลของตวัถูกละลายสามารถ
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รูปท่ี  3.1  แผนผังแสดงการอีลูทสารผสมของตัวถูกละลาย  2  ชนิด  ในวิธีโครมาโตกราฟ 

 

 
 

รูปท่ี  3.2  โครมาโตแกรมของสารตัวอยางที่มีความประพฤติเปนอุดมคติ  (Ideal  behavior) 
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 แตเน่ืองจากโมเลกุลของตวัถูกละลายทุกตัวมีความประพฤติไมเหมือนกัน  บาง
โมเลกุลเคลื่อนท่ีเร็ว  บางโมเลกุลเคล่ือนท่ีชา  ทําใหโครมาโตแกรมที่ไดเปนแบนดหรือพีกท่ีมี
ความกวาง  (band  broadening)  ดังแสดงในรูปท่ี  3.3  ระยะเวลาที่ใชในการอีลทูสารแตละ
ชนิดออกมาเรียกวา  รีเทนชันไทม 
 

 
 

รูปท่ี  3.3   โครมาโตแกรมในการทํากาซโครมาโตกราฟ  สารตัวอยางท่ีประกอบดวย  air  (peak 
A)  heptane  (peak B),  octane  (peak  C)  และ  nonane  (peak  D)  อากาศ     
ไมเปนตัวหนวงในคอลัมน  จึงสามารถใชเปน  peak  สําหรับวัด    ได  การวัดคา  

รีเทนชันไทมสามารถใชสวนบนสุดของโครมาโตแกรมดังแสดงในรูป  (   และ  

 คือรีเทนชันไทม  ของพีก  B , C  และ  D  ตามลําดับ) 

mt

CB t,t

Dt

 

 ลักษณะของแบนดหรือพีกท่ีไดจะกวางหรือแคบมากนอยแคไหน  ขึ้นอยูกับปจจัย
หลายอยาง  คือ 

1. การใสสารตวัอยางลงในคอลัมน 
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2. การแพรกระจายของสารตวัอยางในคอลัมน  จากบริเวณที่มีความเขมขนสูงสู
บริเวณที่มีความเขมขนต่ํา  (longitudinal  diffusion) 

3. การไหลของโมเลกุลของสารตัวอยางในคอลัมน  มีทิศทางท่ีแตกตางกัน  และได
ระยะทางทีต่างกัน  เพราะขนาดและรูปรางของเฟสอยูกับท่ีในคอลัมนแตกตางกัน  (Eddy  
diffusion) 

4. โมเลกุลของสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลขึ้นระหวางเฟสเคลื่อนท่ีและเฟส   
อยูกับท่ีได  (non  equilibrium  mass  transfer) 

 เปนไปไมไดท่ีจะใสสารตัวอยางลงในคอลมัน  พรอมกันหมดทุกโมเลกุล  การใสสาร
ตัวอยางท่ีกระจายเปนวงกวางจะมีผลใหไดแบนดท่ีกวาง  เม่ือแบนดของสารตวัอยางที่ใสลงไปมี
ความกวางมาก  จะมีผลทําใหการแยกสารออกจากกันไดไมดีเทาท่ีควร  ดวยเหตผุลน้ีเวลาใส
สารตัวอยางลงในคอลัมน  หรือหยดสารตัวอยางลงบนกระดาษ  หรือเพลตในการทํา  paper  
chromatography  หรือ  thin  layer  chromatography  ตองพยายามทําใหเปนวงที่เล็กท่ีสุด
เทาท่ีจะทําได 

 สําหรับการควบคุมขนาดของปจจัยขอ 2, 3  และ 4  สามารถทําไดโดยควบคุม
อัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  ขนาดของสารที่บรรจุในคอลัมนหรือเฟสอยูกับท่ีและขนาด
ของคอลัมน   แบนดจะมีความกวางมากขึ้นถามีการกระจายเพ่ิมขึ้น  ซ่ึงเกิดจากสารตัวอยางอยู
ในคอลัมนเปนเวลานานเกินไป  การท่ีจะทําใหสารตัวอยางไมอยูในคอลัมนนานเกินไป  สามารถ
ทําไดโดยเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  แตถาเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  
จะมีผลใหการแยกสารตวัอยางผสมเกิดขึน้ไมดี  พีก  (peak)  ไมสามารถแยกออกจากกันได  
ดังน้ัน  จึงเปนความจําเปนท่ีตองควบคุมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีใหเหมาะสมที่จะทําให
การแยกของสารตัวอยางผสมเกิดข้ึนได  ถาโมเลกุลของสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลขึ้น
ระหวางเฟสเคล่ือนท่ีและเฟสอยูกับท่ีได  พบวาตวัอยางจะใชเวลาอยูกับเฟสหนึ่งมากกวาอีกเฟส
หน่ึงไดมากกวาท่ีควรจะเปน  ซ่ึงมีผลทําใหแบนดท่ีไดกวาง  เม่ือเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟส
เคลื่อนท่ี  จะมีผลทําใหมีเวลานอยท่ีจะทําใหสารตวัอยางเกิดสมดุลระหวางเฟสท้ังสอง  เม่ือขาด
การเกิดสมดุลขึ้น  จะมีผลทาํใหแบนดท่ีไดกวางน่ันเอง  สรุปไดวาในกรณีท่ีเกิดการแพรกระจาย
ของสารตวัอยางขึ้น  จะทําใหแบนดท่ีไดกวาง  การทําใหการแพรกระจายลดลงสามารถทําได
โดยเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  แตถาเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีใหเร็วขึ้น  จะ
มีผลทําใหสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลระหวางเฟสเคล่ือนท่ีและเฟสอยูกับท่ีไดเพราะมีเวลา
นอย  จะเปนสาเหตุทําใหแบนดกวางขึ้น  แสดงวาการเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี
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ทฤษฎีเพลตของโครมาโตกราฟ  (Plate  Theory  of  Chromatography)  

