
 

บทที่  4 

ลิควิดโครมาโตกราฟ 
(Liquid  Chromatography) 

 

 ลิควิดโครมาโตกราฟ คือ เทคนิคการทําโครมาโตกราฟที่ใชเฟสเคลือ่นที่เปนของเหลว  
สวนเฟสอยูกับที่จะเปนของแข็งหรือของเหลวก็ได  ถาเปนของแข็งจะเรียกวา Liquid-Solid 
Chromatography  (LSC)  ถาเปนของเหลวจะเรียกวา Liquid-Liquid Chromatography (LLC) 
ลิควิดโครมาโตกราฟสามารถแบงตามเทคนิคของการวิเคราะหไดอีกหลายวิธี  ดังแสดงไวในรปูที่  
1.2 ดังนัน้ในบทน้ีจะขอกลาวถึง เทคนิค และวธิีการวิเคราะหของแตละวธิีไวเพ่ือความเขาใจ  
ยกเวนวิธี ion exchange chromatography จะขอกลาวรายละเอียดไวในบทที่ 5 

 

เพลนโครมาโตกราฟ (Plane chromatography) 

 ในสมัยโบราณชาวโรมันรูจักวิธีการทดสอบของเหลววามีสารมีสี (dyes and pigments) 
ผสมอยูหรือไม  โดยการหยดของเหลวนัน้ลงบนแผนกระดาษหรือผา ถาของเหลวนั้นมีสารที่มีสี
ผสมอยู จะเกิดการแพรกระจายเปนวงกลมของแถบสีทีส่ังเกตเห็นได ตอมาประมาณ 120 ป 
ลวงมาแลว นกัเคมีชาวเยอรมันไดปรับปรุงเทคนิคน้ีใหมี reproducibility ดีขึ้น เพ่ือใชในงาน
วิเคราะหทางปริมาณ แตอยางไรก็ตาม วิธีการน้ีก็ยังไมเปนที่ยอมรับกัน จนกระทั่งในชวง 50 ป
ที่ผานมา P. Martin และผูรวมงานไดคนพบกรรมวิธีของโครมาโตกราฟแบบแบงสวน (Partition 
chromatography) ทําใหสามารถจัดวิธีการวิเคราะหนี้ เปนชนิดหน่ึงของโครมาโตกราฟแบบ 
แบงสวน ซึ่งเรียกวา เปเปอรโครมาโตกราฟ (PC) โดยมีความชื้นในกระดาษทําหนาที่เปนเฟส
อยูกับที่  จึงทําใหในระยะหลังเทคนคิของการวิเคราะหแบบเปเปอรโครมาโตกราฟไดรับความ
นิยม และนํามาใชงานมากขึน้ โดยเฉพาะอยางยิ่งงานทางดานชีวเคมี 

 หลังจากที่รูจักเทคนิคของเปเปอรโครมาโตกราฟ และคอลัมนโครมาโตกราฟแลว 
นักวิทยาศาสตรไดพบปญหาในการแยกสารโดยใชคอลัมน คือ เม่ือแยกสารออกจากกันไดแลว 
โดยเห็นเปนแบนดในคอลัมน จะไมสามารถตัดเอาสวนที่แยกไดนั้นออกจากคอลัมนได ถา
ตองการไดสวนที่แยกน้ัน ตองหาตัวทําลายที่เหมาะสม อีลูทมันออกจากคอลัมน ซึ่งทําให
เสียเวลาและสิ้นเปลืองตวัทําละลาย เม่ือพิจารณาเทคนิคของการทําคอลัมน พบวาสารตวัอยางที่
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 ทฤษฎีและหลกัการทั่วๆ ไปของโครมาโตกราฟ ที่กลาวไวในบทที่ 3 สามารถนาํมา
อธิบายในเพลนโครมาโตกราฟไดเชนกัน กลาวคือ สารตัวอยางหรือตัวถูกละลายสามารถเกิด
สมดุลระหวางเฟสทั้งสองไดตามกฎของการกระจาย คือ 

   = dK
m

s
C
C

 …………….(4.1) 

 เม่ือหยดสารตัวอยางลงบนแผนกระดาษหรือแผน TLC ถาสารตวัอยางนั้นประกอบดวย
สารหลายชนดิ ซ่ึงแตละชนดิมีคา Kd ตางกัน หลังจากที่ทําใหเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไปตามเพลน 
พบวา หยดของสารตัวอยางนั้นสามารถเคลื่อนที่ไปตามเพลนไดดวยแรงขับของตัวพาหรือเฟส
เคลื่อนที่ซ่ึงเรียกวา driving force เน่ืองจากเกิด capillary action ในขณะเดียวกัน เฟสอยูกับที่
อาจจะทําหนาท่ีหนวง (retarding action)  สารตัวอยางแตละชนิดจะถูกขับและถูกหนวงไดไม
เทากัน ทําใหถูกแยกออกจากกันเปนโซนได ซ่ึงเปนหลักการเดียวกับคอลัมนโครมาโตกราฟ 
ระยะทางทีส่ารตัวอยางหรือตัวถูกละลายเคลื่อนที่ได เรียกวา คารีเทนชัน องศาของรีเทนชัน 
(degree of retention) ในการทําเพลนโครมาโตกราฟสามารถแสดงไดในเทอมของ retardation 
factor (Rf)  
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fR  =           ...............(4.2) ระยะทางที่ตัวถูกละลายเคล่ือนที่  

      ระยะทางที่ตัวทําละลายเคล่ือนท่ี 

 การวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายใหวัดที่จุดก่ึงกลางของหยดสารตัวอยาง 
จากจุดเร่ิมตนถึงจุดที่เคลื่อนที่มาถึง สําหรับระยะทางของตัวทําละลายจะเริ่มวดัจากจุดเร่ิมตน 
เม่ือตัวทําละลายเริ่มพาตวัถกูละลายใหเคลื่อนที่จนถึงจุดท่ีตัวทําละลายหยุดเคลื่อนที่ ซ่ึงเรียกวา 
Solvent front ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 
 

รูปท่ี 4.1  แสดงระยะทางการเคล่ือนท่ีของตัวถูกละลายและตัวทําละลาย 

 

จากรูปแสดงวา          =  fR Y
X

 

 Rf เปนคาคงที่สําหรับสารชนิดหน่ึง ๆ ที่อุณหภูมิหน่ึง ๆ และตวัทาํละลายชนิดหน่ึงๆ 
ดังน้ัน การคํานวณหาคา Rf จะทําใหสามารถชี้บอกไดวาสารตวัน้ันคืออะไร ทําใหสามารถทํา
การวิเคราะหทางคุณภาพได (Qualitative) แตเน่ืองจากตัวถูกละลายมีมากมาย หลายชนิด และ
บางชนิดอาจมีคา Rf ใกลๆ  กันหรือเทากัน จึงไมสามารถใชคา Rf ที่ไดจากการทดลองเพียงคร้ัง
เดียว บอกไดวาสารตวัอยางนั้นคืออะไร การทดลองควรทําหลายครัง้โดยเปลี่ยนตวัทําละลาย
และทําเทียบกับสารมาตรฐาน ถาไดคา Rf ของสารตัวอยาง และสารมาตรฐานเทากันทุกคร้ัง ก็
ยืนยันไดวาสารตัวอยางคือสารชนิดเดียวกับสารมาตรฐาน หรืออาจใชวธิีผสมสารตัวอยางกับ
สารมาตรฐานเขาดวยกัน แลวทําการทดลองโดยเปลี่ยนตัวทําละลาย 2-3 ชนิด ถาไดโซนเพียง
โซนเดียวทุกครั้ง จะยืนยันไดวาสารตวัอยางคือสารชนิดเดียวกับสารมาตรฐานเชนกัน จะเห็นได
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 การใชคา Rf ของตัวถูกละลายสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพตามวิธีที่กลาวมา
พบวามีขอผิดพลาดเกิดขึ้นไดบาง เน่ืองจากการวัดระยะทางของตวัทาํละลายเพราะบางที 
Solvent front ที่ไดมีลักษณะไมเปนเสนตรง การใชคา Rf  จึงไดผลไมดีนัก วิธีที่ดีคือใชคา Rf 
สัมพัทธ ซ่ึงหาไดจากระยะทางที่สารตวัอยางเคลื่อนทีต่อระยะทางที่สารมาตรฐานเคลื่อนที่   
(สารมาตรฐานคนละชนิดกับสารตวัอยาง) ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
 

 
 

รูปท่ี 4.2  แสดงการทําโครมาโตแกรมของสารตัวอยางคูกับสารมาตรฐาน 

   a  คือสารตัวอยาง  X  คือระยะทางที่สารตัวอยางเคล่ือนท่ี 

   b  คือสารมาตรฐาน Z  คือระยะท่ีสารมาตรฐานเคล่ือนท่ี 

 

 คา Rf สัมพัทธ (Rf)r มีคาดังน้ี 

 rf )R(  = Z
X

 …………….(4.3) 

 Z
X

 เปนคาท่ีใชเปรียบเทียบในการวิเคราะหทางคุณภาพไดดีกวา คา Rf เพราะมี 

reproducibility ดีกวา 

 สําหรับประสทิธิภาพในการแยกและทฤษฎีของเพลตสามารถอธิบายไดแบบเดียวกับ
โครมาโตกราฟแบบทัว่ๆ ไป ในกรณีที่สาร 2 ชนิด มีคา Rf ตางกันนอยกวา 0.05 พบวาการแยก
สารสองชนิดออกจากกันน้ันเปนไปไมได 
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 สามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf และคา Kd ไดโดยมีหลักการพิจารณาดังน้ี คือ 
ระยะทางเฉลีย่ที่โมเลกุลของตัวถูกละลายเคลื่อนที่ไดจะแปรผันโดยตรงกับความเรว็ ซ่ึงความเร็ว
ของการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายตอความเร็วของการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ไดน้ันสัมพันธ
โดยตรงกับเศษสวนของเวลาที่ตวัถูกละลายอยูในเฟสเคลื่อนที่ เศษสวนเวลาที่ตวัถูกละลายที่อยู
ในเฟสเคลื่อนที่สามารถแสดงไดในเทอมของจํานวนโมเลกุลของตวัถกูละลายในเฟสเคลื่อนทีต่อ
จํานวนโมเลกุลของตวัถูกละลายท่ีมีอยูทัง้หมดน่ันคือ 

 

  fR  =     
จํานวนโมเลกุลของตัวถูกละลายในเฟสเคลื่อนท่ี 

จํานวนโมเลกุลท้ังหมด 
 

   = 
ssmm

mm

ACAC
AC
+  …………….(4.4) 

เม่ือ Am และ As คือพ้ืนที่หนาตัดของเฟสทั้งสองที่วัดไดบนแผนกระดาษหรือแผน TLC   

 นําคา Cm หารทั้งเศษและสวนในสมการที่ 4.4 

          ∴  = fR
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+
 …………….(4.5) 

 จากสมการที่ 4.1 แทนคาลงใน  4.5 จะได 

            = fR
sdm

m
AKA

A
+  …………….(4.6) 

 

 เน่ืองจากพ้ืนที่หนาตัดของ Am และ As ในทางปฏิบตัิวดัไดยาก ดังน้ัน สมการที่ 4.6 
จึงไมนิยมใช ใชเพียงแสดงใหเห็นวาคา Rf จะมีคาขึ้นอยูกับคา Kd  

 

 เปเปอรโครมาโตกราฟ (Paper Chromatography, PC) วิธีการน้ีจัดเปนเทคนคิของ 
liquid-liquid chromatography หรือ partition chromatography  มีเฟสอยูกับที่คือนํ้า ซ่ึงเกาะอยู
ในแผนกระดาษ ทําหนาท่ีเปนตวัชวย ตามปกติในแผนกระดาษจะมีนํ้าอยูประมาณ 6-12% และ
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 นอกจากใชตวัทําละลายทีมี่โพลารมาก เชน นํ้า เปนเฟสอยูกับทีต่ามที่กลาวมาแลว 
สามารถกลับเฟสได (reversed-phase chromatography) โดยใชสารท่ีมีโพลารนอยคือสาร
จําพวก ไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) เชน ยางลาเทกซ นํ้ามัน และซิลโิคนออยส เปนตน ฉาบลง
บนแผนกระดาษแลว  ใชตวัทําละลายที่มีโพลารมากเปนเฟสเคลื่อนที่แทน วิธกีารโครมาโตกราฟ
แบบน้ีมีประโยชนมากในการแยกกรดไขมัน (fatty acids) และสารประกอบที่ไมมีโพลาร (non 
polar compounds) 

วิธีการทําเปเปอรโครมาโตกราฟ ขั้นตอนในการวิเคราะหสามารถทําไดดังน้ี คือ  
1. การจุดสารตัวอยาง (Spot) จุดสารตัวอยางที่เปนของเหลวลงบนแผนกระดาษที่มี

ขนาดพอเหมาะตามปกติใชกระดาษกรอง เชน กระดาษกรอง whatman No.1 ถา ตองการจุด
สารตัวอยางลงไปหลายจุดใหใชกระดาษแผนใหญ เม่ือตองการดีเวลลอปใหใชวธิีมวนกระดาษให
เปนทรงกระบอก แตถาตองการจุดสาร 2-3 จุด หรือเพียงจุดเดียว ใหใชแผนกระดาษท่ีมีความ
กวางนอยขนาด 1.5-3 ซม. และยาว 25-30 ซม. เม่ือเร่ิมตนจุดสารตวัอยางตองใหทุกจุดอยูบน
เสนตรงเดียวกัน โดยอยูเหนือปลายขอบลางประมาณ 1-1.5 ซม. และตองทําใหเปนวงกลมที่มี
ขนาดเล็กท่ีสดุเทาท่ีจะทําได จากน้ันทําใหจุดของสารตัวอยางแหง คือ ทําใหตวัทาํละลายระเหย
ไปใหหมด ดังแสดงในรูปที่ 4.3  
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รูปท่ี 4.3  แสดงวิธีการจุดสารตัวอยางลงบนกระดาษกรองและทําใหแหง 

 
2. การดีเวลลอป (Developing) กระดาษกรองที่จุดสารตัวอยางเรียบรอยแลวสามารถ

นํามาทําการดีเวลลอปได โดยใสในถัง (Chamber) ทีมี่ตัวทําละลาย หรือ ตัวอีลทู สําหรับ        
ดีเวลลอปบรรจุอยู และอ่ิมดวยไอของมัน ลักษณะการใสอาจจะมวนกระดาษกรองเปน
ทรงกระบอก ซ่ึงทําใหตั้งบนตัวทําละลายได ดังแสดงไวในรูปที่ 4.4 หรืออาจใชเปนแผนโดยมี
คลิปจับใหหอยอยูได ดังแสดงในรูปที่ 4.5 (a) ลักษณะของการดีเวลลอปแบบน้ีเรียกวา การดี
เวลลอปแบบขึ้น (ascending development) คือ ตัวทาํละลายจะเคลื่อนที่จากลางขึ้นขางบน 

 นอกจากนี้สามารถใชวิธีการดีเวลลอปโดยใหตวัทําละลายหรือตัวอีลทูเคลื่อนที่จาก
ขางบนลงขางลาง ดังแสดงไวในรูปที่ 4.5 (b) เพ่ือปองกันไมใหตวัอีลูทไหลลงขางลางเร็วเกินไป 
เน่ืองจากเกิดกาลักนํ้า  ที่แผนกระดาษตรงที่ออกจากตัวอีลูทตองทําใหโคงเปนรูปตวั U 
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รูปท่ี 4.4  การมวนกระดาษกรองและใสลงในถังเพ่ือทําการดีเวลลอป 

 

 
 

รูปท่ี  4.5 a)  แสดงวิธีการดีเวลลอปแบบขึ้น  (ascending  development) 

 b)  แสดงวิธีการดีเวลลอปแบบลง  (descending  development) 

 

 การดีเวลลอปดวยวธิีการทั้งสองแบบที่กลาวมาเปนการดีเวลลอปแบบมิติเดียว (one 
dimension) ซ่ึงไมเหมาะสําหรับการดีเวลลอปสารตัวอยางที่มีคา Rf ใกล ๆ กัน ซ่ึงทําใหพิสูจน
ไดยากวาสารน้ันคืออะไร วธิีที่สามารถทาํใหการแยกและการพิสูจนทําไดดีขึ้นมีความถูกตอง 
แนนอนขึ้น คอื การทําดีเวลลอปแบบ 2 มิติ (two dimension) สามารถทําไดโดยใชตวัอีลทู 2 
ชนิด หลังจากที่จุดสารตัวอยางลงบนแผนกระดาษ แลวใหทําการดีเวลลอปแบบเดียวกับทํา 1 
มิติ เม่ือเสร็จการดีเวลลอปคร้ังแรกแลว ตองทําใหตวัอีลูทตวัที่ 1 ระเหยไปจนกระดาษแหงกอน 
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o90

 

 
 

           รูปท่ี 4.6   การทําเปเปอรโครมาโตกราฟโดยการดีเวลลอป 2 มิต ิ
A) เมื่อดีเวลลอปดวยฟนอลเพียงอยางเดียว 

เมื่อหมุน  o90  แลว  ดีเวลลอปตอดวยโคลลิดีน  (collidine) B) 
ตัวถูกละลาย  a   =   glutamic  acid 
   b   =   serine 
   c   =   threonine 
   d   =   alanine 
   e   =   aspartic  acid 
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 ตัวทําละลายหรือตัวอีลทูทีเ่หมาะสมในการทํา PC สําหรับสารแตละชนิดไดถูกทดลอง
ไวแลว และไดตีพิมพไวในวารสารตาง ๆ ตลอดจนการใชตวัทําละลายผสม ซ่ึงไมมีขอจํากัด
สําหรับขนาดและชนิดของสารผสม ก็ไดมีการศึกษาคนควาและตีพิมพไวมากมาย ดังน้ันในการ
ทํา PC ไมจําเปนตองเสียเวลาในการทดลองหาตัวอีลูทที่เหมาะสม สามารถนําผลงานที่เคย
ตีพิมพแลวมาใชไดเลย สําหรับตวัอีลูทที่ใชมากที่สุด คือ สารละลายผสมของ แอลกอฮอล (เชน 
เมทานอล, เอทานอล บวิทานอล ฯลฯ) กับนํ้า ถาใชตวัทําละลายที่เปนกลางตองมีการเติม
กรดอะซิติก, กรดเกลือ หรือแอมโมเนีย ดวย เพ่ือปองกันการเกิดหาง (tailing) ของจุดตัวอยาง 

