
 

บทที่  3 

ทฤษฎีโครมาโตกราฟ 
(Theories  of  Chromatography) (Theories  of  Chromatography) 

  

ทฤษฎีทั่วไปของโครมาโตกราฟ ทฤษฎีทั่วไปของโครมาโตกราฟ 

 ผูตั้งทฤษฎีทั่วไปของโครมาโตกราฟคนแรกคือ  A.J.P. Martin  และ  R.L.M. Synge  
โดยการพิจารณาสวนที่เล็กที่สุดในคอลัมนที่ใชทําโครมาโตกราฟที่เรียกวาเพลต  (plate)  
ตามปกตคิอลมันจะประกอบดวยเฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่  เม่ือโมเลกุลของสารตัวอยาง 
ผานไปในคอลัมนจะกระจายระหวางเฟสทั้งสอง  การกระจายขึ้นอยูกับสัมประสทิธิ์ของการ
กระจาย  เม่ือการกระจายถงึสมดุล  คาเฉลี่ยของความเขมขนของสารตัวอยางที่อยูในแตละเฟส  
จะเปนไปตามกฎของการกระจาย (Distribution’s  Law) คือ 
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   SC คือ  ความเขมขนของสารตัวอยางที่อยูในเฟสอยูกับที ่

   mC คือ  ความเขมขนของสารตัวอยางที่อยูในเฟสเคลื่อนที่  

คาสัมประสิทธิ์ของการกระจาย  ( )  จะมีความสัมพันธกันกับความเรว็ของการ

เคลื่อนทีข่องสารตัวอยางตามเฟสเคลื่อนที่ขณะทําการดีเวลอป  (development)  เม่ือคา  K  

เพ่ิมขึ้น  คาเฉลี่ยของอัตราเร็วในการเคลือ่นที่ของสารตัวอยางจะลดลง  คือ  ปริมาณสาร
ตัวอยางชอบอยูในเฟสอยูกับที่มากกวาที่จะกระจายไปอยูในเฟสเคลื่อนที่  แสดงวาถามีสาร
ตัวอยางหลายชนิดที่มีคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายแตกตางกัน  จะมีความเรว็ในการเคลื่อนที่
ตางกัน  ทําใหสามารถแยกสารตวัอยางนั้นๆ ออกจากกันได  การพิจารณาอัตราเร็วของการ
เคลื่อนทีข่องสารตัวอยาง  สามารถพิจารณาไดจากระยะเวลาที่โมเลกุลของสารตวัอยางใชอยูใน
เฟสเคลื่อนทีห่รือเฟสอยูกับที่  ดังนี้  คือ  ถาโมเลกุลของสารตัวอยางใชเวลาอยูกับเฟสอยูกับที่
มากกวาเฟสเคลื่อนที่  แสดงวาอัตราเรว็ของการเคลื่อนที่ของสารตวัอยางมีคานอย  หรือ  K  มี

คามาก  แตถาโมเลกุลของสารตัวอยางใชเวลาอยูกับเฟสอยูกับที่นอยกวาเฟสเคลื่อนที่  แสดงวา
อัตราเร็วของการเคลื่อนทีข่องสารตัวอยางมีคามาก  (K  มีคานอย)  ซึ่งเศษสวนของเวลาที่  

dK

d

d

d
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เศษสวนของเวลาทีต่วัถูกละลายอยูในเฟสเคลื่อนที ่   =          จํานวนโมเลกุลท่ีอยูในเฟสเคล่ือนท่ี 
จํานวนโมเลกุลท้ังหมด 
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 นํา    หารทั้งเศษและสวนจะได mmVC

เศษสวนของเวลาทีต่วัถูกละลายอยูในเฟสเคลื่อนที ่  =  

mm

SS
VC
VC

1

1

+

  = 

m

S
d V

V
K1

1

+
 

  = 
k1

1
′+  …………….(3.2) 

เม่ือ  k   คือ    ซ่ึงเปนตวัแปรตัวใหมท่ีเรียกวาคาพาซิตแีฟคเตอร  

(Capacity  factor)  มีความหมายถึงอัตราสวนของจํานวนโมลของสารตัวอยางในเฟสอยูกับท่ีตอ
จํานวนโมลของสารตัวอยางในเฟสเคลื่อนท่ี 
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 จากสมการท่ี  3.2  ซ่ึงคือเศษสวนของเวลาที่ตวัถูกละลายใชอยูในเฟสเคลื่อนท่ี  ถา
เราคูณดวยความเร็วที่เปนเสนตรง  u (linear  velocity)  ของเฟสเคลื่อนท่ีหรือตวัพา  จะได
อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของโมเลกุลของตัวถูกละลายหรือสารตัวอยาง 

  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  แสดงไดวาอัตราเร็วของการเคลื่อนท่ีเฉลี่ยของโมเลกุล
ของสารตวัอยาง  จะมีคาเทากับเทาไรน้ันขึ้นอยูกับ 

ก. ความเร็วของตัวพาหรือเฟสเคลื่อนท่ี 

ข. อัตราสวนของปริมาตรของเฟสท้ังสอง 
ค. คาสัมประสิทธิ์ของการกระจาย  )K( d  

 ในการทดลองโครมาโตกราฟ  สารตัวอยางจะประกอบดวยตวัถูกละลายหลายชนิด  
ดังน้ัน  เม่ือใสสารตัวอยางลงในคอลัมน  โมเลกุลของตวัถูกละลายทุกตัวจะเร่ิมตนเคล่ือนท่ี
พรอมกันในเวลาเดียวกัน  แตถาตัวถูกละลายแตละชนิดจะเคลื่อนท่ีดวยอัตราเร็วแตกตางกัน  
จึงทําใหเกิดเทคนิคของการทําโครมาโตกราฟได  2  วิธี  คือ 

 วิธท่ีี  1  กําหนดเวลาแนนอน 

 วิธท่ีี  2  กําหนดระยะทางใหแนนอน 

 สําหรับวิธีที่  1.  กําหนดเวลาแนนอน  ทําไดโดยการกําหนดเวลาใหแนนอนในการ
แยกโดยวิธีโครมาโตกราฟ  เน่ืองจากตัวถกูละลายแตละตัวเคลื่อนท่ีไดดวยอัตราเร็วท่ีตางกัน  
เม่ือถึงเวลาทีกํ่าหนดจะทําใหเกิดเปนแถบ  (band)  หรือโซนของตัวถูกละลายแตละตัวแยกออก
จากกัน  ตัวอยางโครมาโตกราฟท่ีใชเทคนิคน้ีไดแก  paper  chromatography  และ  thin  
layer  chromatography   

 2.  กําหนดระยะทางแนนอน  ตัวอยางการทดลองโดยใชเทคนิคน้ี  คือ  การทํา
คอลัมนโครมาโตกราฟ  โดยกําหนดระยะทางเปนความยาว  1  คอลัมน  ตัวถูกละลายแตละตวั
เดินทางจากสวนบนของคอลัมนมายังสวนลางสุด  หรือหลุดผานออกจากคอลัมนจะใชเวลา
เดินทางแตกตางกัน  ขณะที่ตวัถูกละลายที่ถูกปลอยออกจากคอลัมน  จะถูกตรวจพบไดดวย  
ตัวดีเทคเตอร  (detector)  เม่ือสรางกราฟระหวางผลที่ไดจากการตรวจพบดวยดีเทคเตอร  
(detector  response)  กับเวลาที่ใชในการเคลื่อนท่ีออกจากคอลัมน  จะไดกราฟท่ีเรียกวา    
โครมาโตแกรม  (chromatogram)  เวลาที่ตวัถูกละลายใชเดินทางจากสวนบนของคอลัมน  
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 รีเทนชันไทม  (Retention  Time) ,    คือ  เวลาท่ีใชในการทําใหตวัถูกละลาย

เคลื่อนท่ีไดเทากับ  1  คอลัมน  ซ่ึงมีคาเทากับความยาวของคอลัมนหารดวยอัตราเร็วของการ
เคลื่อนท่ีของตัวถูกละลาย  ในโครมาโตแกรมสามารถหาคา    ไดจากการวัดระยะทางตั้งแต

