
 

บทที่  4 

ลิควิดโครมาโตกราฟ 
(Liquid  Chromatography) 

 

 ลิควิดโครมาโตกราฟ คือ เทคนิคการทําโครมาโตกราฟที่ใชเฟสเคลือ่นที่เปนของเหลว  
สวนเฟสอยูกับที่จะเปนของแข็งหรือของเหลวก็ได  ถาเปนของแข็งจะเรียกวา Liquid-Solid 
Chromatography  (LSC)  ถาเปนของเหลวจะเรียกวา Liquid-Liquid Chromatography (LLC) 
ลิควิดโครมาโตกราฟสามารถแบงตามเทคนิคของการวิเคราะหไดอีกหลายวิธี  ดังแสดงไวในรปูที่  
1.2 ดังนัน้ในบทน้ีจะขอกลาวถึง เทคนิค และวธิีการวิเคราะหของแตละวธิีไวเพ่ือความเขาใจ  
ยกเวนวิธี ion exchange chromatography จะขอกลาวรายละเอียดไวในบทที่ 5 

 

เพลนโครมาโตกราฟ (Plane chromatography) 

 ในสมัยโบราณชาวโรมันรูจักวิธีการทดสอบของเหลววามีสารมีสี (dyes and pigments) 
ผสมอยูหรือไม  โดยการหยดของเหลวนัน้ลงบนแผนกระดาษหรือผา ถาของเหลวนั้นมีสารที่มีสี
ผสมอยู จะเกิดการแพรกระจายเปนวงกลมของแถบสีทีส่ังเกตเห็นได ตอมาประมาณ 120 ป 
ลวงมาแลว นกัเคมีชาวเยอรมันไดปรับปรุงเทคนิคน้ีใหมี reproducibility ดีขึ้น เพ่ือใชในงาน
วิเคราะหทางปริมาณ แตอยางไรก็ตาม วิธีการน้ีก็ยังไมเปนที่ยอมรับกัน จนกระทั่งในชวง 50 ป
ที่ผานมา P. Martin และผูรวมงานไดคนพบกรรมวิธีของโครมาโตกราฟแบบแบงสวน (Partition 
chromatography) ทําใหสามารถจัดวิธีการวิเคราะหนี้ เปนชนิดหน่ึงของโครมาโตกราฟแบบ 
แบงสวน ซึ่งเรียกวา เปเปอรโครมาโตกราฟ (PC) โดยมีความชื้นในกระดาษทําหนาที่เปนเฟส
อยูกับที่  จึงทําใหในระยะหลังเทคนคิของการวิเคราะหแบบเปเปอรโครมาโตกราฟไดรับความ
นิยม และนํามาใชงานมากขึน้ โดยเฉพาะอยางยิ่งงานทางดานชีวเคมี 

 หลังจากที่รูจักเทคนิคของเปเปอรโครมาโตกราฟ และคอลัมนโครมาโตกราฟแลว 
นักวิทยาศาสตรไดพบปญหาในการแยกสารโดยใชคอลัมน คือ เม่ือแยกสารออกจากกันไดแลว 
โดยเห็นเปนแบนดในคอลัมน จะไมสามารถตัดเอาสวนที่แยกไดนั้นออกจากคอลัมนได ถา
ตองการไดสวนที่แยกน้ัน ตองหาตัวทําลายที่เหมาะสม อีลูทมันออกจากคอลัมน ซึ่งทําให
เสียเวลาและสิ้นเปลืองตวัทําละลาย เม่ือพิจารณาเทคนิคของการทําคอลัมน พบวาสารตวัอยางที่
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 ทฤษฎีและหลกัการทั่วๆ ไปของโครมาโตกราฟ ที่กลาวไวในบทที่ 3 สามารถนาํมา
อธิบายในเพลนโครมาโตกราฟไดเชนกัน กลาวคือ สารตัวอยางหรือตัวถูกละลายสามารถเกิด
สมดุลระหวางเฟสทั้งสองไดตามกฎของการกระจาย คือ 
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 เม่ือหยดสารตัวอยางลงบนแผนกระดาษหรือแผน TLC ถาสารตวัอยางนั้นประกอบดวย
สารหลายชนดิ ซ่ึงแตละชนดิมีคา Kd ตางกัน หลังจากที่ทําใหเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไปตามเพลน 
พบวา หยดของสารตัวอยางนั้นสามารถเคลื่อนที่ไปตามเพลนไดดวยแรงขับของตัวพาหรือเฟส
เคลื่อนที่ซ่ึงเรียกวา driving force เน่ืองจากเกิด capillary action ในขณะเดียวกัน เฟสอยูกับที่
อาจจะทําหนาท่ีหนวง (retarding action)  สารตัวอยางแตละชนิดจะถูกขับและถูกหนวงไดไม
เทากัน ทําใหถูกแยกออกจากกันเปนโซนได ซ่ึงเปนหลักการเดียวกับคอลัมนโครมาโตกราฟ 
ระยะทางทีส่ารตัวอยางหรือตัวถูกละลายเคลื่อนที่ได เรียกวา คารีเทนชัน องศาของรีเทนชัน 
(degree of retention) ในการทําเพลนโครมาโตกราฟสามารถแสดงไดในเทอมของ retardation 
factor (Rf)  
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fR  =           ...............(4.2) ระยะทางที่ตัวถูกละลายเคล่ือนที่  

      ระยะทางที่ตัวทําละลายเคล่ือนท่ี 

 การวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายใหวัดที่จุดก่ึงกลางของหยดสารตัวอยาง 
จากจุดเร่ิมตนถึงจุดที่เคลื่อนที่มาถึง สําหรับระยะทางของตัวทําละลายจะเริ่มวดัจากจุดเร่ิมตน 
เม่ือตัวทําละลายเริ่มพาตวัถกูละลายใหเคลื่อนที่จนถึงจุดท่ีตัวทําละลายหยุดเคลื่อนที่ ซ่ึงเรียกวา 
Solvent front ดังแสดงในรูปที่ 4.1 

 

 
 

รูปท่ี 4.1  แสดงระยะทางการเคล่ือนท่ีของตัวถูกละลายและตัวทําละลาย 

 

จากรูปแสดงวา          =  fR Y
X

 

 Rf เปนคาคงที่สําหรับสารชนิดหน่ึง ๆ ที่อุณหภูมิหน่ึง ๆ และตวัทาํละลายชนิดหน่ึงๆ 
ดังน้ัน การคํานวณหาคา Rf จะทําใหสามารถชี้บอกไดวาสารตวัน้ันคืออะไร ทําใหสามารถทํา
การวิเคราะหทางคุณภาพได (Qualitative) แตเน่ืองจากตัวถูกละลายมีมากมาย หลายชนิด และ
บางชนิดอาจมีคา Rf ใกลๆ  กันหรือเทากัน จึงไมสามารถใชคา Rf ที่ไดจากการทดลองเพียงคร้ัง
เดียว บอกไดวาสารตวัอยางนั้นคืออะไร การทดลองควรทําหลายครัง้โดยเปลี่ยนตวัทําละลาย
และทําเทียบกับสารมาตรฐาน ถาไดคา Rf ของสารตัวอยาง และสารมาตรฐานเทากันทุกคร้ัง ก็
ยืนยันไดวาสารตัวอยางคือสารชนิดเดียวกับสารมาตรฐาน หรืออาจใชวธิีผสมสารตัวอยางกับ
สารมาตรฐานเขาดวยกัน แลวทําการทดลองโดยเปลี่ยนตัวทําละลาย 2-3 ชนิด ถาไดโซนเพียง
โซนเดียวทุกครั้ง จะยืนยันไดวาสารตวัอยางคือสารชนิดเดียวกับสารมาตรฐานเชนกัน จะเห็นได
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 การใชคา Rf ของตัวถูกละลายสําหรับการวิเคราะหทางคุณภาพตามวิธีที่กลาวมา
พบวามีขอผิดพลาดเกิดขึ้นไดบาง เน่ืองจากการวัดระยะทางของตวัทาํละลายเพราะบางที 
Solvent front ที่ไดมีลักษณะไมเปนเสนตรง การใชคา Rf  จึงไดผลไมดีนัก วิธีที่ดีคือใชคา Rf 
สัมพัทธ ซ่ึงหาไดจากระยะทางที่สารตวัอยางเคลื่อนทีต่อระยะทางที่สารมาตรฐานเคลื่อนที่   
(สารมาตรฐานคนละชนิดกับสารตวัอยาง) ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
 

 
 

รูปท่ี 4.2  แสดงการทําโครมาโตแกรมของสารตัวอยางคูกับสารมาตรฐาน 

   a  คือสารตัวอยาง  X  คือระยะทางที่สารตัวอยางเคล่ือนท่ี 

   b  คือสารมาตรฐาน Z  คือระยะท่ีสารมาตรฐานเคล่ือนท่ี 

 

 คา Rf สัมพัทธ (Rf)r มีคาดังน้ี 

 rf )R(  = Z
X

 …………….(4.3) 

 Z
X

 เปนคาท่ีใชเปรียบเทียบในการวิเคราะหทางคุณภาพไดดีกวา คา Rf เพราะมี 

reproducibility ดีกวา 

 สําหรับประสทิธิภาพในการแยกและทฤษฎีของเพลตสามารถอธิบายไดแบบเดียวกับ
โครมาโตกราฟแบบทัว่ๆ ไป ในกรณีที่สาร 2 ชนิด มีคา Rf ตางกันนอยกวา 0.05 พบวาการแยก
สารสองชนิดออกจากกันน้ันเปนไปไมได 
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 สามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา Rf และคา Kd ไดโดยมีหลักการพิจารณาดังน้ี คือ 
ระยะทางเฉลีย่ที่โมเลกุลของตัวถูกละลายเคลื่อนที่ไดจะแปรผันโดยตรงกับความเรว็ ซ่ึงความเร็ว
ของการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายตอความเร็วของการเคลื่อนที่ของเฟสเคลื่อนที่ไดน้ันสัมพันธ
โดยตรงกับเศษสวนของเวลาที่ตวัถูกละลายอยูในเฟสเคลื่อนที่ เศษสวนเวลาที่ตวัถูกละลายที่อยู
ในเฟสเคลื่อนที่สามารถแสดงไดในเทอมของจํานวนโมเลกุลของตวัถกูละลายในเฟสเคลื่อนทีต่อ
จํานวนโมเลกุลของตวัถูกละลายท่ีมีอยูทัง้หมดน่ันคือ 

 

  fR  =     
จํานวนโมเลกุลของตัวถูกละลายในเฟสเคลื่อนท่ี 

จํานวนโมเลกุลท้ังหมด 
 

   = 
ssmm

mm

ACAC
AC
+  …………….(4.4) 

เม่ือ Am และ As คือพ้ืนที่หนาตัดของเฟสทั้งสองที่วัดไดบนแผนกระดาษหรือแผน TLC   

 นําคา Cm หารทั้งเศษและสวนในสมการที่ 4.4 

          ∴  = fR

m

s
sm

m

C
C

AA

A

+
 …………….(4.5) 

 จากสมการที่ 4.1 แทนคาลงใน  4.5 จะได 

            = fR
sdm
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A
+  …………….(4.6) 

 

 เน่ืองจากพ้ืนที่หนาตัดของ Am และ As ในทางปฏิบตัิวดัไดยาก ดังน้ัน สมการที่ 4.6 
จึงไมนิยมใช ใชเพียงแสดงใหเห็นวาคา Rf จะมีคาขึ้นอยูกับคา Kd  

 

 เปเปอรโครมาโตกราฟ (Paper Chromatography, PC) วิธีการน้ีจัดเปนเทคนคิของ 
liquid-liquid chromatography หรือ partition chromatography  มีเฟสอยูกับที่คือนํ้า ซ่ึงเกาะอยู
ในแผนกระดาษ ทําหนาท่ีเปนตวัชวย ตามปกติในแผนกระดาษจะมีนํ้าอยูประมาณ 6-12% และ
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 นอกจากใชตวัทําละลายทีมี่โพลารมาก เชน นํ้า เปนเฟสอยูกับทีต่ามที่กลาวมาแลว 
สามารถกลับเฟสได (reversed-phase chromatography) โดยใชสารท่ีมีโพลารนอยคือสาร
จําพวก ไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) เชน ยางลาเทกซ นํ้ามัน และซิลโิคนออยส เปนตน ฉาบลง
บนแผนกระดาษแลว  ใชตวัทําละลายที่มีโพลารมากเปนเฟสเคลื่อนที่แทน วิธกีารโครมาโตกราฟ
แบบน้ีมีประโยชนมากในการแยกกรดไขมัน (fatty acids) และสารประกอบที่ไมมีโพลาร (non 
polar compounds) 

วิธีการทําเปเปอรโครมาโตกราฟ ขั้นตอนในการวิเคราะหสามารถทําไดดังน้ี คือ  
1. การจุดสารตัวอยาง (Spot) จุดสารตัวอยางที่เปนของเหลวลงบนแผนกระดาษที่มี

ขนาดพอเหมาะตามปกติใชกระดาษกรอง เชน กระดาษกรอง whatman No.1 ถา ตองการจุด
สารตัวอยางลงไปหลายจุดใหใชกระดาษแผนใหญ เม่ือตองการดีเวลลอปใหใชวธิีมวนกระดาษให
เปนทรงกระบอก แตถาตองการจุดสาร 2-3 จุด หรือเพียงจุดเดียว ใหใชแผนกระดาษท่ีมีความ
กวางนอยขนาด 1.5-3 ซม. และยาว 25-30 ซม. เม่ือเร่ิมตนจุดสารตวัอยางตองใหทุกจุดอยูบน
เสนตรงเดียวกัน โดยอยูเหนือปลายขอบลางประมาณ 1-1.5 ซม. และตองทําใหเปนวงกลมที่มี
ขนาดเล็กท่ีสดุเทาท่ีจะทําได จากน้ันทําใหจุดของสารตัวอยางแหง คือ ทําใหตวัทาํละลายระเหย
ไปใหหมด ดังแสดงในรูปที่ 4.3  
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รูปท่ี 4.3  แสดงวิธีการจุดสารตัวอยางลงบนกระดาษกรองและทําใหแหง 

 
2. การดีเวลลอป (Developing) กระดาษกรองที่จุดสารตัวอยางเรียบรอยแลวสามารถ

นํามาทําการดีเวลลอปได โดยใสในถัง (Chamber) ทีมี่ตัวทําละลาย หรือ ตัวอีลทู สําหรับ        
ดีเวลลอปบรรจุอยู และอ่ิมดวยไอของมัน ลักษณะการใสอาจจะมวนกระดาษกรองเปน
ทรงกระบอก ซ่ึงทําใหตั้งบนตัวทําละลายได ดังแสดงไวในรูปที่ 4.4 หรืออาจใชเปนแผนโดยมี
คลิปจับใหหอยอยูได ดังแสดงในรูปที่ 4.5 (a) ลักษณะของการดีเวลลอปแบบน้ีเรียกวา การดี
เวลลอปแบบขึ้น (ascending development) คือ ตัวทาํละลายจะเคลื่อนที่จากลางขึ้นขางบน 