3. ดีเทคชัน (Detection) เม่ือใหเวลาในการเคลื่อนที่ของตวัอีลูทและสารตัวอยาง
เพียงพอแลว ใหทําเคร่ืองหมายที่ตวัอีลูท หรือตัวทําละลายเคลื่อนทีม่าถึง เรียกวา Solvent front 
ตอจากน้ัน ทําใหตวัทําละลายระเหยไปใหหมด ตัวถูกละลายหรือสารตัวอยางจะเหลือติดอยูที่
กระดาษกรอง ถาตัวถูกละลายเปนสารที่มีสี ก็สามารถใชตาเปลาดีเทคจุดตาง ๆ ได แตถาตวัถกู
ละลายทีต่ิดอยูที่กระดาษกรองไมมีสีสามารถดีเทคตําแหนงของตัวถกูละลายที่มองไมเห็นน้ีได
หลายวธิี ดังน้ี คือ 

ก) ใชสารที่สามารถทําปฏิกิริยากับตวัถูกละลายแลวใหสารมีสีได เชน ฉีดพนสารนิน
ไฮดริน (ninhydrin) สําหรับดีเทคกรดอะมิโน ฉีดพนสารละลายเงินไนเตรตสําหรับดีเทคนํ้าตาล 
เปนตน 

ข) ใชวธิีดูดกลืนแสงอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet absorbance) ผานแสง UV ลงไป
บนแผนกระดาษ สารตวัอยางจะดูดกลืนแสง UV ทําใหมองเห็นตําแหนงของสารตัวอยางได และ
สามารถใชเครื่องวัดปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนได ซ่ึงจะสัมพันธโดยตรงกับปริมาณของสาร
ตัวอยาง 

ค) ใชวธิีดูดกลืนแสงอินฟราเรด (infrared absorbance) 
ง) ทําใหสารตวัอยางเกิดการเรืองแสง (fluorescent) หรือฉีดสารบางชนิด ใหทํา

ปฏิกิริยากับสารตัวอยางแลวเกิดสารเรืองแสง 
จ) วัดกัมมันตภาพรังสี อาจใชสารกัมมันตภาพรังสี (radioactive reagents) ทํา

ปฏิกิริยากับสารตัวอยาง แลวนําผลท่ีไดไปวัดปริมาณรังสีกับเครื่องวัดรังสี ปริมาณรังสีจะแปร
ผันโดยตรงกบัปริมาณของสารตัวอยาง 

 เม่ือสามารถดีเทคตําแหนงของสารตวัอยางไดก็สามารถหาคา Rf ได ซ่ึงทําใหสามารถ
วิเคราะหทางคุณภาพได ตามวิธีการที่กลาวมาแลวขางตน สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณ
สามารถทําไดโดยวัดปริมาณความเขมของจุดสารตัวอยางหรือการดูดกลืนแสงเทยีบกับแคลิเบร-
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 วิธีการเปเปอรโครมาโตกราฟ เปนวธิีการวิเคราะหที่ใชสารตวัอยางปริมาณนอยกวา
การทําคอลัมนโครมาโตกราฟ  แตมีขอเสีย คือ เทคนิคในการปฏบิตัิเพ่ือใหไดผลดีน้ันยุงยาก
มาก และใชเวลาในการวิเคราะหนานพอสมควร วธิีเปเปอรโครมาโตกราฟสามารถนํามา
ประยุกตใชในงานวิเคราะหทางชีวเคมีไดดีพอๆ กับการวิเคราะหทางเคมีอนินทรีย และเคมี
อินทรีย นอกจากนี้ ยังใชเปนวิธีการสําหรับควบคุมความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑทางอาหารและ
ยาไดดวย 

 

 ทินแลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin-Layer Chromatography ; TLC) 

 หลักการและเทคนิคของการวิเคราะหวธิน้ีีเหมือนกับวธิีเปเปอรโครมาโตกราฟทกุ
ประการ แตกตางกันทีต่ัวเพลตแทนที่จะเปนแผนกระดาษ จะใชของแข็งดูดซับ (Sorbent) ฉาบ
เปนแผนบาง ๆ บนแผนแกวหรือพลาสตกิ หรือแผนอะลูมิเนียม ตามปกติแผนบาง ๆ ของ
ของแข็งที่ฉาบบนแผนแกวจะมีความหนาระหวาง 0.10 ถึง 10 มิลลเิมตร วธิี TLC สามารถ
ประยุกตใชในการวิเคราะหไดกวางขวางกวาวธิี PC เพราะสามารถเลอืกใชเฟสอยูกับที่ไดหลาย
ชนิด สําหรับตัวทําละลายที่ทําหนาท่ีเปนตัวอีลูทหรือสารดีเวลลอปทุกตวัที่สามารถใชในวธิี PC  
จะสามารถนํามาใชในวิธ ี TLC ไดทั้งหมด โดยการเลือกของแข็งที่เปนตัวดูดซับ และตัวอีลทูที่
เขาคูกันไดอยางถูกตองและเหมาะสม จะทําใหสามารถแยกสารไดเปนอยางดี ตัวอยางของการ
เลือกใชคูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสมสําหรับการแยกสารตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 
4.1 สําหรับตวัดูดซับหรือเฟสอยูกับที่จะเปนของแข็งทีท่ําหนาท่ีดูดซับเองโดยตรง ซ่ึงเปน
ลักษณะของโครมาโตกราฟ แบบ LSC หรือจะเปนของแข็งที่ฉาบดวยตวัทําละลายที่ทําหนาท่ี
เปนเฟสอยูกับที่ ซ่ึงเปนลักษณะของโครมาโตกราฟแบบ LLC ก็ได ดังน้ันของแข็งที่นํามาฉาบ
บนแผนแกวสําหรับทํา TLC จะไมถูกเรียกวา Adsorbent แตจะใชคําวา Sorbent ซ่ึงแทนได   
ทั้งสองความหมาย 
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ตารางที่ 4.1 คูของตวัดูดซับและตวัอีลูทที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารตาง ๆ ดวยวิธี TLC 

ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
1. Chloroplast Pigment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. 2, 4-Dinitrophenyl- 
     hydrazone of  
     Aldehydes and 
     ketones 
 
 
3. Alkaroids 
 
 
 
 
 
 

a. Isooctane-acetone-ether (3:1:1)-silica gel and polyamide 
b. Petroleum ether-benzene-CHCl3-acetone-isopropanol 

(50:35:20:5:0.17)-cellulose 
c.  Petroleum ether-n-propanol (99.2:0.8) followed by 20% 

CHCl3 in petroleum ether 
(2  dimensional)-sucrose 

d. Petroleum ether-acetone (4:5)-alumina 
e. Petroleum ether-n-propanol (199:1)-starch 
f. Petroleum ether-acetone (7:3)-magnesia-celite (1:1 w/w) 

and hydroxyapatite 
g. Petroleum ether-acetone (8:2)-calcium carbonate 
h. Methanol Satd. with paraffin-silica gel G-Ca(OH)2 (1:4) 

impreg with paraffin 
 
a.  Hexane-ethyl acetate (4:1 or 83:2)-silica gel 
b.  Benzene or CHCl3 or ether or benzene-hexane (1:1)-

alumina 

c.   Petroleum ether-benzene mixtures containing small 
amounts of pyridine-ZnCO3 

 
a. Benzene-ethanol (9:1) or CHCl3-acetone-diethylamine 

(5:4:1)-Silica gel 
b. CHCl3 or ethanol or cyclohexane-CHCl3 (3:7) plus 0.05% 

diethylamine-alumina 
c. Benzene-heptane-CHCl3-diethylamine (6:5:1:0.02) 

cellulose impreg with formamide 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
4. Amines 
 
 
 
5.  Sugars 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.  Carboxylic Acids 
 
 
 
 
7.  Sulfonamide 
 
8.  Food Dyes. 
 
 
 
 
 
9.  Essential oils 
 

a. Ethanol (95%)-NH3 (25%) (4:1)-silica gel. 
b. Acetone-heptane (1:1)-alumina 
c. Acetone-H2O (99:1)-kieselguhr G 
 
a. Benzene-acetic acid-methanol (1:1:3)-silica gel buffer 

with boric acid 
b. n-propanol-conc. NH3-H2O (6:2:1)-silica gel G 
c. Butanol-pyridine-H2O (6:4:3) or ethyl acetate pyridine- 

H2O (2:1:2)-cellulose 
d. Ehtyl acetate-isopropanol-H2O (65:24:12 or 5:2:05)-

kieselguhr G buffered with 0.02 N Sodium acetate 
e. Ethyl acetate-benzene (3:7) (for sugar acetates) starch-

bound silicic acid 
 
a. Benzene-methanol-acetic acid (4:8:8)-silica gel. 
b. Methanol or ethanol or ether-polyamide 
c. Isopropyl ether-formic acid-H2O (90:7:3)-kieselguhr G-

polyethylene glucol (M-1000) (2:1) 
 
a. CHCl3-ethanol-heptane (1:1:1)-silica gel G. 
 
a. Methyl ethy1 ketone-acetic acid-methanol (40:5:5)-silica 

gel G 
b. Butanol-ethanol-H2O (9:1:1, 8:2:1, 7:3:3, 6:4:4 or 5:5:5)-

alumina 
c. Aq sodium citrate (2.5%)-NH3 (25%) (4:1)-cellulose 
 
a. Hexane-starch-bound silicic acid 
b. Benzene-CHCl3 (1:1)-silica gel G 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
10. Flavonoids and 
     Coumarins 
 
 
 
 
11. Metal Ions 
 
 
 
 
 
12. Insecticides 
 
 
 
 
 
 
13. Lipids 
 
 
 
 
14. Fatty acids 
 
 
 
 

a. Ethyl acetate-Skellysolve B-starch-bound silicic acid 
b. Methanol-H2O (8:2 or 6:4)-polyamide 
c. Toluene-ethyl formate-formic acid (5:4:1)-silica gel G + 

Sodium acetate 
d. Petroleum ether-ethyl acetate (2:1)-silica gel G 
 
a. Dilute HCl-Starch-bound alumina-Celite 
b. Acetone-conc.  HCl-2, 5-hexanedione (100:1:0.5)-silica 

gel G 
c. 1M aq.  NaNO3-Dowex 1 + cellulose 
d. Methanol-alumina 
 
a. Cyclohexane-hexane (1:1) or CCl4-ethyl acetate (8:2)-

silica gel G 
b. Hexane-alumina 
c. Heptane saturated with acetic acid-starch-bound silicic 

acid 
d. Chloroform-silica gel G + oxalic acid 
 
a. Petroleum ether-diethyl ether-acetic acid (90:10:1 or 

70:20:4)-silica gel G 
b. Petroleum ether-diethyl ether (95:5)-alumina 
c. CHCl3-methanol-H2O (80:25:3)-silicic acid 
 
a. Petroleum ether-diethyl ether-acetic acid (70:30:1082)-

silica gel G 
b. Acetic acid-CH3CN (1:1)-kieselguhr impreg.  with 

undecane 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
 
 
 
 
15. Glycerides 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
16. Glycolipids 
 
17. Phospholipids 
 
18. Nucleotides 
 
 
 
 
 
 
 
 

c. Benzene-diethyl ether (75:25 or 1:1)-starch-bound silicic 
acid 

d. CH3CN-acetic acid-H2O (70:10:25)-silica gel G impreg.  
with silicone oil. 

 
a. CHCl3-acetic acid (99.5:0.5)-silica gel G impreg.  with 

AgNO3 
b. CHCl3-benzene (7:3)-silica gel G 
c. CHCl3-methanol-H2O (5:15:1)-silica gel G impreg.  with 

undecane 
d. Petroleum ether-diethyl ether (9:1 to 4:6)-plaster-bound 

silicic acid 
e. Methyl isobutyl ketone-hydroxyapatite 
f. Acetone-CH3CN (8:2 or 7:4)-kieselguhr G impreg.  with 

petroleum 
 
a.  Propanol-12% NH3 (4:1)-silica gel G 
 
a.  CHCl3-methanol-H2O (60:35:8 or 65:25:4)-silica gel G 
 
a. 0.15 M NaCl or 0.01-0.06 N HCl-Ecteola cellulose 
b. Sat aq.  (NH4)2SO4-1 M Sodium acetate-2-propanol 

(80:18:2)-cellulose 
c. 0.02-0.04 N aq.  HCl-DEAE cellulose 
d. Gradient elution : start with 1 N formic acid and add 10 

N formic acid which is 2 M in ammonium formate-DEAE 
Sephadex A-25 

e. 1.0-1.6 M  LiCl-cellulose PEI 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
19. Phenols 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20. Amino acids 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
21. Polypeptides and 
     Proteins 
 
 

a. Xylene, CHCl3 or xylene-CHCl3 (1:1, 3:1, 1:3)-Starch-
bound silicic acid or silicic acid-kieselguhr (1:1) 

b. Benzene-alumina plus acetic acid 
c. Benzene-1, 4-dioxane-acetic acid (90:25:4)-Silica gel G 
d. Diethyl ether-alumina 
e. Hexane-ethyl acetate (4:1 or 3:2)-silica gel plus oxalic 

acid  
f. Hexane or cyclohexane or benzene-polycaprolactam 
g. Ethanol-H2O (8:3) containing 4% boric acid and 2% 

sodium acetate-silica gel G plus boric acid 
h. CCl4-acetic acid (9:1) or cyclohexane-acetic acid (93:7)-

polyamide 6 
 
a. Butanol-acetic acid-H2O (3 or 4:1:1) or phenol-H2O 

(75:25) or propanol-34% NH3 (67:33)-silica gel G 
b. Butanol-acetic acid-H2O (4:1:1)-cellulose 
c. Butanol-acetic acid-H2O (3:1:1)-or pyridine- H2O (1:1 or 

80:54)-alumina 
d. Ethanol-NH3 (conc.)-H2O (7:1:2)-silica gel G buffered 

with equal portions of 0.2 M  KH2PO4 and 0.2 M  
Na2HPO4 

e. n-Butanol-acetone- NH3-H2O (10:10:5:2) followed by 
isopropanol-formic acid-H2O (20:1:5) (2 dimensional)-
cellulose 

 
a. CHCl3-methanol or acetone (9:1)-silica gel G 
b. Potassium phosphate buffers, pH 6.5-polyamides-bound 

hydroxyapatite 
c. H2O or 0.05 M NH3-Sephadex G-25 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
 
 
22.  Steriods and Sterols 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
23. Terpenoid 
 
 
 
 
 
 
24. Vitamins 
 
 
 
 
 
 

d. Phosphate buffers-DEAE Sephadex A-25 
 
a. Benzene or benzene-ethyl acetate (9:1 or 2:1)              

-Silica gel G 
b. CHCl3-ethanol (96:4)-alumina 
c. Ethyl acetate-cyclohexane mixtures-starch-bound silicic 

acid 
d. Benzene-isopropanol-silica gel plus NaOH 
e. Methanol-H2O (95:5)-Celite impreg with paraffin oil 
f. Cyclohexane-heptane (1:1)-silica gel G-kieselguhr G 

(1:1) 
g. Cyclohexane-ethyl acetate (99.5:0.5)-kieselguhr G 
h. Acetic acid-H2O (95:8 or 90:10)-kieselguhr G imprge. 

with undecane 
 
a. Hexane or hexane-ethyl acetate (85:15)-starch-bound 

silicic acid 
b. Benzene or benzene-petroleum ether or-ethanol 

mixtures-alumina 
c. Isopropyl ether or isopropyl ether-acetone (5:2 or 19:1)-

silica gel G 
 
a. Methanol, CCl4, Xylene, CHCl3 or Petroleum ether-

alumina 
b. Methanol, propanol, or CHCl3-silica gel G 
c. Acetone-paraffin (H2O sat) (9:1)-silica gel G impreg.  

with paraffin 
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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
25. Barbiturates 
 
26. Digitalis compounds 
27. Polycyclic 
     Hydrocarbons 
 
28. Purines 

a.  CHCl3-n-butanol-25% NH3 (70:40:5)-silica gel 
 
a.  CHCl3-pyridine (6:1)-silica gel 
a.  CCl4-alumina 
 
 
a.  Acetone-CHCl3-n-butanol-25% NH3 (3:3:4:1)-silica gel 

 

 วิธี TLC ใชประโยชนไดดีกวาวธิี PC สามารถวิเคราะหสิ่งที่ PC ทําไมได  และมีขอดี
กวาวธิี PC หลายประการ สรุปไดดังน้ี คือ 

ก. เวลาที่ใชในการทดลองนอยกวา 
ข. เลือกใชเฟสอยูกับที่ไดมากมายหลายชนิด 
ค. ใชในการวิเคราะหสารพวกลิปด (lipids) ไดดีกวา 
ง. มีการแยกที่ดีกวา (better resolution) 
จ. สามารถใชไดกับตวัทําละลายที่มีการกัดกรอนอยางแรง เชน กรดซัลฟูริก