เร่ิมใสสารตัวอยางลงในคอลัมนจนถึงสวนยอดของพีก 

Rt

Rt

   = Rt travelofrate
)L(columnoflength

 …………….(3.6) 

 แทนคาสมการท่ี  3.4  ลงในสมการที่  3.6 

   = Rt )k1(u
L ′+  …………….(3.7) 

 ให    คือ  เวลาท่ีโมเลกุลของตัวพาเดินทางได  1  คอลัมน  ซ่ึงมีคาเทากับความ

ยาวของคอลมันหารดวยความเร็วในการเคลื่อนท่ีของเฟสเคลื่อนท่ี (u)  น่ันคือ   =    ใน

กรณีท่ีเฟสเคลื่อนท่ีคือกาซ  สามารถวัดคา    ไดจากพีกของอากาศ  เม่ืออากาศไมเปน    

ตัวหนวงในคอลัมน  (ดูรูปที่  3.3) 

mt

mt u
L

mt

  ∴  = Rt )k1(tm ′+  …………….(3.8) 

หรือ  k  =  ′
m

mR
t

tt −
 

 สมการท่ี  2.8  เปนสมการพ้ืนฐานของโครมาโตกราฟทุกชนิด  โดยปกติจะนําไปใชกัน
มากในกาซโครมาโตกราฟ 

 สมการท่ีมีประโยชนอีกสมการหน่ึงคือ  สมการอัตราสวนของรีเทนชนั  (retention  
ratio), r  ซ่ึงหมายถึงอัตราสวนของเวลาทีโ่มเลกุลของตวัพาเดินทางได  1  คอลัมน  ( )  ตอ  

รีเทนชันไทม  ( ) 
mt

Rt

  r = 
R

m

t
t

 …………….(3.9) 
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 แทนคาสมการท่ี  (3.8)  ลงใน  (3.9) 
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 รีเทนชันโวลมู  (Retention  volume),    คือ  ปริมาตรของเฟสเคลือ่นท่ี  หรือ  

ตัวพาท่ีตองการใชสําหรับการอีลูทสารตวัอยางออกจากคอลัมน  รีเทนชันโวลูมมีความสัมพันธ
กับรีเทนชันไทม  คือ  มีคาเทากับเวลาทีใ่ชท้ังหมด  หรือรีเทนชันไทมคูณดวยอัตราการไหลของ
ตัวพา  (ปริมาตร/เวลา) 

RV

  volume = time  x  flow  rate  

   =  …………….(3.11) RV FtR

 แทนคาสมการท่ี  3.8  ลงในสมการที่  3.11 

   = RV F)k1(tm ′+  …………….(3.12) 

 สําหรับปริมาตรของตวัพาท่ีใชเวลาในการเดินทางได  1  คอลัมน  ( )  มีคาเทากับ  

 จะมีคาสัมพันธกันดังน้ี  คือ 
mt

mV

   = F …………….(3.13) mV mt

 ปริมาตร    ตามปกติถูกเรียกวา  dead  volume  หรือ  interstitial  หรือ  void  

volume  แทนคาสมการท่ี  3.13  (  =  )  ลงในสมการที่  3.12 

mV

mt F
Vm

   = RV F)k1(F
Vm ′+  

   = )k1(Vm ′+  
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 สมการท่ี  3.14  เปนสมการพ้ืนฐานของรีเทนชันท่ีใชกับโครมาโตกราฟทุกชนิดเชนกัน  
ถาเฟสอยูกับท่ีเปนของแข็ง  สามารถเปลีย่น   ใหเปนพ้ืนท่ีผิวท่ีเกิดการดูดซับหรือเปน  ion  

exchange  capacity  ไดแลวแตความเหมาะสม 
SV

 

รีเลทีฟรีเทนชัน  (Relative  retention)  

 ตามปกตวิธิีการโครมาโตกราฟท่ีใชสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพ  (Qualitative  
analysis)  ท่ีนิยมกันคือ  วิธีการเปรียบเทียบรีเทนชันไทม  หรือรีเทนชันโวลูม  ของสารตัวอยาง
กับสารมาตรฐาน  ท่ีทําการทดลองภายใตสภาวะการทดลองเดียวกัน  สารชนิดเดียวกันเม่ือทํา
การทดลองภายใตสภาวะเดียวกันท้ังหมด  จะใหคารีเทนชันไทม  หรือรีเทนชันโวลูมเทากัน  ซ่ึง
เปนคาท่ีสามารถแสดงเอกลกัษณ  หรือพิสูจน  (identify)  สารน้ันๆ ได  แตเน่ืองจากสภาวะของ
การทดลองขึน้อยูกับแฟคเตอรหลายชนิด  คือ  ชนิดของเฟสอยูกับท่ี  เฟสเคลื่อนท่ี  อุณหภูมิ
และอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีหรืออ่ืนๆ  ทําใหไมสามารถแสดงรายละเอียดของคา    

และ    ของสารตัวอยางแตละตัว  ท่ีสภาวะตางๆ  ไดหมดทุกสภาวะ  ดังน้ัน  จึงไมสะดวกท่ี

จะใชคาน้ีในการวิเคราะหทางคุณภาพ  หรือพิสูจนสารตางๆ   คาท่ีสามารถใชในการพิสูจนสาร

ไดถูกตองและสะดวกกวาคือ  คา  relative  retention,  α  หรือ  selectivity  factor  ซ่ึงคือ
อัตราสวนของรีเทนชันไทมของสารตวัอยางตอสารมาตรฐาน  ซ่ึงเปนรีเทนชันไทมท่ีมีการแกไข
ใหถูกตอง  โดยหักเวลาที่ใชในการทําใหตัวพาออกจากคอลัมนแลว 

RV

Rt

  α = 
m*R

mR

tt
tt

−
−

     =     
*R

R

t
t
′
′

 …………….(3.15) 

  *Rt คือ  รีเทนชันไทมของสารมาตรฐาน  (สารมาตรฐานและสารตวัอยางไมใชสาร

ชนิดเดียวกัน) 

  CM 334  104 



 

 เราสามารถทําการทดลองเพ่ือพิสูจนวาสารตัวอยางคืออะไรไดโดยใชสารตวัอยางผสม

กับสารมาตรฐานแลวผานลงในคอลัมน  จากน้ันหาคารีเลทีฟรีเทนชนั  (α)  เปรียบเทียบกับคา
รีเลทีฟรีเทนชนัของสารที่ทราบวาคืออะไรตอสารมาตรฐานตวัเดียวกัน  ถาไดคาเทากันแสดงวา
สารตัวอยางคือชนิดเดียวกับตวัท่ีทราบ  วิธีการพิสูจนสารแบบน้ีตองใชคารีเลทีฟรีเทนชันของ
สารท้ังสองชนิดท่ีไดจากการใชเฟสอยูกับท่ี  และเฟสเคลื่อนท่ีเปนชนิดเดียวกันเทาน้ัน  จึงจะ
เปรียบเทียบกันได  วิธีการนี้ไมตองยุงยากในการควบคุมสภาวะของการทดลองสภาวะอ่ืนๆ  
ดังน้ัน  จึงเปนการสะดวกที่จะแสดงคารีเลทีฟรีเทนชนัของสารที่ทราบวาคืออะไรตอสาร
มาตรฐานตางๆ ไวไดมากมาย  เพ่ือใชในการเปรียบเทียบสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพ 

 เน่ืองจากคารีเทนชันโวลูม  ท่ีมีอัตราการไหลของตวัพาคงที่  เปนสัดสวนโดยตรงกับ  
รีเทนชันไทม  น่ันคือ 

  α = 
m*R

mR

VV
VV

−
−

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

 จากสมการท่ี  3.14  แทนคาลงในสมการท่ี  3.16 

  α = 
mS*dm

mSdm

V)VKV(
V)VKV(

−+
−+

 

  ∴ α = 
*d

d

K
K

 …………….(3.17) 

   *d*R K,V คือ  คาของสารมาตรฐาน 

 ในการทํา  ion-exchange  chromatography  คารีเลทีฟรีเทนชนั  ท่ีแสดงในสมการ  
3.17  บางคร้ังเรียกวา  แฟคเตอรของการแยก  (separation  factor) 