 ถาพิจารณาใหลึกซ้ึง  จะพบวาวิธีการของโครมาโตกราฟจะเหมือนกระบวนการสกัด
แบบเคานเตอรเคอรเรนท  โดยการใชเคร่ืองมือ  craig  หลายๆ ชุด  วิธีการแยกจะเกิดขึ้นได  
เน่ืองจากมีตัวทําละลายตัวหน่ึงอยูกับท่ี  และตัวทําละลายอีกตัวหน่ึงเคล่ือนท่ีจาก  craig  อันท่ี  
1  ไปยังอันท่ี  2  จากอันท่ี  2  ไปอันท่ี  3  เชนน้ีเร่ือยๆ ซ่ึงการเคลือ่นท่ีของตัวทําละลายน้ี
เกิดขึ้นไดเม่ือทําการถายเท  การถายเทจะเกิดข้ึนเม่ือการกระจายของตัวถูกละลายถึงสมดุลแลว  
ถานึกวาดภาพใหเคร่ืองมือ  craig  แตละชุดมีขนาดเลก็มาก  จนสามารถบรรจุอยูใน  1  
คอลัมน  พบวาการผานของตัวทําละลายที่เคลื่อนท่ีไดจาก  craig  อันเล็กๆ อันท่ี  1  ไปยังอันท่ี  
2  และอันท่ี  2  ไปยังอันท่ี  3  ตอไปเร่ือยๆ น้ัน  จะมีลักษณะที่เกิดการถายเทขึ้นเองอยาง
ตอเน่ือง  ซ่ึงมีผลทําใหการถายเทของตวัถูกละลายระหวางเฟสท้ังสองใน  craig  อันเล็กๆ น้ัน  
เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว  แตไมสมบูรณ  ดังน้ันวิธีการของโครมาโตกราฟจึงแตกตางจากวิธีการของ
เคานเตอรเคอรเรนท  คือ  การกระจายของตัวถูกละลาย  ระหวางเฟสท้ังสองในโครมาโตกราฟ  
จะเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว  แตไมเคยเกิดข้ึนอยางสมบูรณหรือถึงสมดุลและวิธีการของเคานเตอร
เคอรเรนท  มีขอจํากัดท่ีตัวทําละลาย  2  ชนิด  ตองไมละลายเปนเน้ือเดียวกัน   

 Martin  และ  Synge  เปนผูคิดไดวา  กระบวนการของโครมาโตกราฟน้ันเหมือนกับ
กระบวนการของเคานเตอรเคอรเรนท  และการกลั่นลําดับสวน  ในคอลัมนของโครมาโตกราฟจะ
ประกอบดวยสวนยอยๆ  ซ่ึงเปรียบเสมือน  craig  อันเล็กๆ หลายๆ อัน  ท่ีเรียกวา  theoretical  
plate  ซ่ึงในแตละเพลตสามารถเกิดการกระจายของตวัถูกละลายขึน้ได  ในกระบวนการสกัด
ดวยเคร่ืองมือ  craig  เราสามารถคํานวณการกระจายของสารตวัอยางใน  craig  แตละอันเม่ือ
ทําการสกัด  n  คร้ังได  ในทํานองเดียวกันก็สามารถหาการกระจายของสารตวัอยางในแตละ
เพลตตลอดคอลัมนของวิธีโครมาโตกราฟได  เพราะ  theoretical  plate  แตละอันในโครมาโต-
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  f(n , r) = r)rn( yx)!rn(!r
!n −
−  …………….(3.18) 

 ในโครมาโตกราฟ  n  และ  r  จะมีคามากๆ เพราะวาตองใชเฟสเคลื่อนท่ีผานสงไปใน
คอลัมนจํานวนมากเพ่ืออีลูทสารตวัอยาง  ดังน้ัน  n >> r  น่ันคือ 

       ≃          =          =     )rx(x − nx n)y1( − nye−

 …………….(3.19) 

 เม่ือ   x  คือเศษสวนของตัวถูกละลายที่อยูในเฟสอยูกับท่ี 

  y  คือเศษสวนของตัวถูกละลายที่อยูในเฟสเคลื่อนท่ี 

ในกรณีท่ี  n >> r  จะได   ≃           …………….(3.20) )!rn(
!n
−

rn

 แทนคาสมการท่ี  3.19  และ  3.20  ลงในสมการที่  3.18  จะได 

  f(n , r) = !r
e)ny( nyr −

 …………….(3.21) 

 โดยวิธีการทางคณิตศาสตร  และใชวิธีการประมาณคาของ  Stirling  (Stirling’s  
approximation)  จะได 

  r! = r

r

e
rr2 ⋅π

 …………….(3.22) 

 แทนคาสมการ  (3.22)  ลงในสมการ  (3.21) 

  f(n , r) = 
r

rnyr

rr2
ee)ny(
⋅π

−

     เม่ือ  n >> r ................(3.23) 

 สมการท่ี  3.23  คือสมการท่ีแสดงการกระจายของสารตัวอยางในเฟสตางๆ สามารถ
คํานวณเศษสวนของสารตัวอยางท่ีมีอยูในเพลตที่มีมากท่ีสุด  หรือเพลตที่เปนสวนยอดของพีก
ไดจากสมการท่ี  2.71 

   = ny maxr
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 ใหแทนคาลงในสมการที่  3.23 

   = )r,n( max
f

r

rrr
max

rr2
ee)r( max

⋅π
 

 ในสมการที่  3.23  เม่ือเปนเศษสวนของสารตัวอยางในเพลตที่มีมากท่ีสุด  แสดงวา  r  
คือ   maxr

  ∴  = )r,n( max
f

max

maxmaxmax

r
max

rrr
max

rr2
ee)r(

⋅π

−

 

    = )r,n( max
f

maxr2
1
π

 …………….(3.24) 

 ถาพิจารณาใหสวนยอดของพีก  ( )  อยูท่ีปลายสุดของคอลัมนท่ีมีจํานวนเพลต

ท้ังหมดเทากับ  N  แสดงวา   = N  และสารตัวอยางทีใ่สเขาไปในคอลัมนมีคาเทากับ  m  

โมลแสดงวาปริมาณของสารตัวอยางที่อยูท่ี    หรือเพลตที ่ N  จะมีคาเทากับ  f(n, N) x m 

maxr

maxr

maxr

 ให  Q(n, N)  คือปริมาณของสารตัวอยางที่อยูท่ีเพลตที ่ N 

  ∴ Q(n, N) = f(n, N) x m     =     
N2

m
π

 …………….(3.25) 