เขมขน 
ฉ. เม่ือทําการอีลูท แยกสารตวัอยางไดแลว สามารถขูดเอาจุดหรือแบนดที่

แยกได ออกไปทําการวิเคราะหตอไปอีกได 
 วิธีการของ TLC ไดถูกพัฒนามาเร่ือย ๆ เพ่ือทําใหสามารถใชไดกับสารที่มีปริมาณ
นอยลง แยกไดดีขึ้น และใชเวลานอยลง ซ่ึงทําใหเกิดเทคนิคใหมของการวิเคราะหที่มี
ประสิทธิภาพสูงเรียกวา High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) การ
วิเคราะหดวยเทคนิคที่เรียกวา HPTLC มีขั้นตอนในการวิเคราะหแบบเดียวกับ TLC ทุกประการ 
แตกตางกันทีเ่ทคนิคของ HPTLC น้ัน ตองใชเคร่ืองมืออัตโนมัติชวยทําการวิเคราะหเพราะตอง
มีความแมนยาํในการทํามาก HPTLC แตกตางจาก TLC ที่ขนาดของตัวดูดซับที่ฉาบบนเพลต 

คือมีขนาดเลก็กวา ตามปกติ TLC มีขนาดประมาณ 12 μM ขนาดของ HPTLC ประมาณ 7 

μM เทาน้ัน การฉาบตองทําใหบางกวา เรียบสมํ่าเสมอ และแนนกวา  HPTLC มีประสิทธิภาพ
ในการแยกสูงกวา TLC มาก สามารถแยกสารผสมหลายชนิดออกจากกันไดโดยใชระยะทาง
เพียง 5 ซม. เทาน้ัน ในขณะที่ TLC ใชประมาณ 15-20 ซม. น่ันคือ เวลาที่ใชในการวิเคราะหจะ
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 วิธีการทําทนิแลเยอรโครมาโตกราฟ ขั้นตอนตาง ๆ ในการทํา TLC จะคลายคลึง
กับการทํา PC โดยมีขั้นตอนในการเตรียมเพลตเพ่ิมขึ้นอีกขั้นตอนหน่ึง 

1. การเตรียมเพลตสําหรับแยก (Preparation of Separating Layers) แผนแกวที่
นํามาใชสําหรับใหของแข็งดูดซับยึดเปนแผนบาง ๆ (thin layer) ไดน้ันตามปกติมีขนาด 20x20 
ซม. หรือ 10x20 ซม. สวน HPTLC ใชขนาด 5x5 ซม. สําหรับของแข็งตวัดูดซับมีทั้งสารอินทรีย
และอนินทรีย 

 สารอินทรียที่ใชเปนตัวดูดซับ ไดแก ผงเซลลูโลส (cellulose powders) แปง (starch) 
เซฟาเดกซ (sephadex or superfine) โพลีอะไมด (polyamides) และไอออนเอกซเชนจเรซิน 
(ion exchange resin) 

 สารอนินทรียที่ใชเปนตวัดูดซับ ไดแก ซิลิกาเจล (silica gel) อะลูมินา (alumina) ผง
แกว (glass powder) และ diatomaceous earth เปนตน สารพวกน้ีอาจทําหนาท่ีเปนตวัดูดซับ
โดยตรง หรืออาจใชสารตวัอ่ืนฉาบลงบนสารเหลาน้ีอีกทีหน่ึงกอนแลวคอยนําไปใช 

 เม่ือเลือกใชของแข็งดูดซับไดแลว ใหเตรยีมเปนสารละลายหนืด (slurry) คลายโคลน 
โดยคอย ๆ เทของแข็งที่มีตัวยึดเหนี่ยวผสมอยู เชน ซิลิกาเจล-จี หรือ อะลูมีนา-จี (จี หมายถึง 

ตัวยึดเหนี่ยวยิปซัม [(CaSO4)2⋅H2O]  ซ่ึงเปนตวัที่นิยมใชกันมาก) ลงในตัวทําละลายพรอมคน
ไปดวย ถาใชวิธีเทตวัทําละลายลงในของแข็งแลวคน จะทําใหสารละลายหนืดท่ีไดเปนเม็ด ตวั
ทําละลายทีใ่ชอาจเปนนํ้าหรือตัวทําละลายอินทรียชนิดอ่ืน ๆ ก็ไดตามความเหมาะสม สําหรับตัว
ยึดเหนี่ยว (binder) นอกจากยิปซัมแลวอาจเปนสารชนิดอ่ืนไดอีก สําหรับตวัยึดเหนี่ยวที่นิยมใช
อีกตวัหน่ึงคือแปง (starch)  เม่ือเตรียมสารสําหรับฉาบไดแลว สามารถทําการฉาบลงบนแผน
แกวได 3 วธิคีือ 

ก. ใชแผนแกวจุมลงในสารละลายหนืดแลวนํามาทําใหแหง แผนแกวที่ฉาบไดแลว
ตองมีลักษณะเรียบและสมํ่าเสมอ ทั้งน้ีขึ้นอยูกับฝมือของผูทดลอง 

ข. ใชเครื่องลาก นําสารละลายหนืดท่ีเตรียมไดใสลงในรางแลวลากไปตามแผนแกว
โดยใชมือลาก ความหนาของสารที่ฉาบสามารถปรับไดที่เครื่องลาก ความเรียบและสมํ่าเสมอ
ขึ้นอยูกับฝมือของผูทดลองเชนกัน แตวิธน้ีีจะไดผลดีกวาวธิีแรก 
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ค. ใชเครื่องลากอัตโนมัติ การทําเพลตโดยใชเคร่ืองลากอัตโนมัติจะไดเพลตที่มีความ
หนาสมํ่าเสมอ ใชในงานวเิคราะหไดดีกวาการเตรียมดวยมือ 

 ในทางการคาไดมีบริษัทผูผลิต ผลิตเพลตสําเร็จรูปขาย ซ่ึงทําใหผูวเิคราะหสะดวกขึน้
สามารถซื้อมาใชไดเลยไมตองเสียเวลาในการเตรียม และเพลตสําเร็จรูปที่ผลติขึน้มาขายนั้นมี
คุณภาพดีกวาท่ีเตรยีมเอง สวนใหญใชกับงานวิเคราะหที่เรียกวา HPTLC เพลตที่เตรยีมขึ้นเอง
ไมสามารถนํามาใชกับ HPTLC ได 

 กอนนําเพลตที่เตรยีมไดไปใชงาน ตองตรวจสอบดูกอนวาในเพลตไมมีมลทินปนอยู 
โดยนําไปสองกับแสงอุลตราไวโอเลต ถาปรากฏวามีจุดของสารปรากฏขึ้น แสดงวามีมลทินปน
อยู ตองใชวิธีลางเพลตกอน เรียกวา Prewashing โดยการนําเพลต ไปจุมในตัวทําละลายที่ใช
ดีเวลลอป เพ่ือใหสารมลทินถูกอีลทูออกไปใหหมด จากน้ันนําเพลตมาทําใหแหง แลวจึงคอย
นําไปใชงาน 

2. การใสสารตวัอยางลงในเพลต (Sample application) การใสสารตวัอยางลงใน
เพลตสามารถทําได 2 ลักษณะ คือ 

ก. ทําเปนจุด (spotwise) โดยการใชคาปลลารีหยดสารตัวอยางลงไป ตองพยายาม
ทําใหเปนจุดเล็กท่ีสุดเทาทีจ่ะทําได สามารถทําไดโดยใชเคร่ืองมือ หรือใชเคร่ืองอัตโนมัติ ถาใช
เคร่ืองอัตโนมัติสามารถกําหนดปริมาตรของสารตวัอยางที่หยดลงไปไดแนนอนกวาการใชมือ 
และลักษณะของจุดท่ีไดมีขนาดเล็กและสม่ําเสมอกวา 

ข. ทําเปนแบนด (Bandwise) เน่ืองจากมือคนไมสามารถลากขนาดของสารตัวอยางที่
ใสลงในเพลตใหเปนแบนดไดสมํ่าเสมอ วิธีการน้ีจําเปนตองใชเครื่องมืออัตโนมัติชวย ซ่ึงจะทําให
แบนดที่ไดสมํ่าเสมอและมีขนาดท่ีแนนอน 

 เน่ืองจากการวิเคราะหวธิี TLC เหมือนกับวธิี PC คือไมวาจะทําการวิเคราะหทาง
คุณภาพหรือทางปริมาณ ตองทําควบคูกับสารมาตรฐาน ดังน้ัน การใสสารตวัอยางลงในเพลต 
ตองทําสลบักันกับสารมาตรฐาน ใหจุดทกุจุดอยูบนเพลตเดียวกัน เพ่ือจะไดมีสภาวะของการ
ทดลองแบบเดียวกันทุกประการ จึงจะเปรียบเทยีบกันได 

3. ทําการดีเวลลอป สามารถทาํไดแบบเดียวกับวธิเีปเปอรโครมาโตกราฟ คือ ดีเวล-
ลอปจากลางขึน้บน หรือจากบนลงลาง หรือทําโดยใชตวัทําละลาย 2 ชนิด แบบ 2 มิติ ตวัถังหรือ
แชมเบอร (Chamber) ที่ใชสําหรับทําการดีเวลลอป มีลักษณะเปนถงัแกว ที่มีฝาปด เพ่ือให
มองเห็นการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางได กนถังมีได 2 แบบ คือ แบบเรียบ และแบบแบงเปน 2 
หลุม ดังแสดงในรูปที่ 4.7 
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รูปท่ี 4.7   ถังสําหรับทําการดีเวลลอป 
a. ใชกับตัวทําละลายชนิดเดียว 
b. ใชกับตัวทําละลายชนิดหนึ่ง และตองการใหบรรยากาศอิ่มดวยไอ

ของตัวทําละลายอีกชนิดหนึ่ง 

 

 ถังแกวแบบกนเรียบ (แบบ a) ใชสําหรับทําการดีเวลลอปสารที่ใชตัวทําละลายเพียง
ชนิดเดียว ลักษณะถังแบบนี้จะแคบ สวนถังแบบมีกน 2 หลุม (แบบ b) ใชสําหรับใสตัวทําละลาย 
2 ชนิด คือตัวทําละลายชนิดหน่ึง ใชสําหรับทําการดีเวลลอป สวนอีกชนิดหน่ึงใสไวเพ่ือทําให
บรรยากาศภายในอิ่มตวัดวยไอของตัวทําละลายชนิดท่ี 2 ซ่ึงจะทําใหการดีเวลลอปไดผลดีขึ้น 
หรืออาจใชในการดีเวลลอปเพลต 2 อันไปพรอม ๆ กันก็ไดเม่ือใชตวัทําละลายชนิดเดียวกัน 

 การดีเวลลอปแบบที่กลาวมาใชสําหรับการทํา TLC ทั่ว ๆ ไป ถาเปนการวิเคราะห
แบบ HPTLC สามารถทําการดีเวลลอปไดอีกแบบหน่ึง เรียกวาการดีเวลลอปแบบแซนดวชิ 
(Sandwich) เราทราบแลววาการทํา HPTLC สามารถแยกสารไดในระยะ 5 ซม. ดังนั้น ถาเราใช
แผนแกวที่มีขนาด 10x10 ซม. แลวจุดสารลงบนแผนแกวที่ฉาบแลว ดังแสดงในรูป 4.8 จากน้ัน
ทําการดีเวลลอปตามแนวนอนใหตัวทําละลายเคลื่อนทีจ่ากสารตัวอยาง 2 ขาง เม่ือตัวทําละลาย 
2 ขางเคลื่อนมาชนกัน การเคลื่อนทีข่องตัวทําละลายและสารตัวอยางก็จะหยุด แสดงวา Solvent 
front ก็คือจุดก่ึงกลางของเพลตหรือจุดท่ีตัวทําละลายชนกันพอดี วิธีการน้ี สะดวกที่ไมตอง
เสียเวลานั่งเฝา และในการทําคร้ังหนึ่ง ๆ สามารถทําไดหลายตวัอยาง เพราะทําทัง้ 2 ขางของ
เพลต ถาแตละจุดของตัวอยางหางกัน 1 ซม. แสดงวา ขางหน่ึงของเพลตจะได 9 ตัวอยาง รวม 
2 ขาง เทากับ 18 ตัวอยาง 
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รูปท่ี 4.8  การดีเวลลอปแบบแซนดวิช 

 

 การเลือกใชตวัทําละลายสําหรับการดีเวลลอป ในกรณีที่สารตวัอยางที่นํามาวิเคราะห 
เปนสารที่ไมทราบวา คืออะไร หรือไมมีการรายงานมากอนวา ควรใชตวัทําละลายชนิดใด 
จะตองมีการทดสอบ เพ่ือหาตัวทําละลายที่เหมาะสม การทดลองเลือกใชตวัทําละลายมี
กฎเกณฑวา ควรเลือกใชตวัทําละลายทีมี่โพลาริตตี่ําสุดกอน แลวคอยเพ่ิมไปเรื่อยๆ จนกวาจะ
ไดตัวทําละลายที่สามารถแยกตวัถูกละลายออกไดอยางเหมาะสม ตารางที่ 4.2 เปนตารางแสดง
โพลาริตขีองตวัทําละลายชนิดตางๆ เรียงจากนอยไปหามาก ตามคาคงที่ไดอิเล็กตริก สําหรับ 
ตัวทําละลายที่นํามาใชในการดีเวลลอปไดน้ัน ตองมีคุณสมบัติทีเ่หมาะสมดังน้ีคือ 

ก. ตองมีความหนืดต่ํา (low viscosity) เพ่ือทําใหเคลื่อนที่ไดเร็ว 
ข. ถาจําเปนตองใชตวัทําละลายผสม ควรทําเปนตวัทําละลายผสมที่นอยชนิดเพราะ

ถาผสมหลายชนิดจะมีโอกาสผิดพลาดไดงายในการเตรยีมสวนผสม 
ค. ถาเปนสารผสมตองสามารถผสมไดเปนเนือ้เดียวกันจึงจะนํามาใชได 

(homogeneous)  
ง. ตองมีความบริสุทธิ์สูง ความบริสุทธิใ์นทีน้ี่ไมไดหมายถึงวา ตองปราศจากแรธาตุ

หรือสิ่งเจือปนทั้งหมด 100% หรือตองใชเกรดสเปคโตร แตความบริสุทธิ์ในที่น้ีหมายถึงวา ไมมี
ตัวทําละลายตัวอ่ืนที่มีโพลาริตี ตรงขามกับตวัทําละลายที่ใชปนอยูดวย 

จ. ควรเปนตวัทําละลายที่เตรียมไดใหมๆ 
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ตารางที่ 4.2 ตัวทําละลายที่ใชในการดีเวลลอป  เรียงตามโพลารติีจากนอยไปมาก 

ตัวทําละลาย คาคงที่ไดอิเลก็ตริก 
n-Hexane 
Isooctane 
Cyclohexane 
Carbontetrachloride 
Dioxane 
Benzene 
Xylene 
Toluene 
Carbondisulfide 
di-iso-propylether 
Diethylether 
Chloroform 
n-Butylacetate 
phenyl chloride 
Ethyl acetate 
Acetic acid 
Tetrahydrofuran 
Dichloro methane 
Pyridine 
iso-propane 
n-Butanol 
Acetone 
n-propanol 
Ethanol 
Methanol 
Acetonitrile 
Water 

1.9 
1.9 
2.0 
2.2 
2.2 
2.3 
2.3 
2.4 
2.6 
3.9 
4.3 
4.8 
5.0 
5.7 
6.0 
6.3 
7.6 
9.1 
13.2 
13.8 
17.9 
21.5 
22.5 
25.0 
33.6 
38.8 
81 
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4. ดีเทคชัน (Detection) วธิีดีเทคชันเพ่ือหาจุดของสารตัวอยางบนเพลตของ TLC 
ทําไดแบบเดียวกับเปเปอรโครมาโตกราฟ แตถาเปนการทํา HPTLC ตองใชเคร่ืองมือเฉพาะ
สําหรับวัดปรมิาณและตําแหนงของสารตวัอยาง เรียกวา Densitometer หรือ Scanner โครมา
โตแกรมที่ไดจากเคร่ืองจะมีลกัษณะเปนพีก เชนเดียวกับการทํากาซโครมาโตกราฟหรือโครมาโต-
กราฟชนิดอ่ืนๆ  สามารถวดัรีเทนชันและพ้ืนที่พีกหรือความสูงได ถาตอเคร่ืองมือเขากับอินทเิกร
เตอรก็จะใหตวัเลขที่นับไดสมัผัสกับพ้ืนที่พีก ซ่ึงมีหลักการในการวิเคราะหเชนเดียวกับกาซโคร
มาโตกราฟที่กลาวไวในบทท่ี  6  สามารถใชไดทั้งงานวิเคราะหทางคุณภาพและทางปริมาณ 

 

คอลัมนโครมาโตกราฟ (Column Chromatography) 

 กลไกตางๆ ทีเ่กิดขึ้นในการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ สามารถใชเปนหลักในการ
อธิบายทฤษฎีและหลักการของโครมาโตกราฟทั่วๆ ไปทุกชนิด ดังที่กลาวมาแลวในบทที่  3   
การทําลิควิดโครมาโตกราฟแบบคอลัมนสามารถแบงไดอีกหลายชนิดขึ้นอยูกับสารที่ใชบรรจุใน
คอลัมนที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที ่

 ถาสารท่ีบรรจุคือของแข็งทีท่ําหนาท่ีดูดซับจะเรียกวิธีการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ
แบบน้ีวา adsorption chromatography หรือ Liquid Solid Chromatography (LSC) ซ่ึงอัตรา
การเคลื่อนทีข่องตัวถูกละลายในคอลัมนขึน้อยูกับเวลาที่ตวัถูกละลายนั้นถูกดูดซับที่ผวิของ
ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที่ ถาการดูดซับมีคามาก เวลาทีใ่ชอยูในคอลัมนจะนานทําให
คารีเทนชันไทมมีคามาก 

 ถาสารท่ีบรรจุในคอลัมนคือของแข็งที่ฉาบดวยของเหลวที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที่  
หรือของเหลวฉาบท่ีผวิของคอลัมนเม่ือใชคอลัมนเล็กมาก ๆ จะเรียกวา partition 
chromatography หรือ Liquid-Liquid Chromatography (LLC) ซ่ึงอัตราการเคลือ่นที่ของตัวถกู
ละลายในคอลมันขึ้นอยูกับการละลายของตัวถูกละลายในเฟสทั้งสองที่เปนของเหลว ถาการ
ละลายของตวัถูกละลายในเฟสของเหลวที่อยูกับที่มีคามาก คารีเทนชันไทมจะมีคามาก 