 

ตัวอยางที่  3.1   ในการทําโครมาโตแกรมของสารผสมที่ประกอบดวยเบนซีน  (Benzene)    
แอนทราซีน  (anthracene)  และอากาศ  (ซ่ึงไมเปนตวัหนวงของคอลัมน  คารีเทนชันไทมของ
สารแตละตวัมีคาดังแสดงในตาราง  สมมติวาคอลัมนมีลักษณะเปนหลอดทรงกลมที่มีความยาว  

50  cm.  มีเสนผาศูนยกลางภายใน  1.00  cm  มีอัตราการไหลของตัวพา  30  /นาที          
จงคํานวณหาคา  k  ของเบนซีน,   ,    (สมมติวาปริมาตรรวมของคอลัมนมีคาเทากับ  

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  สามารถใชในการคํานวณหาคา    ได  เพราะวาอากาศไมเปนตัว
หนวงในคอลมัน  จะได   

k′
25.0tm =

   = Rt )k1(tm ′+  

  3.24 = )k1(25.0 ′+  

  k25.0 ′  = 3.24 – 0.25  

  k′  = 12 

 คา    สามารถคํานวณไดจากสมการ  3.13  เม่ือทราบอัตราการไหลของตัวพา mV

   =  mV Ftm

   =  min)25.0(min)/cm30( 3

   =  3cm5.7

 ปริมาตรของคอลัมนท้ังหมด  คํานวณไดจากความยาวของคอลัมนและรัศมีของ
คอลัมน 

  V = )L)(r( 2π  

   = cm)cm(502
1

7
22 2

2

⋅×⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛×  

   =  3cm3.39

จากโจทย  ปริมาตรรวมทั้งหมดของคอลัมน  มีคาเทากับ   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 

 คารีเลทีฟรีเทนชันของแอนทราซิน  เม่ือเทียบกับเบนซีน  คํานวณไดจากสมการท่ี  
3.15 

  α = 
m*R

mR

tt
tt

−
−

 

   = 25.024.3
25.073.5

−
−

     =     1.83 

 

ทฤษฎีการอีลูทในโครมาโตกราฟ  (Theories  of  Elution  Chromatography) 

 เม่ือนําสารตัวอยางท่ีละลายในเฟสเคลื่อนท่ีใสลงในสวนบนของคอลัมน  จะเกิดการ
แบงสวนระหวางเฟสอยูกับท่ีกับเฟสเคลือ่นท่ี  เม่ือเราเติมเฟสเคลื่อนท่ีเขาไปในคอลัมนอีก  คือ  
เติมตวัอีลทู  (eluent)  มันจะผลักดันดวยแรงขับ  (driving  force)  ใหเฟสเคลื่อนท่ีท่ีมีสาร
ตัวอยางละลายอยูเคลื่อนท่ีลงในคอลัมน  สารตัวอยางที่ถูกพาลงมาจะมาพบกับเฟสอยูกับท่ี 
สวนใหม  จะเกิดการแบงสวนระหวางเฟสท้ังสองอีก  เม่ือเติมตวัอีลทูตอไปอีกเร่ือยๆ จะทําให
สารตัวอยางถกูพาลงมาสวนลางของคอลมัน  จนในที่สุดออกจากคอลัมน  เพราะวาการเคลื่อนท่ี
ของสารตวัอยางสามารถเกิดข้ึนไดเน่ืองจากการพาของเฟสเคลื่อนท่ีหรือตัวอีลทูเทาน้ัน  ฉะน้ัน  
อัตราเร็วเฉลีย่ของการเคลือ่นท่ีของสารตัวอยางในคอลัมน  จึงขึ้นอยูกับเศษสวนของเวลาท่ี  
สารตัวอยางอยูในเฟสเคลื่อนท่ี  (สมการท่ี  3.2)  ถาสารตัวอยางที่นํามาใสในคอลมัน  มีตัวถูก
ละลายมากกวาหน่ึงชนิด  และตัวถูกละลายมีคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายหรือสัมประสิทธิข์อง
การแบงสวนตางกัน  พบวาความสามารถในการเคลื่อนท่ีของตวัถูกละลายนั้นตางกัน  ทําให
สามารถแยกตัวถูกละลายทั้งสองชนิดออกจากกันไดดังแสดงในรูปท่ี  3.1  ถาโมเลกุลของตวัถกู
ละลายทุกตัวมีความประพฤตเิหมือนกัน  และการเคลือ่นท่ีของโมเลกุลของตวัถูกละลายสามารถ
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รูปท่ี  3.1  แผนผังแสดงการอีลูทสารผสมของตัวถูกละลาย  2  ชนิด  ในวิธีโครมาโตกราฟ 

 

 
 

รูปท่ี  3.2  โครมาโตแกรมของสารตัวอยางที่มีความประพฤติเปนอุดมคติ  (Ideal  behavior) 
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 แตเน่ืองจากโมเลกุลของตวัถูกละลายทุกตัวมีความประพฤติไมเหมือนกัน  บาง
โมเลกุลเคลื่อนท่ีเร็ว  บางโมเลกุลเคล่ือนท่ีชา  ทําใหโครมาโตแกรมที่ไดเปนแบนดหรือพีกท่ีมี
ความกวาง  (band  broadening)  ดังแสดงในรูปท่ี  3.3  ระยะเวลาที่ใชในการอีลทูสารแตละ
ชนิดออกมาเรียกวา  รีเทนชันไทม 
 

 
 

รูปท่ี  3.3   โครมาโตแกรมในการทํากาซโครมาโตกราฟ  สารตัวอยางท่ีประกอบดวย  air  (peak 
A)  heptane  (peak B),  octane  (peak  C)  และ  nonane  (peak  D)  อากาศ     
ไมเปนตัวหนวงในคอลัมน  จึงสามารถใชเปน  peak  สําหรับวัด    ได  การวัดคา  

รีเทนชันไทมสามารถใชสวนบนสุดของโครมาโตแกรมดังแสดงในรูป  (   และ  

 คือรีเทนชันไทม  ของพีก  B , C  และ  D  ตามลําดับ) 

mt

CB t,t

Dt

 

 ลักษณะของแบนดหรือพีกท่ีไดจะกวางหรือแคบมากนอยแคไหน  ขึ้นอยูกับปจจัย
หลายอยาง  คือ 

1. การใสสารตวัอยางลงในคอลัมน 
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2. การแพรกระจายของสารตวัอยางในคอลัมน  จากบริเวณที่มีความเขมขนสูงสู
บริเวณที่มีความเขมขนต่ํา  (longitudinal  diffusion) 

3. การไหลของโมเลกุลของสารตัวอยางในคอลัมน  มีทิศทางท่ีแตกตางกัน  และได
ระยะทางทีต่างกัน  เพราะขนาดและรูปรางของเฟสอยูกับท่ีในคอลัมนแตกตางกัน  (Eddy  
diffusion) 

4. โมเลกุลของสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลขึ้นระหวางเฟสเคลื่อนท่ีและเฟส   
อยูกับท่ีได  (non  equilibrium  mass  transfer) 

 เปนไปไมไดท่ีจะใสสารตัวอยางลงในคอลมัน  พรอมกันหมดทุกโมเลกุล  การใสสาร
ตัวอยางท่ีกระจายเปนวงกวางจะมีผลใหไดแบนดท่ีกวาง  เม่ือแบนดของสารตวัอยางที่ใสลงไปมี
ความกวางมาก  จะมีผลทําใหการแยกสารออกจากกันไดไมดีเทาท่ีควร  ดวยเหตผุลน้ีเวลาใส
สารตัวอยางลงในคอลัมน  หรือหยดสารตัวอยางลงบนกระดาษ  หรือเพลตในการทํา  paper  
chromatography  หรือ  thin  layer  chromatography  ตองพยายามทําใหเปนวงที่เล็กท่ีสุด
เทาท่ีจะทําได 

