
 
 
 
 
 
 
 
 

เครื่องมือจัดเปนอุปกรณท่ีจําเปน และมีการใชมากในหองปฏิบัติการท่ัวไป และในกระบวนวิชา
ปฏิบัติการชีวเคมีและเทคโนโลยี (TN 312) นี้ นักศึกษาจะไดเรียนรูวิธีการใชเคร่ืองมือเหลานั้นอยางถูกวิธี 
ไดแก เครื่องแกวตางๆ เครื่องชั่ง (balance) เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) เครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง 
(spectrophotometer) ซึ่งไดจัดไวเปนเคร่ืองมือสวนกลางใชรวมกัน ผูเขาปฏิบัติการควรศึกษารายละเอียด 
หลักการและวิธีการใช ขอควรระวัง ใหเขาใจกอนการปฏิบัติการทดลอง ปฏิบัติตามขั้นตอนท่ีกําหนด ชวยกัน
รักษาความสะอาดของเครื่องมือและบริเวณโดยรอบ หากเคร่ืองมือขัดของอยาแกไขเอง ใหแจงอาจารยผู
ควบคุมทันที รายละเอียดของเคร่ืองมือท่ีนักศึกษาควรทราบมีดังตอไปนี้  
 

1. เคร่ืองแกว (glass ware) 

เครื่องแกวเปนอุปกรณหลัก หรืออุปกรณพ้ืนฐานท่ีมีใชในหองปฏิบัติการท่ัวไปความสะอาดของ
เครื่องแกวจัดเปนปจจัยพ้ืนฐาน ซึ่งมีความสําคัญท่ีจะทําใหการทดลองประสบผล สําเร็จหรือไม การใช
ปริมาตรท่ีถูกตองเปนอีกปจจัยท่ีจะทําใหการทดลองประสบผลสําเร็จ  

เครื่องแกวท่ีใชในหองปฏิบัติการทั่วไป มีคุณสมบัติแตกตางกันขึ้นกับวัสดุท่ีนํามาผลิตเคร่ืองแกว
นั้นๆ ไดแก  

-Borosilicate เครื่องแกวชนิดนี้จะทนความรอนไดดี และทนตอการกัดกรอนของสารเคมี กรดและ
ดาง ไดแก เครื่องแกวของ Kimax และ Pyrex 

-Alumina-silicate เครื่องแกวชนิดนี้จะมีความทนทาน และทนความรอนสูงไดดีกวาเคร่ืองแกวท่ีทํา
จาก borosilicate เชน เครื่องแกวของ Corex   

-Soda - lime เครื่องแกวชนิดนี้ไมทนตอความรอน นิยมใชทําเคร่ืองแกวท่ีใชแลวท้ิง มีขอควรระวัง
สําหรับการใชเคร่ืองแกวชนิดนี้คือ เปนเคร่ืองแกวชนิดท่ีมีความเปนดางอยูในตัว จึงควรลางดวยน้ําขจัด
ไอออน กอนนําไปใชงาน  

เครื่องแกวในหองปฏิบัติการท่ัวไป สามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท ตามลักษณะของการใชงาน
ไดดังนี้ 

 
 

1.1   เคร่ืองแกวท่ีใชเปนภาชนะบรรจุ 
เครื่องแกวประเภทนี้จะมีขีดบอกปริมาตรคราวๆ จึงไมเหมาะท่ีจะนํามาใชวัดปริมาตร 

ใชเปนภาชนะบรรจุในการเตรียมสารละลาย หรือผสมสารละลาย ไดแก บีกเกอร (beakers) ขวดรูปชมพู 
(erlenmeyer flasks) และหลอดทดลอง (test tubes) 

 