 ถาสารท่ีบรรจุในคอลัมน คือ เรซินที่สามารถแลกเปลี่ยนไอออนได จะเรียกวิธีการนี้วา 
ไอออนเอกซเชนจโครมาโตกราฟ (ion-exchange chromatography) คารีเทนชันไทมของตวัถูก
ละลายขึ้นอยูกับความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนระหวางไอออนของตัวถูกละลายกับ
ไอออนในเรซิน ไอออนเอกซเชนจโครมาโตกราฟ ตางจากคอลัมนโครมาโตกราฟแบบอ่ืน คือ 
ตัวถูกละลายที่ถูกแยกคือไอออน ในขณะที่วธิีอ่ืนคือโมเลกุลที่เปนกลาง 
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 สามารถพิจารณาการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายภายในคอลัมนดวยเทอมของ 
retardation factor (Rf) ไดเชนเดียวกับเพลนโครมาโตกราฟ ซ่ึงมีคาสัมพันธกับคา Kd ตาม
สมการที่ 4.6 คือ 

   = fR
sdm

m

AKA
A
+  

 เม่ือชนิดของโครมาโตกราฟที่ทําคือคอลัมน ดังน้ัน ในการทดลองสามารถหาคาของ 
Am, As, และ Kd ได จึงทําใหสามารถคํานวณหาคา Rf ไดจากสมการที่ 4.6 ถาสารตัวอยาง
ประกอบดวยตัวถูกละลาย 2 ชนิด M และ N สามารถหาอัตราสวนของคา Rf ของสารทั้งสองได
ดังน้ี 

  
Nf

Mf

)R(
)R(

 = 
sdMm

sdNm

AKA
AKA

+
+

 …………….(4.7) 

 สมการน้ีใชสําหรับการเปรียบเทียบอัตราเร็วของการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลาย 2 ชนิด 
ในคอลัมน 

 เม่ือสารตัวอยางเคลื่อนทีล่งในคอลัมน พบวาตําแหนงที่มีความเขมขนของตวัถูก
ละลายสูงสุดจะเคลื่อนที่ต่ําลงๆ เม่ือตัวทําละลายมีปริมาตรมากขึ้น ปริมาตรของตวัทําละลายที่
ใชทําใหตวัถูกละลายสวนทีมี่ความเขมขนมากที่สุดออกจากคอลัมน คือ V  V จะมีคามากหรือ
นอยขึ้นกับความสูงของคอลัมน ถาคอลัมนสั้นจะใช V นอย ถาคอลมันยาวจะใช V มาก โดยมี
ความสัมพันธดังนี้ คือ 

  L = NH = 
sdm AKA

V
+  …………….(4.8)(1) 

 L  คือความยาวของคอลัมน ซ่ึงหาไดจากคาจํานวนเพลต (plate number, N) คูณกับ
ความสูงของเพลต (plate height, H) 

                                          
(1) ดูที่มาของสูตรนี้ไดจากหนังสือ  Skoog,  D.A.  and  D.M. West,  Principles  of  

Instrumental  Analysis  Analysis;  Holt, Rinehart  and  Winston  Inc: New  York 1971  
page 619. 

CM 334 163 



 

 ปริมาตรรวมทั้งหมดที่บรรจุในคอลัมนสามารถหาไดจากรัศมีของหลอดแกวกับความ

ยาวคือ Vc = πr2L ซ่ึงปริมาตรรวมทั้งหมดมีคาเทากับปริมาตรของเฟสอยูกับที่ (Vs) บวกกับ
ปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ (Vm) ถาในคอลัมนมีเฟสเฉือ่ยหรือของแข็งซัพพอทอยูดวย ตองรวม
ปริมาตรของเฟสเฉื่อยดวย (Vi) น่ันคือ 

 Vc  =  Vm + Vs + Vi 

 เน่ืองจากพ้ืนที่หนาตัดของเฟสแตละเฟสหาไดจากปริมาตรหารดวยความยาวของ
คอลัมน ดังน้ันจะไดพ้ืนที่หนาตัดของคอลัมนทั้งหมดมีคา คือ 

  A   =   Am + As + Ai 

 

ตัวอยางที่ 4.1  คอลัมนกลาส  (glass  column)  มีเสนผาศูนยกลางภายใน 14 มิลลิเมตร บรรจุ
ของแข็งที่มีความหนาแนน 2.00 กรัม / ลบ.ซม. จํานวน 30.0 กรัม ความสูงของสารที่บรรจุ
เทากับ 18.0 ซม. สารตัวอยางผสมของสาร 2 ชนิด ถูกนํามาผานในคอลัมนแลวอีลูทดวยตวัทาํ
ละลายที่ทําใหมีคา Kd = 1 สําหรับสาร A และ 1.8 สําหรับสาร B จงคํานวณหาคา retardation 
factors ของสาร A และสาร B และปริมาตรของตวัทําละลายทีต่องใชในการอีลูทสารตัวอยางแต
ละตัวใหสวนที่มีความเขมขนของตวัถูกละลายมากทีสุ่ดออกจากคอลัมน 

วิธีทํา ขั้นแรกใหหาคา  Am และ As ของคอลัมนกอน 

ปริมาตรของของแข็งที่บรรจุ (Vs) =       =   15  3cm/g00.2

g0.30
3cm 

ปริมาตรทีบ่รรจุในคอลัมน (Vc) =    πr2L  

  =   18)70.0(7
22 2 ××    =   28  3cm

∴ ปริมาตรของตัวทําละลายที่อยูในคอลมัน (Vm) =   28-15 

  =  13  cm3 

น่ันคือ 

  Am   =  L
Vm  =  13/18.0 =  0.72 cm2 
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As   = L
Vs  =  15/18.0 =  0.83 cm2 

จากสมการที่ 4.6 

 
Af

R  = 
sdm

m

AKA
A

A
+  

  = 83.00.172.0
72.0
×+      =     0.46 

  = 
Bf

R 83.08.172.0
72.0
×+      =     0.32 

จากสมการที่ 4.8 สามารถหาปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการอีลทูใหสวนที่มีความเขมขน
ของตัวถูกละลายมากที่สุดออกจากคอลัมนได คือ 

 L = 
sdm

A

AKA
V

A
+  

 AV  = 18 (0.72 + 1.0 x 0.83) 

  = 28  3cm

  = 18 (0.72 + 1.8 x 0.83) BV

  = 40  3cm

 

ตัวอยางที่ 4.2  จงคํานวณหาคา Rf ของสารประกอบ A และ B ที่มีคาสัมประสิทธิ์ของการ
กระจายเทากับ 0.200 และ 2.50 ตามลําดับ คอลัมนทีใ่ชมีเสนผาศูนยกลาง 2.00 ซม. สูง 30.0 
ซม. บรรจุดวยอะลูมินา 80.0 กรัม (ความหนาแนน 3.60 g/cm3) นํ้า 10 ลบ.ซม. และตัวอีลทู 
62.0 ลบ.ซม. 

วิธีทํา 

 sA  = L
Vs  = 30

1
6.3
0.80
×   =     0.74  ตร.ซม. 

 mA  = L
Vm  = 30

0.62
      =     2.07  ตร.ซม. 
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 iA  = L
Vi  = 0.30

0.10
      =     0.333  ตร.ซม. 

 สามารถตรวจสอบผลไดดังน้ี คือ ผลรวมของ As + Am + Ai ตองมีคาเทากับ

พ้ืนที่หนาตัดของคอลัมน ซ่ึงหาไดจาก πr2 

  A     =    πr2   =   217
22
×    =   3.14   =   0.74+2.07+0.333    

แทนคา Am และ As ลงในสมการที่ 4.6  

 
Af

R       =     74.0200.007.2
07.2
×+      =     22.2

07.2
      

  =     0.932 

       =     
Bf

R 74.050.207.2
07.2
×+       =     92.3

07.2
      

  =     0.528 

 

ตัวอยางที่ 4.3    2, 4-lutidine มีคา Rf = 0.75 โดยใชสารผสมของ butanol-formic acid-นํ้า 
(75:15:10) เปนตวัอีลูท เม่ือใชเง่ือนไขเดียวกันพบวา 2, 6 lutidine จะมีคา Rf = 0.79 ตองใช
คอลัมนยาวเทาใดจึงจะทําใหคาตองการแยก (R) ของสารทั้งสองมีคาเทากับ 1.25 เม่ือ H = 
0.0028, Am = 0.53, As = 0.173 

วิธีทํา  จากสมการที่  4.6 

     =      
4,2f

R
sdm

m

AKA
A

4,2
×+  

   0.75 = 173.0K53.0
53.0

4,2d ×+  

 
4,2dK  = 1.02 

   0.79 = 173.0K53.0
53.0

6,2d ×+  

 
6,2dK  = 0.814 
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                          เม่ือ  =   =      =    k′
m

s
d V

V
K LA

LA
K

m

s
d ⋅

⋅
m

s
d A

A
K

                          ∴  = 4,2k′ 53.0
173.0

02.1 ×    =   0.333 

  = 6,2k′ 53.0
173.0814.0 ×

   =   0.266 

จากสมการที่  3.17      α =  
1

2

d

d

K
K

       

 Kd2 หมายถึง สารที่ถูกอีลูทออกมาทีหลังหรือที่มีคา Kd มาก 

 Kd1 หมายถึง สารที่ถูกอีลูทออกมากอน หรือที่มีคา Kd นอย 

           ∴ α = 
6,2

4,2

d

d

K
K

 

     = 814.0
02.1

   =   1.25 

 จากสมการที่ 3.42 

    N = 
2

4,2

4,2
2

2

k
k1

1R16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

′
′+

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−α
α

 

     = 
22

2
333.0

333.01
125.1

25.1
)25.1(16 ⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛ +

⎟
⎠
⎞⎜

⎝
⎛

−×  

     ≃ 10,000 

           L   =   NH = 10,000 x 0.0028  

∴ คอลัมนที่ใชตองยาว  =   28 ซม. 
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 เทคนิคในการทําคอลัมนโครมาโตรกราฟ  คอลัมนที่ใชในโครมาโตกราฟ มีลักษณะ
เปนหลอดแกวกลวง ปลายขางหน่ึงทําใหเล็กลง เพ่ือตอเขากับตัวควบคุม การไหลของตัวทํา
ละลาย ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ขนาดของคอลัมนมีไดหลายขนาด ตั้งแตเสนผาศูนยกลาง 1 ถึง 5 
เซนติเมตร และยาว 10 ถึง 50 เซนติเมตร ความสูงและขนาดของเฟสอยูกับที่ทีบ่รรจุในคอลัมน
จะมีผลตออัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่ถาเฟสอยูกับที่มีขนาดเล็กและบรรจุในคอลัมนสูง  
มากๆ จะทําใหการไหลของเฟสเคลื่อนทีช่ามาก ทําใหใชเวลาในการวิเคราะหนาน 
 

 
 

รูปท่ี 4.9  คอลัมนท่ีใชในการทําโครมาโตกราฟ 

 

 วิธทีําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีเ่พ่ิมขึ้นสามารถทําไดโดยใชความดันชวย 
ลักษณะการตอเคร่ืองมือเพ่ือทําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีเ่ร็วขึ้น แสดงไวในรูปที่ 4.10 
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รูปท่ี 4.10  การตอเคร่ืองมือสําหรับทําคอลัมนโครมาโตกราฟ                                      
เพ่ือใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีเร็วขึ้น 

 

 สิ่งที่สําคัญในการทําโครมาโตกราฟทุกชนิด คือ ตองการใหประสิทธภิาพดีที่สุด  
คอลัมนจะมีประสิทธิภาพสงูสุดเม่ือมีคา HETP (height  equivalent  of  a  theoretical  plate,  
H)  ต่ําสุด คา HETP เปนคาท่ีขึ้นอยูกับอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ตามสมการของ Van 
Deemter  (ดูรายละเอียดเพิ่มเติมในบทที่  6)  คือ 

  H =   A + B/u + Cu …………….(4.9) 

 เน่ืองจากเฟสเคลื่อนที่เปนของเหลว ทําใหคาการกระจายของสารตวัอยางในเฟส
ของเหลว หรือเทอม B มีคานอยมาก ดังน้ัน สมการของ Van Deemter ในลิควิดโครมาโตกราฟ 
สามารถเขียนไดเปน 

  H ≃   A + Cu …………….(4.10) 

 สมการน้ีจะไมถูกตองหรือไมเปนจริงถาอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคานอยมากๆ 
การเพ่ิมอัตราการไหลจะมีผลทําใหคา HETP เพ่ิมขึ้นหรือประสิทธิภาพลดลงน่ันเอง ดังแสดงใน
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รูปท่ี 4.11  ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีกับคา  HETP  ของของแข็ง 
ท่ีมีขนาดตางๆ กัน  ท่ีใชบรรจุในคอลัมน  คอลัมนท่ีใชมีขนาด 30 ซม. X 2.4 ซม. 
ของแข็งท่ีบรรจุ  คือ  ซิลิกาเจล  ท่ีมีขนาดตางๆ กัน 

 

 จากรูปที่ 4.11 จะเห็นไดวา เม่ือของแข็งมีขนาดเล็กๆ การเพ่ิมอัตราการไหลของเฟส
เคลื่อนที่จะมีผลตอคา HETP นอยมาก ดังน้ัน ในการทําลิควิดโครมาโตกราฟถาใชของแข็ง
ขนาดเล็กๆ บรรจุในคอลัมน สามารถทําใหการวิเคราะหเร็วขึ้นได โดยเพิ่มความดันใหเฟส
เคลื่อนที่ไหลไดเร็วขึ้น โดยไมทําใหประสทิธิภาพของคอลัมนลดลง 
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การวิเคราะหโดยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟสามารถทําไดตามขั้นตอน ดังน้ี  

1. เตรียมคอลมัน ที่ปลายลางของคอลัมนตองถูกปดไวดวยใยแกวหรือสําลี เพ่ือ
ปองกันไมใหของแข็งที่บรรจุในคอลัมนไหลออกจากคอลัมนได จากน้ันนําเฟสอยูกับที่ซ่ึงเปน
ของแข็งมากวนกับตวัทาํลาย ซ่ึงใชเปนเฟสเคลื่อนทีใ่หเปนสารละลายแขวนลอย (Suspension) 
แลวเทสารละลายแขวนลอยลงในคอลัมน รอใหของแข็งนอนกน แลวไขตวัทําละลายทิ้งไปสวน
หน่ึง อยาใหคอลัมนแหง จากน้ันเทสารละลายแขวนลอยลงในคอลัมนอีก แลวทําเชนเดิม จนได
ความสูงของคอลัมนตามตองการ และตวัทําลายเกือบแหง คืออยูเหนือของแข็งเพียงเล็กนอย 

 สําหรับของแข็งที่ใชบรรจุในคอลัมนตองมีคุณสมบัติทีมี่โพลาริตีมากกวาเฟสเคลือ่นที่ 
การเลือกใชของแข็งตองใหเหมาะสมกับชนิดของสารตัวอยาง ของแข็งที่ใชบรรจุในคอลัมน มี 2 
ชนิด คือ 

ก. ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนตวัดูดซับ ของแข็งที่นํามาบรรจุในคอลัมน ตองมีขนาด
สมํ่าเสมอ ขนาดของแข็งจะมีผลตอเวลาทีใ่ชในการวิเคราะหและประสทิธิภาพของคอลัมน ดังน้ัน 
ขนาดที่เลือกใชควรเหมาะสม ของแข็งที่นํามาใชตองไมละลายในเฟสเคลื่อนที่ เน่ืองจากการดูด
ซับของสารตวัอยางขึ้นอยูกับโพลารติีของตัวดูดซับหรือเฟสอยูกับที่ น่ันคือ การเพ่ิมโพลาริตขีอง
ตัวดูดซับจะทาํใหการดูดซับเพ่ิมขึ้น ดังนั้น ผูวิเคราะหสามารถควบคุมการแยกไดโดยเลือกเฟส
อยูกับที่ใหเหมาะสม การเพ่ิมโพลาริตีของเฟสอยูกับที่จะทําใหสารตัวอยางที่มีโพลาริตีสูงอยูใน
คอลัมนไดนาน หรือมีรีเทนชันไทมมากน่ันเอง ของแข็งที่นิยมใชเปนเฟสอยูกับทีใ่นการทํา
คอลัมนโครมาโตกราฟไดแสดงในตารางที่ 4.3 โดยเรียงตามโพลารติีของแข็ง อะลูมินา และ     
ซิลิกาเจล จะเปนตวัที่นิยมใชมากที่สุด สําหรับอะลูมินา ยังแบงไดอีกหลายเกรดตามปริมาณของ
นํ้าที่อยูในผลกึ อะลูมินาทีมี่นํ้าอยูมากจะมีความสามารถในการดูดซับนอยลง เพราะนํ้าที่ถูกดูด
ซับไวจะทําใหปริมาณเน้ือที่ของการดูดซับลดลง สําหรับซิลิกาเจลคือของแข็งโพลีเมอรของกรด
ซิลิซิก (H2SiO3) ซ่ึงประกอบดวยหมู Si-OH ทําหนาท่ีดูดซับ 
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ตารางที่ 4.3  ตวัดูดซับที่ใชเปนเฟสอยูกับที่ในการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ เรียงตามโพลาริต ี
High polarity 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Low polarity 

Alumina 
Magnesium 
Charcoal 
Silica gel 
Calcium oxide 
Magnesium Carbonate 
Calcium Carbonate 
Potassium Carbonate 
Sodium Carbonate 
Starch 
Cellulose 

Greatest adsorption 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Least adsorption 