 นอกจากนี้สามารถใชวิธีการดีเวลลอปโดยใหตวัทําละลายหรือตัวอีลทูเคลื่อนที่จาก
ขางบนลงขางลาง ดังแสดงไวในรูปที่ 4.5 (b) เพ่ือปองกันไมใหตวัอีลูทไหลลงขางลางเร็วเกินไป 
เน่ืองจากเกิดกาลักนํ้า  ที่แผนกระดาษตรงที่ออกจากตัวอีลูทตองทําใหโคงเปนรูปตวั U 
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รูปท่ี 4.4  การมวนกระดาษกรองและใสลงในถังเพ่ือทําการดีเวลลอป 

 

 
 

รูปท่ี  4.5 a)  แสดงวิธีการดีเวลลอปแบบขึ้น  (ascending  development) 

 b)  แสดงวิธีการดีเวลลอปแบบลง  (descending  development) 

 

 การดีเวลลอปดวยวธิีการทั้งสองแบบที่กลาวมาเปนการดีเวลลอปแบบมิติเดียว (one 
dimension) ซ่ึงไมเหมาะสําหรับการดีเวลลอปสารตัวอยางที่มีคา Rf ใกล ๆ กัน ซ่ึงทําใหพิสูจน
ไดยากวาสารน้ันคืออะไร วธิีที่สามารถทาํใหการแยกและการพิสูจนทําไดดีขึ้นมีความถูกตอง 
แนนอนขึ้น คอื การทําดีเวลลอปแบบ 2 มิติ (two dimension) สามารถทําไดโดยใชตวัอีลทู 2 
ชนิด หลังจากที่จุดสารตัวอยางลงบนแผนกระดาษ แลวใหทําการดีเวลลอปแบบเดียวกับทํา 1 
มิติ เม่ือเสร็จการดีเวลลอปคร้ังแรกแลว ตองทําใหตวัอีลูทตวัที่ 1 ระเหยไปจนกระดาษแหงกอน 
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o90

 

 
 

           รูปท่ี 4.6   การทําเปเปอรโครมาโตกราฟโดยการดีเวลลอป 2 มิต ิ
A) เมื่อดีเวลลอปดวยฟนอลเพียงอยางเดียว 

เมื่อหมุน  o90  แลว  ดีเวลลอปตอดวยโคลลิดีน  (collidine) B) 
ตัวถูกละลาย  a   =   glutamic  acid 
   b   =   serine 
   c   =   threonine 
   d   =   alanine 
   e   =   aspartic  acid 
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 ตัวทําละลายหรือตัวอีลทูทีเ่หมาะสมในการทํา PC สําหรับสารแตละชนิดไดถูกทดลอง
ไวแลว และไดตีพิมพไวในวารสารตาง ๆ ตลอดจนการใชตวัทําละลายผสม ซ่ึงไมมีขอจํากัด
สําหรับขนาดและชนิดของสารผสม ก็ไดมีการศึกษาคนควาและตีพิมพไวมากมาย ดังน้ันในการ
ทํา PC ไมจําเปนตองเสียเวลาในการทดลองหาตัวอีลูทที่เหมาะสม สามารถนําผลงานที่เคย
ตีพิมพแลวมาใชไดเลย สําหรับตวัอีลูทที่ใชมากที่สุด คือ สารละลายผสมของ แอลกอฮอล (เชน 
เมทานอล, เอทานอล บวิทานอล ฯลฯ) กับนํ้า ถาใชตวัทําละลายที่เปนกลางตองมีการเติม
กรดอะซิติก, กรดเกลือ หรือแอมโมเนีย ดวย เพ่ือปองกันการเกิดหาง (tailing) ของจุดตัวอยาง 

3. ดีเทคชัน (Detection) เม่ือใหเวลาในการเคลื่อนที่ของตวัอีลูทและสารตัวอยาง
เพียงพอแลว ใหทําเคร่ืองหมายที่ตวัอีลูท หรือตัวทําละลายเคลื่อนทีม่าถึง เรียกวา Solvent front 
ตอจากน้ัน ทําใหตวัทําละลายระเหยไปใหหมด ตัวถูกละลายหรือสารตัวอยางจะเหลือติดอยูที่
กระดาษกรอง ถาตัวถูกละลายเปนสารที่มีสี ก็สามารถใชตาเปลาดีเทคจุดตาง ๆ ได แตถาตวัถกู
ละลายทีต่ิดอยูที่กระดาษกรองไมมีสีสามารถดีเทคตําแหนงของตัวถกูละลายที่มองไมเห็นน้ีได
หลายวธิี ดังน้ี คือ 

ก) ใชสารที่สามารถทําปฏิกิริยากับตวัถูกละลายแลวใหสารมีสีได เชน ฉีดพนสารนิน
ไฮดริน (ninhydrin) สําหรับดีเทคกรดอะมิโน ฉีดพนสารละลายเงินไนเตรตสําหรับดีเทคนํ้าตาล 
เปนตน 

ข) ใชวธิีดูดกลืนแสงอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet absorbance) ผานแสง UV ลงไป
บนแผนกระดาษ สารตวัอยางจะดูดกลืนแสง UV ทําใหมองเห็นตําแหนงของสารตัวอยางได และ
สามารถใชเครื่องวัดปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนได ซ่ึงจะสัมพันธโดยตรงกับปริมาณของสาร
ตัวอยาง 

ค) ใชวธิีดูดกลืนแสงอินฟราเรด (infrared absorbance) 
ง) ทําใหสารตวัอยางเกิดการเรืองแสง (fluorescent) หรือฉีดสารบางชนิด ใหทํา

ปฏิกิริยากับสารตัวอยางแลวเกิดสารเรืองแสง 
จ) วัดกัมมันตภาพรังสี อาจใชสารกัมมันตภาพรังสี (radioactive reagents) ทํา

ปฏิกิริยากับสารตัวอยาง แลวนําผลท่ีไดไปวัดปริมาณรังสีกับเครื่องวัดรังสี ปริมาณรังสีจะแปร
ผันโดยตรงกบัปริมาณของสารตัวอยาง 

 เม่ือสามารถดีเทคตําแหนงของสารตวัอยางไดก็สามารถหาคา Rf ได ซ่ึงทําใหสามารถ
วิเคราะหทางคุณภาพได ตามวิธีการที่กลาวมาแลวขางตน สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณ
สามารถทําไดโดยวัดปริมาณความเขมของจุดสารตัวอยางหรือการดูดกลืนแสงเทยีบกับแคลิเบร-
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 วิธีการเปเปอรโครมาโตกราฟ เปนวธิีการวิเคราะหที่ใชสารตวัอยางปริมาณนอยกวา
การทําคอลัมนโครมาโตกราฟ  แตมีขอเสีย คือ เทคนิคในการปฏบิตัิเพ่ือใหไดผลดีน้ันยุงยาก
มาก และใชเวลาในการวิเคราะหนานพอสมควร วธิีเปเปอรโครมาโตกราฟสามารถนํามา
ประยุกตใชในงานวิเคราะหทางชีวเคมีไดดีพอๆ กับการวิเคราะหทางเคมีอนินทรีย และเคมี
อินทรีย นอกจากนี้ ยังใชเปนวิธีการสําหรับควบคุมความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑทางอาหารและ
ยาไดดวย 

 

 ทินแลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin-Layer Chromatography ; TLC) 

 หลักการและเทคนิคของการวิเคราะหวธิน้ีีเหมือนกับวธิีเปเปอรโครมาโตกราฟทกุ
ประการ แตกตางกันทีต่ัวเพลตแทนที่จะเปนแผนกระดาษ จะใชของแข็งดูดซับ (Sorbent) ฉาบ
เปนแผนบาง ๆ บนแผนแกวหรือพลาสตกิ หรือแผนอะลูมิเนียม ตามปกติแผนบาง ๆ ของ
ของแข็งที่ฉาบบนแผนแกวจะมีความหนาระหวาง 0.10 ถึง 10 มิลลเิมตร วธิี TLC สามารถ
ประยุกตใชในการวิเคราะหไดกวางขวางกวาวธิี PC เพราะสามารถเลอืกใชเฟสอยูกับที่ไดหลาย
ชนิด สําหรับตัวทําละลายที่ทําหนาท่ีเปนตัวอีลูทหรือสารดีเวลลอปทุกตวัที่สามารถใชในวธิี PC  
จะสามารถนํามาใชในวิธ ี TLC ไดทั้งหมด โดยการเลือกของแข็งที่เปนตัวดูดซับ และตัวอีลทูที่
เขาคูกันไดอยางถูกตองและเหมาะสม จะทําใหสามารถแยกสารไดเปนอยางดี ตัวอยางของการ
เลือกใชคูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสมสําหรับการแยกสารตางๆ ไดแสดงไวในตารางที่ 
4.1 สําหรับตวัดูดซับหรือเฟสอยูกับที่จะเปนของแข็งทีท่ําหนาท่ีดูดซับเองโดยตรง ซ่ึงเปน
ลักษณะของโครมาโตกราฟ แบบ LSC หรือจะเปนของแข็งที่ฉาบดวยตวัทําละลายที่ทําหนาท่ี
เปนเฟสอยูกับที่ ซ่ึงเปนลักษณะของโครมาโตกราฟแบบ LLC ก็ได ดังน้ันของแข็งที่นํามาฉาบ
บนแผนแกวสําหรับทํา TLC จะไมถูกเรียกวา Adsorbent แตจะใชคําวา Sorbent ซ่ึงแทนได   
ทั้งสองความหมาย 
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ตารางที่ 4.1 คูของตวัดูดซับและตวัอีลูทที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารตาง ๆ ดวยวิธี TLC 

ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
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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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
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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ชนิดของสารที่ตองการแยก คูของตัวดูดซับและตัวอีลูททีเ่หมาะสม 
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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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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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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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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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 ใชประโยชนไดดีกวาวธิี PC สามารถวิเคราะหสิ่งที่ PC ทําไมได  และมีขอดี
กวาวธิี PC หลายประการ สรุปไดดังน้ี คือ 

ก. เวลาที่ใชในการทดลองนอยกวา 
ข. เลือกใชเฟสอยูกับที่ไดมากมายหลายชนิด 
ค. ใชในการวิเคราะหสารพวกลิปด (lipids) ไดดีกวา 
ง. มีการแยกที่ดีกวา (better resolution) 
จ. สามารถใชไดกับตวัทําละลายที่มีการกัดกรอนอยางแรง เชน กรดซัลฟูริก

เขมขน 
ฉ. เม่ือทําการอีลูท แยกสารตวัอยางไดแลว สามารถขูดเอาจุดหรือแบนดที่

แยกได ออกไปทําการวิเคราะหตอไปอีกได 
 วิธีการของ TLC ไดถูกพัฒนามาเร่ือย ๆ เพ่ือทําใหสามารถใชไดกับสารที่มีปริมาณ
นอยลง แยกไดดีขึ้น และใชเวลานอยลง ซ่ึงทําใหเกิดเทคนิคใหมของการวิเคราะหที่มี
ประสิทธิภาพสูงเรียกวา High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) การ
วิเคราะหดวยเทคนิคที่เรียกวา HPTLC มีขั้นตอนในการวิเคราะหแบบเดียวกับ TLC ทุกประการ 
แตกตางกันทีเ่ทคนิคของ HPTLC น้ัน ตองใชเคร่ืองมืออัตโนมัติชวยทําการวิเคราะหเพราะตอง
มีความแมนยาํในการทํามาก HPTLC แตกตางจาก TLC ที่ขนาดของตัวดูดซับที่ฉาบบนเพลต 

คือมีขนาดเลก็กวา ตามปกติ TLC มีขนาดประมาณ 12 μM ขนาดของ HPTLC ประมาณ 7 

μM เทาน้ัน การฉาบตองทําใหบางกวา เรียบสมํ่าเสมอ และแนนกวา  HPTLC มีประสิทธิภาพ
ในการแยกสูงกวา TLC มาก สามารถแยกสารผสมหลายชนิดออกจากกันไดโดยใชระยะทาง
เพียง 5 ซม. เทาน้ัน ในขณะที่ TLC ใชประมาณ 15-20 ซม. น่ันคือ เวลาที่ใชในการวิเคราะหจะ
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 วิธีการทําทนิแลเยอรโครมาโตกราฟ ขั้นตอนตาง ๆ ในการทํา TLC จะคลายคลึง
กับการทํา PC โดยมีขั้นตอนในการเตรียมเพลตเพ่ิมขึ้นอีกขั้นตอนหน่ึง 

1. การเตรียมเพลตสําหรับแยก (Preparation of Separating Layers) แผนแกวที่
นํามาใชสําหรับใหของแข็งดูดซับยึดเปนแผนบาง ๆ (thin layer) ไดน้ันตามปกติมีขนาด 20x20 
ซม. หรือ 10x20 ซม. สวน HPTLC ใชขนาด 5x5 ซม. สําหรับของแข็งตวัดูดซับมีทั้งสารอินทรีย
และอนินทรีย 

 สารอินทรียที่ใชเปนตัวดูดซับ ไดแก ผงเซลลูโลส (cellulose powders) แปง (starch) 
เซฟาเดกซ (sephadex or superfine) โพลีอะไมด (polyamides) และไอออนเอกซเชนจเรซิน 
(ion exchange resin) 

 สารอนินทรียที่ใชเปนตวัดูดซับ ไดแก ซิลิกาเจล (silica gel) อะลูมินา (alumina) ผง
แกว (glass powder) และ diatomaceous earth เปนตน สารพวกน้ีอาจทําหนาท่ีเปนตวัดูดซับ
โดยตรง หรืออาจใชสารตวัอ่ืนฉาบลงบนสารเหลาน้ีอีกทีหน่ึงกอนแลวคอยนําไปใช 

 เม่ือเลือกใชของแข็งดูดซับไดแลว ใหเตรยีมเปนสารละลายหนืด (slurry) คลายโคลน 
โดยคอย ๆ เทของแข็งที่มีตัวยึดเหนี่ยวผสมอยู เชน ซิลิกาเจล-จี หรือ อะลูมีนา-จี (จี หมายถึง 