 สําหรับการควบคุมขนาดของปจจัยขอ 2, 3  และ 4  สามารถทําไดโดยควบคุม
อัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  ขนาดของสารที่บรรจุในคอลัมนหรือเฟสอยูกับท่ีและขนาด
ของคอลัมน   แบนดจะมีความกวางมากขึ้นถามีการกระจายเพ่ิมขึ้น  ซ่ึงเกิดจากสารตัวอยางอยู
ในคอลัมนเปนเวลานานเกินไป  การท่ีจะทําใหสารตัวอยางไมอยูในคอลัมนนานเกินไป  สามารถ
ทําไดโดยเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  แตถาเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  
จะมีผลใหการแยกสารตวัอยางผสมเกิดขึน้ไมดี  พีก  (peak)  ไมสามารถแยกออกจากกันได  
ดังน้ัน  จึงเปนความจําเปนท่ีตองควบคุมอัตราเร็วการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีใหเหมาะสมที่จะทําให
การแยกของสารตัวอยางผสมเกิดข้ึนได  ถาโมเลกุลของสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลขึ้น
ระหวางเฟสเคล่ือนท่ีและเฟสอยูกับท่ีได  พบวาตวัอยางจะใชเวลาอยูกับเฟสหนึ่งมากกวาอีกเฟส
หน่ึงไดมากกวาท่ีควรจะเปน  ซ่ึงมีผลทําใหแบนดท่ีไดกวาง  เม่ือเพ่ิมอัตราเร็วการไหลของเฟส
เคลื่อนท่ี  จะมีผลทําใหมีเวลานอยท่ีจะทําใหสารตวัอยางเกิดสมดุลระหวางเฟสท้ังสอง  เม่ือขาด
การเกิดสมดุลขึ้น  จะมีผลทาํใหแบนดท่ีไดกวางน่ันเอง  สรุปไดวาในกรณีท่ีเกิดการแพรกระจาย
ของสารตวัอยางขึ้น  จะทําใหแบนดท่ีไดกวาง  การทําใหการแพรกระจายลดลงสามารถทําได
โดยเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี  แตถาเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีใหเร็วขึ้น  จะ
มีผลทําใหสารตัวอยางไมสามารถเกิดสมดุลระหวางเฟสเคล่ือนท่ีและเฟสอยูกับท่ีไดเพราะมีเวลา
นอย  จะเปนสาเหตุทําใหแบนดกวางขึ้น  แสดงวาการเพ่ิมอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ี
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ทฤษฎีเพลตของโครมาโตกราฟ  (Plate  Theory  of  Chromatography)  

 ถาพิจารณาใหลึกซ้ึง  จะพบวาวิธีการของโครมาโตกราฟจะเหมือนกระบวนการสกัด
แบบเคานเตอรเคอรเรนท  โดยการใชเคร่ืองมือ  craig  หลายๆ ชุด  วิธีการแยกจะเกิดขึ้นได  
เน่ืองจากมีตัวทําละลายตัวหน่ึงอยูกับท่ี  และตัวทําละลายอีกตัวหน่ึงเคล่ือนท่ีจาก  craig  อันท่ี  
1  ไปยังอันท่ี  2  จากอันท่ี  2  ไปอันท่ี  3  เชนน้ีเร่ือยๆ ซ่ึงการเคลือ่นท่ีของตัวทําละลายน้ี
เกิดขึ้นไดเม่ือทําการถายเท  การถายเทจะเกิดข้ึนเม่ือการกระจายของตัวถูกละลายถึงสมดุลแลว  
ถานึกวาดภาพใหเคร่ืองมือ  craig  แตละชุดมีขนาดเลก็มาก  จนสามารถบรรจุอยูใน  1  
คอลัมน  พบวาการผานของตัวทําละลายที่เคลื่อนท่ีไดจาก  craig  อันเล็กๆ อันท่ี  1  ไปยังอันท่ี  
2  และอันท่ี  2  ไปยังอันท่ี  3  ตอไปเร่ือยๆ น้ัน  จะมีลักษณะที่เกิดการถายเทขึ้นเองอยาง
ตอเน่ือง  ซ่ึงมีผลทําใหการถายเทของตวัถูกละลายระหวางเฟสท้ังสองใน  craig  อันเล็กๆ น้ัน  
เกิดขึ้นอยางรวดเร็ว  แตไมสมบูรณ  ดังน้ันวิธีการของโครมาโตกราฟจึงแตกตางจากวิธีการของ
เคานเตอรเคอรเรนท  คือ  การกระจายของตัวถูกละลาย  ระหวางเฟสท้ังสองในโครมาโตกราฟ  
จะเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว  แตไมเคยเกิดข้ึนอยางสมบูรณหรือถึงสมดุลและวิธีการของเคานเตอร
เคอรเรนท  มีขอจํากัดท่ีตัวทําละลาย  2  ชนิด  ตองไมละลายเปนเน้ือเดียวกัน   

 Martin  และ  Synge  เปนผูคิดไดวา  กระบวนการของโครมาโตกราฟน้ันเหมือนกับ
กระบวนการของเคานเตอรเคอรเรนท  และการกลั่นลําดับสวน  ในคอลัมนของโครมาโตกราฟจะ
ประกอบดวยสวนยอยๆ  ซ่ึงเปรียบเสมือน  craig  อันเล็กๆ หลายๆ อัน  ท่ีเรียกวา  theoretical  
plate  ซ่ึงในแตละเพลตสามารถเกิดการกระจายของตวัถูกละลายขึน้ได  ในกระบวนการสกัด
ดวยเคร่ืองมือ  craig  เราสามารถคํานวณการกระจายของสารตวัอยางใน  craig  แตละอันเม่ือ
ทําการสกัด  n  คร้ังได  ในทํานองเดียวกันก็สามารถหาการกระจายของสารตวัอยางในแตละ
เพลตตลอดคอลัมนของวิธีโครมาโตกราฟได  เพราะ  theoretical  plate  แตละอันในโครมาโต-
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  f(n , r) = r)rn( yx)!rn(!r
!n −
−  …………….(3.18) 

 ในโครมาโตกราฟ  n  และ  r  จะมีคามากๆ เพราะวาตองใชเฟสเคลื่อนท่ีผานสงไปใน
คอลัมนจํานวนมากเพ่ืออีลูทสารตวัอยาง  ดังน้ัน  n >> r  น่ันคือ 

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

 …………….(3.19) 

 เม่ือ   x  คือเศษสวนของตัวถูกละลายที่อยูในเฟสอยูกับท่ี 

  y  คือเศษสวนของตัวถูกละลายที่อยูในเฟสเคลื่อนท่ี 

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

rn

 แทนคาสมการท่ี  3.19  และ  3.20  ลงในสมการที่  3.18  จะได 

  f(n , r) = !r
e)ny( nyr −

 …………….(3.21) 

 โดยวิธีการทางคณิตศาสตร  และใชวิธีการประมาณคาของ  Stirling  (Stirling’s  
approximation)  จะได 

  r! = r

r

e
rr2 ⋅π

 …………….(3.22) 

 แทนคาสมการ  (3.22)  ลงในสมการ  (3.21) 

  f(n , r) = 
r

rnyr

rr2
ee)ny(
⋅π

−

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

 สมการท่ี  3.23  คือสมการท่ีแสดงการกระจายของสารตัวอยางในเฟสตางๆ สามารถ
คํานวณเศษสวนของสารตัวอยางท่ีมีอยูในเพลตที่มีมากท่ีสุด  หรือเพลตที่เปนสวนยอดของพีก
ไดจากสมการท่ี  2.71 

   = ny maxr
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 ใหแทนคาลงในสมการที่  3.23 

   = )r,n( max
f

r

rrr
max

rr2
ee)r( max

⋅π
 

 ในสมการที่  3.23  เม่ือเปนเศษสวนของสารตัวอยางในเพลตที่มีมากท่ีสุด  แสดงวา  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) 