1.2   เคร่ืองแกวท่ีใชวัดปริมาตร 

    เครื่องแกวประเภทนี้มีขีดบอกปริมาตร ซึ่งไดทําการวัดเทียบกับปริมาตรมาตราฐานแลว 
ไดแก กระบอกตวง (cylinder) ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask)  บิวเรตต (burette) และปเปตต (pipette) ซึ่งแต
ละชนิดจะมีความถูกตองแมนยําแตกตางกัน การเลือกใชงานขึ้นกับวัตถุประสงคของการทดลอง ในกระบวน
วิชาปฏิบัติการชีวเคมีและเทคโนโลยีนี้จะเกี่ยวของกับการวัดปริมาตรหลายปฏิบัติการ ท้ังในปริมาตรระดับ

บทที่ 2 
การใชเครื่องมือ 



 
กระบอกตวง (measuring cylinders  หรือ graduated cylinders) 

เปนเคร่ืองแกวท่ีมีลักษณะเปนกระบอก มีขีดบอกปริมาตรที่แบงยอยหลายขีดท่ีปริมาตรตางๆ 
และมีขนาดตางๆ กัน ใชสําหรับวัดปริมาตรของสารละลายในระดับปริมาตรเปนมิลลิลิตร เพ่ือความถูกตองใน
การวัด ควรเลือกขนาดของกระบอกตวงใหพอเหมาะกับปริมาตรท่ีตองการตวง เชน ใชขนาด 25 

มิลลิลิตร ในการตวงปริมาตรของสารละลาย 15- 25 มิลลิลิตร และใชขนาด 250 มิลลิลิตร ในการตวงปริมาตร
ของสารละลาย 150 - 250 มิลลิลิตร เปนตน ซึ่งความแมนยําจะอยูในระดับ ±1% ไมเหมาะท่ีจะใชในการ
วิเคราะหแบบปริมาณ (quantitative analysis) ดังวิธีการอานปริมาตร รูปท่ี 2.1  
 

ขวดวัดปริมาตร (volumetric flasks)   
เปนขวดวัดปริมาตรลักษณะกลมกนแบน (flatter bottom) กานขวดยาว ดังรูปท่ี 2.2 มีขีดบอก

ปริมาตรจําเพาะคาหนึ่งเพียงขีดเดียวท่ีกานขวด ใชสําหรับวัดปริมาตรของสารละลายในระดับปริมาตรเปน
มิลลิลิตรจําเพาะขนาดเดียว มีขนาดตางๆ กัน ใหเลือกใช ท่ีนิยมใชกันมาก ไดแก 100, 250, 500 และ 1,000 

มิลลิลิตร มีความแมนยําสูงกวากระบอกตวง เชน ขนาด 500 มิลลิลิตร ± 0.2 มิลลิลิตร มีวิธีการอานปริมาตร
เชนเดียวกับกระบอกตวง 
 

               
                                                                

ก)                                           (ข)                                   (
 

           รูปท่ี 2.1 แสดงกระบอกตวงขนาดตางๆ (ก) และวิธีการอานปริมาตรสารละลายใน         
กระบอกตวง (ข) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



รูปท่ี 2.2   แสดงขวดวัดปริมาตร (volumetric flasks) และวิธีการอานปริมาตร    
สารละลายในขวดวัดปริมาตร                              

ท่ีมา: http://inst.sfcc.edu/chemscape/catofp/mixpour/volflask/volflask.htm 

 
 
 

ปเปตต (Pipette) 

เปนเคร่ืองแกวท่ีมีลักษณะหลอดแกวขนาดเล็กมีขีดบอกปริมาตร มีขนาดตางๆ กันในระดับ
มิลลิลิตร ใชตวงหรือดูดสารละลายเมื่อตองการปริมาตรนอยๆ และตองการความถูกตอง มักใชคูกับลูกยาง 
(pipette rubber bulb) ท่ีใชใน TN 312 มีขนาด 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 และ 10 มิลลิลิตร โดยปเปตตท่ีใชใน
หองปฏิบัติการแบงเปน 2 แบบ คือแบบที่ใชในการถายเทสารละลายจากภาชนะหนึ่งไปยังอีกภาชนะหนึ่งใน
ปริมาตรท่ีตองการ เรียกปเปตตแบบนี้วา “to deliver” หรือ “T.D.” และแบบที่ใชในการวัดปริมาตรสารละลาย 
เรียกปเปตตแบบนี้วา “to contain” หรือ “T.C.” ท้ังสองชนิดนี้มีหลายชนิดขึ้นกับการออกแบบ เพ่ือใหเหมาะสม
กับการใชงาน มีชื่อเรียกและวิธีการใชแตกตางกันดังนี้คือ 