ตัวยึดเหนี่ยวยิปซัม [(CaSO4)2⋅H2O]  ซ่ึงเปนตวัที่นิยมใชกันมาก) ลงในตัวทําละลายพรอมคน
ไปดวย ถาใชวิธีเทตวัทําละลายลงในของแข็งแลวคน จะทําใหสารละลายหนืดท่ีไดเปนเม็ด ตวั
ทําละลายทีใ่ชอาจเปนนํ้าหรือตัวทําละลายอินทรียชนิดอ่ืน ๆ ก็ไดตามความเหมาะสม สําหรับตัว
ยึดเหนี่ยว (binder) นอกจากยิปซัมแลวอาจเปนสารชนิดอ่ืนไดอีก สําหรับตวัยึดเหนี่ยวที่นิยมใช
อีกตวัหน่ึงคือแปง (starch)  เม่ือเตรียมสารสําหรับฉาบไดแลว สามารถทําการฉาบลงบนแผน
แกวได 3 วธิคีือ 

ก. ใชแผนแกวจุมลงในสารละลายหนืดแลวนํามาทําใหแหง แผนแกวที่ฉาบไดแลว
ตองมีลักษณะเรียบและสมํ่าเสมอ ทั้งน้ีขึ้นอยูกับฝมือของผูทดลอง 

ข. ใชเครื่องลาก นําสารละลายหนืดท่ีเตรียมไดใสลงในรางแลวลากไปตามแผนแกว
โดยใชมือลาก ความหนาของสารที่ฉาบสามารถปรับไดที่เครื่องลาก ความเรียบและสมํ่าเสมอ
ขึ้นอยูกับฝมือของผูทดลองเชนกัน แตวิธน้ีีจะไดผลดีกวาวธิีแรก 
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ค. ใชเครื่องลากอัตโนมัติ การทําเพลตโดยใชเคร่ืองลากอัตโนมัติจะไดเพลตที่มีความ
หนาสมํ่าเสมอ ใชในงานวเิคราะหไดดีกวาการเตรียมดวยมือ 

 ในทางการคาไดมีบริษัทผูผลิต ผลิตเพลตสําเร็จรูปขาย ซ่ึงทําใหผูวเิคราะหสะดวกขึน้
สามารถซื้อมาใชไดเลยไมตองเสียเวลาในการเตรียม และเพลตสําเร็จรูปที่ผลติขึน้มาขายนั้นมี
คุณภาพดีกวาท่ีเตรยีมเอง สวนใหญใชกับงานวิเคราะหที่เรียกวา HPTLC เพลตที่เตรยีมขึ้นเอง
ไมสามารถนํามาใชกับ HPTLC ได 

 กอนนําเพลตที่เตรยีมไดไปใชงาน ตองตรวจสอบดูกอนวาในเพลตไมมีมลทินปนอยู 
โดยนําไปสองกับแสงอุลตราไวโอเลต ถาปรากฏวามีจุดของสารปรากฏขึ้น แสดงวามีมลทินปน
อยู ตองใชวิธีลางเพลตกอน เรียกวา Prewashing โดยการนําเพลต ไปจุมในตัวทําละลายที่ใช
ดีเวลลอป เพ่ือใหสารมลทินถูกอีลทูออกไปใหหมด จากน้ันนําเพลตมาทําใหแหง แลวจึงคอย
นําไปใชงาน 

2. การใสสารตวัอยางลงในเพลต (Sample application) การใสสารตวัอยางลงใน
เพลตสามารถทําได 2 ลักษณะ คือ 

ก. ทําเปนจุด (spotwise) โดยการใชคาปลลารีหยดสารตัวอยางลงไป ตองพยายาม
ทําใหเปนจุดเล็กท่ีสุดเทาทีจ่ะทําได สามารถทําไดโดยใชเคร่ืองมือ หรือใชเคร่ืองอัตโนมัติ ถาใช
เคร่ืองอัตโนมัติสามารถกําหนดปริมาตรของสารตวัอยางที่หยดลงไปไดแนนอนกวาการใชมือ 
และลักษณะของจุดท่ีไดมีขนาดเล็กและสม่ําเสมอกวา 

ข. ทําเปนแบนด (Bandwise) เน่ืองจากมือคนไมสามารถลากขนาดของสารตัวอยางที่
ใสลงในเพลตใหเปนแบนดไดสมํ่าเสมอ วิธีการน้ีจําเปนตองใชเครื่องมืออัตโนมัติชวย ซ่ึงจะทําให
แบนดที่ไดสมํ่าเสมอและมีขนาดท่ีแนนอน 

 เน่ืองจากการวิเคราะหวธิี TLC เหมือนกับวธิี PC คือไมวาจะทําการวิเคราะหทาง
คุณภาพหรือทางปริมาณ ตองทําควบคูกับสารมาตรฐาน ดังน้ัน การใสสารตวัอยางลงในเพลต 
ตองทําสลบักันกับสารมาตรฐาน ใหจุดทกุจุดอยูบนเพลตเดียวกัน เพ่ือจะไดมีสภาวะของการ
ทดลองแบบเดียวกันทุกประการ จึงจะเปรียบเทยีบกันได 

3. ทําการดีเวลลอป สามารถทาํไดแบบเดียวกับวธิเีปเปอรโครมาโตกราฟ คือ ดีเวล-
ลอปจากลางขึน้บน หรือจากบนลงลาง หรือทําโดยใชตวัทําละลาย 2 ชนิด แบบ 2 มิติ ตวัถังหรือ
แชมเบอร (Chamber) ที่ใชสําหรับทําการดีเวลลอป มีลักษณะเปนถงัแกว ที่มีฝาปด เพ่ือให
มองเห็นการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางได กนถังมีได 2 แบบ คือ แบบเรียบ และแบบแบงเปน 2 
หลุม ดังแสดงในรูปที่ 4.7 
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รูปท่ี 4.7   ถังสําหรับทําการดีเวลลอป 
a. ใชกับตัวทําละลายชนิดเดียว 
b. ใชกับตัวทําละลายชนิดหนึ่ง และตองการใหบรรยากาศอิ่มดวยไอ

ของตัวทําละลายอีกชนิดหนึ่ง 

 

 ถังแกวแบบกนเรียบ (แบบ a) ใชสําหรับทําการดีเวลลอปสารที่ใชตัวทําละลายเพียง
ชนิดเดียว ลักษณะถังแบบนี้จะแคบ สวนถังแบบมีกน 2 หลุม (แบบ b) ใชสําหรับใสตัวทําละลาย 
2 ชนิด คือตัวทําละลายชนิดหน่ึง ใชสําหรับทําการดีเวลลอป สวนอีกชนิดหน่ึงใสไวเพ่ือทําให
บรรยากาศภายในอิ่มตวัดวยไอของตัวทําละลายชนิดท่ี 2 ซ่ึงจะทําใหการดีเวลลอปไดผลดีขึ้น 
หรืออาจใชในการดีเวลลอปเพลต 2 อันไปพรอม ๆ กันก็ไดเม่ือใชตวัทําละลายชนิดเดียวกัน 

 การดีเวลลอปแบบที่กลาวมาใชสําหรับการทํา TLC ทั่ว ๆ ไป ถาเปนการวิเคราะห
แบบ HPTLC สามารถทําการดีเวลลอปไดอีกแบบหน่ึง เรียกวาการดีเวลลอปแบบแซนดวชิ 
(Sandwich) เราทราบแลววาการทํา HPTLC สามารถแยกสารไดในระยะ 5 ซม. ดังนั้น ถาเราใช
แผนแกวที่มีขนาด 10x10 ซม. แลวจุดสารลงบนแผนแกวที่ฉาบแลว ดังแสดงในรูป 4.8 จากน้ัน
ทําการดีเวลลอปตามแนวนอนใหตัวทําละลายเคลื่อนทีจ่ากสารตัวอยาง 2 ขาง เม่ือตัวทําละลาย 
2 ขางเคลื่อนมาชนกัน การเคลื่อนทีข่องตัวทําละลายและสารตัวอยางก็จะหยุด แสดงวา Solvent 
front ก็คือจุดก่ึงกลางของเพลตหรือจุดท่ีตัวทําละลายชนกันพอดี วิธีการน้ี สะดวกที่ไมตอง
เสียเวลานั่งเฝา และในการทําคร้ังหนึ่ง ๆ สามารถทําไดหลายตวัอยาง เพราะทําทัง้ 2 ขางของ
เพลต ถาแตละจุดของตัวอยางหางกัน 1 ซม. แสดงวา ขางหน่ึงของเพลตจะได 9 ตัวอยาง รวม 
2 ขาง เทากับ 18 ตัวอยาง 
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รูปท่ี 4.8  การดีเวลลอปแบบแซนดวิช 

 

 การเลือกใชตวัทําละลายสําหรับการดีเวลลอป ในกรณีที่สารตวัอยางที่นํามาวิเคราะห 
เปนสารที่ไมทราบวา คืออะไร หรือไมมีการรายงานมากอนวา ควรใชตวัทําละลายชนิดใด 
จะตองมีการทดสอบ เพ่ือหาตัวทําละลายที่เหมาะสม การทดลองเลือกใชตวัทําละลายมี
กฎเกณฑวา ควรเลือกใชตวัทําละลายทีมี่โพลาริตตี่ําสุดกอน แลวคอยเพ่ิมไปเรื่อยๆ จนกวาจะ
ไดตัวทําละลายที่สามารถแยกตวัถูกละลายออกไดอยางเหมาะสม ตารางที่ 4.2 เปนตารางแสดง
โพลาริตขีองตวัทําละลายชนิดตางๆ เรียงจากนอยไปหามาก ตามคาคงที่ไดอิเล็กตริก สําหรับ 
ตัวทําละลายที่นํามาใชในการดีเวลลอปไดน้ัน ตองมีคุณสมบัติทีเ่หมาะสมดังน้ีคือ 

ก. ตองมีความหนืดต่ํา (low viscosity) เพ่ือทําใหเคลื่อนที่ไดเร็ว 
ข. ถาจําเปนตองใชตวัทําละลายผสม ควรทําเปนตวัทําละลายผสมที่นอยชนิดเพราะ

ถาผสมหลายชนิดจะมีโอกาสผิดพลาดไดงายในการเตรยีมสวนผสม 
ค. ถาเปนสารผสมตองสามารถผสมไดเปนเนือ้เดียวกันจึงจะนํามาใชได 

(homogeneous)  
ง. ตองมีความบริสุทธิ์สูง ความบริสุทธิใ์นทีน้ี่ไมไดหมายถึงวา ตองปราศจากแรธาตุ

หรือสิ่งเจือปนทั้งหมด 100% หรือตองใชเกรดสเปคโตร แตความบริสุทธิ์ในที่น้ีหมายถึงวา ไมมี
ตัวทําละลายตัวอ่ืนที่มีโพลาริตี ตรงขามกับตวัทําละลายที่ใชปนอยูดวย 

จ. ควรเปนตวัทําละลายที่เตรียมไดใหมๆ 
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ตารางที่ 4.2 ตัวทําละลายที่ใชในการดีเวลลอป  เรียงตามโพลารติีจากนอยไปมาก 

ตัวทําละลาย คาคงที่ไดอิเลก็ตริก 
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) วธิีดีเทคชันเพ่ือหาจุดของสารตัวอยางบนเพลตของ TLC 
ทําไดแบบเดียวกับเปเปอรโครมาโตกราฟ แตถาเปนการทํา HPTLC ตองใชเคร่ืองมือเฉพาะ
สําหรับวัดปรมิาณและตําแหนงของสารตวัอยาง เรียกวา Densitometer หรือ Scanner โครมา
โตแกรมที่ไดจากเคร่ืองจะมีลกัษณะเปนพีก เชนเดียวกับการทํากาซโครมาโตกราฟหรือโครมาโต-
กราฟชนิดอ่ืนๆ  สามารถวดัรีเทนชันและพ้ืนที่พีกหรือความสูงได ถาตอเคร่ืองมือเขากับอินทเิกร
เตอรก็จะใหตวัเลขที่นับไดสมัผัสกับพ้ืนที่พีก ซ่ึงมีหลักการในการวิเคราะหเชนเดียวกับกาซโคร
มาโตกราฟที่กลาวไวในบทท่ี  6  สามารถใชไดทั้งงานวิเคราะหทางคุณภาพและทางปริมาณ 

 

คอลัมนโครมาโตกราฟ (Column Chromatography) 

 กลไกตางๆ ทีเ่กิดขึ้นในการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ สามารถใชเปนหลักในการ
อธิบายทฤษฎีและหลักการของโครมาโตกราฟทั่วๆ ไปทุกชนิด ดังที่กลาวมาแลวในบทที่  3   
การทําลิควิดโครมาโตกราฟแบบคอลัมนสามารถแบงไดอีกหลายชนิดขึ้นอยูกับสารที่ใชบรรจุใน
คอลัมนที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที ่

 ถาสารท่ีบรรจุคือของแข็งทีท่ําหนาท่ีดูดซับจะเรียกวิธีการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ
แบบน้ีวา adsorption chromatography หรือ Liquid Solid Chromatography (LSC) ซ่ึงอัตรา
การเคลื่อนทีข่องตัวถูกละลายในคอลัมนขึน้อยูกับเวลาที่ตวัถูกละลายนั้นถูกดูดซับที่ผวิของ
ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที่ ถาการดูดซับมีคามาก เวลาทีใ่ชอยูในคอลัมนจะนานทําให
คารีเทนชันไทมมีคามาก 

 ถาสารท่ีบรรจุในคอลัมนคือของแข็งที่ฉาบดวยของเหลวที่ทําหนาท่ีเปนเฟสอยูกับที่  
หรือของเหลวฉาบท่ีผวิของคอลัมนเม่ือใชคอลัมนเล็กมาก ๆ จะเรียกวา partition 
chromatography หรือ Liquid-Liquid Chromatography (LLC) ซ่ึงอัตราการเคลือ่นที่ของตัวถกู
ละลายในคอลมันขึ้นอยูกับการละลายของตัวถูกละลายในเฟสทั้งสองที่เปนของเหลว ถาการ
ละลายของตวัถูกละลายในเฟสของเหลวที่อยูกับที่มีคามาก คารีเทนชันไทมจะมีคามาก 

 ถาสารท่ีบรรจุในคอลัมน คือ เรซินที่สามารถแลกเปลี่ยนไอออนได จะเรียกวิธีการนี้วา 
ไอออนเอกซเชนจโครมาโตกราฟ (ion-exchange chromatography) คารีเทนชันไทมของตวัถูก
ละลายขึ้นอยูกับความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนระหวางไอออนของตัวถูกละลายกับ
ไอออนในเรซิน ไอออนเอกซเชนจโครมาโตกราฟ ตางจากคอลัมนโครมาโตกราฟแบบอ่ืน คือ 
ตัวถูกละลายที่ถูกแยกคือไอออน ในขณะที่วธิีอ่ืนคือโมเลกุลที่เปนกลาง 
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 สามารถพิจารณาการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลายภายในคอลัมนดวยเทอมของ 
retardation factor (Rf) ไดเชนเดียวกับเพลนโครมาโตกราฟ ซ่ึงมีคาสัมพันธกับคา Kd ตาม
สมการที่ 4.6 คือ 