 ถาพิจารณาใหสวนยอดของพีก  ( )  อยูท่ีปลายสุดของคอลัมนท่ีมีจํานวนเพลต

ท้ังหมดเทากับ  N  แสดงวา   = N  และสารตัวอยางทีใ่สเขาไปในคอลัมนมีคาเทากับ  m  

โมลแสดงวาปริมาณของสารตัวอยางที่อยูท่ี    หรือเพลตที ่ N  จะมีคาเทากับ  f(n, N) x m 

maxr

maxr

maxr

 ให  Q(n, N)  คือปริมาณของสารตัวอยางที่อยูท่ีเพลตที ่ N 

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

m
π

 …………….(3.25) 

 เม่ือสารตัวอยางเคลื่อนท่ีผานคอลัมนท่ีมีเพลตอยูท้ังหมด  N  เพลต  ในเวลา    

แสดงวาอัตราเร็วของการเคลื่อนท่ีคือ    สมการที่  (3.25)  แสดงการคํานวณหาปริมาณ

ของสารตวัอยางที่มีมากท่ีสุดท่ีเพลตท่ี  N   เม่ือตองการหาอัตราเร็วสูงสุดท่ีสารตวัอยางเคลื่อนท่ี
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) 
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  N = 2

2
R

2
max

m
tS2π

 …………….(3.27) 

 N  หมายถึงจํานวน  plate  ท่ีมีอยูในคอลมัน  ซ่ึงตามความเปนจริงแลวไมสามารถ
ทราบไดหรือนับไดวาในคอลัมนแตละอันจะมีเพลตอยูเทาใด  ดังน้ัน  N  จึงเปนจํานวนเพลตที่
คํานวณไดตามทฤษฎีซ่ึงเรียกวา  Theoretical  plate 

 ปริมาณสารตวัอยาง  m  ท่ีใสลงในคอลัมนจะแปรผันโดยตรงกับพ้ืนท่ีของพีก  (peak)  
สมมติใหโครมาโตกราฟกพีกท่ีไดมีความสูงเทากับ h  และมีความกวางเทากับ  W 

  m ∝ 2
hW

 

  m = 2
khW

 …………….(3.28) 

 k  คือคาคงที่ท่ีทําใหพ้ืนท่ีพีกมีคาเทากับปริมาณของสารตัวอยางทีใ่สในคอลัมน  ซ่ึง
เปนคาคงทีต่วัเดียวกับคาคงท่ีท่ีทําใหอัตราเร็วสูงสุดท่ีสารตัวอยางเคลื่อนท่ีออกจากคอลัมน
เทากับความสูง 

   ∝ h maxS

   = kh …………….(3.29) maxS

 แทนคาสมการ  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  เปนการคํานวณโดยพิจารณาพีกที่ไดเปนรูป
สามเหลี่ยมหนาจ่ัว  แตตามความเปนจริงแลวพีกท่ีไดมีลักษณะเปนเคอรฟท่ีมีการกระจายแบบ  
Gaussian  curve  ดังน้ันถาพิจารณาใหถูกตอง  การคํานวณตามสมการที่  (3.30)  จะมีคา
ดังน้ีคือ 
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  N = 
2

R

W
t

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛      =     

2
R

W
t4
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ …………….(3.31) 

 W  คือความกวางของพีกท่ีสามารถวัดไดดังแสดงในรูป  3.4  การวัดคา  W  ตองใช
วิธีการประมาณคาอาจทําใหคลาดเคลื่อนได  วิธีท่ีดีควรวัดความกวางของพีกท่ีมีความสูงเปน
คร่ึงหน่ึงของความสูงทั้งหมด  คือคา    จะไดพ้ืนท่ีสามเหลี่ยมมีคาเทากับ    น่ันคือจาก

สมการท่ี  3.28  จะได 
2
1W

2
1hW

   m = 
2
1hW  

  ∴ N = 

2

R

2
1W

t
2 ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
π  …………….(3.32) 

 ดวยเหตผุลเดียวกับสมการที่  (3.31)  จะได 

   N = 

2

R

2
1W

t
54.5 ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
 …………….(3.33) 

 สมการท่ี  (3.31)  และ  (3.33)  ใชเปนสมการสําหรับคํานวณหาจํานวนเพลต  (N)  ท่ี
มีอยูในคอลัมน  คา  W ,   จะตองมีหนวยเดียวกับ    ตามปกตินิยมใชสมการท่ี  3.33  

ในการคํานวณมากกวา  เพราะไมตองเสียเวลาในการประมาณคา  เพ่ือสรางกราฟใหเปนรูป
สามเหลี่ยมในการหาคา  W 

2
1W Rt
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รูปท่ี  3.4   โครมาโตแกรมของ  Heptane  ท่ีไดจากคอลัมนท่ีมีความยาว  50 cm,  b  คือ  base  

line, h  คือความสูงของพีก ,  w  คือความกวางของพีก ,         คือความกวางของ

พีกท่ีมีความสูงเทากับ    คือรีเทนชันไทม 
2
1W

R2
1 t,h

 

 จํานวนเพลต  N  จะมีผลตอลักษณะของพีก  ถา  N  มีจํานวนมากๆ จะไดพีกท่ีมี
ลักษณะแคบและคมชัด  การเพ่ิม  N  ใหมากข้ึนมิไดหมายความวาตองเพ่ิมความยาวของ
คอลัมน  เพราะถาความยาวของคอลัมนเพ่ิมขึ้นจะทําให    เพ่ิมขึ้น  ซ่ึงมีผลทําใหพีกกวาง
เหมือนเดิม  การเพ่ิม  N   ใหมากข้ึน  หมายความวาตองเพ่ิมใหมากข้ึนใน  1  หนวยของความ
ยาวของคอลมันท่ีเทาเดิม  แสดงวาประสิทธิภาพของคอลัมน  (Efficiency)  ขึ้นอยูกับจํานวน
เพลต  N  (Thoretical  plate)  ถาคา  N  เพ่ิมขึ้นประสิทธิภาพของคอลัมนจะเพ่ิมขึ้น  แต
เน่ืองจากการเปรียบเทียบคา  N  ท่ีเพ่ิมขึ้นตองเปรียบเทียบกับคอลัมนท่ีมีความยาวเทากับ  
ดังน้ันการพิจารณาประสิทธิภาพของคอลมันจากจํานวนเพลต  N  จึงไมสะดวก  เทอมที่ใช
ประโยชนไดมากกวาในการพิจารณาถึงประสิทธิภาพของคอลัมนคือเทอม  Height  equivalent  
of  a  theoretical  plate  (HETP)  ใหสัญลักษณยอคือ  H  ซ่ึงหมายถึงความยาวของคอลัมน
ตอจํานวนเพลต  N  เรียกส้ันๆ วา  plate  height 

Rt

  H = N
L

 ................(3.34) 
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 คอลัมนท่ีดีน้ันตองมีคา  HETP  นอย  น่ันคือ  N  ควรมีคามากทีสุ่ด  และคอลมันควร
ส้ันท่ีสุด  เพ่ือให  H  มีคานอย  เน่ืองจาก  N  จะมีคาไดมาก  เม่ือความกวางของพีกมีคานอย  
(ตามสมการท่ี  3.31  และ  3.33)  ดังน้ันจึงสามารถสรุปไดวา  ประสิทธิภาพของคอลัมนจะดี
เม่ือพีกท่ีไดมีความกวางนอยหรือแคบ  ประสิทธิภาพของคอลัมนจะลดลงเม่ือความกวางของพีก
มากข้ึน  ซ่ึงจะมีผลถึงการแยกสารผสมดวย  ถาประสิทธิภาพของคอลัมนดีก็ทําใหการแยก
สามารถเกิดข้ึนไดดี  เม่ือแทนคาสมการท่ี  (3.31)  ลงใน  (3.34)  จะได 

  H = 
2

Rt4
W

L ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  ................(3.35) 

 

ตัวอยางที่  3.2  จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  (Theoretical  plate)  และ  height  
equivalent  of  a  theoretical  plate  สําหรับคอลัมนท่ีมีความยาว  50.0  cm  ซ่ึงให         
โครมาโตรแกรม  ดังแสดงในรูป  3.4 

วิธีทํา   จะใชสมการท่ี  3.31  หรือ  3.33  ในการคํานวณหาคา  N  ก็ได  ถาใชสมการท่ี  3.31  
ตามรูป  จะวดัความกวางของพีกได  8.3  วินาที  และวัดรีเทนชันไทมได  59  วินาที 