 
ข. ของเหลวทีฉ่าบบนของแข็งชวย ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนของแข็งชวย (Solid 

Support) ควรเปนของแข็งทีมี่โพลาริตีสูง เพ่ือทําใหดึงดูดเฟสอยูกับที ่ซ่ึงเปนของเหลวที่มี     
โพลาริตีสูงไวไดดี ซ่ึงเปนการทําโครมาโตกราฟแบบธรรมดาทั่วๆ ไป คือ ใหเฟสอยูกับที่มี     
โพลาริตีสูงกวาเฟสเคลื่อนที ่ของแข็งซัพพอทท่ีใชสามารถเลือกใชตามตารางที่ 4.3 เชนกัน ใน
การวิเคราะหหลายแบบสามารถใชเฟสอยูกับที่เปนนํ้า ซ่ึงฉาบบนของแข็ง ซัพพอท ซิลิกาเจล 
หรือของแข็งอ่ืนๆ   ตามตารางที่ 4.2 นํ้าเปนตวัทําละลายที่มีโพลารติีสูงที่สุด ดังน้ัน เฟส 
เคลื่อนที่จะใชตัวทําละลายใดๆ ก็ไดที่แสดงในตารางที ่4.2 ซ่ึงมีโพลาริตีต่ํากวานํ้า  ตามปกติ
เหตุผลที่สําคัญในการเลือกเฟสเคลื่อนทีค่ือตองไมสามารถละลายเฟสอยูกับที่ได  ในกรณีที่
ตองการกลับเฟสของเฟสอยูกับที่ใหมีโพลาริตีนอยกวาเฟสเคลื่อนทีส่ามารถทําได ซ่ึงเปน
เทคนิคตรงขามกับการทําโครมาโตกราฟแบบธรรมดาทั่วๆ ไป เรียกวา reverse phase 
chromatography วธิีการทาํคือ ใชของแข็ง ซัพพอทท่ีไมมีโพลาริตี เชน ผงยาง และใชเฟสอยู
กับที่ของเหลวที่ไมมีโพลารติีดวยเปนตัวฉาบ เชน เบนซิน คารบอนเตตระคลอไรด กรณีน้ี   
เฟสเคลื่อนทีค่ือน้ําหรือตัวทําละลายอ่ืนท่ีไมละลายเปนเน้ือเดียวกับของเหลวที่ใชเปนเฟส      
อยูกับที่ และมีโพลาริตีสูง 

2. ใสสารตัวอยาง  วิธใีสสารตัวอยางใหใชปเปตดูดสารตัวอยางใหไดปริมาตรตาม
ตองการแลวใสลงในคอลัมนอยางระมัดระวัง พยายามปลอยสารละลายตัวอยางออกจากปเปต
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 สารตัวอยางทีนํ่ามาใชในการวิเคราะหมีไดหลายชนิด แตละชนิดมีโพลาริตีแตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับฟงกชันนอลกรุฟ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 สารตัวอยางที่มีโพลาริตีสูงจะอยูในคอลัมน
ไดนาน คือ มีคารีเทนชันไทมมากในการทาํโครมาโตกราฟแบบธรรมดา 

 

ตารางที่ 4.4  สารตาง ๆ จัดตามฟงกชันนอลกรุฟที่สามารถวิเคราะหไดดวยวธิีโครมาโตกราฟ
โดยเรียงตามลําดับโพลารติ ี
High Polarity 
 
 
 
 
 
 
 
 
Low polarity 

Organic acids (RCOOH), base (NH3, O −H ) 
Alcohols (ROH), thiol (RSH) 
Amines (RNH2), nitro groups (RNO2) 

Aldehydes (RCHO), Ketones (  )R

O

CR
II

′−−
Esters (RCOOR ) ′
Halides (RF, RCl, RBr, RI) 
Unsaturated hydrocarbons (R – C = C – R′ ) 
Saturated hydrocarbons (R – CH2 – CH2 – R′ ) 
Perfluorocarbons (CnF2n+2) 

Long retention time 
 
 
 
 
 
 
 
 
Short retention time 

  
 สารตัวอยางทีจั่ดเรียงในตารางที่ 4.4 จะชวยใหสามารถทํานายไดวาสารตัวใดควรถูก 
อีลูทออกจากคอลัมนไดกอนหรือหลัง 

 
ตัวอยางที่ 4.4  จงเรียงลําดับการอีลูทสารตอไปน้ี จากรีเทนชันไทมต่ําสุดไปหามากที่สุด ในการ
ทําคอลัมนโครมาโตกราฟแบบธรรมดา 
 CH3CH2CH3,  CH3COOCH3,  CH3CH (NH2) CH3, 
 CH3CH2COOCH,  CH3CH2CH2OH,  CH3CH = CH2,  CH3CH2CH2CL 

ตอบ CH3CH2CH3 <  CH3CH = CH2 < CH3CH2CH2CL < CH3COOCH3   

 < CH3CH (NH2) CH3 < CH3CH2CH2OH < CH3CH2COOH   
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3. ทําการอีลูท เม่ือใสสารตวัอยางลงในคอลัมนเรียบรอยแลวใหเติมตวัทําละลายที่
ใชเปนเฟสเคลื่อนที่หรือตวัอีลูท ตวัอีลูทจะไหลลงสูคอลัมนตามแรงดึงดูดของโลก สามารถปรับ
ขนาดของอัตราการไหลไดถาไหลเร็วเกินไปโดยใชจุกปดเปด ที่ตอเขากับปลายขางลางของ
คอลัมน แตถาตัวอีลทูไหลชาเกินไปสามารถชวยทําใหไหลเร็วขึ้นไดโดยใชเคร่ืองดูดชวย 
(suction-pump)  ดังแสดงในรูปที่ 4.10 เม่ือใหเวลาในการอีลูทเพียงพอและเหมาะสม สาร
ตัวอยางทีเ่ปนสารผสมจะสามารถแยกออกจากกันได ดังแสดงในรูปที ่4.9 (2, 3) 

 การเลือกใชตวัอีลูทขึ้นอยูกับชนิดของสารตัวอยางทีนํ่ามาวิเคราะห ถาตองการ       
อีลูทสารตวัอยางที่เปนโพลารตองใชตัวทาํละลายที่มีโพลาริตีสูง ชนิดของตัวทําละลายที่เรียงตาม
โพลาริตีไดแสดงไวในตารางที่ 4.2 ในบางครั้งพบวาการใชตวัอีลทูเพียงตัวเดียวไมสามารถอีลูท 
สารผสมทุกตวัในสารตวัอยางออกจากคอลัมนได  จึงตองมีการเปลี่ยนตัวอีลูทใหเหมาะสมกับ
สารตัวอยางแตละชนิด  ตวัอยางเชน สารตัวอยางเปนสารผสมของสารหลายชนิดท่ีมีโพลาริตี
ตางกัน การเลือกใชตัวอีลทูควรเลือกตัวที่ไมมีโพลาร (non-polar) กอน  ตัวอีลูทจะสามารถ    
อีลูทสารตวัอยางที่ไมมีโพลารหรือมีโพลารนอยที่สุดออกมากอน จากน้ันเปลี่ยนตวัอีลูทใหมี   
โพลาริตีสูงขึ้น  จะทําใหสารที่มีโพลารถูกอีลูทออกมาไดตามลําดับ  วิธทีี่ดีในการเปลี่ยนตัวอีลูท
จากไมมีโพลารเปนมีโพลารคือตองคอยๆ เปลี่ยนอยางตอเน่ือง (gradient elution) ซ่ึงทําไดโดย
ใชตวัอีลทูที่มีโพลารสูงกวาไหลเขาไปผสมในถังของตวัอีลูทที่มีโพลารต่ํากวา แลวคนตวัทํา
ละลายทั้งสองใหเขากัน จากน้ันคอยปลอยเขาไปในคอลัมน ดังแสดงในรูป 4.12 การทําเชนน้ีจะ
ทําใหสารตวัอยางเคลื่อนทีล่งตามคอลัมนไดเร็วขึ้นตามกําลังของตวัอีลูททีถู่กผสมดวยตัวทํา
ละลายที่มีโพลารเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆ วิธีการน้ีจะทําใหแบนดที่ไดไมมีหาง  (no-tailing)  การเพ่ิมกําลัง
หรือความเปนโพลารของตวัอีลูทอยางตอเน่ืองตามที่กลาวมาคลายกับการโปรแกรมอุณหภูมิใน
การทํากาซโครมาโตกราฟ 
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รูปท่ี 4.12  การเปล่ียนโพลาริตีของตัวอีลูทอยางตอเนื่อง 

 
4. เก็บสารตวัอยางที่ออกจากคอลัมน สารละลายที่ถูกอีลูทออกจากคอลัมน

สามารถเก็บไดเปนสวนๆ (fraction) เชน สวนละ 1 ถึง 10 ลบ.ซม. แลวนําแตละสวนไป
วิเคราะหหาปริมาณตอไป เม่ือสามารถหาปริมาณของสารตัวอยางในแตละสวนไดจะทําให
สามารถสรางเคอรฟของการอีลูทได (elution curve) และศึกษาไดวาสวนใดของสารละลายที่
ออกจากคอลัมนจะมีสารตวัอยางมากที่สุด และถาตองการเก็บสารตัวอยางใหไดสมบูรณ จะตอง
เก็บตั้งแตสวนใดถึงสวนใด ถาการไหลของตัวอีลูทชามาก การเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน
เปนสวน ๆ จะเสียเวลามากในการเฝาดู สามารถใชเครื่องมือชวย ซ่ึงเรียกวา fraction collector 

5. การวัดปริมาณสารตวัอยางที่ถูกอีลทูออกจากคอลัมน (Detection) สาร
ตัวอยางทีถู่กอีลูทออกจากคอลัมนเปนสวน ๆ สามารถนํามาวิเคราะหหาปริมาณไดหลายวธิี คอื 
ใชการวเิคราะหทางแสง (optical method) เชน UV, IR และ fluorescence เปนตน หรือใชการ
วิเคราะหทางเคมีวิเคราะหเชิงไฟฟา (Electroanalytical method) เชน การทําโวลแทมเมตรีการ
วัดคาการนําไฟฟา และวัดคาศักยไฟฟา เปนตน 

 เทคนิคการวิเคราะหวธิีลคิวดิโครมาโตกราฟแบบคอลัมนที่กลาวมาทัง้หมดน้ีเปนวธิีที่
ใชกันมานาน และยังคงใชไดดีจนถึงปจจุบันโดยที่สารตัวอยางตองมีปริมาณมากพอสมควร จึง
จัดประเภทของการวิเคราะหดังกลาวน้ีเปน Classical Liquid Chromatography หรือ 
Conventional Liquid Chromatography ในปจจุบันเทคนิคของการทําลิควิดโครมาโตกราฟแบบ
คอลัมนไดถูกพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ใชเวลาในการวิเคราะหนอยลง และสามารถ
วิเคราะหสารตัวอยางที่มีปริมาณนอยลง โดยใชเคร่ืองมือชวย ทําใหเกิดเทคนิคของการวิเคราะห
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 HPLC คือ เทคนิคหน่ึงของลิควิดโครมาโตกราฟแบบคอลัมนที่สามารถแยกไดอยาง
รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ เพราะใชความดันชวย และของแข็งที่บรรจุในคอลัมนมีขนาดเล็ก 
จากรูปที่ 4.11 แสดงใหเห็นแลววา เม่ือใชของแข็งบรรจุในคอลัมนขนาดเล็กๆ จะทําใหมีคา 
HETP ต่ํา และอัตราการไหลของเฟสเคลือ่นที่ไมมีผลตอคา HETP ดังน้ัน การใชความดันชวย
ทําใหเฟสเคลือ่นที่ไหลไดเร็วขึ้น จะไมทําใหประสิทธิภาพของคอลัมนลดลง เน่ืองจากการทํา 
HPLC ตองใชความดันชวยจึงตองมีเคร่ืองมือสําหรับปมตัวอีลทู และเน่ืองจากปริมาณของสาร
ตัวอยางทีใ่ชมีจํานวนนอย ดังน้ัน หลังจากที่สารตวัอยางถูกอีลูทออกจากคอลัมนตองมีเคร่ืองมือ
ที่เรียกวา ดีเทคเตอร  (detector)  วัดสารปริมาณนอยๆ ที่ถูกอีลทูออกมาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ สวนประกอบของเครื่องมือตางๆ ที่ชวยในการวิเคราะหจะรวมกันเขาเปน
เคร่ืองมือ 1 ชุดของ HPLC ซ่ึงสรุปเปนแผนภาพไดดังแสดงในรูปที่ 4.13 
 

 
 

รูปท่ี 4.13  แผนภาพของเครื่องมือ  HPLC  สวนของเสนประหมายถึง เตาท่ีสามารถ
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนได 
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 สวนประกอบแตละสวนทําหนาท่ีดังตอไปน้ี 
1. ถังใสตวัทําละลายที่เคลื่อนที ่(Solvent reservoir) ถังใสตวัทําละลายจะทําดวย

แกวหรือสเตนเลสก็ได มีขนาดบรรจุ 1-2 ลิตร ตามปกติควรตอกับตัวทําลายกาซ (degassing 
system) เพ่ือดูดกาซออกซิเจนหรือไนโตรเจน ที่ละลายอยูในตวัทําละลายออก ซ่ึงเปนสาเหตุ 
ทําใหเกิดฟองกาซในคอลัมน หรืออาจรบกวนเครื่องวัดดีเทคเตอร ตวัทําลายกาซประกอบดวย
เคร่ืองปมสุญญากาศ สวนใหความรอน ตวัคนสารละลาย (stirrer)  และสวนทําการกลั่น 
(distillation system) ถาการวิเคราะหใชตัวทําละลายเพียงชนิดเดียว เคร่ืองมือจะมีถังใสตวั    
ทําละลาย และตวัทําลายกาซเพียงชุดเดียว แตถาตองใชตวัทําละลายผสมในการอีลูทตองมี
เคร่ืองมือ 2 ชุด ตอเช่ือมกันเพ่ือทําใหตวัทําละลายสามารถผสมกันและเปลี่ยนโพลาริตีไดอยาง
ตอเน่ือง (gradient elution) ซ่ึงเรียกวา การโปรแกรมตวัทําละลาย (solvent programming) 

 การอีลูทโดยใชตวัทําละลายที่เหมาะสมเพียงตัวเดียว (isocratic condition) จะทาํใหใช
เวลาในการแยกนาน และสารตัวอยางทีถ่กูอีลูทออกมาทีหลังมักจะมีหาง (tailing)  ดังแสดงใน
รูปที่ 4.14 (a)  แตถาเปลี่ยนตัวอีลูทโดยทําการโปรแกรมตัวทําละลาย พบวา การแยกจะใชเวลา
นอยลง ลักษณะพีกท่ีไดดีขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.14 (c) การโปรแกรมตัวทําละลายสามารถทําได
อยางตอเน่ือง โดยการเพ่ิมโพลาริตีของตัวทาํละลายขึ้นเรื่อยๆ หรือทําเปนขั้น (Stepwise) คือ
เพ่ิมโพลาริตขีองตัวทําละลายขึ้นเร่ือยๆ  ในชวงเวลาหนึง่ ตอจากน้ันก็ควบคุมใหคงที่ใน
ชวงเวลาหนึ่ง แลวก็เพ่ิมขึ้นอีก จากน้ันก็ควบคุมใหคงที่อีกเปนเชนน้ีตลอดการทดลอง 
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รูปท่ี 4.14  โครมาโตแกรมที่ไดจากการแยกโดยใชเครื่องมือ  HPLC 
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2. เครื่องปม (pump) ทําหนาท่ีปมตวัทําละลายเขาคอลัมนดวยความดันอยางนอย 
1000 psi (lbs/in2) ความดันที่เหมาะสมและใชไดดีคือ 4000 ถึง 6000 psi ซ่ึงจะทาํใหอัตราการ
ไหลของตวัทาํละลายมีคาเทากับ 3 ลบ.ซม./นาที อัตราการไหลควรควบคุมใหคงที่ เบี่ยงเบนได
ไมเกิน ±2% เน่ืองจากการไหลมีผลโดยตรงตอเวลาที่ใชในการแยก ถาเพ่ิมความเร็วของการ
ไหลของตวัทาํละลายจะทําใหสารตวัอยางถูกอีลูทไดเร็วขึ้น ดังน้ันในการแยก ถาทําการ
โปรแกรมอัตราการไหลของตัวทําละลาย พบวา การแยกจะใชเวลานอยลง ลักษณะพีกท่ีไดดีขึ้น 
ดังแสดงในรูปที่ 4.14 (b) การโปรแกรมอัตราการไหลของตัวทําละลายสามารถทําไดทั้ง
แบบตอเน่ืองและแบบเปนขั้น เชนเดียวกับการโปรแกรมตัวทําละลาย 

3. Precolumn เคร่ืองมือ HPLC บางเคร่ืองตองมีคอลัมนเพ่ิมขึ้นอีก 1 อัน เรียกวา 
precolumn มีสารบรรจุอยูเหมือนกับคอลัมนที่ใชงาน แตขนาดของสารที่บรรจุอยูใหญกวาเพ่ือ
ไมใหความดันของตัวทําละลายทีไ่หลผานคอลัมนน้ีลดลง คอลัมนน้ีมีหนาท่ีแยกเอามลทินที่ติด
อยูในตวัทําละลายออกไป หรือทําใหตวัทําละลายที่ใชเปนตัวอีลูทบริสทุธิ์ขึ้น 

4. สวนฉีดสารตัวอยาง (Sample injection system) สวนฉีดสารตัวอยางที่ใชใน 
HPLC มีลักษณะดังแสดงในรูปที่ 4.15 วาลวทีใ่ชคือ สไลเดอรวาลว (Slider valve) ที่ผลติขึ้น
จากบริษัท Kel-F สารตวัอยางจะถูกฉีดเขาทางวาลวโดยเข็มฉีดยา จากน้ันตัวสไลเดอรจะเคลือ่น
จากซายมือไปขวามือ จนกระทั่งสารตวัอยางอยูในทิศทางการไหลของตัวอีลูท สาํหรับขนาดของ