   = fR
sdm

m

AKA
A
+  

 เม่ือชนิดของโครมาโตกราฟที่ทําคือคอลัมน ดังน้ัน ในการทดลองสามารถหาคาของ 
Am, As, และ Kd ได จึงทําใหสามารถคํานวณหาคา Rf ไดจากสมการที่ 4.6 ถาสารตัวอยาง
ประกอบดวยตัวถูกละลาย 2 ชนิด M และ N สามารถหาอัตราสวนของคา Rf ของสารทั้งสองได
ดังน้ี 

  
Nf

Mf

)R(
)R(

 = 
sdMm

sdNm
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+
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 …………….(4.7) 

 สมการน้ีใชสําหรับการเปรียบเทียบอัตราเร็วของการเคลื่อนที่ของตวัถูกละลาย 2 ชนิด 
ในคอลัมน 

 เม่ือสารตัวอยางเคลื่อนทีล่งในคอลัมน พบวาตําแหนงที่มีความเขมขนของตวัถูก
ละลายสูงสุดจะเคลื่อนที่ต่ําลงๆ เม่ือตัวทําละลายมีปริมาตรมากขึ้น ปริมาตรของตวัทําละลายที่
ใชทําใหตวัถูกละลายสวนทีมี่ความเขมขนมากที่สุดออกจากคอลัมน คือ V  V จะมีคามากหรือ
นอยขึ้นกับความสูงของคอลัมน ถาคอลัมนสั้นจะใช V นอย ถาคอลมันยาวจะใช V มาก โดยมี
ความสัมพันธดังนี้ คือ 

  L = NH = 
sdm AKA

V
+  …………….(4.8)(1) 

 L  คือความยาวของคอลัมน ซ่ึงหาไดจากคาจํานวนเพลต (plate number, N) คูณกับ
ความสูงของเพลต (plate height, H) 

                                          
(1) ดูที่มาของสูตรนี้ไดจากหนังสือ  Skoog,  D.A.  and  D.M. West,  Principles  of  

Instrumental  Analysis  Analysis;  Holt, Rinehart  and  Winston  Inc: New  York 1971  
page 619. 
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 ปริมาตรรวมทั้งหมดที่บรรจุในคอลัมนสามารถหาไดจากรัศมีของหลอดแกวกับความ

ยาวคือ Vc = πr2L ซ่ึงปริมาตรรวมทั้งหมดมีคาเทากับปริมาตรของเฟสอยูกับที่ (Vs) บวกกับ
ปริมาตรของเฟสเคลื่อนที่ (Vm) ถาในคอลัมนมีเฟสเฉือ่ยหรือของแข็งซัพพอทอยูดวย ตองรวม
ปริมาตรของเฟสเฉื่อยดวย (Vi) น่ันคือ 

 Vc  =  Vm + Vs + Vi 

 เน่ืองจากพ้ืนที่หนาตัดของเฟสแตละเฟสหาไดจากปริมาตรหารดวยความยาวของ
คอลัมน ดังน้ันจะไดพ้ืนที่หนาตัดของคอลัมนทั้งหมดมีคา คือ 

  A   =   Am + As + Ai 

 

ตัวอยางที่ 4.1  คอลัมนกลาส  (glass  column)  มีเสนผาศูนยกลางภายใน 14 มิลลิเมตร บรรจุ
ของแข็งที่มีความหนาแนน 2.00 กรัม / ลบ.ซม. จํานวน 30.0 กรัม ความสูงของสารที่บรรจุ
เทากับ 18.0 ซม. สารตัวอยางผสมของสาร 2 ชนิด ถูกนํามาผานในคอลัมนแลวอีลูทดวยตวัทาํ
ละลายที่ทําใหมีคา Kd = 1 สําหรับสาร A และ 1.8 สําหรับสาร B จงคํานวณหาคา retardation 
factors ของสาร A และสาร B และปริมาตรของตวัทําละลายทีต่องใชในการอีลูทสารตัวอยางแต
ละตัวใหสวนที่มีความเขมขนของตวัถูกละลายมากทีสุ่ดออกจากคอลัมน 

วิธีทํา ขั้นแรกใหหาคา  Am และ As ของคอลัมนกอน 

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

g0.30
3cm 

ปริมาตรทีบ่รรจุในคอลัมน (Vc) =    πr2L  

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

∴ ปริมาตรของตัวทําละลายที่อยูในคอลมัน (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 สามารถหาปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการอีลทูใหสวนที่มีความเขมขน
ของตัวถูกละลายมากที่สุดออกจากคอลัมนได 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

 

ตัวอยางที่ 4.2  จงคํานวณหาคา Rf ของสารประกอบ A และ B ที่มีคาสัมประสิทธิ์ของการ
กระจายเทากับ 0.200 และ 2.50 ตามลําดับ คอลัมนทีใ่ชมีเสนผาศูนยกลาง 2.00 ซม. สูง 30.0 
ซม. บรรจุดวยอะลูมินา 80.0 กรัม (ความหนาแนน 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. 

 สามารถตรวจสอบผลไดดังน้ี คือ ผลรวมของ As + Am + Ai ตองมีคาเทากับ

พ้ืนที่หนาตัดของคอลัมน ซ่ึงหาไดจาก πr2 

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

แทนคา 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 

 

ตัวอยางที่ 4.3    2, 4-lutidine มีคา Rf = 0.75 โดยใชสารผสมของ butanol-formic acid-นํ้า 
(75:15:10) เปนตวัอีลูท เม่ือใชเง่ือนไขเดียวกันพบวา 2, 6 lutidine จะมีคา Rf = 0.79 ตองใช
คอลัมนยาวเทาใดจึงจะทําใหคาตองการแยก (R) ของสารทั้งสองมีคาเทากับ 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 สารที่ถูกอีลูทออกมาทีหลังหรือที่มีคา Kd มาก 

 Kd1 หมายถึง สารที่ถูกอีลูทออกมากอน หรือที่มีคา Kd นอย 

           ∴ 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  

∴ คอลัมนที่ใชตองยาว  =   28 ซม. 
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 เทคนิคในการทําคอลัมนโครมาโตรกราฟ  คอลัมนที่ใชในโครมาโตกราฟ มีลักษณะ
เปนหลอดแกวกลวง ปลายขางหน่ึงทําใหเล็กลง เพ่ือตอเขากับตัวควบคุม การไหลของตัวทํา
ละลาย ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ขนาดของคอลัมนมีไดหลายขนาด ตั้งแตเสนผาศูนยกลาง 1 ถึง 5 
เซนติเมตร และยาว 10 ถึง 50 เซนติเมตร ความสูงและขนาดของเฟสอยูกับที่ทีบ่รรจุในคอลัมน
จะมีผลตออัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที ่ถาเฟสอยูกับที่มีขนาดเล็กและบรรจุในคอลัมนสูง  
มากๆ จะทําใหการไหลของเฟสเคลื่อนทีช่ามาก ทําใหใชเวลาในการวิเคราะหนาน 
 

 
 

รูปท่ี 4.9  คอลัมนท่ีใชในการทําโครมาโตกราฟ 

 

 วิธทีําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีเ่พ่ิมขึ้นสามารถทําไดโดยใชความดันชวย 
ลักษณะการตอเคร่ืองมือเพ่ือทําใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนทีเ่ร็วขึ้น แสดงไวในรูปที่ 4.10 
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รูปท่ี 4.10  การตอเคร่ืองมือสําหรับทําคอลัมนโครมาโตกราฟ                                      
เพ่ือใหอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนท่ีเร็วขึ้น 

 

 สิ่งที่สําคัญในการทําโครมาโตกราฟทุกชนิด คือ ตองการใหประสิทธภิาพดีที่สุด  
คอลัมนจะมีประสิทธิภาพสงูสุดเม่ือมีคา HETP (height  equivalent  of  a  theoretical  plate,  
H)  ต่ําสุด คา HETP เปนคาท่ีขึ้นอยูกับอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ตามสมการของ Van 
Deemter  (ดูรายละเอียดเพิ่มเติมในบทที่  6)  คือ 

  H =   A + B/u + Cu …………….(4.9) 

 เน่ืองจากเฟสเคลื่อนที่เปนของเหลว ทําใหคาการกระจายของสารตวัอยางในเฟส
ของเหลว หรือเทอม B มีคานอยมาก ดังน้ัน สมการของ Van Deemter ในลิควิดโครมาโตกราฟ 
สามารถเขียนไดเปน 

  H ≃   A + Cu …………….(4.10) 

 สมการน้ีจะไมถูกตองหรือไมเปนจริงถาอัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่มีคานอยมากๆ 
การเพ่ิมอัตราการไหลจะมีผลทําใหคา HETP เพ่ิมขึ้นหรือประสิทธิภาพลดลงน่ันเอง ดังแสดงใน
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รูปท่ี 4.11  ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีกับคา  HETP  ของของแข็ง 
ท่ีมีขนาดตางๆ กัน  ท่ีใชบรรจุในคอลัมน  คอลัมนท่ีใชมีขนาด 30 ซม. X 2.4 ซม. 
ของแข็งท่ีบรรจุ  คือ  ซิลิกาเจล  ท่ีมีขนาดตางๆ กัน 

 

 จากรูปที่ 4.11 จะเห็นไดวา เม่ือของแข็งมีขนาดเล็กๆ การเพ่ิมอัตราการไหลของเฟส
เคลื่อนที่จะมีผลตอคา HETP นอยมาก ดังน้ัน ในการทําลิควิดโครมาโตกราฟถาใชของแข็ง
ขนาดเล็กๆ บรรจุในคอลัมน สามารถทําใหการวิเคราะหเร็วขึ้นได โดยเพิ่มความดันใหเฟส
เคลื่อนที่ไหลไดเร็วขึ้น โดยไมทําใหประสทิธิภาพของคอลัมนลดลง 
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การวิเคราะหโดยวิธีคอลัมนโครมาโตกราฟสามารถทําไดตามขั้นตอน ดังน้ี  

1. เตรียมคอลมัน ที่ปลายลางของคอลัมนตองถูกปดไวดวยใยแกวหรือสําลี เพ่ือ
ปองกันไมใหของแข็งที่บรรจุในคอลัมนไหลออกจากคอลัมนได จากน้ันนําเฟสอยูกับที่ซ่ึงเปน
ของแข็งมากวนกับตวัทาํลาย ซ่ึงใชเปนเฟสเคลื่อนทีใ่หเปนสารละลายแขวนลอย (Suspension) 
แลวเทสารละลายแขวนลอยลงในคอลัมน รอใหของแข็งนอนกน แลวไขตวัทําละลายทิ้งไปสวน
หน่ึง อยาใหคอลัมนแหง จากน้ันเทสารละลายแขวนลอยลงในคอลัมนอีก แลวทําเชนเดิม จนได
ความสูงของคอลัมนตามตองการ และตวัทําลายเกือบแหง คืออยูเหนือของแข็งเพียงเล็กนอย 

 สําหรับของแข็งที่ใชบรรจุในคอลัมนตองมีคุณสมบัติทีมี่โพลาริตีมากกวาเฟสเคลือ่นที่ 
การเลือกใชของแข็งตองใหเหมาะสมกับชนิดของสารตัวอยาง ของแข็งที่ใชบรรจุในคอลัมน มี 2 
ชนิด คือ 

ก. ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนตวัดูดซับ ของแข็งที่นํามาบรรจุในคอลัมน ตองมีขนาด
สมํ่าเสมอ ขนาดของแข็งจะมีผลตอเวลาทีใ่ชในการวิเคราะหและประสทิธิภาพของคอลัมน ดังน้ัน 
ขนาดที่เลือกใชควรเหมาะสม ของแข็งที่นํามาใชตองไมละลายในเฟสเคลื่อนที่ เน่ืองจากการดูด
ซับของสารตวัอยางขึ้นอยูกับโพลารติีของตัวดูดซับหรือเฟสอยูกับที่ น่ันคือ การเพ่ิมโพลาริตขีอง
ตัวดูดซับจะทาํใหการดูดซับเพ่ิมขึ้น ดังนั้น ผูวิเคราะหสามารถควบคุมการแยกไดโดยเลือกเฟส
อยูกับที่ใหเหมาะสม การเพ่ิมโพลาริตีของเฟสอยูกับที่จะทําใหสารตัวอยางที่มีโพลาริตีสูงอยูใน
คอลัมนไดนาน หรือมีรีเทนชันไทมมากน่ันเอง ของแข็งที่นิยมใชเปนเฟสอยูกับทีใ่นการทํา
คอลัมนโครมาโตกราฟไดแสดงในตารางที่ 4.3 โดยเรียงตามโพลารติีของแข็ง อะลูมินา และ     
ซิลิกาเจล จะเปนตวัที่นิยมใชมากที่สุด สําหรับอะลูมินา ยังแบงไดอีกหลายเกรดตามปริมาณของ
นํ้าที่อยูในผลกึ อะลูมินาทีมี่นํ้าอยูมากจะมีความสามารถในการดูดซับนอยลง เพราะนํ้าที่ถูกดูด
ซับไวจะทําใหปริมาณเน้ือที่ของการดูดซับลดลง สําหรับซิลิกาเจลคือของแข็งโพลีเมอรของกรด
ซิลิซิก (H2SiO3) ซ่ึงประกอบดวยหมู Si-OH ทําหนาท่ีดูดซับ 
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ตารางที่ 4.3  ตวัดูดซับที่ใชเปนเฟสอยูกับที่ในการทําคอลัมนโครมาโตกราฟ 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. ของเหลวทีฉ่าบบนของแข็งชวย ของแข็งที่ทําหนาท่ีเปนของแข็งชวย (Solid 