 เม่ือสารตัวอยางเคลื่อนท่ีผานคอลัมนท่ีมีเพลตอยูท้ังหมด  N  เพลต  ในเวลา    

แสดงวาอัตราเร็วของการเคลื่อนท่ีคือ    สมการที่  (3.25)  แสดงการคํานวณหาปริมาณ

ของสารตวัอยางที่มีมากท่ีสุดท่ีเพลตท่ี  N   เม่ือตองการหาอัตราเร็วสูงสุดท่ีสารตวัอยางเคลื่อนท่ี
ออกจากคอลัมน  ( )  จะได 

Rt

Rt
N

maxS

   = maxS ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛

timeunit
plates

t
N

plates
moles

Q
R

)N,n(  

   = ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛⋅

timeunit
moles

t
NQ

R

)N,n(
 

  ∴  = maxS
RtN2

mN
⋅π

 …………….(3.26) 

CM 334 113 



 

  N = 2

2
R

2
max

m
tS2π

 …………….(3.27) 

 N  หมายถึงจํานวน  plate  ท่ีมีอยูในคอลมัน  ซ่ึงตามความเปนจริงแลวไมสามารถ
ทราบไดหรือนับไดวาในคอลัมนแตละอันจะมีเพลตอยูเทาใด  ดังน้ัน  N  จึงเปนจํานวนเพลตที่
คํานวณไดตามทฤษฎีซ่ึงเรียกวา  Theoretical  plate 

 ปริมาณสารตวัอยาง  m  ท่ีใสลงในคอลัมนจะแปรผันโดยตรงกับพ้ืนท่ีของพีก  (peak)  
สมมติใหโครมาโตกราฟกพีกท่ีไดมีความสูงเทากับ h  และมีความกวางเทากับ  W 

  m ∝ 2
hW

 

  m = 2
khW

 …………….(3.28) 

 k  คือคาคงที่ท่ีทําใหพ้ืนท่ีพีกมีคาเทากับปริมาณของสารตัวอยางทีใ่สในคอลัมน  ซ่ึง
เปนคาคงทีต่วัเดียวกับคาคงท่ีท่ีทําใหอัตราเร็วสูงสุดท่ีสารตัวอยางเคลื่อนท่ีออกจากคอลัมน
เทากับความสูง 

   ∝ h maxS

   = kh …………….(3.29) maxS

 แทนคาสมการ  3.28  และ  3.29  ลงในสมการที่  3.27 

  N = 2

2
R

2

2
khW

t)kh(2

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

π
 

   = 
2

R

W
t

8 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛π  …………….(3.30) 

 การคํานวณตามสมการที่  3.30  เปนการคํานวณโดยพิจารณาพีกที่ไดเปนรูป
สามเหลี่ยมหนาจ่ัว  แตตามความเปนจริงแลวพีกท่ีไดมีลักษณะเปนเคอรฟท่ีมีการกระจายแบบ  
Gaussian  curve  ดังน้ันถาพิจารณาใหถูกตอง  การคํานวณตามสมการที่  (3.30)  จะมีคา
ดังน้ีคือ 
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  N = 
2

R

W
t

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛      =     

2
R

W
t4
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ …………….(3.31) 

 W  คือความกวางของพีกท่ีสามารถวัดไดดังแสดงในรูป  3.4  การวัดคา  W  ตองใช
วิธีการประมาณคาอาจทําใหคลาดเคลื่อนได  วิธีท่ีดีควรวัดความกวางของพีกท่ีมีความสูงเปน
คร่ึงหน่ึงของความสูงทั้งหมด  คือคา    จะไดพ้ืนท่ีสามเหลี่ยมมีคาเทากับ    น่ันคือจาก

สมการท่ี  3.28  จะได 
2
1W

2
1hW

   m = 
2
1hW  

  ∴ N = 

2

R

2
1W

t
2 ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
π  …………….(3.32) 

 ดวยเหตผุลเดียวกับสมการที่  (3.31)  จะได 

   N = 

2

R

2
1W

t
54.5 ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
 …………….(3.33) 

 สมการท่ี  (3.31)  และ  (3.33)  ใชเปนสมการสําหรับคํานวณหาจํานวนเพลต  (N)  ท่ี
มีอยูในคอลัมน  คา  W ,   จะตองมีหนวยเดียวกับ    ตามปกตินิยมใชสมการท่ี  3.33  

ในการคํานวณมากกวา  เพราะไมตองเสียเวลาในการประมาณคา  เพ่ือสรางกราฟใหเปนรูป
สามเหลี่ยมในการหาคา  W 

2
1W Rt
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รูปท่ี  3.4   โครมาโตแกรมของ  Heptane  ท่ีไดจากคอลัมนท่ีมีความยาว  50 cm,  b  คือ  base  

line, h  คือความสูงของพีก ,  w  คือความกวางของพีก ,         คือความกวางของ

พีกท่ีมีความสูงเทากับ    คือรีเทนชันไทม 
2
1W

R2
1 t,h

 

 จํานวนเพลต  N  จะมีผลตอลักษณะของพีก  ถา  N  มีจํานวนมากๆ จะไดพีกท่ีมี
ลักษณะแคบและคมชัด  การเพ่ิม  N  ใหมากข้ึนมิไดหมายความวาตองเพ่ิมความยาวของ
คอลัมน  เพราะถาความยาวของคอลัมนเพ่ิมขึ้นจะทําให    เพ่ิมขึ้น  ซ่ึงมีผลทําใหพีกกวาง
เหมือนเดิม  การเพ่ิม  N   ใหมากข้ึน  หมายความวาตองเพ่ิมใหมากข้ึนใน  1  หนวยของความ
ยาวของคอลมันท่ีเทาเดิม  แสดงวาประสิทธิภาพของคอลัมน  (Efficiency)  ขึ้นอยูกับจํานวน
เพลต  N  (Thoretical  plate)  ถาคา  N  เพ่ิมขึ้นประสิทธิภาพของคอลัมนจะเพ่ิมขึ้น  แต
เน่ืองจากการเปรียบเทียบคา  N  ท่ีเพ่ิมขึ้นตองเปรียบเทียบกับคอลัมนท่ีมีความยาวเทากับ  
ดังน้ันการพิจารณาประสิทธิภาพของคอลมันจากจํานวนเพลต  N  จึงไมสะดวก  เทอมที่ใช
ประโยชนไดมากกวาในการพิจารณาถึงประสิทธิภาพของคอลัมนคือเทอม  Height  equivalent  
of  a  theoretical  plate  (HETP)  ใหสัญลักษณยอคือ  H  ซ่ึงหมายถึงความยาวของคอลัมน
ตอจํานวนเพลต  N  เรียกส้ันๆ วา  plate  height 