วาลวที่ฉีดสารตัวอยางเขาไปจะมีหลายขนาด ตั้งแต 2μl ถึง 100 μl 
 

 
 

รูปท่ี 4.15  สวนฉีดสารตัวอยาง 
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 ระบบฉีดสารตัวอยางไดถูกพัฒนาขึ้นอีกเปนแบบ  sampling  valve  ที่ทนตอแรงดัน
สูงของเฟสเคลื่อนที่  วาลวเปนระบบ  six-port  โดยตําแหนงพอรตที ่ 1  และ  4  จะตอกับ  
loop  ที่ใชบรรจุสารตัวอยาง  ตําแหนงพอรตที่ 2  และ 3  จะตอกับปมและคอลัมน  ตําแหนง
พอรตที่ 5  และ 6  เปนตําแหนงที่ไหลออกของตัวอยางและเฟสเคลื่อนที่  ดังแสดงในรูปที่  4.16  
การทํางานมี 2 ขั้นตอน  คอื  ขั้นตอนแรกเปนขั้นตอนที่เรียกวา  load  ตัวอยางจะถูกฉีดเขาไป
ใน  loop  จนเต็ม  สวนเกินจะไหลออกที่ตําแหนงพอรตที่ 6  ตามรปูที่  4.16 (a)  ขั้นตอนที่ 2  
เปนการส่ังฉีดมีการปรับทิศทางการไหลของเฟสเคลื่อนที่ตามรูปที่ 4.16 (b)  เฟสเคลื่อนที่จะพา
ตัวอยางเขาสูคอลัมน  ระบบฉีดสารตวัอยางชนิดน้ีเปนที่นิยมกันในปจจุบัน  ที่รูจักกันกวางขวาง
คือของบริษทั  Valco  และ  Rheodyne 

 
รูปท่ี  4.16  ระบบฉีดสารตัวอยางแบบ  Six-port  valve 

 
5. คอลัมน (Column) คอลัมนสําหรับใชในงานวิเคราะห HPLC ทําดวยหลอดแกว

อยางหนาหรือสเตนเลส มีขนาดความยาว 15 ถึง 150 ซม. เสนผาศูนยกลางภายใน 2-3 
มิลลิเมตร คอลัมนขนาดที่ยาวเปนเมตรก็สามารถใชไดเชนกันโดยขดเปนวงกลม 

 สารที่บรรจุในคอลัมนมี 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีเปนของแข็งดูดซับ ซ่ึงตองมีขนาดเล็กมาก 
และมีไดหลายขนาด มีชื่อเรียกทางการคาตางๆ กัน ดังแสดงไวในตารางที่ 4.5 อีกชนิดหน่ึงเปน
ของเหลวฉาบบนของแข็งซัพพอท  (solid  support)  ซ่ึงมีทั้งแบบธรรมดาและกลบัเฟส 
(reverse phase) ดังแสดงไวในตารางที่ 4.6 

 ของแข็งตวัดูดซับที่นิยมใชใน HPLC คือ ซิลิกา และอะลูมินา การเลือกใชสามารถ
จัดแบงตามประเภทของสารที่นํามาวิเคราะหไดดังน้ี 

ก. ถาเปนสารประเภทกรด (acidic compound) ควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 
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ข. ถาเปนสารทีเ่ปนเบสเล็กนอย pKb นอยกวา 5 ควรใชซิลิกาเปนตัวดูดซับ 

ค. โมเลกุลทีไ่มอ่ิมตัว เชน Olefinic และ aromatic ควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 

ง. สารที่มีกลุมฮาโลเจนควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 

จ. สารที่ไวตอกรด ควรใชอะลมิูนาเปนตวัดูดซับ 

ฉ. สารที่ไวตอเบส ควรใชซิลิกาเปนตวัดูดซับ 

 สําหรับการเลอืกเฟสเคลื่อนที่ ซ่ึงเปนของเหลวที่ฉาบบนของแข็งซัพพอท ใหพิจารณา
เลือกตามโพลาริตีของสารตวัอยาง และตวัอีลูทที่ใชเชนเดียวกับการทาํ Conventional liquid 
Chromatography 

 นอกจากนี้เฟสอยูกับที่ยังสามารถใชเรซินที่สามารถแลกเปลี่ยนไอออนได (ion-
exchange resin) เรซินที่นํามาใชใน HPLC ตองเปนชนิด  strong  cation หรือ strong anion 
exchanger ซ่ึงมีหลายชนิด และมีชื่อเรียกทางการคาตางๆ กัน ดังแสดงในตารางที่ 4.7 สําหรับ
ทฤษฎีและหลกัการของการแลกเปลี่ยนไอออนและรายละเอียดตางๆ ของ ion-exchange 
chromatography จะกลาวไวในบทที่  5 

 

ตารางที่ 4.5  ของแข็งดูดซับที่บรรจุในคอลัมนสําหรับ HPLC 

Adsorbent Forma Particle  diameter, 

μmb 

Trade name 

Silica gel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M 
M 
M 
M 
P 
P 
M 
M 
M 
M 
M 

4 
5 
10 
20 
40 
40 

5, 10, 30 
5, 10, 30 

5, 10, 15, 20 
40 

5, 10, 20 

MicroSil Silica Gelc 
Partisil 5d 
Partisil 10d 
Partisil 20d 
HS Partisild 
HC Partisild 
LiChrosorb SI-60e 
LiChrosorb SI-100e 
Polygosil-60f 
Chromasorb LC-Ig 
LiChrosphere SI-100e 
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Adsorbent Forma Particle  diameter, 

μmb 

Trade name 

 
 
 
 
 
Alumina 
 
 
 
 
 
 
Polyamide 

M 
M 
M 
M 

 
M 
M 
M 
M 
P 
P 
 
P 

10 
10 

5, 10 
10 

 
5, 10, 30 
5, 10, 20 

40 
5, 10, 20 

40 
40 
 

40 

Vydac 101IRh 
Vydac 101TPh 
Spherisorb S-Wi 

μPorasili 
 
LiChrosorb Alox-Te 

LiChrosorb Alox 60-De 
Chromosorb LC-3g 
Spherisorb AYi 
HS Pelluminad 
HC Pelluminad 
 
Pellamidond 

aM = porous microparticulate; P = pellicular. 
bThe diameters are average particle diameters. 
cManufactured by Micromeritics Instrument Corp. 
dManufactured by Whatman. Inc. 
eManufactured by E. Merck. 
fManufactured by Macherey-Nagel. 
gManufactured by Johns-Manville. 
hManufactured by the Separations Group. 
iManufactured by Phase Separations Limited. 
jManufactured by Waters Associates. 
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ตารางที่ 4.6   ของเหลวทีฉ่าบบนของแข็งซัพพอท ใชบรรจุในคอลมันสําหรับ HPLC 
Liquid group Type Particle  diameter, 

μm 

Trade name 

Amine 

 

 

 

 

 

 

Nitrile 

 

 

 

 

 

 

 

Amine and nitrile 

 

 

Octyl (C8H17) 

 

 

 

 

Normal 

 

 

 

 

 

 

Normal 

 

 

 

 

 

 

 

Normal 

 

 

Reverse phase 

 

 

 

 

10 

10 

5, 10 

5, 10 

10 

10 

 

10 

5, 10 

10 

5 

5, 10 

10 

10 

 

10 

40 

 

4 

5, 10 

5, 10 

5, 10 

10 

MicroSil NH2
a 

LiChrosorb NH2
b 

Polygosil 60-D-NH2c 

Nucleosil NH2a 

μ Bondapak NH2d 

Spherisorb S5NHe 

 

MicroSil CNa 

Polygosil 60-D-CNc 

Vydac 501TPf 

Spherisorb S5CNe 

Nucleosil CNc 

Chromosorb LC-8a 

μ Bondapak CNd 

 

Partisil-10 PACh 

Co:Pell PACb 

 

MicroSil C8
a 

LiChrosorb RP-8b 

Polygosil-60-D-C8
c 

Nucleosil C8
c 
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Liquid group Type Particle  diameter, 

μm 

Trade name 

 

Octadecyl (C18H37) 

 

Reverse phase 

 

 

4 

5, 10 

5, 10 

5, 10 

10 

10 

5 

10 

40 

Vydac 2081 Rf 

 

MicroSil C18
a 

Polygosil-60-D-C18c 

LiChrosorb RP-18b 

Nucleosil C 18c 

μ Bondapak C18d 

Vydac 201 IRf 

Partisil-5 ODSh 

Partisil-10 ODS-2h 

Co: Pell ODSh,i 
aManufactured by Micromeritics Instrument Corp. 
bManufactured by E. Merck. 
cManufactured by Macherey-Negel. 
dManufactured by Waters Associates. 
eManufactured by Phase Separations Ltd. 
fManufactured by the Separations Group. 
gManufactured by Johns-Manville. 
hManufactured by Whatman. Inc. 
iA pellicular on glass beads. 

 
 
 
 
 
 
 

 CM 334  184 



 

ตารางที่ 4.7 เรซินที่ใชบรรจุในคอลัมนสาํหรับ HPLC 

Type Particle diameter, μm Trade name 

Anion exchanger 

 

 

 

 

 

 

Cation exchange. 

10 

10 

10 

10 

5, 10 

40 

 

10 

10 

10 

10 

5, 10 

40 

Partisil-10 SAXa 

LiChrosorb ANb 

Ionex-SB10c 

Vydac 301TPd 

Nucleosil SBc 

As Pellionex SAXa, e 

Partisil-10 SCXa 

LiChrosorb KATb 

Ionex-SA10c 

Vydac 401TPd 

Nucleosil SAc 

HC Pellionex SCXa, e 

aManufactured by Whatman, Inc.  
bManufactured by E. Merck. 
cManufactured by Macherey-Negel. 
dManufactured by the Separations Group. 
eA pellicular on glass bead. 

 

6. สวนควบคุมอุณหภูมิ (Temperature Control) ตามปกติการทําลิควิดโครมาโต-
กราฟทั่วๆ ไป นิยมทําท่ีอุณหภูมิหอง ดังน้ัน สวนควบคุมอุณหภูมิอาจใชเปนถังนํ้าหุมคอลัมนไว 
(water jacketed) เพ่ือทําใหอุณหภูมิคงที่ แตถาตองการใหรีเทนชันไทมของสารตัวอยางสั้นขึ้น 
อาจเพ่ิมอุณหภูมิใหแกคอลมันก็ไดเชนเดียวกับกาซโครมาโตกราฟ โดยใชเตา (oven) ที่
สามารถควบคุมอุณหภูมิได 
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7. ดีเทคเตอร (Detector) ดีเทคเตอรที่ใชใน HPLC ไมมีชนิดท่ีมีความไวสูงแบบ
กาซโครมาโตกราฟ ดีเทคเตอรจะเปนชนิดใดขึ้นอยูกับชนิดของสารตัวอยาง ซ่ึงสามารถวัด
ปริมาณของสารไดตามคุณสมบัตขิองสารนั้นๆ ตารางที่ 4.8 ไดแสดงชนิดตางๆ ของดีเทคเตอร
ที่ใชใน HPLC สําหรับดีเทคเตอรที่นิยมใชมากที่สุด คือ เคร่ืองมือวัดคาการดูดกลืนแสงอุลตราไว
โอเลตหรือแสงวิสิเบลิ (UV-Vis Spectophotometer) มีลักษณะการทาํงานดังแสดงในรูปที่ 4.16 

 

ตารางที่ 4.8  ดีเทคเตอรทีใ่ชใน HPLC 

Detector  Basis Typeb Maximum  
Sensitivityc 

Flow Rate 
Sensitive 

Temperature 
Sensitivity 

Useful with 
Gradient ? 

Available 
Commercially ? 

UV absorption S 5x10-10 No Low Yes Yes 

IR absorption S 10-6 No Low Yes Yes 

Fluorometry S 10-10 No Low Yes Yes 

Refractive  index G 5x10-7 No +10-4 oC No Yes 

Conductometric S 10-8 Yes +1oC No Yes 

Moving  wire G 10-8 Yes None Yes Yes 

Mass spectrometry S 10-10 No None − Yes 

Polarography S 10-10 Yes +1oC − No 

Radioactivity S − No None Yes No 
aMost of these data were taken from:  L., R. Snyder and J.J. Kirkland, Introduction to Modern Liquid 
Chromotography. New York: Wiley-Interscience, 1964, p. 162. 
bG = general;  S = selective 
cSensitivity for a  favorable sample in grams per milliter. 
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รูปท่ี 4.17  อุลตราไวโอเลต  ดีเทคเตอรสําหรับ  HPLC 

 

เปรียบเทียบการวิเคราะหระหวางวิธี GC กับ HPLC  

 ทั้ง GC และ HPLC เปนเทคนิคของการวิเคราะหวธิีโครมาโตกราฟแบบคอลัมนทีใ่ช
เคร่ืองมือชวย ซ่ึงสามารถนํามาใชในการแยกและประยกุตใชในการวเิคราะหทางคณุภาพและ
ทางปริมาณไดดีทั้งสองชนิด เม่ือเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของทั้งสองวิธีพบวา วิธี HPLC มี
ขอดีอยูหลายประการ คือ 

1. ตัวอยางทีใ่ชในการวิเคราะห วิธี HPLC ไมจําเปนตองผานกระบวนการเตรียมที่
ยุงยากกอน (pre-treatment) ขอเพียงแตใหสารตวัอยางอยูในสภาพที่เปนของเหลวก็สามารถ
นํามาฉีดเขาเคร่ือง แลวทําโครมาโตแกรมไดเลยโดยตรง 

2. วิธี HPLC สามารถใชในการวเิคราะหสารไดมากชนิดกวาวิธี GC เพราะ HPLC ไมมี
ขอจํากัดวาตองเปนสารที่ระเหยได ทาํใหสามารถใช HPLC วเิคราะหสารท่ีมีนํ้าหนักโมเลกลุสูงๆ 
ได 

3. วิธี HPLC มีคอลัมนใหเลือกใชตามความเหมาะสมของสารตัวอยางไดมากชนิด
กวา GC ทําใหใชในการวิเคราะหสารไดมากชนิดกวา 
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4. สามารถทําใหการแยกดีขึ้นได  (high  resolution)  โดยเปลี่ยนความเขมขนหรือ
ชนิดของเฟสเคลื่อนที่ไดตามความเหมาะสมไดมากมาย 

5. การเกิดปฏิกิรยิาการแบงสวนหรือดูดซับ ระหวางสารตวัอยางกับเฟสอยูกับที่และ
เฟสเคลื่อนที่ สามารถเกิดท่ีอุณหภูมิต่ํา ดังน้ัน การแยกสารโดยวิธี HPLC จึงใชงานที่อุณหภูมิ
ปกติของหองปฏิบตัิการได ในขณะที่วธิี GC ตองทําท่ีอุณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิหอง จึง
จําเปนตองใหพลังงานความรอนแกคอลัมน ซ่ึงทําใหสิ้นเปลืองคาใชจายสูงกวาวธิ ีHPLC 

6. ในกรณีที่ตองการเก็บสารตวัอยางเพ่ือนําไปวิเคราะหหรือทดสอบดวยวิธีอ่ืนให
แนใจอีกคร้ังหน่ึง พบวา วธิี HPLC สามารถทําไดงายกวาวิธี GC 

7. สามารถประยุกตใชในการวเิคราะหไอออนของสารอนินทรียได 

 สําหรับขอดีของวิธี GC คือ มีความสามารถในการแยกและวิเคราะหตัวอยางที่มี
องคประกอบซับซอนไดดี ใหผลที่เที่ยงตรงและรวดเร็วกวาวธิี HPLC เคร่ืองมือมีสวนประกอบที่
ไมซับซอนและราคาถูกกวา 

 

การประยุกตวิธี HPLC ทางการวิเคราะห 

 เน่ืองจากโครมาโตแกรมที่ไดของ HPLC และ GC มีลักษณะเหมือนกัน ดังน้ันวิธีการ
วิเคราะหทางคุณภาพและการวิเคราะหทางปริมาณจึงทําไดแบบเดียวกันทุกประการ กลาวคือ 
การวิเคราะหทางคุณภาพสามารถทําไดโดยเปรียบเทียบคารีเทนชันไทม หรือรีเทนชันโวลูมของ
สารตัวอยางกับสารมาตรฐาน หรือโดยตอเคร่ือง HPLC เขากับเคร่ืองมือที่สามารถชวยในการ
พิสูจนได เชน เคร่ือง IR NMR, และ mass spectrophotometer  

 สําหรับการวิเคราะหทางปรมิาณสามารถทําไดโดยวัดขนาดของพีกดวยวิธีการวัด
ความสูง วัดพ้ืนที่พีก ใชเพลนิมิเตอร (Planimeter)  หรือใชอินทิเกรเตอร (Integrator)  เม่ือ
ทราบขนาดของพีกแลวสามารถวิเคราะหหาปริมาณไดโดยเทียบขนาดของพีกสารตัวอยางกับ
พีกสารมาตรฐานซึ่งสามารถทําได 3 แบบ คือ วิธเีทียบกับสารมาตรฐานเพียงตัวเดียว 
(Absolute  Method)  วธิีสรางกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) และวิธีเติมสารมาตรฐาน 
(Standard addition) หรือใชวธิี Internal normalization หรือใชวธิี Correction factor (ใหดู
รายละเอียดในบทที่  6) 
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 วิธี HPLC สามารถประยุกตใชในการวิเคราะหสารไดมากมายหลายชนิด ทั้งทาง
ชีวเคมี ทางอาหาร ทางเภสัช และทางเทคนิคการแพทย ซ่ึงจะขอยกตัวอยางโครมาโตกราฟที่ได
จากการทํา HPLC สารบางชนิดมาแสดงไวในรูปขางลางน้ี 
 

 