Support) ควรเปนของแข็งทีมี่โพลาริตีสูง เพ่ือทําใหดึงดูดเฟสอยูกับที ่ซ่ึงเปนของเหลวที่มี     
โพลาริตีสูงไวไดดี ซ่ึงเปนการทําโครมาโตกราฟแบบธรรมดาทั่วๆ ไป คือ ใหเฟสอยูกับที่มี     
โพลาริตีสูงกวาเฟสเคลื่อนที ่ของแข็งซัพพอทท่ีใชสามารถเลือกใชตามตารางที่ 4.3 เชนกัน ใน
การวิเคราะหหลายแบบสามารถใชเฟสอยูกับที่เปนนํ้า ซ่ึงฉาบบนของแข็ง ซัพพอท ซิลิกาเจล 
หรือของแข็งอ่ืนๆ   ตามตารางที่ 4.2 นํ้าเปนตวัทําละลายที่มีโพลารติีสูงที่สุด ดังน้ัน เฟส 
เคลื่อนที่จะใชตัวทําละลายใดๆ ก็ไดที่แสดงในตารางที ่4.2 ซ่ึงมีโพลาริตีต่ํากวานํ้า  ตามปกติ
เหตุผลที่สําคัญในการเลือกเฟสเคลื่อนทีค่ือตองไมสามารถละลายเฟสอยูกับที่ได  ในกรณีที่
ตองการกลับเฟสของเฟสอยูกับที่ใหมีโพลาริตีนอยกวาเฟสเคลื่อนทีส่ามารถทําได ซ่ึงเปน
เทคนิคตรงขามกับการทําโครมาโตกราฟแบบธรรมดาทั่วๆ ไป เรียกวา reverse phase 
chromatography วธิีการทาํคือ ใชของแข็ง ซัพพอทท่ีไมมีโพลาริตี เชน ผงยาง และใชเฟสอยู
กับที่ของเหลวที่ไมมีโพลารติีดวยเปนตัวฉาบ เชน เบนซิน คารบอนเตตระคลอไรด กรณีน้ี   
เฟสเคลื่อนทีค่ือน้ําหรือตัวทําละลายอ่ืนท่ีไมละลายเปนเน้ือเดียวกับของเหลวที่ใชเปนเฟส      
อยูกับที่ และมีโพลาริตีสูง 

2. ใสสารตัวอยาง  วิธใีสสารตัวอยางใหใชปเปตดูดสารตัวอยางใหไดปริมาตรตาม
ตองการแลวใสลงในคอลัมนอยางระมัดระวัง พยายามปลอยสารละลายตัวอยางออกจากปเปต
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 สารตัวอยางทีนํ่ามาใชในการวิเคราะหมีไดหลายชนิด แตละชนิดมีโพลาริตีแตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับฟงกชันนอลกรุฟ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 สารตัวอยางที่มีโพลาริตีสูงจะอยูในคอลัมน
ไดนาน คือ มีคารีเทนชันไทมมากในการทาํโครมาโตกราฟแบบธรรมดา 

 

ตารางที่ 4.4  สารตาง ๆ จัดตามฟงกชันนอลกรุฟที่สามารถวิเคราะหไดดวยวธิีโครมาโตกราฟ
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 

  
 สารตัวอยางทีจั่ดเรียงในตารางที่ 4.4 จะชวยใหสามารถทํานายไดวาสารตัวใดควรถูก 
อีลูทออกจากคอลัมนไดกอนหรือหลัง 

 
ตัวอยางที่ 4.4  จงเรียงลําดับการอีลูทสารตอไปน้ี จากรีเทนชันไทมต่ําสุดไปหามากที่สุด ในการ
ทําคอลัมนโครมาโตกราฟแบบธรรมดา 
 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 เม่ือใสสารตวัอยางลงในคอลัมนเรียบรอยแลวใหเติมตวัทําละลายที่
ใชเปนเฟสเคลื่อนที่หรือตวัอีลูท ตวัอีลูทจะไหลลงสูคอลัมนตามแรงดึงดูดของโลก สามารถปรับ
ขนาดของอัตราการไหลไดถาไหลเร็วเกินไปโดยใชจุกปดเปด ที่ตอเขากับปลายขางลางของ
คอลัมน แตถาตัวอีลทูไหลชาเกินไปสามารถชวยทําใหไหลเร็วขึ้นไดโดยใชเคร่ืองดูดชวย 
(suction-pump)  ดังแสดงในรูปที่ 4.10 เม่ือใหเวลาในการอีลูทเพียงพอและเหมาะสม สาร
ตัวอยางทีเ่ปนสารผสมจะสามารถแยกออกจากกันได ดังแสดงในรูปที ่4.9 (2, 3) 

 การเลือกใชตวัอีลูทขึ้นอยูกับชนิดของสารตัวอยางทีนํ่ามาวิเคราะห ถาตองการ       
อีลูทสารตวัอยางที่เปนโพลารตองใชตัวทาํละลายที่มีโพลาริตีสูง ชนิดของตัวทําละลายที่เรียงตาม
โพลาริตีไดแสดงไวในตารางที่ 4.2 ในบางครั้งพบวาการใชตวัอีลทูเพียงตัวเดียวไมสามารถอีลูท 
สารผสมทุกตวัในสารตวัอยางออกจากคอลัมนได  จึงตองมีการเปลี่ยนตัวอีลูทใหเหมาะสมกับ
สารตัวอยางแตละชนิด  ตวัอยางเชน สารตัวอยางเปนสารผสมของสารหลายชนิดท่ีมีโพลาริตี
ตางกัน การเลือกใชตัวอีลทูควรเลือกตัวที่ไมมีโพลาร (non-polar) กอน  ตัวอีลูทจะสามารถ    
อีลูทสารตวัอยางที่ไมมีโพลารหรือมีโพลารนอยที่สุดออกมากอน จากน้ันเปลี่ยนตวัอีลูทใหมี   
โพลาริตีสูงขึ้น  จะทําใหสารที่มีโพลารถูกอีลูทออกมาไดตามลําดับ  วิธทีี่ดีในการเปลี่ยนตัวอีลูท
จากไมมีโพลารเปนมีโพลารคือตองคอยๆ เปลี่ยนอยางตอเน่ือง (gradient elution) ซ่ึงทําไดโดย
ใชตวัอีลทูที่มีโพลารสูงกวาไหลเขาไปผสมในถังของตวัอีลูทที่มีโพลารต่ํากวา แลวคนตวัทํา
ละลายทั้งสองใหเขากัน จากน้ันคอยปลอยเขาไปในคอลัมน ดังแสดงในรูป 4.12 การทําเชนน้ีจะ
ทําใหสารตวัอยางเคลื่อนทีล่งตามคอลัมนไดเร็วขึ้นตามกําลังของตวัอีลูททีถู่กผสมดวยตัวทํา
ละลายที่มีโพลารเพ่ิมขึ้นเร่ือยๆ วิธีการน้ีจะทําใหแบนดที่ไดไมมีหาง  (no-tailing)  การเพ่ิมกําลัง
หรือความเปนโพลารของตวัอีลูทอยางตอเน่ืองตามที่กลาวมาคลายกับการโปรแกรมอุณหภูมิใน
การทํากาซโครมาโตกราฟ 
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รูปท่ี 4.12  การเปล่ียนโพลาริตีของตัวอีลูทอยางตอเนื่อง 

 
4. เก็บสารตวัอยางที่ออกจากคอลัมน สารละลายที่ถูกอีลูทออกจากคอลัมน

สามารถเก็บไดเปนสวนๆ (fraction) เชน สวนละ 1 ถึง 10 ลบ.ซม. แลวนําแตละสวนไป
วิเคราะหหาปริมาณตอไป เม่ือสามารถหาปริมาณของสารตัวอยางในแตละสวนไดจะทําให
สามารถสรางเคอรฟของการอีลูทได (elution curve) และศึกษาไดวาสวนใดของสารละลายที่
ออกจากคอลัมนจะมีสารตวัอยางมากที่สุด และถาตองการเก็บสารตัวอยางใหไดสมบูรณ จะตอง
เก็บตั้งแตสวนใดถึงสวนใด ถาการไหลของตัวอีลูทชามาก การเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน
เปนสวน ๆ จะเสียเวลามากในการเฝาดู สามารถใชเครื่องมือชวย ซ่ึงเรียกวา fraction collector 

5. การวัดปริมาณสารตวัอยางที่ถูกอีลทูออกจากคอลัมน (Detection) สาร
ตัวอยางทีถู่กอีลูทออกจากคอลัมนเปนสวน ๆ สามารถนํามาวิเคราะหหาปริมาณไดหลายวธิี คอื 
ใชการวเิคราะหทางแสง (optical method) เชน UV, IR และ fluorescence เปนตน หรือใชการ
วิเคราะหทางเคมีวิเคราะหเชิงไฟฟา (Electroanalytical method) เชน การทําโวลแทมเมตรีการ
วัดคาการนําไฟฟา และวัดคาศักยไฟฟา เปนตน 

 เทคนิคการวิเคราะหวธิีลคิวดิโครมาโตกราฟแบบคอลัมนที่กลาวมาทัง้หมดน้ีเปนวธิีที่
ใชกันมานาน และยังคงใชไดดีจนถึงปจจุบันโดยที่สารตัวอยางตองมีปริมาณมากพอสมควร จึง
จัดประเภทของการวิเคราะหดังกลาวน้ีเปน Classical Liquid Chromatography หรือ 
Conventional Liquid Chromatography ในปจจุบันเทคนิคของการทําลิควิดโครมาโตกราฟแบบ
คอลัมนไดถูกพัฒนาใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ใชเวลาในการวิเคราะหนอยลง และสามารถ
วิเคราะหสารตัวอยางที่มีปริมาณนอยลง โดยใชเคร่ืองมือชวย ทําใหเกิดเทคนิคของการวิเคราะห
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

 HPLC คือ เทคนิคหน่ึงของลิควิดโครมาโตกราฟแบบคอลัมนที่สามารถแยกไดอยาง
รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ เพราะใชความดันชวย และของแข็งที่บรรจุในคอลัมนมีขนาดเล็ก 
จากรูปที่ 4.11 แสดงใหเห็นแลววา เม่ือใชของแข็งบรรจุในคอลัมนขนาดเล็กๆ จะทําใหมีคา 
HETP ต่ํา และอัตราการไหลของเฟสเคลือ่นที่ไมมีผลตอคา HETP ดังน้ัน การใชความดันชวย
ทําใหเฟสเคลือ่นที่ไหลไดเร็วขึ้น จะไมทําใหประสิทธิภาพของคอลัมนลดลง เน่ืองจากการทํา 
HPLC ตองใชความดันชวยจึงตองมีเคร่ืองมือสําหรับปมตัวอีลทู และเน่ืองจากปริมาณของสาร
ตัวอยางทีใ่ชมีจํานวนนอย ดังน้ัน หลังจากที่สารตวัอยางถูกอีลูทออกจากคอลัมนตองมีเคร่ืองมือ
ที่เรียกวา ดีเทคเตอร  (detector)  วัดสารปริมาณนอยๆ ที่ถูกอีลทูออกมาไดอยางมี
ประสิทธิภาพ สวนประกอบของเครื่องมือตางๆ ที่ชวยในการวิเคราะหจะรวมกันเขาเปน
เคร่ืองมือ 1 ชุดของ HPLC ซ่ึงสรุปเปนแผนภาพไดดังแสดงในรูปที่ 4.13 
 

 
 

รูปท่ี 4.13  แผนภาพของเครื่องมือ  HPLC  สวนของเสนประหมายถึง เตาท่ีสามารถ
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนได 
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 สวนประกอบแตละสวนทําหนาท่ีดังตอไปน้ี 
1. ถังใสตวัทําละลายที่เคลื่อนที ่(Solvent reservoir) ถังใสตวัทําละลายจะทําดวย

แกวหรือสเตนเลสก็ได มีขนาดบรรจุ 1-2 ลิตร ตามปกติควรตอกับตัวทําลายกาซ (degassing 
system) เพ่ือดูดกาซออกซิเจนหรือไนโตรเจน ที่ละลายอยูในตวัทําละลายออก ซ่ึงเปนสาเหตุ 
ทําใหเกิดฟองกาซในคอลัมน หรืออาจรบกวนเครื่องวัดดีเทคเตอร ตวัทําลายกาซประกอบดวย
เคร่ืองปมสุญญากาศ สวนใหความรอน ตวัคนสารละลาย (stirrer)  และสวนทําการกลั่น 
(distillation system) ถาการวิเคราะหใชตัวทําละลายเพียงชนิดเดียว เคร่ืองมือจะมีถังใสตวั    
ทําละลาย และตวัทําลายกาซเพียงชุดเดียว แตถาตองใชตวัทําละลายผสมในการอีลูทตองมี
เคร่ืองมือ 2 ชุด ตอเช่ือมกันเพ่ือทําใหตวัทําละลายสามารถผสมกันและเปลี่ยนโพลาริตีไดอยาง
ตอเน่ือง (gradient elution) ซ่ึงเรียกวา การโปรแกรมตวัทําละลาย (solvent programming) 

 การอีลูทโดยใชตวัทําละลายที่เหมาะสมเพียงตัวเดียว (isocratic condition) จะทาํใหใช
เวลาในการแยกนาน และสารตัวอยางทีถ่กูอีลูทออกมาทีหลังมักจะมีหาง (tailing)  ดังแสดงใน
รูปที่ 4.14 (a)  แตถาเปลี่ยนตัวอีลูทโดยทําการโปรแกรมตัวทําละลาย พบวา การแยกจะใชเวลา
นอยลง ลักษณะพีกท่ีไดดีขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.14 (c) การโปรแกรมตัวทําละลายสามารถทําได
อยางตอเน่ือง โดยการเพ่ิมโพลาริตีของตัวทาํละลายขึ้นเรื่อยๆ หรือทําเปนขั้น (Stepwise) คือ
เพ่ิมโพลาริตขีองตัวทําละลายขึ้นเร่ือยๆ  ในชวงเวลาหนึง่ ตอจากน้ันก็ควบคุมใหคงที่ใน
ชวงเวลาหนึ่ง แลวก็เพ่ิมขึ้นอีก จากน้ันก็ควบคุมใหคงที่อีกเปนเชนน้ีตลอดการทดลอง 
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รูปท่ี 4.14  โครมาโตแกรมที่ไดจากการแยกโดยใชเครื่องมือ  HPLC 
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2. เครื่องปม (pump) ทําหนาท่ีปมตวัทําละลายเขาคอลัมนดวยความดันอยางนอย 
1000 psi (lbs/in2) ความดันที่เหมาะสมและใชไดดีคือ 4000 ถึง 6000 psi ซ่ึงจะทาํใหอัตราการ
ไหลของตวัทาํละลายมีคาเทากับ 3 ลบ.ซม./นาที อัตราการไหลควรควบคุมใหคงที่ เบี่ยงเบนได
ไมเกิน ±2% เน่ืองจากการไหลมีผลโดยตรงตอเวลาที่ใชในการแยก ถาเพ่ิมความเร็วของการ
ไหลของตวัทาํละลายจะทําใหสารตวัอยางถูกอีลูทไดเร็วขึ้น ดังน้ันในการแยก ถาทําการ
โปรแกรมอัตราการไหลของตัวทําละลาย พบวา การแยกจะใชเวลานอยลง ลักษณะพีกท่ีไดดีขึ้น 
ดังแสดงในรูปที่ 4.14 (b) การโปรแกรมอัตราการไหลของตัวทําละลายสามารถทําไดทั้ง
แบบตอเน่ืองและแบบเปนขั้น เชนเดียวกับการโปรแกรมตัวทําละลาย 