  ∴ N = 
2

3.8
594
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛ ×

 

    = 2100.8 ×  

 จากสมการท่ี  3.34 

  H     =     N
L

      =     2100.8
50
×

     =     2103.6 ×   cm/plate 

 ถาใชสมการท่ี  3.33  ในการคํานวณหาคา  N  ตามรูปจะวัดคา    ไดเทากับ  4.9  

วินาที 
2
1W

   N      = 

2

2
1

R
W
t

54.5
⎟
⎟

⎠

⎞

⎜
⎜

⎝

⎛
     =     

2

4.9
59

5.54 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛×  

    = 2100.8 ×  

 (ซ่ึงไดคาเทากับการคํานวณตามสมการที่  3.31) 
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ตัวอยางที่  3.3   ในการทํากาซโครมาโตกราฟของสารตัวอยาง  n-butanol  ไดโครมาโตรแกรม
ดังแสดงในรูปขางลางน้ี  โดยใชคอลัมนของ  Carbowax  ท่ีมีความยาว  4  ฟุต  จงคํานวณหา
คาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  (N)  ในคอลมัน  และ  HETP  ของคอลัมนในเทอม  cm/plate 
 

 
inches of chart 

(2.0 inches/minute chart speed) 
 

 

วิธีทํา   อัตราเร็วในการเคลื่อนท่ีของกระดาษ  =     2.0  น้ิวตอนาท ี

 วัดคา    จากโครมาโตแกรมได =     4.5  น้ิว Rt

  ∴  = Rt min/inch
inch

0.2
5.4

     =     2.25  min 

 วัดคา  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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 เน่ืองจากระยะทางของกระดาษที่วัดไดจะแปรผันโดยตรงกับเวลาท่ีใชในการอีลทูสาร
ตัวอยาง  ดังน้ันการคํานวณจึงไมตองแปลงรีเทนชันไทมใหอยูในหนวยของนาทก็ีได  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 

 ในทางปฏิบัตส่ิิงที่สําคัญไมไดอยูท่ีประสิทธิภาพของคอลัมนเพียงอยางเดียว  ส่ิงที่
สําคัญท ี สุดในการทําโครมาโตรกราฟ  คอืการแยกองคประกอบสองชนิดหรือมากกวาออกจาก
กัน  คอลัมนที่มีประสิทธิภาพดียอมใหพีกของสารตวัอยางแยกออกจากกันไดชัดเจน 

 

 การแยก  (Resolution)  คอืการวัดอาณาเขตของพีก  2  พีกที่ซอนกัน  ปริมาณการ
แยกระหวางพีก  2  พีก  คือความแตกตางระหวางรีเทนชันไทมระหวางพีกทั้งสองกับผลรวม
ของครึ่งหนึ่งของความกวางของพีกทั้งสอง  พบวาถารีเทนชันไทมของพีกทั้งสองแตกตางกัน
มาก  การแยกจะเกิดไดดี  แตถาความกวางของพีกมีคามาก  การแยกเกิดขึ้นไดไมดี  สําหรับ
พีกที่สมมาตรคือมีรูปรางเปน  normal  gaussian  shape  และพีกทัง้สองมีขนาดเทากัน  คา
การแยกจะมีคาตามสมการที่  3.36  ดังนี้คือ 

  R = 

2
W

2
W

tt

21

RR 12

+

−
     =     

21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 …………….(3.36) 

 เม่ือ    และ    คือรีเทนชันไทมของพีกที่  1  และ  2  ตามลําดับ  ( >  )   
1Rt 2Rt 1Rt 2Rt

   1W และ    คือความกวางของฐานพีกทั้งสอง 2W
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 สําหรับพีกท่ีสมมาตรและมีคาการแยกเทากับ  1  จะมีพ้ืนท่ีพีกท่ีซอนกันเพียง  2%  
ซ่ึงเพียงพอสําหรับงานวิเคราะหทางปริมาณ  ถาการแยกมีคาเทากับ  1.5  พีก  สามารถแยก
ออกจากกันไดสมบูรณ  ลักษณะของการแยกดังแสดงในรูปท่ี  3.5 

 สมการท่ี  (3.36)  เปนสมการที่ใชกับพีกท่ีมีลักษณะสมมาตรในกรณีท่ีพีกไมสมมาตร
ควรใชสมการที่  (3.37)  คือ 

    R = 
L2R1

1R2R

WW

tt

+
−

 …………….(3.37) 

 สําหรับสมการที่  3.36  และสมการที่  3.37  สามารถใชคารีเทนชันโวลูมแทนคารีเทน
ชันไทมได  คา    และ    สามารถวัดไดจากพีกของโครมาโตแกรม  ดังแสดงในรูปท่ี  
3.6  สําหรับหนวยของ    และ    ตองใชใหสอดคลองตามคารีเทนชันไทม  หรือรีเทน
ชันโวลูม 

R1W L2W

R1W L2W

 

 
 

รูปท่ี  3.5  แสดงวิธีการแยกของโครมาโตกราฟพีกท่ีมีคา  R  ตางๆ กัน 
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รูปท่ี  3.6  แสดงการหาคา    และ    จากโครมาโตกราฟกพีกท่ีไมสมมาตร R1W L2W

 

 ตามปกติพีกท่ีไดจะไมสามาตร  มีหาง  (peak  tailing)  ดังแสดงในรูป  3.6  พีกท่ี  1  
มีหาง  ซ่ึงจะมีผลทําใหการแยกไมดี  การพิจารณาวาพีกสมมาตรหรือไมพิจารณาไดจาก  
Asymmetry  factor  ( ) fa

    fa  = 
L15.0

R15.0

W
W

 …………….(3.38) 

 โดยใชความกวางของพีกท่ีมีความสูงเทากับ  0.15h  ดานขวาหารดวยดานซาย      
ดังแสดงในรูปท่ี  3.7 
 

 
 

รูปท่ี  3.7   โครมาโตกราฟกพีกแสดงการวัดคาความกวางของพีกดานซายและขวาท่ีมีความสูง  
0.15h   a  =   และ  b  =    ในกรณีท่ี  asymmetry  factor  มีคา  =  

1     แสดงวาพีกนั้นสมมาตร 
L15.0W R15.0W
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ตัวอยางที่  3.4  จงหาคาการแยก  (Resolution)  ระหวางพีกของ  acetylsalicylic  acid  กับ
พีกของ  Salicylic  acid  ในการทําลิควดิโครมาโตกราฟ  ซ่ึงไดพีกดังแสดงในรูปขางลางน้ี  
ทานคิดวาการแยกน้ีเพียงพอสําหรับการวิเคราะหหาปริมาณหรือไม 

 

 
 

วิธีทํา  จากกราฟวัดคารีเทนชันไทมของพีกท่ี  1  ได  7.42  นาที  และพีกท่ี  2  ได  8.92  
นาที  ความกวางของพีกท้ังสองวัดไดเทากับ  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 

 เพราะวาการแยกมีคามากกวา  1  แสดงวาโครมาโตแกรมที่ไดสามารถใชในการ
วิเคราะหหาปริมาณได 
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ตัวอยางที่  3.5  จงคํานวณหา  asymmetry  factor  ของโครมาโตกราฟกพีกของรูปขางลางน้ี 
 

 
 

วิธีทํา   จากสมการที่  (3.38) 

    fa  = 
L15.0

R15.0

W
W

 

 ตามรูปวัดคา    ไดเทากับ  5.20  นาที  และ    ไดเทากับ  3.90  นาที R15.0W L15.0W

   ∴ fa  = min
min

90.3
20.5

   =   1.33 

 เม่ือพิจารณาสมการการแยก  (สมการท่ี  3.36)  จะเห็นไดชัดวาการแยกจะดีหรือไม
ขึ้นอยูกับความแตกตางระหวางคา    และ   ( )  กับความกวางของพีก  น่ันคือการ

ปรับปรุงการแยกใหดีขึ้นสามารถทําไดดังน้ีคือ 
1Rt 2Rt RtΔ

1. เพ่ิมคา  RtΔ  )t   ซ่ึงทําไดดังน้ี t(
12 RR −

ก. เพ่ิมความยาวของคอลัมน  (L) 