Rt

  H = N
L

 ................(3.34) 
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 คอลัมนท่ีดีน้ันตองมีคา  HETP  นอย  น่ันคือ  N  ควรมีคามากทีสุ่ด  และคอลมันควร
ส้ันท่ีสุด  เพ่ือให  H  มีคานอย  เน่ืองจาก  N  จะมีคาไดมาก  เม่ือความกวางของพีกมีคานอย  
(ตามสมการท่ี  3.31  และ  3.33)  ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวา  ประสิทธิภาพของคอลัมนจะดี
เม่ือพีกท่ีไดมีความกวางนอยหรือแคบ  ประสิทธิภาพของคอลัมนจะลดลงเม่ือความกวางของพีก
มากข้ึน  ซ่ึงจะมีผลถึงการแยกสารผสมดวย  ถาประสิทธิภาพของคอลัมนดีก็ทําใหการแยก
สามารถเกิดข้ึนไดดี  เม่ือแทนคาสมการท่ี  (3.31)  ลงใน  (3.34)  จะได 

  H = 
2

Rt4
W

L ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  ................(3.35) 

 

ตัวอยางที่  3.2  จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  (Theoretical  plate)  และ  height  
equivalent  of  a  theoretical  plate  สําหรับคอลัมนท่ีมีความยาว  50.0  cm  ซ่ึงให         
โครมาโตรแกรม  ดังแสดงในรูป  3.4 

วิธีทํา   จะใชสมการท่ี  3.31  หรือ  3.33  ในการคํานวณหาคา  N  ก็ได  ถาใชสมการท่ี  3.31  
ตามรูป  จะวดัความกวางของพีกได  8.3  วินาที  และวัดรีเทนชันไทมได  59  วินาที 

  ∴ N = 
2

3.8
594
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ ×

 

    = 2100.8 ×  

 จากสมการท่ี  3.34 

  H     =     N
L

      =     2100.8
50
×

     =     2103.6 ×   cm/plate 

 ถาใชสมการท่ี  3.33  ในการคํานวณหาคา  N  ตามรูปจะวัดคา    ไดเทากับ  4.9  

วินาที 
2
1W

   N      = 

2

2
1

R
W
t

54.5
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜
⎜

⎝

⎛
     =     

2

4.9
59

5.54 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛×  

    = 2100.8 ×  

 (ซ่ึงไดคาเทากับการคํานวณตามสมการที่  3.31) 
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ตัวอยางที่  3.3   ในการทํากาซโครมาโตกราฟของสารตัวอยาง  n-butanol  ไดโครมาโตรแกรม
ดังแสดงในรูปขางลางน้ี  โดยใชคอลัมนของ  Carbowax  ท่ีมีความยาว  4  ฟุต  จงคํานวณหา
คาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  (N)  ในคอลมัน  และ  HETP  ของคอลัมนในเทอม  cm/plate 
 

 
inches of chart 

(2.0 inches/minute chart speed) 
 

 

วิธีทํา   อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของกระดาษ  =     2.0  น้ิวตอนาท ี

 วัดคา    จากโครมาโตแกรมได =     4.5  น้ิว Rt

  ∴  = Rt min/inch
inch

0.2
5.4

     =     2.25  min 

 วัดคา  W  จากโครมาโตแกรมได   =     น้ิว 2
1

  ∴ W = min/inch
inch

0.2
5.0

     =     0.25  min 

 จากสมการท่ี  3.31 

   N = 
2

R

W
t4
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛   

    = 
2

25.0
25.2

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛   

    = 1300   theoretical  plates 
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 เน่ืองจากระยะทางของกระดาษที่วัดไดจะแปรผันโดยตรงกับเวลาท่ีใชในการอีลทูสาร
ตัวอยาง  ดังน้ันการคํานวณจึงไมตองแปลงรีเทนชันไทมใหอยูในหนวยของนาทก็ีได  จะได
คําตอบอันเดียวกัน 

   N = 
2

5.0
5.4

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛   

    = 1300   theoretical  plates 

 จากสมการท่ี  3.34 H =  N
L

L  =  ความยาวของคอลัมน  =  (4 ft) (12 inch/ft) (2.54 cm/inch)  =  122  cm 

   H = plates
cm

1300
122

   =   0.094  cm/plate 

 ในทางปฏิบัตส่ิิงที่สําคัญไมไดอยูท่ีประสิทธิภาพของคอลัมนเพียงอยางเดียว  ส่ิงที่
สําคัญท ี สุดในการทําโครมาโตรกราฟ  คอืการแยกองคประกอบสองชนิดหรือมากกวาออกจาก
กัน  คอลัมนที่มีประสิทธิภาพดียอมใหพีกของสารตวัอยางแยกออกจากกันไดชัดเจน 

 

 การแยก  (Resolution)  คอืการวัดอาณาเขตของพีก  2  พีกที่ซอนกัน  ปริมาณการ
แยกระหวางพีก  2  พีก  คือความแตกตางระหวางรีเทนชันไทมระหวางพีกทั้งสองกับผลรวม
ของครึ่งหนึ่งของความกวางของพีกทั้งสอง  พบวาถารีเทนชันไทมของพีกทั้งสองแตกตางกัน
มาก  การแยกจะเกิดไดดี  แตถาความกวางของพีกมีคามาก  การแยกเกิดขึ้นไดไมดี  สําหรับ
พีกที่สมมาตรคือมีรูปรางเปน  normal  gaussian  shape  และพีกทัง้สองมีขนาดเทากัน  คา
การแยกจะมีคาตามสมการที่  3.36  ดังนี้คือ 