3. Precolumn เคร่ืองมือ HPLC บางเคร่ืองตองมีคอลัมนเพ่ิมขึ้นอีก 1 อัน เรียกวา 
precolumn มีสารบรรจุอยูเหมือนกับคอลัมนที่ใชงาน แตขนาดของสารที่บรรจุอยูใหญกวาเพ่ือ
ไมใหความดันของตัวทําละลายทีไ่หลผานคอลัมนน้ีลดลง คอลัมนน้ีมีหนาท่ีแยกเอามลทินที่ติด
อยูในตวัทําละลายออกไป หรือทําใหตวัทําละลายที่ใชเปนตัวอีลูทบริสทุธิ์ขึ้น 

4. สวนฉีดสารตัวอยาง (Sample injection system) สวนฉีดสารตัวอยางที่ใชใน 
HPLC มีลักษณะดังแสดงในรูปที่ 4.15 วาลวทีใ่ชคือ สไลเดอรวาลว (Slider valve) ที่ผลติขึ้น
จากบริษัท Kel-F สารตวัอยางจะถูกฉีดเขาทางวาลวโดยเข็มฉีดยา จากน้ันตัวสไลเดอรจะเคลือ่น
จากซายมือไปขวามือ จนกระทั่งสารตวัอยางอยูในทิศทางการไหลของตัวอีลูท สาํหรับขนาดของ

วาลวที่ฉีดสารตัวอยางเขาไปจะมีหลายขนาด ตั้งแต 2μl ถึง 100 μl 
 

 
 

รูปท่ี 4.15  สวนฉีดสารตัวอยาง 
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 ระบบฉีดสารตัวอยางไดถูกพัฒนาขึ้นอีกเปนแบบ  sampling  valve  ที่ทนตอแรงดัน
สูงของเฟสเคลื่อนที่  วาลวเปนระบบ  six-port  โดยตําแหนงพอรตที ่ 1  และ  4  จะตอกับ  
loop  ที่ใชบรรจุสารตัวอยาง  ตําแหนงพอรตที่ 2  และ 3  จะตอกับปมและคอลัมน  ตําแหนง
พอรตที่ 5  และ 6  เปนตําแหนงที่ไหลออกของตัวอยางและเฟสเคลื่อนที่  ดังแสดงในรูปที่  4.16  
การทํางานมี 2 ขั้นตอน  คอื  ขั้นตอนแรกเปนขั้นตอนที่เรียกวา  load  ตัวอยางจะถูกฉีดเขาไป
ใน  loop  จนเต็ม  สวนเกินจะไหลออกที่ตําแหนงพอรตที่ 6  ตามรปูที่  4.16 (a)  ขั้นตอนที่ 2  
เปนการส่ังฉีดมีการปรับทิศทางการไหลของเฟสเคลื่อนที่ตามรูปที่ 4.16 (b)  เฟสเคลื่อนที่จะพา
ตัวอยางเขาสูคอลัมน  ระบบฉีดสารตวัอยางชนิดน้ีเปนที่นิยมกันในปจจุบัน  ที่รูจักกันกวางขวาง
คือของบริษทั  Valco  และ  Rheodyne 

 
รูปท่ี  4.16  ระบบฉีดสารตัวอยางแบบ  Six-port  valve 

 
5. คอลัมน (Column) คอลัมนสําหรับใชในงานวิเคราะห HPLC ทําดวยหลอดแกว

อยางหนาหรือสเตนเลส มีขนาดความยาว 15 ถึง 150 ซม. เสนผาศูนยกลางภายใน 2-3 
มิลลิเมตร คอลัมนขนาดที่ยาวเปนเมตรก็สามารถใชไดเชนกันโดยขดเปนวงกลม 

 สารที่บรรจุในคอลัมนมี 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีเปนของแข็งดูดซับ ซ่ึงตองมีขนาดเล็กมาก 
และมีไดหลายขนาด มีชื่อเรียกทางการคาตางๆ กัน ดังแสดงไวในตารางที่ 4.5 อีกชนิดหน่ึงเปน
ของเหลวฉาบบนของแข็งซัพพอท  (solid  support)  ซ่ึงมีทั้งแบบธรรมดาและกลบัเฟส 
(reverse phase) ดังแสดงไวในตารางที่ 4.6 

 ของแข็งตวัดูดซับที่นิยมใชใน HPLC คือ ซิลิกา และอะลูมินา การเลือกใชสามารถ
จัดแบงตามประเภทของสารที่นํามาวิเคราะหไดดังน้ี 

ก. ถาเปนสารประเภทกรด (acidic compound) ควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 
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ข. ถาเปนสารทีเ่ปนเบสเล็กนอย pKb นอยกวา 5 ควรใชซิลิกาเปนตัวดูดซับ 

ค. โมเลกุลทีไ่มอ่ิมตัว เชน Olefinic และ aromatic ควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 

ง. สารที่มีกลุมฮาโลเจนควรใชอะลูมินาเปนตัวดูดซับ 

จ. สารที่ไวตอกรด ควรใชอะลมิูนาเปนตวัดูดซับ 

ฉ. สารที่ไวตอเบส ควรใชซิลิกาเปนตวัดูดซับ 

 สําหรับการเลอืกเฟสเคลื่อนที่ ซ่ึงเปนของเหลวที่ฉาบบนของแข็งซัพพอท ใหพิจารณา
เลือกตามโพลาริตีของสารตวัอยาง และตวัอีลูทที่ใชเชนเดียวกับการทาํ Conventional liquid 
Chromatography 

 นอกจากนี้เฟสอยูกับที่ยังสามารถใชเรซินที่สามารถแลกเปลี่ยนไอออนได (ion-
exchange resin) เรซินที่นํามาใชใน HPLC ตองเปนชนิด  strong  cation หรือ strong anion 
exchanger ซ่ึงมีหลายชนิด และมีชื่อเรียกทางการคาตางๆ กัน ดังแสดงในตารางที่ 4.7 สําหรับ
ทฤษฎีและหลกัการของการแลกเปลี่ยนไอออนและรายละเอียดตางๆ ของ ion-exchange 
chromatography จะกลาวไวในบทที่  5 

 

ตารางที่ 4.5  ของแข็งดูดซับที่บรรจุในคอลัมนสําหรับ 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. 

 

 

 

 

 

 

 CM 334  182 



 

ตารางที่ 4.6   ของเหลวทีฉ่าบบนของแข็งซัพพอท ใชบรรจุในคอลมันสําหรับ 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. 
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ตารางที่ 4.7 เรซินที่ใชบรรจุในคอลัมนสาํหรับ 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. สวนควบคุมอุณหภูมิ (Temperature Control) ตามปกติการทําลิควิดโครมาโต-
กราฟทั่วๆ ไป นิยมทําท่ีอุณหภูมิหอง ดังน้ัน สวนควบคุมอุณหภูมิอาจใชเปนถังนํ้าหุมคอลัมนไว 
(water jacketed) เพ่ือทําใหอุณหภูมิคงที่ แตถาตองการใหรีเทนชันไทมของสารตัวอยางสั้นขึ้น 
อาจเพ่ิมอุณหภูมิใหแกคอลมันก็ไดเชนเดียวกับกาซโครมาโตกราฟ โดยใชเตา (oven) ที่
สามารถควบคุมอุณหภูมิได 
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7. ดีเทคเตอร (Detector) ดีเทคเตอรที่ใชใน HPLC ไมมีชนิดท่ีมีความไวสูงแบบ
กาซโครมาโตกราฟ ดีเทคเตอรจะเปนชนิดใดขึ้นอยูกับชนิดของสารตัวอยาง ซ่ึงสามารถวัด
ปริมาณของสารไดตามคุณสมบัตขิองสารนั้นๆ ตารางที่ 4.8 ไดแสดงชนิดตางๆ ของดีเทคเตอร
ที่ใชใน HPLC สําหรับดีเทคเตอรที่นิยมใชมากที่สุด คือ เคร่ืองมือวัดคาการดูดกลืนแสงอุลตราไว
โอเลตหรือแสงวิสิเบลิ (UV-Vis Spectophotometer) มีลักษณะการทาํงานดังแสดงในรูปที่ 4.16 

 

ตารางที่ 4.8  ดีเทคเตอรทีใ่ชใน 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  ดีเทคเตอรสําหรับ  HPLC 

 

เปรียบเทียบการวิเคราะหระหวางวิธี GC กับ HPLC  

 ทั้ง GC และ HPLC เปนเทคนิคของการวิเคราะหวธิีโครมาโตกราฟแบบคอลัมนทีใ่ช
เคร่ืองมือชวย ซ่ึงสามารถนํามาใชในการแยกและประยกุตใชในการวเิคราะหทางคณุภาพและ
ทางปริมาณไดดีทั้งสองชนิด เม่ือเปรียบเทียบขอดีและขอเสียของทั้งสองวิธีพบวา วิธี HPLC มี
ขอดีอยูหลายประการ คือ 

1. ตัวอยางทีใ่ชในการวิเคราะห วิธี HPLC ไมจําเปนตองผานกระบวนการเตรียมที่
ยุงยากกอน (pre-treatment) ขอเพียงแตใหสารตวัอยางอยูในสภาพที่เปนของเหลวก็สามารถ
นํามาฉีดเขาเคร่ือง แลวทําโครมาโตแกรมไดเลยโดยตรง 

2. วิธี HPLC สามารถใชในการวเิคราะหสารไดมากชนิดกวาวิธี GC เพราะ HPLC ไมมี
ขอจํากัดวาตองเปนสารที่ระเหยได ทาํใหสามารถใช HPLC วเิคราะหสารท่ีมีนํ้าหนักโมเลกลุสูงๆ 
ได 

3. วิธี HPLC มีคอลัมนใหเลือกใชตามความเหมาะสมของสารตัวอยางไดมากชนิด
กวา GC ทําใหใชในการวิเคราะหสารไดมากชนิดกวา 
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4. สามารถทําใหการแยกดีขึ้นได  (high  resolution)  โดยเปลี่ยนความเขมขนหรือ
ชนิดของเฟสเคลื่อนที่ไดตามความเหมาะสมไดมากมาย 

5. การเกิดปฏิกิรยิาการแบงสวนหรือดูดซับ ระหวางสารตวัอยางกับเฟสอยูกับที่และ
เฟสเคลื่อนที่ สามารถเกิดท่ีอุณหภูมิต่ํา ดังน้ัน การแยกสารโดยวิธี HPLC จึงใชงานที่อุณหภูมิ
ปกติของหองปฏิบตัิการได ในขณะที่วธิี GC ตองทําท่ีอุณหภูมิสูงกวาอุณหภูมิหอง จึง
จําเปนตองใหพลังงานความรอนแกคอลัมน ซ่ึงทําใหสิ้นเปลืองคาใชจายสูงกวาวธิ ีHPLC 

6. ในกรณีที่ตองการเก็บสารตวัอยางเพ่ือนําไปวิเคราะหหรือทดสอบดวยวิธีอ่ืนให
แนใจอีกคร้ังหน่ึง พบวา วธิี HPLC สามารถทําไดงายกวาวิธี GC 

7. สามารถประยุกตใชในการวเิคราะหไอออนของสารอนินทรียได 

 สําหรับขอดีของวิธี GC คือ มีความสามารถในการแยกและวิเคราะหตัวอยางที่มี
องคประกอบซับซอนไดดี ใหผลที่เที่ยงตรงและรวดเร็วกวาวธิี HPLC เคร่ืองมือมีสวนประกอบที่
ไมซับซอนและราคาถูกกวา 

 

การประยุกตวิธี HPLC ทางการวิเคราะห 

 เน่ืองจากโครมาโตแกรมที่ไดของ HPLC และ GC มีลักษณะเหมือนกัน ดังน้ันวิธีการ
วิเคราะหทางคุณภาพและการวิเคราะหทางปริมาณจึงทําไดแบบเดียวกันทุกประการ กลาวคือ 
การวิเคราะหทางคุณภาพสามารถทําไดโดยเปรียบเทียบคารีเทนชันไทม หรือรีเทนชันโวลูมของ
สารตัวอยางกับสารมาตรฐาน หรือโดยตอเคร่ือง HPLC เขากับเคร่ืองมือที่สามารถชวยในการ
พิสูจนได เชน เคร่ือง IR NMR, และ mass spectrophotometer  

 สําหรับการวิเคราะหทางปรมิาณสามารถทําไดโดยวัดขนาดของพีกดวยวิธีการวัด
ความสูง วัดพ้ืนที่พีก ใชเพลนิมิเตอร (Planimeter)  หรือใชอินทิเกรเตอร (Integrator)  เม่ือ
ทราบขนาดของพีกแลวสามารถวิเคราะหหาปริมาณไดโดยเทียบขนาดของพีกสารตัวอยางกับ
พีกสารมาตรฐานซึ่งสามารถทําได 3 แบบ คือ วิธเีทียบกับสารมาตรฐานเพียงตัวเดียว 
(Absolute  Method)  วธิีสรางกราฟมาตรฐาน (Calibration Curve) และวิธีเติมสารมาตรฐาน 
(Standard addition) หรือใชวธิี Internal normalization หรือใชวธิี Correction factor (ใหดู
รายละเอียดในบทที่  6) 
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 วิธี HPLC สามารถประยุกตใชในการวิเคราะหสารไดมากมายหลายชนิด ทั้งทาง
ชีวเคมี ทางอาหาร ทางเภสัช และทางเทคนิคการแพทย ซ่ึงจะขอยกตัวอยางโครมาโตกราฟที่ได
จากการทํา HPLC สารบางชนิดมาแสดงไวในรูปขางลางน้ี 
 

 

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  การแยกฮอรโมนอีสโตรเจน 
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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  การแยกฮอรโมนแอนโดรเจน 

 

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) มาเปน
ตัวทําละลายผสมของ 1% isopropyl alcohol ใน iso octane และเปลี่ยนเง่ือนไขของการทดลอง
บางอยางเปนเง่ือนไข ดังแสดงในรูปที่ 4.21 เม่ือเปรียบเทียบการแยกระหวางรูปที่ 4.20 (a) กับ
รูปที่ 4.21 ซ่ึงเปนสารตวัอยางอยางเดียวกัน พบวา การใชเง่ือนไขตามรูปที่ 4.21 สามารถแยก
ไดดีกวาเง่ือนไขตามรูปที่ 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  โครมาโตแกรมของยาฆาแมลง  (insecticide) 
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รูปท่ี 4.23  การแยกสารที่ใชเปนยาระงับปวด 