Instrument:  Noncommercial 
Detector : UV 
Separation Mode: Liquid-liquid partition 
Column: 28% LA-1 on CTFE 485 mm x 2 mm 
Temperature: Ambient 
Eluent: Water adjusted to pH 11.5 with NaOH 
Flow: Initially 0.12 ml/min; increased to 0.145, 

0.19 and 0.49 ml/min at points A, B, and C, 
respectively 

 
 
 
 
 

 
 

No. 
1 1,3,5 (10)-estratrien-3,17β-diol-17α-glucosiduronic acid (estradiol-17α-

glucosiduronic acid) 
2 1,3,5(10)-estratrien-3,16α,17β-triol (estriol) 
3 1,3,5(10)-estratrien-3,16α,17α-triol (17-epiestriol) 
4 1,3,5(10)-estratrien-3-ol-16,17-dione (16-ketoestrone) 
5 1,3,5(10)-estratrien-3,17β-diol-16-one (16-ketoestradiol) 
6 1,3,5(10)-estratrien-3,16β,17β-triol (16-epiestriol) 
7 1,3,5(10)-6,8-estrapentaen-3-ol-17-one (equilinen) 
8 1,3,5(10)-estratrien-3,17β-diol (estradiol) 
9 1,3,5(10)-estratrien-2-methoxy-3-ol-17-one (2-methoxyestrone) 
10 1,3,5(10),7-estratetraen-3-ol-17-one (equilin) 
11 1,3,5(10)-estratrien-3-ol-17-one (estrone) 
 

 
รูปท่ี 4.18  การแยกฮอรโมนอีสโตรเจน 
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Instrument: Noncommercial 
Detector: UV 
Separation Mode: Liquid-liquid partition 
Column: 28% LA-1 on CTFE 485 mm x 2 mm 
Temperature: Ambient 
Eluent: Water 
Flow: Initial 0.17 ml/min; increased to 0.49 

ml/min at A 
Sample: 

1. 4-Androstene-3,11,17-trione 
2. 4-Androstene-11β-ol-3,17-dione 
3. Δ1,4-Androstadiene-17β-ol-3-one 
4. 19-nor-4-Androstene-3,17-dione 
5. 19-nor-Testosterone 
6. 4-Androsten-3,17-dione 
7. Testosterone 

 

 
รูปท่ี  4.19  การแยกฮอรโมนแอนโดรเจน 

 

Instrument: Varian Aerograph 4010-1 
Detector: UVx0.32 
Column: 50 cm x 2 mm packed with Corasil II ® 
Eluent: CHCl3  79 ml/hr @ 300 psi 
Sample:   Peak 1, Tocopherol (Vit. E) 
  Peak 2, Retionol (Vit. A) 
  Peak 3, Injection peak 
  Peak 4, Retinol acetate 
  Peak 5, Retinol 
  Peak 6, Ergocalciferol (Vit. D2) 
  Peak 7, Unknown 
 

 
รูปท่ี 4.20  a)  การแยกวิตามิน A และ E 

     b)  การแยกวิตามิน  A และ D2 
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 เม่ือทําการเปลี่ยนตวัทําละลายในการแยกวิตามิน A และ E จากรูปที่ 4.20 (a) มาเปน
ตัวทําละลายผสมของ 1% isopropyl alcohol ใน iso octane และเปลี่ยนเง่ือนไขของการทดลอง
บางอยางเปนเง่ือนไข ดังแสดงในรูปที่ 4.21 เม่ือเปรียบเทียบการแยกระหวางรูปที่ 4.20 (a) กับ
รูปที่ 4.21 ซ่ึงเปนสารตวัอยางอยางเดียวกัน พบวา การใชเง่ือนไขตามรูปที่ 4.21 สามารถแยก
ไดดีกวาเง่ือนไขตามรูปที่ 4.20 (a)  

 

 

Instrument: Varian 4010-01 
Detector: UV x 0.32 
Column: as in 4.20 
Eluent: 1% isopropanol in isooctane 
Flow:  14ml/hr @ 200psi 
 Peak 1. Tocopherol (Vitamin E) 
 Peak 2,3 unknown 
 Peak 4  Rentinol  Isomer 
 Peak 5  Rentinol  all-trans. (Vitamin A) 
 

 

รูปท่ี 4.21  โครมาโตแกรมของการแยกวิตามิน A และ E 
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รูปท่ี 4.22  โครมาโตแกรมของยาฆาแมลง  (insecticide) 
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รูปท่ี 4.23  การแยกสารที่ใชเปนยาระงับปวด 

 

เอกซคลูชันโครมาโตกราฟ (exclusion chromatography) 

 โครมาโตกราฟชนิดน้ี ใชเปนเทคนิคในการแยกสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญๆ เฟสอยูกับ
ที่เปนของแข็งที่มีลักษณะโมเลกุลเปนเจล มีรูพรุนขนาดใหญ ขนาดของรูแนนอน สารตัวอยางที่
มีโมเลกุลใหญไมสามารถเขาไปในรขูองเจลไดจะถูกพาออกมาจากคอลัมนไดงายดวยเฟส
เคลื่อนที่ สารตัวอยางที่มีโมเลกุลเล็กเพียงพอที่จะเขาไปในรูของเจลจะถูกกักไว ทําใหใชเวลาอยู
ในคอลัมนนาน ดังแสดงในรูปที่ 4.24 เน่ืองจากขนาดของโมเลกุลขึน้อยูกับนํ้าหนักโมเลกุล คือ 
ถาโมเลกุลมีขนาดใหญ จะมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง ดังน้ันรีเทนชันไทมของสารตัวอยางจะขึ้นอยูกับ
นํ้าหนักโมเลกุลของสารตวัอยาง สารตวัอยางที่มีนํ้าหนักโมเลกลุสูงทีส่ดุ ถูกอีลทูออกจากคอลัมน
ไดกอน สวนสารตัวอยางที่มีนํ้าหนักโมเลกุลนอยกวา จะถูกอีลูทออกจากคอลัมนไดตามลําดับ 
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           รูปท่ี  4.24   รูของเจลจะมีผลทําใหสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก                      
เดินทางออกจากคอลัมนไดชา 

 

 เจลที่ใชในการทําเอกซคลชูนัโครมาโตกราฟแบงไดเปน 2 ชนิด คือ 
1. เจลชนิดออน (Soft Gels) เจลชนิดน้ี คอื สารโพลีเมอร (Polymeric material) ที่

ไดจากการ cross linked สารพวกคารโบไฮเดรต เชน dextran ซ่ึงมีชื่อเรียกทางการคาวา 
Sephadex   ปกติ Sephadex ที่ใชยังแบงไดอีกหลายชนิดตามขนาดรูที่เกิดจากการ cross 
linked ดังแสดงในตารางที่ 4.9 หรือไดจากการ cross-linked สารจําพวก อะไครลาไมด 
(acrylamide) ซ่ึงมีชื่อเรียกทางการคาวา Bio-Gel P มีไดหลายขนาดเชนเดียวกัน การทําคอลัมน
โครมาโตกราฟโดยใชเจลชนิดออนนี้จะมีชื่อเรียกวา gel filtration chromatography 
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ตารางที่ 4.9  ชนิดของ Sephadex Gels. 
Sephadex 
Type 

Water Regain 
gH2O/g Dry 
Sephadex 

Bed Volume 
cm3/g Dry 
Sephadex 

Fractionation Range for 
Peptides and Globular 
Proteins, M.W. 

G-10 
G-15 
G-25 
G-50 
G-75 
G-100 
G-150 
G-200 

1.0±0.1 
1.5±0.2 
2.5±0.2 
5.0±0.3 
7.5±0.5 
10.0±1.0 
15.0±1.5 
20.0±2.0 

2-3 
2.5-3.5 
4-6 
9-11 
12-15 
15-20 
20-30 
30-40 

Up to 700 
Up to 1500 
1,000 to 5,000 
1,500 to 30,000 
3,000 to 70,000 
4,000 to 150,000 
5,000 to 400,000 
5,000 to 800,000 

 
2. เจลชนิดแข็ง (Semirigid gels) เจลชนิดน้ีไดจากการ cross-linked สารพวก    

โพลีสไตรรีน (พวกเดียวกับเรซิน) มีชื่อเรียกทางการคาวา Bio-Beads S ถาใชเจลชนิดน้ีเปน
เฟสอยูกับที่ทีบ่รรจุในคอลัมน จะมีชื่อเรียกวา Gel permeation chromatography 

ทั้งเจลชนิดออนและชนิดแข็ง เม่ือตองการนํามาใชตองนําไปแชในตวัทําละลายที่ใชเปน
เฟสเคลื่อนที่ หรือตัวทําละลายไฮโดรฟลลิก  (hydrophilic)  กอน จนกระทั่งพองตวัเต็มที่แลวจึง
บรรจุในคอลัมน   วิธีเอกซคลูชันโครมาโตกราฟ มีประโยชนมากในการวิเคราะหทางชีวเคมี
สําหรับสารทีมี่นํ้าหนัก โมเลกุลสูงๆ เชน เปปไตด โปรตีน ฮีโมโกลบนิ ฯลฯ นอกจากน้ียัง
สามารถใชเปนวิธีการหานํ้าหนักโมเลกุลของสารตวัอยางไดดวย ซ่ึงทําไดโดยใชสารมาตรฐานที่
ทราบนํ้าหนักโมเลกุลแนนอนหลายๆ ขนาด และมีโครงสรางเหมือนกับสารตวัอยางผานลงใน
คอลัมน จากน้ันหาคารีเทนชันโวลมูของสารมาตรฐานแตละตวันําคารีเทนชันโวลูมมาพลอตกราฟ
เทียบกับคาลอ็กของน้ําหนักโมเลกุลจะไดกราฟที่เปนเสนตรง จากน้ันนําสารตวัอยางผานลงใน
คอลัมน และหาคารีเทนชนัโวลูมของสารตัวอยาง จากคารีเทนชันโวลูม  จะสามารถหานํ้าหนัก
โมเลกุลของสารตัวอยางไดจากกราฟมาตรฐาน 

สมการที่สามารถใชอธบิายหลักการของเอกซคลูชันโครมาโตกราฟไดดี คือ สมการที่ 
3.14 คือ 

  VR =  Vm + KdVs …………….(4.10)  
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 สําหรับสารตวัอยางที่มีโมเลกุลใหญๆ หรือนํ้าหนักโมเลกุลสูงกวา exclusion limit ของ
เจล พบวาสามารถเคลื่อนที่ออกจากคอลัมนไดในเวลาเดียวกับตวัทําละลาย น่ันคือ VR จะมีคา
เทากับ Vm (Vm คือ ปริมาตรของเฟสเคลือ่นที่ซ่ึงเรียกวา Void Volume) ในกรณีน้ีคา Kd จะมีคา
เทากับ 0 เพราะไมเกิดการกระจายของสารตัวอยางระหวางเฟสอยูกับที่กับเฟสเคลื่อนที่แตอยาง
ใด (Kd = Cs/Cm = 0 เพราะวา Cs  = 0) เม่ือใชสารตวัอยางที่มีโมเลกุลเล็กลงเพียงพอที่จะเขาไป
อยูในเจลไดหมด จะพิจารณาไดวา ความเขมขนของสารตัวอยางทีเ่ขาไปอยูในเจลกับที่อยูในตวั
ทําละลายนอกเจลนั้น ไมแตกตางกัน ดังนั้น Cs = Cm น่ันคือ Kd = Cs/Cm = 1 สําหรับ Vs ซ่ึงคือ
ปริมาตรของเฟสอยูกับที่ (pore volume) สามารถหาไดโดยใชสารตวัอยางที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก
ที่สามารถเขาไปอยูในรูของเจลไดหมด มาหาคารีเทนชนัโวลูม (VR) แลวแทนคาลงในสมการที่ 
4.10 โดยใช Kd = 1   สําหรับคา Vm ทราบไดจากการใชโมเลกุลที่มีขนาดใหญกวารูของเจล หา
คารีเทนชันโวลูม ซ่ึงจะได VR = Vm  (เพราะ  Kd = 0)  โดยการแทนคาตางๆ ทีท่ราบจะสามารถ
คํานวณหาคา Vs ได สําหรับสารตวัอยางที่มีขนาดโมเลกุลอยูระหวางกลางจะเขาไปอยูในรูของ
เจลไดบางสวน แสดงวา คา Kd จะอยูระหวาง 0 ถึง 1 ซ่ึงสามารถคํานวณไดวา Kd ของสาร
ตัวอยางน้ัน มีคาเทากับเทาใดไดเม่ือทราบคา Vs, Vm และ VR ของสารนั้นๆ แลว 

 

ตัวอยางที่ 4.5  สารประกอบที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 80,000 ถูกนํามาผานลงในคอลัมนที่บรรจุเจล 
ซ่ึงมี exclusion limit เทากับ 40,000 ปรากฏวาวัดคารีเทนชันโวลูมไดเทากับ 25 ลบ.ซม. เม่ือ
เปลี่ยนเปนสารที่มีนํ้าหนักโมเลกุลต่ําลงเปนขนาดที่สามารถเขาไปอยูในรูของเจลไดหมด พบวา
มีรีเทนชันโวลูมเทากับ 152 ลบ.ซม. จากน้ันนําสารตวัอยางผานลงในคอลัมน พบวามีรีเทนชัน
โวลูมเทากับ 102 ลบ.ซม. จงคํานวณหาคา Void Volume (Vm) และ Pore Volume (Vs) ของ
คอลัมนและหาคา Kd ของสารตัวอยาง 

วิธีทํา  เม่ือใชสารประกอบที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 80,000 ซ่ึงสูงกวา exclusion limit แสดงวา Kd 
= 0 และ VR = Vm = 25 ลบ.ซม. เม่ือเปลี่ยนเปนโมเลกุลขนาดเล็กจะได VR = 152 ลบ.ซม. และ 
Kd = 1 น่ันคือ สามารถหา Vs ไดจากสมการที่ 4.10 

   VR =  Vm + KdVs  

   152 = 25 + (1) Vs 

   ∴  Vs = 127 ลบ.ซม. 
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 เม่ือเปลี่ยนเปนสารตวัอยางที่ใหคารีเทนชนัโวลูมเทากับ 102 ลบ.ซม. แสดงวาสาร
ตัวอยางน้ีมีคา Kd ที่สามารถคํานวณไดจากสมการที่ 4.10 เชนกัน คอื 

   102 = 25 + Kd (127) 

   ∴  Kd = 0.61 

 

อิเล็กโตรฟอเรซีส (Electrophorésis) 

 อิเล็กโตรฟอเรซีส หมายถึง การเคลื่อนทีข่องอนุภาคคอลลอยดที่มีประจุภายใน
สารละลาย ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา อนุภาคท่ีมีประจุบวกจะเคลื่อนที่เขาหาสนามไฟฟา
ลบ อนุภาคคอลลอยดที่มีประจุตางชนิดกันจะเคลื่อนทีส่วนทางกัน อนุภาคท่ีมีประจุเหมือนกันจะ
เคลื่อนที่ไดเร็วหรือชาตางกันขึ้นอยูกับจํานวนประจุ ขนาด และน้ําหนักของอนุภาคน้ัน (ขึ้นอยู
กับ charge to mass ratio) อนุภาคท่ีมีประจุสูงจะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาอนุภาคท่ีมีประจุต่ํา และ
อนุภาคท่ีมีขนาดใหญและน้าํหนักมากจะเคลื่อนที่ไดชากวาอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กและนํ้าหนักนอย 
จะเห็นไดวา การแยกโดยวธิีน้ีไมตองมีเฟสเคลื่อนที่ ไอออนของสารตัวอยางจะเคลื่อนที่ไดดวย
แรงดึงดูดของประจุ แสดงวา ไมมีกระบวนการแบงสวนของสารตวัอยางระหวางเฟสอยูกับที่และ
เฟสเคลื่อนที่เกิดขึ้น จึงไมจัดวิธวีิเคราะหน้ีไวเปนเทคนิคหน่ึงของโครมาโตกราฟ แตจะขอนํามา
กลาวไวในบทน้ี เพราะวาเปนเทคนิคของการแยกมีสวนคลายโครมาโตกราฟมาก 

 วิธีอิเล็กโตรฟอเรซีสสามารถแบงไดเปน 2 วิธี ขึ้นอยูกับเทคนิคของการแยกวาเกิดขึ้น
โดยมีตัวกลางชวยค้ําจุนหรอืไม ถาการแยกน้ันเกิดขึ้นภายในสารละลายโดยตรงจากการผาน
สนามไฟฟาลงในสารละลาย แลวทําใหเกิดการแยกขึ้นจะเรียกวา free-solution method วธิีน้ี
ใชไดดีมากในการแยกโปรตนี สามารถประยุกตใชในการวิเคราะหทางชีวเคมีไดเปนอยางดี แตมี
ปญหาคือแตละสวนที่แยกออกจากกันไดในสารละลายมีโอกาสผสมกันไดงาย ถาเกิดการคนขึ้น 
และเทคนิคของการนําเอาสวนที่แยกไดออกจากสารละลายทําไดยาก อีกวิธีหน่ึงคือใชตวักลาง
ชวยค้ําจุน ตัวอยางที่ใชไดแก กระดาษ (ใชกระดาษชนดิเดียวกับการทําเปเปอรโครมาโตกราฟ) 
เมมเบรนของเซลลูโลสอะซเิตต ผงเซลลูโลส starch gel agar gel เรซิน ผงแกว และซิลิกาเจล 
เปนตน สําหรับตวักลางเหลาน้ียกเวน กระดาษ และเมมเบรนของเซลลูโลสอะซิเตตตองถูก
เตรียมใหเปนแผนบางๆ (thin layer) โดยใชแผนแกวหรือพลาสติกยึดเหมือนกับการทํา TLC 
เม่ือเตรียมแผนกระดาษหรอืแผน thin layer ไดแลว  ใหนํามาทําใหชุมดวยสารละลายอิเล็กโตร-
ไลต จากน้ันจุด (spot)  สารตัวอยางลงบนกึ่งกลางของแผนกระดาษหรือแผน thin layer  แลว
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รูปท่ี 4.25  แสดงแผนภาพอยางงายในการทําอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 