  R = 

2
W

2
W

tt

21

RR 12

+

−
     =     

21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 …………….(3.36) 

 เม่ือ    และ    คือรีเทนชันไทมของพีกที่  1  และ  2  ตามลําดับ  ( >  )   
1Rt 2Rt 1Rt 2Rt

   1W และ    คือความกวางของฐานพีกทั้งสอง 2W
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 สําหรับพีกท่ีสมมาตรและมีคาการแยกเทากับ  1  จะมีพ้ืนท่ีพีกท่ีซอนกันเพียง  2%  
ซ่ึงเพียงพอสําหรับงานวิเคราะหทางปริมาณ  ถาการแยกมีคาเทากับ  1.5  พีก  สามารถแยก
ออกจากกันไดสมบูรณ  ลักษณะของการแยกดังแสดงในรูปท่ี  3.5 

 สมการท่ี  (3.36)  เปนสมการที่ใชกับพีกท่ีมีลักษณะสมมาตรในกรณีท่ีพีกไมสมมาตร
ควรใชสมการที่  (3.37)  คือ 

    R = 
L2R1

1R2R

WW

tt

+
−

 …………….(3.37) 

 สําหรับสมการที่  3.36  และสมการที่  3.37  สามารถใชคารีเทนชันโวลูมแทนคารีเทน
ชันไทมได  คา    และ    สามารถวัดไดจากพีกของโครมาโตแกรม  ดังแสดงในรูปท่ี  
3.6  สําหรับหนวยของ    และ    ตองใชใหสอดคลองตามคารีเทนชันไทม  หรือรีเทน
ชันโวลูม 

R1W L2W

R1W L2W

 

 
 

รูปท่ี  3.5  แสดงวิธีการแยกของโครมาโตกราฟพีกท่ีมีคา  R  ตางๆ กัน 
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รูปท่ี  3.6  แสดงการหาคา    และ    จากโครมาโตกราฟกพีกท่ีไมสมมาตร R1W L2W

 

 ตามปกติพีกท่ีไดจะไมสามาตร  มีหาง  (peak  tailing)  ดังแสดงในรูป  3.6  พีกท่ี  1  
มีหาง  ซ่ึงจะมีผลทําใหการแยกไมดี  การพิจารณาวาพีกสมมาตรหรือไมพิจารณาไดจาก  
Asymmetry  factor  ( ) fa

    fa  = 
L15.0

R15.0

W
W

 …………….(3.38) 

 โดยใชความกวางของพีกท่ีมีความสูงเทากับ  0.15h  ดานขวาหารดวยดานซาย      
ดังแสดงในรูปท่ี  3.7 
 

 
 

รูปท่ี  3.7   โครมาโตกราฟกพีกแสดงการวัดคาความกวางของพีกดานซายและขวาท่ีมีความสูง  
0.15h   a  =   และ  b  =    ในกรณีท่ี  asymmetry  factor  มีคา  =  

1     แสดงวาพีกนั้นสมมาตร 
L15.0W R15.0W
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ตัวอยางที่  3.4  จงหาคาการแยก  (Resolution)  ระหวางพีกของ  acetylsalicylic  acid  กับ
พีกของ  Salicylic  acid  ในการทําลิควดิโครมาโตกราฟ  ซ่ึงไดพีกดังแสดงในรูปขางลางน้ี  
ทานคิดวาการแยกน้ีเพียงพอสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณหรือไม 

 

 
 

วิธีทํา  จากกราฟวัดคารีเทนชันไทมของพีกท่ี  1  ได  7.42  นาที  และพีกท่ี  2  ได  8.92  
นาที  ความกวางของพีกท้ังสองวัดไดเทากับ  0.87  และ  0.91  นาที  ตามลําดับ 

 จากสมการท่ี  (3.36) 

    R = 
21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 

     = 91.087.0
)42.792.8(2

+
−

   =   1.69 

 เพราะวาการแยกมีคามากกวา  1  แสดงวาโครมาโตแกรมที่ไดสามารถใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณได 
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ตัวอยางที่  3.5  จงคํานวณหา  asymmetry  factor  ของโครมาโตกราฟกพีกของรูปขางลางน้ี 
 

 
 

วิธีทํา   จากสมการที่  (3.38) 

    fa  = 
L15.0

R15.0

W
W

 

 ตามรูปวัดคา    ไดเทากับ  5.20  นาที  และ    ไดเทากับ  3.90  นาที R15.0W L15.0W

   ∴ fa  = min
min

90.3
20.5

   =   1.33 

 เม่ือพิจารณาสมการการแยก  (สมการท่ี  3.36)  จะเห็นไดชัดวาการแยกจะดีหรือไม
ขึ้นอยูกับความแตกตางระหวางคา    และ   ( )  กับความกวางของพีก  น่ันคือการ

ปรับปรุงการแยกใหดีขึ้นสามารถทําไดดังน้ีคือ 
1Rt 2Rt RtΔ

1. เพ่ิมคา  RtΔ  )t   ซ่ึงทําไดดังน้ี t(
12 RR −

ก. เพ่ิมความยาวของคอลัมน  (L) 

ข. โดยการลดอุณหภูมิและเลอืกเฟสอยูกับท่ีและเฟสเคลือ่นท่ีใหเหมาะสม 

ค. เพ่ิมปริมาณของเฟสอยูกับท่ี 

2. ทําความกวางของแบนดหรือพีกใหนอยลง 

ก. บรรจุเฟสอยูกับท่ีหรือพีกใหนอยลง 
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ข. เพ่ิมพ้ืนท่ีผิวของเฟสอยูกับท่ี  คือใชท่ีมีขนาดเล็ก 

ค. ใหการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีมีอัตราเร็วท่ีเหมาะสม 