 

เอกซคลูชันโครมาโตกราฟ (exclusion chromatography) 

 โครมาโตกราฟชนิดน้ี ใชเปนเทคนิคในการแยกสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญๆ เฟสอยูกับ
ที่เปนของแข็งที่มีลักษณะโมเลกุลเปนเจล มีรูพรุนขนาดใหญ ขนาดของรูแนนอน สารตัวอยางที่
มีโมเลกุลใหญไมสามารถเขาไปในรขูองเจลไดจะถูกพาออกมาจากคอลัมนไดงายดวยเฟส
เคลื่อนที่ สารตัวอยางที่มีโมเลกุลเล็กเพียงพอที่จะเขาไปในรูของเจลจะถูกกักไว ทําใหใชเวลาอยู
ในคอลัมนนาน ดังแสดงในรูปที่ 4.24 เน่ืองจากขนาดของโมเลกุลขึน้อยูกับนํ้าหนักโมเลกุล คือ 
ถาโมเลกุลมีขนาดใหญ จะมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง ดังน้ันรีเทนชันไทมของสารตัวอยางจะขึ้นอยูกับ
นํ้าหนักโมเลกุลของสารตวัอยาง สารตวัอยางที่มีนํ้าหนักโมเลกลุสูงทีส่ดุ ถูกอีลทูออกจากคอลัมน
ไดกอน สวนสารตัวอยางที่มีนํ้าหนักโมเลกุลนอยกวา จะถูกอีลูทออกจากคอลัมนไดตามลําดับ 
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           รูปท่ี  4.24   รูของเจลจะมีผลทําใหสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก                      
เดินทางออกจากคอลัมนไดชา 

 

 เจลที่ใชในการทําเอกซคลชูนัโครมาโตกราฟแบงไดเปน 2 ชนิด คือ 
1. เจลชนิดออน (Soft Gels) เจลชนิดน้ี คอื สารโพลีเมอร (Polymeric material) ที่

ไดจากการ cross linked สารพวกคารโบไฮเดรต เชน dextran ซ่ึงมีชื่อเรียกทางการคาวา 
Sephadex   ปกติ Sephadex ที่ใชยังแบงไดอีกหลายชนิดตามขนาดรูที่เกิดจากการ cross 
linked ดังแสดงในตารางที่ 4.9 หรือไดจากการ cross-linked สารจําพวก อะไครลาไมด 
(acrylamide) ซ่ึงมีชื่อเรียกทางการคาวา Bio-Gel P มีไดหลายขนาดเชนเดียวกัน การทําคอลัมน
โครมาโตกราฟโดยใชเจลชนิดออนนี้จะมีชื่อเรียกวา 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) เจลชนิดน้ีไดจากการ cross-linked สารพวก    

โพลีสไตรรีน (พวกเดียวกับเรซิน) มีชื่อเรียกทางการคาวา Bio-Beads S ถาใชเจลชนิดน้ีเปน
เฟสอยูกับที่ทีบ่รรจุในคอลัมน จะมีชื่อเรียกวา Gel permeation chromatography 

ทั้งเจลชนิดออนและชนิดแข็ง เม่ือตองการนํามาใชตองนําไปแชในตวัทําละลายที่ใชเปน
เฟสเคลื่อนที่ หรือตัวทําละลายไฮโดรฟลลิก  (hydrophilic)  กอน จนกระทั่งพองตวัเต็มที่แลวจึง
บรรจุในคอลัมน   วิธีเอกซคลูชันโครมาโตกราฟ มีประโยชนมากในการวิเคราะหทางชีวเคมี
สําหรับสารทีมี่นํ้าหนัก โมเลกุลสูงๆ เชน เปปไตด โปรตีน ฮีโมโกลบนิ ฯลฯ นอกจากน้ียัง
สามารถใชเปนวิธีการหานํ้าหนักโมเลกุลของสารตวัอยางไดดวย ซ่ึงทําไดโดยใชสารมาตรฐานที่
ทราบนํ้าหนักโมเลกุลแนนอนหลายๆ ขนาด และมีโครงสรางเหมือนกับสารตวัอยางผานลงใน
คอลัมน จากน้ันหาคารีเทนชันโวลมูของสารมาตรฐานแตละตวันําคารีเทนชันโวลูมมาพลอตกราฟ
เทียบกับคาลอ็กของน้ําหนักโมเลกุลจะไดกราฟที่เปนเสนตรง จากน้ันนําสารตวัอยางผานลงใน
คอลัมน และหาคารีเทนชนัโวลูมของสารตัวอยาง จากคารีเทนชันโวลูม  จะสามารถหานํ้าหนัก
โมเลกุลของสารตัวอยางไดจากกราฟมาตรฐาน 

สมการที่สามารถใชอธบิายหลักการของเอกซคลูชันโครมาโตกราฟไดดี คือ สมการที่ 
3.14 คือ 

  VR =  Vm + KdVs …………….(4.10)  
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 สําหรับสารตวัอยางที่มีโมเลกุลใหญๆ หรือนํ้าหนักโมเลกุลสูงกวา exclusion limit ของ
เจล พบวาสามารถเคลื่อนที่ออกจากคอลัมนไดในเวลาเดียวกับตวัทําละลาย น่ันคือ VR จะมีคา
เทากับ Vm (Vm คือ ปริมาตรของเฟสเคลือ่นที่ซ่ึงเรียกวา Void Volume) ในกรณีน้ีคา Kd จะมีคา
เทากับ 0 เพราะไมเกิดการกระจายของสารตัวอยางระหวางเฟสอยูกับที่กับเฟสเคลื่อนที่แตอยาง
ใด (Kd = Cs/Cm = 0 เพราะวา Cs  = 0) เม่ือใชสารตวัอยางที่มีโมเลกุลเล็กลงเพียงพอที่จะเขาไป
อยูในเจลไดหมด จะพิจารณาไดวา ความเขมขนของสารตัวอยางทีเ่ขาไปอยูในเจลกับที่อยูในตวั
ทําละลายนอกเจลนั้น ไมแตกตางกัน ดังนั้น Cs = Cm น่ันคือ Kd = Cs/Cm = 1 สําหรับ Vs ซ่ึงคือ
ปริมาตรของเฟสอยูกับที่ (pore volume) สามารถหาไดโดยใชสารตวัอยางที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก
ที่สามารถเขาไปอยูในรูของเจลไดหมด มาหาคารีเทนชนัโวลูม (VR) แลวแทนคาลงในสมการที่ 
4.10 โดยใช Kd = 1   สําหรับคา Vm ทราบไดจากการใชโมเลกุลที่มีขนาดใหญกวารูของเจล หา
คารีเทนชันโวลูม ซ่ึงจะได VR = Vm  (เพราะ  Kd = 0)  โดยการแทนคาตางๆ ทีท่ราบจะสามารถ
คํานวณหาคา Vs ได สําหรับสารตวัอยางที่มีขนาดโมเลกุลอยูระหวางกลางจะเขาไปอยูในรูของ
เจลไดบางสวน แสดงวา คา Kd จะอยูระหวาง 0 ถึง 1 ซ่ึงสามารถคํานวณไดวา Kd ของสาร
ตัวอยางน้ัน มีคาเทากับเทาใดไดเม่ือทราบคา Vs, Vm และ VR ของสารนั้นๆ แลว 

 

ตัวอยางที่ 4.5  สารประกอบที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 80,000 ถูกนํามาผานลงในคอลัมนที่บรรจุเจล 
ซ่ึงมี exclusion limit เทากับ 40,000 ปรากฏวาวัดคารีเทนชันโวลูมไดเทากับ 25 ลบ.ซม. เม่ือ
เปลี่ยนเปนสารที่มีนํ้าหนักโมเลกุลต่ําลงเปนขนาดที่สามารถเขาไปอยูในรูของเจลไดหมด พบวา
มีรีเทนชันโวลูมเทากับ 152 ลบ.ซม. จากน้ันนําสารตวัอยางผานลงในคอลัมน พบวามีรีเทนชัน
โวลูมเทากับ 102 ลบ.ซม. จงคํานวณหาคา Void Volume (Vm) และ Pore Volume (Vs) ของ
คอลัมนและหาคา Kd ของสารตัวอยาง 

วิธีทํา  เม่ือใชสารประกอบที่มีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 80,000 ซ่ึงสูงกวา exclusion limit แสดงวา Kd 
= 0 และ VR = Vm = 25 ลบ.ซม. เม่ือเปลี่ยนเปนโมเลกุลขนาดเล็กจะได VR = 152 ลบ.ซม. และ 
Kd = 1 น่ันคือ สามารถหา Vs ไดจากสมการที่ 4.10 

   VR =  Vm + KdVs  

   152 = 25 + (1) Vs 

   ∴  Vs = 127 ลบ.ซม. 
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 เม่ือเปลี่ยนเปนสารตวัอยางที่ใหคารีเทนชนัโวลูมเทากับ 102 ลบ.ซม. แสดงวาสาร
ตัวอยางน้ีมีคา Kd ที่สามารถคํานวณไดจากสมการที่ 4.10 เชนกัน คอื 

   102 = 25 + Kd (127) 

   ∴  Kd = 0.61 

 

อิเล็กโตรฟอเรซีส (Electrophorésis) 

 อิเล็กโตรฟอเรซีส หมายถึง การเคลื่อนทีข่องอนุภาคคอลลอยดที่มีประจุภายใน
สารละลาย ภายใตอิทธิพลของสนามไฟฟา อนุภาคท่ีมีประจุบวกจะเคลื่อนที่เขาหาสนามไฟฟา
ลบ อนุภาคคอลลอยดที่มีประจุตางชนิดกันจะเคลื่อนทีส่วนทางกัน อนุภาคท่ีมีประจุเหมือนกันจะ
เคลื่อนที่ไดเร็วหรือชาตางกันขึ้นอยูกับจํานวนประจุ ขนาด และน้ําหนักของอนุภาคน้ัน (ขึ้นอยู
กับ charge to mass ratio) อนุภาคท่ีมีประจุสูงจะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาอนุภาคท่ีมีประจุต่ํา และ
อนุภาคท่ีมีขนาดใหญและน้าํหนักมากจะเคลื่อนที่ไดชากวาอนุภาคท่ีมีขนาดเล็กและนํ้าหนักนอย 
จะเห็นไดวา การแยกโดยวธิีน้ีไมตองมีเฟสเคลื่อนที่ ไอออนของสารตัวอยางจะเคลื่อนที่ไดดวย
แรงดึงดูดของประจุ แสดงวา ไมมีกระบวนการแบงสวนของสารตวัอยางระหวางเฟสอยูกับที่และ
เฟสเคลื่อนที่เกิดขึ้น จึงไมจัดวิธวีิเคราะหน้ีไวเปนเทคนิคหน่ึงของโครมาโตกราฟ แตจะขอนํามา
กลาวไวในบทน้ี เพราะวาเปนเทคนิคของการแยกมีสวนคลายโครมาโตกราฟมาก 

 วิธีอิเล็กโตรฟอเรซีสสามารถแบงไดเปน 2 วิธี ขึ้นอยูกับเทคนิคของการแยกวาเกิดขึ้น
โดยมีตัวกลางชวยค้ําจุนหรอืไม ถาการแยกน้ันเกิดขึ้นภายในสารละลายโดยตรงจากการผาน
สนามไฟฟาลงในสารละลาย แลวทําใหเกิดการแยกขึ้นจะเรียกวา free-solution method วธิีน้ี
ใชไดดีมากในการแยกโปรตนี สามารถประยุกตใชในการวิเคราะหทางชีวเคมีไดเปนอยางดี แตมี
ปญหาคือแตละสวนที่แยกออกจากกันไดในสารละลายมีโอกาสผสมกันไดงาย ถาเกิดการคนขึ้น 
และเทคนิคของการนําเอาสวนที่แยกไดออกจากสารละลายทําไดยาก อีกวิธีหน่ึงคือใชตวักลาง
ชวยค้ําจุน ตัวอยางที่ใชไดแก กระดาษ (ใชกระดาษชนดิเดียวกับการทําเปเปอรโครมาโตกราฟ) 
เมมเบรนของเซลลูโลสอะซเิตต ผงเซลลูโลส starch gel agar gel เรซิน ผงแกว และซิลิกาเจล 
เปนตน สําหรับตวักลางเหลาน้ียกเวน กระดาษ และเมมเบรนของเซลลูโลสอะซิเตตตองถูก
เตรียมใหเปนแผนบางๆ (thin layer) โดยใชแผนแกวหรือพลาสติกยึดเหมือนกับการทํา TLC 
เม่ือเตรียมแผนกระดาษหรอืแผน thin layer ไดแลว  ใหนํามาทําใหชุมดวยสารละลายอิเล็กโตร-
ไลต จากน้ันจุด (spot)  สารตัวอยางลงบนกึ่งกลางของแผนกระดาษหรือแผน thin layer  แลว
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รูปท่ี 4.25  แสดงแผนภาพอยางงายในการทําอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 

 

 จะเห็นไดวาวธิีการทําอิเล็กโตรฟอเรซีสแบบที่ 2 น้ี คลายคลึงกับการทําโครมาโต-  
กราฟมาก จึงมีชื่อเรียกเทคนิคและวิธีการนี้วา อิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 
(Electrochromathography) ถาใชกระดาษในการทําอิเล็กโตรฟอเรซสีจะเรียกเปนชื่อเฉพาะวา 
เปเปอรอิเล็กโตรฟอเรซีส (paper electrophoresis) ถาใชเจลที่ยึดอยูบนแผนแกว จะเรียกวา 
เจลอิเล็กโตรฟอเรซีส (gel electrophoresis) 

 เคร่ืองมือที่ใชในการวิเคราะหแบบน้ี ไดพัฒนาและปรับปรุงแกไขใหดีขึ้นเร่ือยๆ จนได
เคร่ืองมือที่นิยมใชกันมากทีสุ่ดคือ เคร่ืองมือที่เปนรูปทรงสามเหลี่ยมทําดวยภาชนะที่ไมเปนสนิม 
มีราวแทงแกวอยูขางบนสําหรับพาดกระดาษ แลวปลอยชายลงมาสองขางตรึงอยูกับราวขางลาง
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รูปท่ี 4.26  เครื่องมือการทําอิเล็กโตรโครมาโตกราฟแบบทรงสามเหล่ียม 

 