ข. โดยการลดอุณหภูมิและเลอืกเฟสอยูกับท่ีและเฟสเคลือ่นท่ีใหเหมาะสม 

ค. เพ่ิมปริมาณของเฟสอยูกับท่ี 

2. ทําความกวางของแบนดหรือพีกใหนอยลง 

ก. บรรจุเฟสอยูกับท่ีหรือพีกใหนอยลง 
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ข. เพ่ิมพ้ืนท่ีผิวของเฟสอยูกับท่ี  คือใชท่ีมีขนาดเล็ก 

ค. ใหการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีมีอัตราเร็วท่ีเหมาะสม 

ง. ลดเสนผาศูนยกลางของคอลัมน 

จ. ลดปริมาณของสารตัวอยาง 

 ส่ิงที่นาสนใจในการคํานวณอีกแบบหน่ึงก็คือ  คํานวณหาจํานวนเพลตที่ตองการ
สําหรับทําใหการแยกเกิดข้ึนไดดี  หรือเปนไปไดในทางการวิเคราะหปริมาณ  ในเม่ือทราบวาคา  
R  ท่ีเหมาะสม  ควรมีคาเทากับเทาไร 

จากสมการท่ี  3.36   R =  
21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 

 ถาพีกทั้งสองมีคาความกวางของพีกโดยประมาณเทากัน  คือ 

     ≅  1W 2W

 จะได R =    =    …………….(3.39) 
2

RR

W2
)tt(2

12
−

2

RR

W
tt

12
−

 เน่ืองจากความกวางของพีกมีความสัมพันธตอประสิทธิภาพของคอลัมนหรือจํานวน
เพลตตามสมการที่  (3.31) 

  N = 
2

R

W
t4
⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

 ถาจํานวนเพลตที่คํานวณไดนี้คิดจากพีกที่  2 

  ∴  = 2W
N

t4
2R  …………….(3.40) 

 นั่นคือ  เราสามารถหาการแยกที่สัมพันธกับจํานวนเพลตไดโดยแทนคา  (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    หารทั้งเศษและสวนจะได mR tt
1
− 

  
N
R4

 = 

)tt(
t

1tt
tt

mR

R

mR

mR

1

2

1

2

−

−−
−

 

 จากสมการที่  3.15  พิจารณาไดวา 

  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  แทนคาลงในสมการขางบนจะได  

   
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  คือจํานวนเพลตทีต่องการจึงใหสัญลกัษณเปน   reqN

 

ตัวอยางที่  3.6  สารตัวอยางประกอบดวยสารประกอบ  2  ชนิด  ถูกแยกออกจากกันโดยใช
คอลัมนยาว  10  ฟุต  ขอมูลที่ไดในการทาํโครมาโตแกรม  ดวยวิธีการกาซโครมาโตกราฟมี
ดังนี้ 

    =   19.0  
2Rt นาท ี

    =   16.0  
1Rt นาท ี

    =   1.0  airt นาท ี

    =   1.0  1W นาท ี

 จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีทีต่องใชเพ่ือทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5  
และคอลัมนควรมีความยาวอยางนอยท่ีสุดเทาไร  จึงสามารถบรรจุจํานวนเพลตตามทฤษฎทีี่
ตองการไวได 

วิธีทํา จากสมการที่  3.15 

  α = 
mR

mR

tt
tt

1

2

−
−

 

   = 0.10.16
0.10.19

−
−

   =   0.15
0.18

   =   5
6

 

   mt ในกาซโครมาโตกราฟคือ   airt

 จากสมการที่  3.8 

   = 2k′
m

mR

t
tt

2
−
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   = 0.1
0.10.19 −

   =   18 

แทนคา  α  และ    ลงในสมการที่  3.42 2k′ 

   = reqN
22

2
18

118
1)5/6(

5/6
)5.1(16 ⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ +

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−  

   = 1444  theoretical  plates 

 จํานวนเพลตที่ใชในการแยกตองมีคาเทากับ  1444  เพลต 

 ในการทําโครมาโตแกรมทราบวาสารประกอบตัวท่ี  1  มีความกวางของพีกเทากับ  
1.0  นาที  และรีเทนชนัไทมเทากับ  16.0  แสดงวาสามารถคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎี  
(theoretical  plates)  ที่มีอยูในคอลัมนยาว  10  ฟุตได  ตามสมการที่  3.31 

  N = 
2

1

R

W
t

16 1 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛  

   = 
2

0.1
0.16

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛  

   = 4096  theoretical  plates 

 แสดงวา คอลมันที่นํามาใชงานมี  Height  equivalent  of  theoretical  plates  (H)  
ดังน้ี 

  H = N
L

 

   = 4096
10

   =   0.0024  ft/plate 

 น่ันคือ  ความยาวของคอลมันที่ตองมี  H  =  0.0024  ft/plate  และสามารถบรรจุ
เพลตตามทฤษฎีไดเทากับ  1444  เพลต  คํานวณไดดังน้ี 

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

 คอลัมนควรมีความยาวอยางนอย  3.5  ฟุต  จึงจะบรรจุจํานวน  plate  ตามที่ตองการ
ไดเพ่ือความแนนอนในการปฏิบตัิควรใชคอลัมนยาว  4  ฟุต   
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ตัวอยางที่  3.7  สารประกอบ  A  และ  B  มีคารีเทนชันไทมเทากับ  16.40  และ  17.63  นาที  
ตามลําดับ  เม่ือใชคอลัมนยาว  30.0  cm  โดยเวลาที่ใชสําหรับอากาศ  (พีกอากาศ)  มีคา
เทากับ  1.30  นาที  ความกวางของพีก  A  และ  B  มีคาเทากับ  1.11  และ  1.21  mm      
จงคํานวณหา 

ก. การแยกของคอลัมน  (Column  resolution) 

ข. จํานวนเฉลี่ยของเพลตตามทฤษฎีในคอลมัน 
ค. Plate  height  (HETP) 

ง. ความยาวของคอลัมนที่ตองการเพ่ือทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5 

จ. เวลาที่ใชในการอีลูทสารประกอบ  B  ออกจากคอลัมนที่ยาวกวา 

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. สรุปไดวาเม่ือใชคอลัมนที่มีความยาว  30  ซม.  มีการแยกเทากับ  1.06  จะมี
จํานวนเพลตเฉลี่ยเท ากับ  3445  เพลต  ซึ่งจํานวนเพลตและการแยกสัมพันธตามสมการที่  
3.42 

   = 
1reqN

2

2

2
2

2
1 k

k1
1R16 ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 …………….(1) 

เม่ือใชคอลัมนอันที่  2  ที่มีความยาวตางออกไปจากอันที่  1  จะได  

   = 
2reqN

2

2

2
2

2
2 k

k1
1R16 ⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 …………….(2) 

 เน่ืองจากคา    และ  α  ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของ
คอลัมนและจํานวนเพลต  นั่นคือสมการที่  (1)  หารดวยสมการที่  (2)  จะได 

2k′

  
2

1

req

req

N
N

 = 2
2

2
1

R
R

 …………….(3) 

แทนคา   =  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

 แสดงวา  ถาตองการใหคอลัมนมีการแยก  1.5  ตองใชคอลัมนที่มีเพลตตามทฤษฎี  =  
6.90 x   เพลต  ซึ่งมีความยาวดังนี้ 310

  L = HN 

   = 33 1090.61071.8 ××× −  

       ∴  คอลัมนที่ใชจะตองยาว  =  60.1  cm  จึงจะทําใหการแยกมีคาเทากับ  1.5  

จ. สมการท่ี  3.7 

   = Rt )k1(u
L ′+  

 และสมการที่  3.34    H   =     หรือ  L   =  HN N
L

  ∴   = Rt )k1(u
HN ′+  

 เม่ือพิจารณารีเทนชันไทมของสารประกอบ  B  ซ่ึงเปนตัวท่ีถูกอีลทูออกมาทีหลังจะได 

   = 
2Rt )k1(u

HN ′+  

 เม่ือใชคอลัมนอันที่  1  ซ่ึงมีความยาว  30.0  cm  รีเทนชันไทมทีว่ัดไดคือ    

เม่ือมีจํานวนเพลตในคอลัมนเทากับ   
1R )t(

2

1reqN

           ∴   = 1R )t(
2

)k1(u
HN

2
req1 ′+  …………….(4) 