ง. ลดเสนผาศูนยกลางของคอลัมน 

จ. ลดปริมาณของสารตัวอยาง 

 ส่ิงที่นาสนใจในการคํานวณอีกแบบหน่ึงก็คือ  คํานวณหาจํานวนเพลตที่ตองการ
สําหรับทําใหการแยกเกิดข้ึนไดดี  หรือเปนไปไดในทางการวิเคราะหปริมาณ  ในเม่ือทราบวาคา  
R  ท่ีเหมาะสม  ควรมีคาเทากับเทาไร 

จากสมการท่ี  3.36   R =  
21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 

 ถาพีกทั้งสองมีคาความกวางของพีกโดยประมาณเทากัน  คือ 

     ≅  1W 2W

 จะได R =    =    …………….(3.39) 
2

RR

W2
)tt(2

12
−

2

RR

W
tt

12
−

 เน่ืองจากความกวางของพีกมีความสัมพันธตอประสิทธิภาพของคอลัมนหรือจํานวน
เพลตตามสมการที่  (3.31) 

  N = 
2

R

W
t4
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

 ถาจํานวนเพลตที่คํานวณไดนี้คิดจากพีกที่  2 

  ∴  = 2W
N

t4
2R  …………….(3.40) 

 นั่นคือ  เราสามารถหาการแยกที่สัมพันธกับจํานวนเพลตไดโดยแทนคา  (3.40)  ลงใน
สมการ  (3.39) 

   R = 4
N

t
tt

2

12

R

RR ⋅
−

 …………….(3.41) 
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N
R4

 = 
2

12

R

mRmR

t
)tt()tt( −−−
 

นํา    หารทั้งเศษและสวนจะได mR tt
1
− 

  
N
R4

 = 

)tt(
t

1tt
tt

mR

R

mR

mR

1

2

1

2

−

−−
−

 

 จากสมการที่  3.15  พิจารณาไดวา 

  α = 
mR

mR

tt
tt

1

2

−
−

 

  ∴ 
N
R4

 = 

)tt(
t

1

mR

R

1

2

−

−α
 

    = 
mR

mR

mR

R tt
tt

)tt(
t

1

2

2

1

2
−
−

×

−

−α
 

    = ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −

α
−α

2

2

R

mR

t
tt1

 

จากสมการที่  3.8  แทนคาลงในสมการขางบนจะได  

   
N
R4

 = ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′+
−′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

α
−α

)k1(t
t)k1(t1

2m

m2m  

    = ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′+
′

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

α
−α

)k1(t
kt1

2m

2m  

    = ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′+
′

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

α
−α

)k1(
k1

2

2  
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นั่นคือ  =  …………….(3.42) reqN
2

2

2
2

2

k
k1

1R16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 

เม่ือ   =  2k′
m

mR

t
tt

2
−

 

 N  คือจํานวนเพลตทีต่องการจึงใหสัญลกัษณเปน   reqN

 

ตัวอยางที่  3.6  สารตัวอยางประกอบดวยสารประกอบ  2  ชนิด  ถูกแยกออกจากกันโดยใช
คอลัมนยาว  10  ฟุต  ขอมูลที่ไดในการทาํโครมาโตแกรม  ดวยวิธีการกาซโครมาโตกราฟมี
ดังนี้ 

    =   19.0  
2Rt นาท ี

    =   16.0  
1Rt นาท ี

    =   1.0  airt นาท ี

    =   1.0  1W นาท ี

 จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีทีต่องใชเพ่ือทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5  
และคอลัมนควรมีความยาวอยางนอยท่ีสุดเทาไร  จึงสามารถบรรจุจํานวนเพลตตามทฤษฎทีี่
ตองการไวได 

วิธีทํา จากสมการที่  3.15 

  α = 
mR

mR

tt
tt

1

2

−
−

 

   = 0.10.16
0.10.19

−
−

   =   0.15
0.18

   =   5
6

 

   mt ในกาซโครมาโตกราฟคือ   airt

 จากสมการที่  3.8 

   = 2k′
m

mR

t
tt

2
−
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   = 0.1
0.10.19 −

   =   18 

แทนคา  α  และ    ลงในสมการที่  3.42 2k′ 

   = reqN
22

2
18

118
1)5/6(

5/6
)5.1(16 ⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ +

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−  

   = 1444  theoretical  plates 

 จํานวนเพลตที่ใชในการแยกตองมีคาเทากับ  1444  เพลต 

 ในการทําโครมาโตแกรมทราบวาสารประกอบตัวท่ี  1  มีความกวางของพีกเทากับ  
1.0  นาที  และรีเทนชนัไทมเทากับ  16.0  แสดงวาสามารถคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  
(theoretical  plates)  ที่มีอยูในคอลัมนยาว  10  ฟุตได  ตามสมการที่  3.31 

  N = 
2

1

R

W
t

16 1 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛  

   = 
2

0.1
0.16

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

   = 4096  theoretical  plates 

 แสดงวา คอลมันที่นํามาใชงานมี  Height  equivalent  of  theoretical  plates  (H)  
ดังน้ี 

  H = N
L

 

   = 4096
10

   =   0.0024  ft/plate 

 น่ันคือ  ความยาวของคอลมันที่ตองมี  H  =  0.0024  ft/plate  และสามารถบรรจุ
เพลตตามทฤษฎีไดเทากับ  1444  เพลต  คํานวณไดดังน้ี 

  L = H x N   =   (0.0024)(1444)   =   3.5  ฟุต 

 คอลัมนควรมีความยาวอยางนอย  3.5  ฟุต  จึงจะบรรจุจํานวน  plate  ตามที่ตองการ
ไดเพ่ือความแนนอนในการปฏิบตัิควรใชคอลัมนยาว  4  ฟุต   
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ตัวอยางที่  3.7  สารประกอบ  A  และ  B  มีคารีเทนชันไทมเทากับ  16.40  และ  17.63  นาที  
ตามลําดับ  เม่ือใชคอลัมนยาว  30.0  cm  โดยเวลาที่ใชสําหรับอากาศ  (พีกอากาศ)  มีคา
เทากับ  1.30  นาที  ความกวางของพีก  A  และ  B  มีคาเทากับ  1.11  และ  1.21  mm      
จงคํานวณหา 

ก. การแยกของคอลัมน  (Column  resolution) 