 ถาตองการเก็บสารตวัอยางที่แยกได ตองใชวธิีทําอิเล็กโตรฟอเรซีสอยางตอเน่ือง โดย
ใหแผนกระดาษอยูในแนวยืน สารตัวอยางจะถูกใสลงในกระดาษตรงสวนบนสุด สารตัวอยางจะ
แยกออกจากกันดวยแรงดึงดูดของประจุในสนามไฟฟา แตมันจะเคลื่อนต่ําลงมาไดดวยการไหล
ของสารละลายบัฟเฟอร สารละลายตวัอยางที่ไหลออกจากกระดาษสามารถเก็บไดเปนสวนๆ ดัง
แสดงในรูปที่ 4.27 

 
 

รูปท่ี 4.27  การทําเปเปอรอิเล็กโตรฟอเรซีสท่ีสามารถเก็บสวนที่แยกได 
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การประยุกตวิธีอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ 

 วิธีอิเล็กโตรโครมาโตกราฟ สามารถนํามาประยุกตใชในการวิเคราะหทางเทคนิค
การแพทย และชีวเคมีไดเปนอยางดี การประยุกตที่ใชกันอยางกวางขวางทางเทคนิคการแพทย 
คือ การแยกโปรตีน หรือสารที่มีโมเลกุลใหญๆ ออกจากเซรุม ปสสาวะ ของเหลวในไขสันหลัง 
นํ้าในกระเพาะอาหาร หรือของเหลวอ่ืนๆ ในรางกาย การประยุกตที่ใชกันอยางกวางขวางในทาง
ชีวเคมี คือแยกโมเลกุลของสารตางๆ ที่มีนํ้าหนักโมเลกุลตางกันออกจากกัน เชน สารจําพวกอัล
คาลอยด สารปฏิชีวนะ กรดนิวคลีอิก วติามิน สารมีสีตามธรรมชาต ิสเตอรอยด กรดอะมิโน 
คารโบไฮเดรต และกรดอินทรีย  เปนตน 

 นอกจากนี้ วิธอิีเล็กโตรโครมาโตกราฟ ยังสามารถประยุกตใชในการแยกไอออนของ
สารอนินทรียไดดวย ตามรปูที่ 4.28 (a) แสดงการแยกไอออนของโลหะ 6 ตัว ซ่ึงอยูในรูปของ
สารประกอบเชิงซอนกับไดเมทิลไกลออกซีม  (dimethyl  glyoxime)  การเคลื่อนทีข่องไอออน
สามารถเคลื่อนไปทางขัว้แคโทด หรือแอโนดก็ไดขึ้นอยูกับประจุของสารประกอบเชิงซอนของ
โลหะนั้นๆ จะเห็นไดวานิกเกิลไมสามารถเคลื่อนที่ไดเพราะนิกเกิลเปนสารประกอบเชิงซอนที่
เปนตะกอนกับไดเมทิลไกลออกซีมซ่ึงไมมีประจุ ตามรปูที่ 4.28 (b) แสดงการเคลือ่นทีข่องไอออน 
Sn2+, As3+ และ Sb3+ โดยการทําอิเล็กโตรฟอเรซสี อยางตอเน่ือง แลวเก็บสารที่แยกไดทางปลาย
ขางหน่ึงของกระดาษ 

 
 

รูปท่ี 4.28  อิเล็กโตรโคมาโตแกรมของสารอนินทรีย 
a) แคทไอออนแตละตัวเขมขน  0.0005M  ในสารละลาย 0.1 M tartaric  acid  สารละลายที่ใชชะลางหรือ

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

b) การทําอิเล็กโตรฟอเรซีสอยางตอเน่ือง  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
จุดของโลหะไดโดยใช  H2S  สภาวะการทดลอง  300 V  95 mA. 
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แบบฝกหัดบทที ่4 

 

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

2. สารตัวอยางประกอบดวยสาร 2 ชนิด ถูกแยกออกจากกันดวยวธิีเปเปอรโครมาโตกราฟ 
หลังจากทําการดีเวลลอป 1 ชั่วโมง ได solvent front เทากับ 10.3 ซม. สารตัวอยาง A 
เคลื่อนที่ได 7.5 ซม. สารตัวอยาง B เคลื่อนที่ได 2.3 ซม. จากจุดเร่ิมตน จงคํานวณหาคา Rf 

ตอบ  0.73,  0.22 

3. หลังจากทําการดีเวลลอป TLC ปรากฏวาได solvent front เทากับ 15.0 ซม. และ
สารประกอบชนิดท่ี 1 เคลือ่นที่ได 11.6 ซม. ชนิดท่ี 2 เคลื่อนที่ได 5.6 ซม. และชนิดท่ี 3 
เคลื่อนที่ได 1.5 ซม. จากจุดเร่ิมตน จงคํานวณหาคา Rf ของสารประกอบแตละชนิด 

ตอบ  0.773,  0.37,  0.10 

4. สารตัวอยางทีไ่วตอซิลิกาชนิด A มีคา Rf = 0.50 เม่ือใช 1 : 3 เบนซนีตอเมทานอลเปนตัว
ทําละลาย เม่ือใชสารตวัอยางเดิม แตเปลีย่นเปนซิลิกาชนิด B ปรากฏวามีคา Rf = 0.40 จง
แสดงวา ซิลิกาชนิดใดมีความไวตอสารตวัอยางมากกวากัน 

5. คอลัมนกลาสมีพ้ืนที่หนาตดั 1.00 ตร.ซม. ถูกนํามาบรรจุของแข็งสูง 10.0 ซม. ความ
หนาแนนของของแข็ง คือ 2.5 กรัม/ลบ.ซม. ใชของแข็งเทากับ 15.0 กรัม 
a) จงคํานวณหาคา Rf ของตัวถูกละลายที่มีคา Kd เทากับ 1.0, 2.0, และ 4.0 ตามลําดับ 
b) จงหาปริมาตรของตัวทําละลายที่ใชในการอีลูทตวัถูกละลายสวนที่เขมขนที่สุดออกจาก

คอลัมน 

6. คอลัมนที่ใชในการทําโครมาโตกราฟแบบแบงสวน ถกูเตรียมโดยใชหลอดแกวทีมี่
เสนผาศูนยกลางภายใน 10 มิลลิเมตร บรรจุดวยซลิกิาเจลท่ีแหง 30 กรัม (ความหนาแนน = 
2.3 กรัม/ลบ.ซม.) กอนที่ใสซิลิกาเจลลงในคอลัมนไดนําไปแชนํ้า ปรากฏวาซิลิกาเจลจะดูด
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7. จงหาคา Rf ของฟนอล และกรดซาลิไซลกิ เม่ือใชคอลมันที่มีเสนผาศูนยกลางภายใน 2 ซม. 
ยาว 30 ซม. บรรจุอะลูมินา 83 กรัม (ความหนาแนน = 3.6 กรัม/ลบ.ซม.) นํ้า 96 ลบ.ซม. 
และสารผสมของบิวทานอลกับไพริดีน 61 ลบ.ซม. เม่ือมีคา Kd เทากับ 0.194 และ 3.42 
ตามลําดับ 

8. โดยใชคอลัมนเดียวกันกับโจทยขอ 7 จงหาคาสัมประสิทธิ์ของการกระจายของ gallic acid 
และ protocatechnic acid เม่ือมีคา Rf เทากับ 0.43 และ 0.74 ตามลาํดับ 

9. Prolinol มีคา Rf = 0.26 เม่ือใชสารบวิทานอลอ่ิมตัวใน 1% NH3 เปนตัวอีลูท โดยการใช
เง่ือนไขเดิม พบวา Aspartidiol มีคา Rf = 0.23 จะตองใชคอลัมนยาวเทาใดจึงจะทําใหการ
แยก (Resolution, R) มีคาเทากับ 1.00  เม่ือ H = 0.0032,  A = 0.27,  Am = 0.64 

10. ถาคอลัมนในโจทยขอ 9 ยาว 80 ซม. คา HETP มีคาเทากับเทาใด 

11. จะตองใชตัวอีลูทจํานวนเทาใดในโจทยขอ 9 เพ่ือทําใหสวนที่มี Prolinol มากที่สุดถูกอีลูท 
ออกจากคอลัมน 

12. คอลัมนอะลูมินามีคา As = 0.16 และ Am = 0.57 มีจํานวนเพลต (N) = 6200 เพลต ในชวง
ความยาว 18 ซม. ถา sulfanilic acid มีคา Rf = 0.51 และ sulfamethazine มีคา Rf = 0.55 
ในคอลัมนน้ี จงคํานวณหาคาการแยก (R) 

13. t-amylalchol-glacial acetic acid-water ผสมกันในอัตราสวน 4:1:1 แลวนํามาใชเปนตวั
อีลูทสําหรับการแยกสารผสมของสียอมตองใชคอลัมนยาวเทาใดเพือ่ทําการแยก 
bromothymol blue (Rf = 0.88) ออกจาก metacresol purple (Rf = 0.66) ใหไดสมบูรณ
เม่ือ H = 0.0023,  As = 0.13, Am = 0.38 

14. สารตัวอยางชนิดหน่ึงถูกอีลูทไดอยางรวดเร็ว เม่ือใชคอลัมนอะลูมินาและอะซิโตนเปนตวั
อีลูท ถาเปลี่ยนตัวอีลูทเปนคลอโรฟอรม ทานคิดวาสารตัวอยางจะถูกอีลูทไดเร็วขึ้นหรือ    
ชาลง 
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15. จงเรียงลําดับการอีลูทที่ทานคิดวาเปนไปไดของสารตอไปน้ีเม่ือใชอะลูมินาบรรจุในคอลัมน 
butanol, butyl chloride, hexanoic acid, hexane  และ 2-hexene 

16. จงทํานายลําดับการอีลูทของสารตอไปน้ี เม่ือใชคอลัมนที่บรรจุดวยแคลเซียมออกไซด 

butanol, methanol, hexanol และ ethanol 

17. จงเรียงลําดับการอีลูทของสารตอไปน้ี เม่ือใชการวิเคราะหแบบ Liquid-Solid 
Chromatography (LSC) 

C6H5COOH, C6H6, C6H5Cl, C6H5OH 

18. สารประกอบ A, B และ C มีคารีเทนชันไทม (tR) 1.25, 15.0 และ 22.5 ซม. ถาสารประกอบ 
A ไมถูกหนวงในคอลัมน จงคํานวณหาคารีเลทีฟรเีทนชนัของ C เทียบกับ B 

ตอบ   1.55  

19. จงคํานวณหาคาคาพาซิตีแฟคเตอร (K′) ของสาร B และ C ในโจทยขอ 18  

ตอบ   11.0,  17.0  

20. ขอมูลตอไปน้ีไดจากการทํา reverse phase ของ HPLC คารีเทนชันไทมทั้งหมดวดัจากพีก
ของสารที่ไมถกูหนวงในคอลัมน จงคํานวณหาคารีเลทฟีรีเทนชันของสารแตละตวัเทียบกับ 
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. จงคํานวณหาคาคาพาซิตีแฟคเตอร (K′) ของสาร Normetanephrine ในโจทยขอ 20 ถา tm 
มีคาเทากับ 0.15 นาที 

ตอบ    25.8 
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22. คารีเทนชันไทมของยาปราบศตัรูพืชตอไปนี้ ถูกแยกโดยวิธี reverse phase HPLC สมมตวิา
ใชอัตราการไหล 1.15 ลบ.ซม./นาที จงคํานวณหาคารีเทนชันโวลูมของยาปราบศตัรูพืชแต
ละตัว 

Pesticide Retention time, minute 
Baygon 
Carbamate 
Barban 

5.25 
6.03 
12.41 

 

23. โดยใชคอลัมนยาว 25.0 ซม. พบวา เบนซินมีคารีเทนชันไทมเทากับ 33.0 นาที ความกวาง
ของพีกเทากับ 15.1 นาที จงคํานวณหาจํานวนเพลตตามทฤษฎีและ HETP  

ตอบ    0.327 cm/plate 

24. คารีเทนชันไทมของสารประกอบอินทรียในการทําลิควดิโครมาโตกราฟโดยใชคอลมันยาว 
100 ซม. มีคาเทากับ 10.0 นาที ความกวางของพีกมีคาเทากับ 24 วนิาที จงคํานวณหา 
HETP ของคอลัมน 

ตอบ    0.10 mm/plate 

25. จงคํานวณหาการแยกระหวางพีก 2 พีก ซ่ึงมีคารีเทนชันไทมเทากับ 18.5 และ 20.9 นาท ี
ความกวางของพีกเทากับ 130 และ 182 วินาท ี

ตอบ    0.92 

26. จงคํานวณหาการแยกของโครมาโตกราฟพีก 2 พีก คารีเทนชันไทมของพีกท่ี 1 มีคาเทากับ 
10.52 นาที ความกวางของพีกเทากับ 0.38 นาที คารีเทนชันไทมของพีกท่ี 2 มีคาเทากับ 
11.36 นาที ความกวางของพีกเทากับ 0.48 นาที การแยกที่ไดเพียงพอสําหรับการวิเคราะห
หรือไม 

ตอบ    2.0,  เพียงพอ 

27. คารีเทนชันไทมของโปรตีนที่มีนํ้าหนักโมเลกุล 120,000 ผานลงในคอลัมนของเจลที่มี 
exclusion limit 80,000 มีคาเทากับ 15 ลบ.ซม. คารีเทนชันโวลูมของสารแนพทาลีน 
(นํ้าหนักโมเลกุล 128) ผานลงในคอลัมนชนิดเดียวกันมีคาเทากับ 124 ลบ.ซม. เม่ือนําสาร
ตัวอยางมาผานในคอลัมนของเจลนี้บาง ปรากฏวาไดคารีเทนชันโวลมูเทากับ 87 ลบ.ซม. 
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ตอบ    109 ลบ.ซม., 0.66  

28. โดยวิธี gel filtration chromatography นํ้าตาลซูโครสมีโมเลกุลขนาดเล็กพอที่จะเขาไปอยู
ในรูของเจลไดหมด มีคารีเทนชันโวลูม = 195 ลบ.ซม. เม่ือใช Blue dextran ซ่ึงมีนํ้าหนัก
โมเลกุลสูงและมีขนาดใหญมาก ซ่ึงไมสามารถผานเขาไปในรูของเจลได จะมีคารีเทนชัน
โวลูม = 39 ลบ.ซม. จงคํานวณหาคารีเทนชันโวลูมของ Cytochrom C เม่ือ Cytochrom C 
มีคาสัมประสทิธิ์ของการกระจายในคอลัมนชนิดน้ีเทากับ 0.81 

ตอบ    1.7 x 102 ลบ.ซม. 

29. จงหานํ้าหนักโมเลกุลของ Chymotrypsinogen จากขอมูลที่ไดจากการทําเอกซคลูชันโคร- 
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. จากขอมูลขางลางน้ี จงคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของสารตัวอยาง (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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