 

 จะเห็นไดวาวธิีการทําอิเล็กโตรฟอเรซีสแบบที่ 2 น้ี คลายคลึงกับการทําโครมาโต-  
กราฟมาก จึงมีชื่อเรียกเทคนิคและวิธีการนี้วา อิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 
(Electrochromathography) ถาใชกระดาษในการทําอิเล็กโตรฟอเรซสีจะเรียกเปนชื่อเฉพาะวา 
เปเปอรอิเล็กโตรฟอเรซีส (paper electrophoresis) ถาใชเจลที่ยึดอยูบนแผนแกว จะเรียกวา 
เจลอิเล็กโตรฟอเรซีส (gel electrophoresis) 

 เคร่ืองมือที่ใชในการวิเคราะหแบบน้ี ไดพัฒนาและปรับปรุงแกไขใหดีขึ้นเร่ือยๆ จนได
เคร่ืองมือที่นิยมใชกันมากทีสุ่ดคือ เคร่ืองมือที่เปนรูปทรงสามเหลี่ยมทําดวยภาชนะที่ไมเปนสนิม 
มีราวแทงแกวอยูขางบนสําหรับพาดกระดาษ แลวปลอยชายลงมาสองขางตรึงอยูกับราวขางลาง
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รูปท่ี 4.26  เครื่องมือการทําอิเล็กโตรโครมาโตกราฟแบบทรงสามเหล่ียม 

 

 ถาตองการเก็บสารตวัอยางที่แยกได ตองใชวธิีทําอิเล็กโตรฟอเรซีสอยางตอเน่ือง โดย
ใหแผนกระดาษอยูในแนวยืน สารตัวอยางจะถูกใสลงในกระดาษตรงสวนบนสุด สารตัวอยางจะ
แยกออกจากกันดวยแรงดึงดูดของประจุในสนามไฟฟา แตมันจะเคลื่อนต่ําลงมาไดดวยการไหล
ของสารละลายบัฟเฟอร สารละลายตวัอยางที่ไหลออกจากกระดาษสามารถเก็บไดเปนสวนๆ ดัง
แสดงในรูปที่ 4.27 

 
 

รูปท่ี 4.27  การทําเปเปอรอิเล็กโตรฟอเรซีสท่ีสามารถเก็บสวนที่แยกได 
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การประยุกตวิธีอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 

 วิธีอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ สามารถนํามาประยุกตใชในการวิเคราะหทางเทคนิค
การแพทย และชีวเคมีไดเปนอยางดี การประยุกตที่ใชกันอยางกวางขวางทางเทคนิคการแพทย 
คือ การแยกโปรตีน หรือสารที่มีโมเลกุลใหญๆ ออกจากเซรุม ปสสาวะ ของเหลวในไขสันหลัง 
นํ้าในกระเพาะอาหาร หรือของเหลวอ่ืนๆ ในรางกาย การประยุกตที่ใชกันอยางกวางขวางในทาง
ชีวเคมี คือแยกโมเลกุลของสารตางๆ ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตางกันออกจากกัน เชน สารจําพวกอัล
คาลอยด สารปฏิชีวนะ กรดนิวคลีอิก วติามิน สารมีสีตามธรรมชาต ิสเตอรอยด กรดอะมิโน 
คารโบไฮเดรต และกรดอินทรีย  เปนตน 

 นอกจากนี้ วิธอิีเล็กโตรโครมาโตกราฟ ยังสามารถประยุกตใชในการแยกไอออนของ
สารอนินทรียไดดวย ตามรปูที่ 4.28 (a) แสดงการแยกไอออนของโลหะ 6 ตัว ซ่ึงอยูในรูปของ
สารประกอบเชิงซอนกับไดเมทิลไกลออกซีม  (dimethyl  glyoxime)  การเคลื่อนทีข่องไอออน
สามารถเคลื่อนไปทางขัว้แคโทด หรือแอโนดก็ไดขึ้นอยูกับประจุของสารประกอบเชิงซอนของ
โลหะนั้นๆ จะเห็นไดวานิกเกิลไมสามารถเคลื่อนที่ไดเพราะนิกเกิลเปนสารประกอบเชิงซอนที่
เปนตะกอนกับไดเมทิลไกลออกซีมซ่ึงไมมีประจุ ตามรปูที่ 4.28 (b) แสดงการเคลือ่นทีข่องไอออน 
Sn2+, As3+ และ Sb3+ โดยการทําอิเล็กโตรฟอเรซสี อยางตอเน่ือง แลวเก็บสารที่แยกไดทางปลาย
ขางหน่ึงของกระดาษ 

 
 

รูปท่ี 4.28  อิเล็กโตรโคมาโตแกรมของสารอนินทรีย 
a) แคทไอออนแตละตัวเขมขน  0.0005M  ในสารละลาย 0.1 M tartaric  acid  สารละลายที่ใชชะลางหรือ

บัฟเฟอร  คือสารผสมของ 0.01 M  ammonium  tartrate  0.005 M  dimethyl  glyoxime  และ  4M  
ammonia  สังเกตจุดของโลหะไดโดยใช  H2S  สภาวะของการทดลอง  160 V,  100 mA.  ในเวลา  20  นาที 

b) การทําอิเล็กโตรฟอเรซีสอยางตอเน่ือง  เพื่อแยกสารละลายผสมของ  0.005 M  As(III)  0.005 M  Sb(III)  
และ   0.005M Sn(II)  ใน  0.02 M  tartaric  acid,  0.04 M  lactic  acid  และ  0.04 M  dl  alanine  สังเกต
จุดของโลหะไดโดยใช  H2S  สภาวะการทดลอง  300 V  95 mA. 
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แบบฝกหัดบทที ่4 

 

1. จงอธิบายความหมายของคําตอไปน้ี 
a) Retardation factor (Rf) 
b) Reverse phase chromatography 
c) Isocratic elution 
d) Gradient elution 
e) Pre-column 

2. สารตัวอยางประกอบดวยสาร 2 ชนิด ถูกแยกออกจากกันดวยวธิีเปเปอรโครมาโตกราฟ 
หลังจากทําการดีเวลลอป 1 ชั่วโมง ได solvent front เทากับ 10.3 ซม. สารตัวอยาง A 
เคลื่อนที่ได 7.5 ซม. สารตัวอยาง B เคลื่อนที่ได 2.3 ซม. จากจุดเร่ิมตน จงคํานวณหาคา Rf 

ตอบ  0.73,  0.22 

3. หลังจากทําการดีเวลลอป TLC ปรากฏวาได solvent front เทากับ 15.0 ซม. และ
สารประกอบชนิดท่ี 1 เคลือ่นที่ได 11.6 ซม. ชนิดท่ี 2 เคลื่อนที่ได 5.6 ซม. และชนิดท่ี 3 
เคลื่อนที่ได 1.5 ซม. จากจุดเร่ิมตน จงคํานวณหาคา Rf ของสารประกอบแตละชนิด 

ตอบ  0.773,  0.37,  0.10 

4. สารตัวอยางทีไ่วตอซิลิกาชนิด A มีคา Rf = 0.50 เม่ือใช 1 : 3 เบนซนีตอเมทานอลเปนตัว
ทําละลาย เม่ือใชสารตวัอยางเดิม แตเปลีย่นเปนซิลิกาชนิด B ปรากฏวามีคา Rf = 0.40 จง
แสดงวา ซิลิกาชนิดใดมีความไวตอสารตวัอยางมากกวากัน 

5. คอลัมนกลาสมีพ้ืนที่หนาตดั 1.00 ตร.ซม. ถูกนํามาบรรจุของแข็งสูง 10.0 ซม. ความ
หนาแนนของของแข็ง คือ 2.5 กรัม/ลบ.ซม. ใชของแข็งเทากับ 15.0 กรัม 
a) จงคํานวณหาคา Rf ของตัวถูกละลายที่มีคา Kd เทากับ 1.0, 2.0, และ 4.0 ตามลําดับ 
b) จงหาปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการอีลูทตวัถูกละลายสวนที่เขมขนที่สุดออกจาก

คอลัมน 

6. คอลัมนที่ใชในการทําโครมาโตกราฟแบบแบงสวน ถกูเตรียมโดยใชหลอดแกวทีมี่
เสนผาศูนยกลางภายใน 10 มิลลิเมตร บรรจุดวยซลิกิาเจลท่ีแหง 30 กรัม (ความหนาแนน = 
2.3 กรัม/ลบ.ซม.) กอนที่ใสซิลิกาเจลลงในคอลัมนไดนําไปแชนํ้า ปรากฏวาซิลิกาเจลจะดูด
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7. จงหาคา Rf ของฟนอล และกรดซาลิไซลกิ เม่ือใชคอลมันที่มีเสนผาศูนยกลางภายใน 2 ซม. 
ยาว 30 ซม. บรรจุอะลูมินา 83 กรัม (ความหนาแนน = 3.6 กรัม/ลบ.ซม.) นํ้า 96 ลบ.ซม. 
และสารผสมของบิวทานอลกับไพริดีน 61 ลบ.ซม. เม่ือมีคา Kd เทากับ 0.194 และ 3.42 
ตามลําดับ 

8. โดยใชคอลัมนเดียวกันกับโจทยขอ 7 จงหาคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายของ gallic acid 
และ protocatechnic acid เม่ือมีคา Rf เทากับ 0.43 และ 0.74 ตามลาํดับ 

9. Prolinol มีคา Rf = 0.26 เม่ือใชสารบวิทานอลอ่ิมตัวใน 1% NH3 เปนตัวอีลูท โดยการใช
เง่ือนไขเดิม พบวา Aspartidiol มีคา Rf = 0.23 จะตองใชคอลัมนยาวเทาใดจึงจะทําใหการ
แยก (Resolution, R) มีคาเทากับ 1.00  เม่ือ H = 0.0032,  A = 0.27,  Am = 0.64 

10. ถาคอลัมนในโจทยขอ 9 ยาว 80 ซม. คา HETP มีคาเทากับเทาใด 

11. จะตองใชตัวอีลูทจํานวนเทาใดในโจทยขอ 9 เพ่ือทําใหสวนที่มี Prolinol มากที่สุดถูกอีลูท 
ออกจากคอลัมน 

12. คอลัมนอะลูมินามีคา As = 0.16 และ Am = 0.57 มีจํานวนเพลต (N) = 6200 เพลต ในชวง
ความยาว 18 ซม. ถา sulfanilic acid มีคา Rf = 0.51 และ sulfamethazine มีคา Rf = 0.55 
ในคอลัมนน้ี จงคํานวณหาคาการแยก (R) 

13. t-amylalchol-glacial acetic acid-water ผสมกันในอัตราสวน 4:1:1 แลวนํามาใชเปนตวั
อีลูทสําหรับการแยกสารผสมของสียอมตองใชคอลัมนยาวเทาใดเพือ่ทําการแยก 
bromothymol blue (Rf = 0.88) ออกจาก metacresol purple (Rf = 0.66) ใหไดสมบูรณ
เม่ือ H = 0.0023,  As = 0.13, Am = 0.38 

14. สารตัวอยางชนิดหน่ึงถูกอีลูทไดอยางรวดเร็ว เม่ือใชคอลัมนอะลูมินาและอะซิโตนเปนตวั
อีลูท ถาเปลี่ยนตัวอีลูทเปนคลอโรฟอรม ทานคิดวาสารตัวอยางจะถูกอีลูทไดเร็วขึ้นหรือ    
ชาลง 
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15. จงเรียงลําดับการอีลูทที่ทานคิดวาเปนไปไดของสารตอไปน้ีเม่ือใชอะลูมินาบรรจุในคอลัมน 
butanol, butyl chloride, hexanoic acid, hexane  และ 2-hexene 

16. จงทํานายลําดับการอีลูทของสารตอไปน้ี เม่ือใชคอลัมนที่บรรจุดวยแคลเซียมออกไซด 

butanol, methanol, hexanol และ ethanol 

17. จงเรียงลําดับการอีลูทของสารตอไปน้ี เม่ือใชการวิเคราะหแบบ Liquid-Solid 
Chromatography (LSC) 

C6H5COOH, C6H6, C6H5Cl, C6H5OH 

18. สารประกอบ A, B และ C มีคารีเทนชันไทม (tR) 1.25, 15.0 และ 22.5 ซม. ถาสารประกอบ 
A ไมถูกหนวงในคอลัมน จงคํานวณหาคารีเลทีฟรเีทนชนัของ C เทียบกับ B 

ตอบ   1.55  

19. จงคํานวณหาคาคาพาซิตีแฟคเตอร (K′) ของสาร B และ C ในโจทยขอ 18  

ตอบ   11.0,  17.0  

20. ขอมูลตอไปน้ีไดจากการทํา reverse phase ของ HPLC คารีเทนชันไทมทั้งหมดวดัจากพีก
ของสารที่ไมถกูหนวงในคอลัมน จงคํานวณหาคารีเลทฟีรีเทนชันของสารแตละตวัเทียบกับ 
3-methoxy tyramine 

สารประกอบ รีเทนชันไทม, นาที 
Vanilline mandelic acid 
Normetanephrine 
Metanephrine 
3-Methoxy tyramine 
Homovanillic acid 

3.23 
3.87 
5.81 
7.31 
11.70 

 

21. จงคํานวณหาคาคาพาซิตีแฟคเตอร (K′) ของสาร Normetanephrine ในโจทยขอ 20 ถา tm 
มีคาเทากับ 0.15 นาที 

ตอบ    25.8 
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22. คารีเทนชันไทมของยาปราบศตัรูพืชตอไปนี้ ถูกแยกโดยวิธี reverse phase HPLC สมมตวิา
ใชอัตราการไหล 1.15 ลบ.ซม./นาที จงคํานวณหาคารีเทนชันโวลูมของยาปราบศตัรูพืชแต
ละตัว 

Pesticide Retention time, minute 
Baygon 
Carbamate 
Barban 

5.25 
6.03 
12.41 

 

23. โดยใชคอลัมนยาว 25.0 ซม. พบวา เบนซินมีคารีเทนชันไทมเทากับ 33.0 นาที ความกวาง
ของพีกเทากับ 15.1 นาที จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีและ HETP  

ตอบ    0.327 cm/plate 

24. คารีเทนชันไทมของสารประกอบอินทรียในการทําลิควดิโครมาโตกราฟโดยใชคอลมันยาว 
100 ซม. มีคาเทากับ 10.0 นาที ความกวางของพีกมีคาเทากับ 24 วนิาที จงคํานวณหา 
HETP ของคอลัมน 

ตอบ    0.10 mm/plate 

25. จงคํานวณหาการแยกระหวางพีก 2 พีก ซ่ึงมีคารีเทนชันไทมเทากับ 18.5 และ 20.9 นาท ี
ความกวางของพีกเทากับ 130 และ 182 วินาท ี

ตอบ    0.92 

26. จงคํานวณหาการแยกของโครมาโตกราฟพีก 2 พีก คารีเทนชันไทมของพีกท่ี 1 มีคาเทากับ 
10.52 นาที ความกวางของพีกเทากับ 0.38 นาที คารีเทนชันไทมของพีกท่ี 2 มีคาเทากับ 
11.36 นาที ความกวางของพีกเทากับ 0.48 นาที การแยกที่ไดเพียงพอสําหรับการวิเคราะห
หรือไม 

ตอบ    2.0,  เพียงพอ 

27. คารีเทนชันไทมของโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 120,000 ผานลงในคอลัมนของเจลที่มี 
exclusion limit 80,000 มีคาเทากับ 15 ลบ.ซม. คารีเทนชันโวลูมของสารแนพทาลีน 
(นํ้าหนักโมเลกุล 128) ผานลงในคอลัมนชนิดเดียวกันมีคาเทากับ 124 ลบ.ซม. เม่ือนําสาร
ตัวอยางมาผานในคอลัมนของเจลนี้บาง ปรากฏวาไดคารีเทนชันโวลมูเทากับ 87 ลบ.ซม. 
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ตอบ    109 ลบ.ซม., 0.66  

28. โดยวิธี gel filtration chromatography นํ้าตาลซูโครสมีโมเลกุลขนาดเล็กพอที่จะเขาไปอยู
ในรูของเจลไดหมด มีคารีเทนชันโวลูม = 195 ลบ.ซม. เม่ือใช Blue dextran ซ่ึงมีนํ้าหนัก
โมเลกุลสูงและมีขนาดใหญมาก ซ่ึงไมสามารถผานเขาไปในรูของเจลได จะมีคารีเทนชัน
โวลูม = 39 ลบ.ซม. จงคํานวณหาคารีเทนชันโวลูมของ Cytochrom C เม่ือ Cytochrom C 
มีคาสัมประสทิธิ์ของการกระจายในคอลัมนชนิดน้ีเทากับ 0.81 

ตอบ    1.7 x 102 ลบ.ซม. 

29. จงหานํ้าหนักโมเลกุลของ Chymotrypsinogen จากขอมูลที่ไดจากการทําเอกซคลูชันโคร- 
มาโตกราฟ ดังน้ี 
สารประกอบ M.W. VR, cm

3 

Cytochrome C 
Myoglobin 
Ovalbumin 
Urease 
Chymotrypsinogen 

13,000 
16,900 
46,000 
483,000 
   ? 

140 
133 
107 
45 
125 

ตอบ    23,000 

30. จากขอมูลขางลางน้ี จงคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยาง (Unknown) 
Protein M.W. Relative mobility 
Lysozyme 
Trysin 
Lactate dehydrogenase 
Ovalbabin 
Catalase 
Brovine Serum albumin 
Unknown 

14,400 
23,300 
36,000 
43,000 
62,000 
68,000 
    ? 

0.90 
0.73 
0.57 
0.54 
0.38 
0.48 
0.68 
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