 เม่ือใชคอลัมนอันที่สองซ่ึงมีความยาว  60.1  cm  รีเทนชันไทมทีว่ัดไดคือ   2R )t(
2

              = 2R )t(
2

)k1(u
HN

2
req2 ′+  …………….(5) 

 เน่ืองจากอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีค่งท่ีสําหรับการใชคอลัมนทั้งสองและ   ไม
เปลี่ยนแปลงเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของคอลมัน  เม่ือนําสมการที่  (4)  หารดวยสมการ
ที่  (5)  จะได 

2k′
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2R

1R

)t(
)t(

2

2   = 
2

1

req

req

N
N

 …………….(6) 

สมการที่  (6)  เทากับสมการที่  (3)  

             ∴   
2R

1R

)t(
)t(

2

2   = 2
2

2
1

R
R

 

เม่ือ    =  17.63 ,    =  1.06 ,    =  1.5  1R )t(
2 1R 2R

                           ∴   = 2R )t(
2 2

2

)06.1(
)5.1(

63.17 ×  

    = 35.3  min 

 น่ันคือ  รีเทนชันไทมของสารประกอบ  B  เม่ือใชคอลัมนที่ยาว  60.1  ซม.  จะมีคา
เทากับ  35.3  นาที 

 

ตารางที่  3.1  ตารางสรุปเทอมสําคัญตางๆ ในโครมาโตกราฟ 

ชื่อ สัญลักษณ สามารถหาไดจาก 

รีเทนชันไทมของเฟสเคลื่อนที่ mt  พีกของอากาศในโครมาโตแกรม
ดูรูป  3.3 

รีเทนชันไทมของสารตวัอยาง Rt  โครมาโตแกรม  ดูรูปที่  3.3 

- ถาเปนสารผสมของ  A  และ  B  
ใหกําหนดเปนรีเทนชันไทมของ
สารน้ันๆ 

ARt  และ     หรือ  

 และ    
BRt

AR )t( BR )t(

 

ความกวางของพีก W โครมาโตแกรม  ดูรูปที่  3.4 

- ถาเปนสารผสมของ  A  และ  B  
ใหกําหนดเปนความกวางของสาร
น้ันๆ 

AW   และ   BW  

ความยาวของคอลัมน L วัดไดโดยตรงจากคอลัมน 
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อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ F วัดไดโดยตรง 

mV  Ftm ×  ปริมาตรของเฟสเคลื่อนที ่

 

ตารางที่  3.1  (ตอ) 

ชื่อ สัญลักษณ สามารถหาไดจาก 

SV  ปริมาตรของเฟสอยูกับที ่ ปริมาตรของคอลัมนที่ใชบรรจุ 

mS C,C
 ความเขมขนของสารตวัอยางใน

เฟสอยูกับที่และเฟสเคลื่อนที่ 
วิเคราะหจากขอมูลที่ได 

 

ตารางที่  3.2  ตารางสรุปสูตรในการคํานวณหาคาเทอมตางๆ ในโครมาโตกราฟ 
ชื่อ สูตรในการคาํนวณ ความสัมพันธกับคาอ่ืนๆ 

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
แบงสวน  (Partition  
Coefficient)  หรือ
สัมประสิทธิ์ของการ
กระจาย  (Distribution  
Coefficient) 

รีเลทีฟรีเทนชนั 
α  =  

mR

mR

tt
tt

1

2

−
−

   α  =  
1

2

k
k
′
′

  =  
1

2

d

d

K
K

 

  CM 334  132 



 

R  =  21

RR

WW
)tt(2

12

+
−

 R  =  
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′+
′

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

α
−α

2

2

k1
k1

4
N

 

การแยก  (Resolution) 

 

ตารางที่  3.2  (ตอ) 

ชื่อ สูตรในการคาํนวณ ความสัมพันธกับคาอ่ืนๆ 

N  =  

2
R

W
t

16 ⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

 
reqN   =  H

L
 

        =  
⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

2

2
2

2

k
k1

1R16
 

จํานวนเพลต 
(Theoretical  plate) 

2
2

2
1

2R

1R

R
R

)t(
)t(

A

A =
 

(รีเทนชันไทม สาร  A  ชนิดเดียวกันใชคอลัมนเหมือนกัน
แตมีความยาวตางกันคือ  คอลัมนอันที่  1  
และอันท่ี  2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CM 334 133 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  CM 334  134 



 

แบบฝกหัดบทที ่ 3 
 

1. จงนิยามความหมายของคําตอไปน้ี 
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. ขอมูลตอไปน้ี  ไดจากการทํากาซโครมาโตกราฟ 

  =  5.0  Rt นาที ,    =  1.0  นาที airt

   =  SV ปริมาตรของเฟสที่อยูกับที่  =   3cm20

 F  =   .min/cm50 3

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

4. จงคํานวณหาคา  H  และ  N  ของคอลัมน  ที่ใชในการวิเคราะห  didodecylphthalate  ซ่ึง
ไดคารีเทนชันไทม  เทากับ  9.59  นาที  และพีกมีความกวาง  1.20  นาที 

5. จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีของคอลัมน  ซ่ึงใหรีเทนชันไทมสารตัวอยาง  7.66  
นาที  ความกวางของพีกเทากับ  47  วินาที 

6. จงหาคา  H  ของคอลัมนทีย่าว  2.00  เมตร  เพ่ือใหพีกท่ีมีรีเทนชนัไทม  10.0  นาที  มี
ความกวางของพีก  30  วินาที 
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7. สารประกอบจําพวก  chlorinated  dydrocarbon  คือ  1, 1, 1-trichloroethane  ถูกนํามา
ทํากาซโครมาโตกราฟ  ปรากฏวาวัดคารีเทนชันไทมไดเทากับ  137  วินาที  ความกวาง
ของพีกเทากับ  10  วินาท ี จงคํานวณหาคา  HETP  ของคอลัมนในหนวยเซนตเิมตร  เม่ือ
คอลัมนมีความยาว  5  ฟุต          ตอบ  0.0507 cm. 

8. ขอมูลตอไปน้ีสําหรับทํากาซโครมาโตกราฟ  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  มีขอมูลดังน้ี 
 RT  (min) ความกวางของพีก  (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) จํานวนเพลตที่ใชสําหรับแตละพีก 

b) HETP  ของคอลัมน 

9. จากโจทยขอ  8  จงคํานวณเก่ียวกับสาร  B  และ  C 

a) การแยก  (resolution) 

รีเลทีฟรีเทนชนั  หรือ  selectivity  factor  (α) b) 
c) ความยาวของคอลัมนที่ตองการใหการแยก  มีคาเทากับ  1.5 

d) เวลาที่ตองใชในการแยก  B  ออกจาก  C  เม่ือมีการแยก  1.5 

10. จากโจทยขอ  8  จงคํานวณเก่ียวกับ  C  และ  D  ในคําถามแบบเดียวกับขอ  9 
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11. ขอมูลตอไปน้ีไดจากการทํากาซโครมาโตกราฟของคอลัมนที่ยาว  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) คาเฉลีย่ของจํานวนเพลตตามทฤษฎีจากขอมูล 

b) คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ย  ในขอ  a 

c) คาเฉลีย่  HETP  ของคอลัมน 

- methylcyclohexene  กับ  methylcyclohexane 

- methylcyclohexene  กับ  toluene 

- methylcyclohexane  กับ  toluene 

12. จงคํานวณหา  asymmetry  factor  ของโครมาโตกราฟ  พีกท่ีมีความกวางของพีกท่ี  15%  
ของความสูงเทากับ  0.41  นาที  ทางขางซายของรีเทนชันไทม  และ  0.83  นาที  ทางขาง
ขวาของรีเทนชันไทม 

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

และ  R15.0W   =  43  นาที 
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