ข. จํานวนเฉลี่ยของเพลตตามทฤษฎีในคอลมัน 
ค. Plate  height  (HETP) 

ง. ความยาวของคอลัมนที่ตองการเพ่ือทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5 

จ. เวลาที่ใชในการอีลูทสารประกอบ  B  ออกจากคอลัมนที่ยาวกวา 

วิธีทํา   ก.  จากสมการที่  3.36 

  R = 
21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 

   = )21.111.1(
)40.1663.17(2

+
−

 

 ∴  การแยกของคอลัมน = 1.06 

ข. จากสมการที่  3.31 

  N = 
2

R

W
t

16 1 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛  

 สําหรับสารประกอบ  A 

  N = 
2

11.1
40.16

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

   = 3493 

 สําหรับสารประกอบ  B 
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  N = 
2

21.1
63.17

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

   = 3397 

∴ จํานวนเฉลี่ยของเพลตตามทฤษฎี  ( )  =     =   3445 avN 2
33973493+

ค. จากสมการที่  3.34 

  H =     N
L

     =   3445
0.30

     =      310708.8 −×

        ∴  plate  height = 31071.8 −×   cm/plate 

ง. สรุปไดวาเม่ือใชคอลัมนที่มีความยาว  30  ซม.  มีการแยกเทากับ  1.06  จะมี
จํานวนเพลตเฉลี่ยเท ากับ  3445  เพลต  ซึ่งจํานวนเพลตและการแยกสัมพันธตามสมการที่  
3.42 

   = 
1reqN

2

2

2
2

2
1 k

k1
1R16 ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 …………….(1) 

เม่ือใชคอลัมนอันที่  2  ที่มีความยาวตางออกไปจากอันที่  1  จะได  

   = 
2reqN

2

2

2
2

2
2 k

k1
1R16 ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 …………….(2) 

 เน่ืองจากคา    และ  α  ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของ
คอลัมนและจํานวนเพลต  นั่นคือสมการที่  (1)  หารดวยสมการที่  (2)  จะได 

2k′

  
2

1

req

req

N
N

 = 2
2

2
1

R
R

 …………….(3) 

แทนคา   =  3445,    =  1.06 ,    =  1.5  ลงในสมการที่  (3)  
1reqN 1R 2R

  
2reqN

3445
 = 2

2

)5.1(
)06.1(

 

   = (3445 x 2.25) / 1.124 
2reqN
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   = 6.90 x  310

 แสดงวา  ถาตองการใหคอลัมนมีการแยก  1.5  ตองใชคอลัมนที่มีเพลตตามทฤษฎี  =  
6.90 x   เพลต  ซึ่งมีความยาวดังนี้ 310

  L = HN 

   = 33 1090.61071.8 ××× −  

       ∴  คอลัมนที่ใชจะตองยาว  =  60.1  cm  จึงจะทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5  

จ. สมการท่ี  3.7 

   = Rt )k1(u
L ′+  

 และสมการที่  3.34    H   =     หรือ  L   =  HN N
L

  ∴   = Rt )k1(u
HN ′+  

 เม่ือพิจารณารีเทนชันไทมของสารประกอบ  B  ซ่ึงเปนตัวท่ีถูกอีลทูออกมาทีหลังจะได 

   = 
2Rt )k1(u

HN ′+  

 เม่ือใชคอลัมนอันที่  1  ซ่ึงมีความยาว  30.0  cm  รีเทนชันไทมทีว่ัดไดคือ    

เม่ือมีจํานวนเพลตในคอลัมนเทากับ   
1R )t(

2

1reqN

           ∴   = 1R )t(
2

)k1(u
HN

2
req1 ′+  …………….(4) 

 เม่ือใชคอลัมนอันที่สองซ่ึงมีความยาว  60.1  cm  รีเทนชันไทมทีว่ัดไดคือ   2R )t(
2

              = 2R )t(
2

)k1(u
HN

2
req2 ′+  …………….(5) 

 เน่ืองจากอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีค่งท่ีสําหรับการใชคอลัมนทั้งสองและ   ไม
เปลี่ยนแปลงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของคอลมัน  เม่ือนําสมการที่  (4)  หารดวยสมการ
ที่  (5)  จะได 

2k′
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63.17 ×  

    = 35.3  min 

 น่ันคือ  รีเทนชันไทมของสารประกอบ  B  เม่ือใชคอลัมนที่ยาว  60.1  ซม.  จะมีคา
เทากับ  35.3  นาที 

 

ตารางที่  3.1  ตารางสรุปเทอมสําคัญตางๆ ในโครมาโตกราฟ 

ชื่อ สัญลักษณ สามารถหาไดจาก 

รีเทนชันไทมของเฟสเคลื่อนที่ mt  พีกของอากาศในโครมาโตแกรม
ดูรูป  3.3 

รีเทนชันไทมของสารตวัอยาง Rt  โครมาโตแกรม  ดูรูปที่  3.3 

- ถาเปนสารผสมของ  A  และ  B  
ใหกําหนดเปนรีเทนชันไทมของ
สารน้ันๆ 

ARt  และ     หรือ  

 และ    
BRt

AR )t( BR )t(

 

ความกวางของพีก W โครมาโตแกรม  ดูรูปที่  3.4 

- ถาเปนสารผสมของ  A  และ  B  
ใหกําหนดเปนความกวางของสาร
น้ันๆ 

AW   และ   BW  

ความยาวของคอลัมน L วัดไดโดยตรงจากคอลัมน 
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อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ F วัดไดโดยตรง 

mV  Ftm ×  ปริมาตรของเฟสเคลื่อนที ่

 

ตารางที่  3.1  (ตอ) 

ชื่อ สัญลักษณ สามารถหาไดจาก 

SV  ปริมาตรของเฟสอยูกับที ่ ปริมาตรของคอลัมนที่ใชบรรจุ 

mS C,C
 ความเขมขนของสารตวัอยางใน

เฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่ 
วิเคราะหจากขอมูลที่ได 

 

ตารางที่  3.2  ตารางสรุปสูตรในการคํานวณหาคาเทอมตางๆ ในโครมาโตกราฟ 
ชื่อ สูตรในการคาํนวณ ความสัมพันธกับคาอ่ืนๆ 

u  =  
mt
L

  อัตราเร็วในการไหล
ของเฟสเคลื่อนที่ 

mV   =  Ftm ×   ปริมาตรของเฟส
เคลื่อนที ่

k′   =  
m

mR

t
)tt( −
 k′   =  

m

S
d V

V
K  คาพาซิตี้แฟคเตอร  

(Capacity  factor) 

dK   =  
S

m

V
V

k′  dK   =  
m

S

C
C

 สัมประสิทธิ์ของการ
แบงสวน  (Partition  
Coefficient)  หรือ
สัมประสิทธิ์ของการ
กระจาย  (Distribution  
Coefficient) 

รีเลทีฟรีเทนชนั 
α  =  

mR

mR
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−
−

   α  =  
1
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k
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  =  
1
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การแยก  (Resolution) 

 

ตารางที่  3.2  (ตอ) 

ชื่อ สูตรในการคาํนวณ ความสัมพันธกับคาอ่ืนๆ 

N  =  

2
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W
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จํานวนเพลต 
(Theoretical  plate) 

2
2

2
1

2R

1R

R
R

)t(
)t(

A

A =
 

(รีเทนชันไทม สาร  A  ชนิดเดียวกันใชคอลัมนเหมือนกัน
แตมีความยาวตางกันคือ  คอลัมนอันที่  1  
และอันท่ี  2) 
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แบบฝกหัดบทที ่ 3 
 

1. จงนิยามความหมายของคําตอไปน้ี 
a) Retention  time 
b) Retention  Volume 

c) Relative  retention  (α) 
d) Capacity  factor 
e) Resolution 
f) Asymmetry  factor 

2. จงอธิบายความหมายของ  theoretical  plate  และ  Height  equivalent  of  a  theoretical  
plate 

3. ขอมูลตอไปน้ี  ไดจากการทํากาซโครมาโตกราฟ 

  =  5.0  Rt นาที ,    =  1.0  นาที airt

   =  SV ปริมาตรของเฟสที่อยูกับที่  =   3cm20

 F  =   .min/cm50 3

จงคํานวณหา a)  k  ′ 
   b)   mV
   c)   dK
   d)   RV

4. จงคํานวณหาคา  H  และ  N  ของคอลัมน  ที่ใชในการวิเคราะห  didodecylphthalate  ซ่ึง
ไดคารีเทนชันไทม  เทากับ  9.59  นาที  และพีกมีความกวาง  1.20  นาที 

5. จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีของคอลัมน  ซ่ึงใหรีเทนชันไทมสารตัวอยาง  7.66  
นาที  ความกวางของพีกเทากับ  47  วินาที 

6. จงหาคา  H  ของคอลัมนทีย่าว  2.00  เมตร  เพ่ือใหพีกท่ีมีรีเทนชนัไทม  10.0  นาที  มี
ความกวางของพีก  30  วินาที 
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7. สารประกอบจําพวก  chlorinated  dydrocarbon  คือ  1, 1, 1-trichloroethane  ถูกนํามา
ทํากาซโครมาโตกราฟ  ปรากฏวาวัดคารีเทนชันไทมไดเทากับ  137  วินาที  ความกวาง
ของพีกเทากับ  10  วินาท ี จงคํานวณหาคา  HETP  ของคอลัมนในหนวยเซนตเิมตร  เม่ือ
คอลัมนมีความยาว  5  ฟุต          ตอบ  0.0507 cm. 

8. ขอมูลตอไปน้ีสําหรับทํากาซโครมาโตกราฟ  คือ 

 Length  of  column 22.6  cm. 

 Flow  rate 0.287 .min/cm3   

  1.26   mV 3cm

  0.148   sV 3cm

 โครมาโตแกรมของสารผสม  A, B และ C  มีขอมูลดังน้ี 
 RT  (min) ความกวางของพีก  (min) 

พีกอากาศ 
A 
B 
C 
D 

4.2 
6.4 
14.4 
15.4 
20.7 

− 
0.45 
1.07 
1.16 
1.45 

 จงคํานวณ 

a) จํานวนเพลตที่ใชสําหรับแตละพีก 

b) HETP  ของคอลัมน 

9. จากโจทยขอ  8  จงคํานวณเก่ียวกับสาร  B  และ  C 

a) การแยก  (resolution) 

รีเลทีฟรีเทนชนั  หรือ  selectivity  factor  (α) b) 
c) ความยาวของคอลัมนที่ตองการใหการแยก  มีคาเทากับ  1.5 

d) เวลาที่ตองใชในการแยก  B  ออกจาก  C  เม่ือมีการแยก  1.5 

10. จากโจทยขอ  8  จงคํานวณเก่ียวกับ  C  และ  D  ในคําถามแบบเดียวกับขอ  9 
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11. ขอมูลตอไปน้ีไดจากการทํากาซโครมาโตกราฟของคอลัมนที่ยาว  40  ซม. 
สารประกอบ Rt  (min)  W (min) 

Air 
Methylcyclohexane 
Methylcyclohexene 
Toluene 

2.5 
10.7 
11.6 
14.0 

− 
1.3 
1.4 
1.8 

 จงคํานวณ 

a) คาเฉลีย่ของจํานวนเพลตตามทฤษฎีจากขอมูล 

b) คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ย  ในขอ  a 

c) คาเฉลีย่  HETP  ของคอลัมน 

- methylcyclohexene  กับ  methylcyclohexane 

- methylcyclohexene  กับ  toluene 

- methylcyclohexane  กับ  toluene 

12. จงคํานวณหา  asymmetry  factor  ของโครมาโตกราฟ  พีกท่ีมีความกวางของพีกท่ี  15%  
ของความสูงเทากับ  0.41  นาที  ทางขางซายของรีเทนชันไทม  และ  0.83  นาที  ทางขาง
ขวาของรีเทนชันไทม 

13. จงคํานวณหา  asymmetry  factor  ของโครมาโตกราฟ  พีกท่ีมี  .L15.0W  =  28  วินาที  

และ  R15.0W   =  43  นาที 
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