 

ปเปตตแบบกระเปาะ (volumetric หรือ transfer pipette) 

เปนปเปตตแบบ T.D. มีกระเปาะตรงกลาง และมีขีดบอกปริมาตรเพียงขีดเดียวตามท่ี
กําหนด โดยไมมีการแบงขีดยอย ใชในการถายเทสารละลาย โดยการปลอยสารละลายใหออกจนหมดแลวแตะ
ปลายของปเปตตกับผิวดานในของภาชนะรองรับ ไมตองเปาสารละลายหยดสุดทายท่ีเหลือคางออก จึงจะได
ปริมาตรท่ีถูกตอง 

    
ปเปตตแบบมอหร (Mohr pipette) 
เปนปเปตตแบบ T.D. มีหลายขนาด มีขีดแบงปริมาตรเปนสวนยอยต้ังแต 0.1 มิลลิลิตร 

จนถึง 0.01 มิลลิลิตร มีขีดปริมาตรตั้งแตขีดศูนยลงไป แตไมมีการแบงขีดไปจนถึงปลายลางสุด ดังนั้นวิธีใชจึง
ไมควรปลอยสารละลายใหไหลออกจนถึงปลายลางสุดท่ีไมมีขีดปริมาตร และไมตองเปาสารละลายออก เพราะ
จะทําใหไดปริมาตรเกินความเปนจริง  

 

ปเปตตแบบเซโรโลจิคัล (serological pipette) 

เปนปเปตตแบบ T.D. มีลักษณะคลายปเปตตแบบมอหร แตมีขีดแบงปริมาตรเปนสวนยอย
จนถึงปลายลางสุด ดังนั้นหลังจากการถายเทสารละลายจนหมดแลวตองเปาใหสารละลายที่คางอยูท่ีปลายออก
ใหหมด จึงจะไดปริมาตรท่ีถูกตอง จะสังเกตไดโดยมีแถบฝาทึบหรือวงสองวงเปนเคร่ืองบงชี้อยูดานบนของป
เปตตแตถาไมมีเครื่องบงชี้ดังกลาว ใหแตะปลายปเปตตกับผิวดานในของภาชนะรองรับจนสารละลายออก
หมดโดยไมตองเปาปเปตต 

 
 
 
 

 
 

 
 
 



รูปที่ 2.3    แสดงลักษณะปเปตตแบบตางๆ     
 
 
 
 
 
 
                             

 
 
 
 

            (ก)                                     (ข) 
 

รูปท่ี 2.4 แสดงวิธีการจับปเปตตท่ีถูกตอง (ก) และวิธีการใชลูกยาง (pipette rubber bulb) กับปเปตต 
(ข)  

 

เครื่องมือสําหรับใชวัดปริมาตรนอกจากเครื่องแกวดังกลาวแลว ยังมีอุปกรณท่ีใชวัดและดูด
สารละลายในลักษณะเดียวกันคลายปเปตต แตอาศัยแรงดูดแบบระบบปมพจากมือ มีหลายขนาดใหเลือกใช
ระดับไมโครลิตรและมิลลิลิตร แตนิยมใชกับปริมาตรนอยๆ ในระดับไมโครลิตรมากกวา อุปกรณดังกลาว 
ไดแก                                                                  
   
 
 
 

ออโตปเปตต (auto-pipette) 

เปนอุปกรณท่ีใชในการดูดสารละลาย ท่ีไดรับการพัฒนาเพ่ือใหสะดวกตอการใชงานมากยิ่งขึ้น 
(ดังรูปท่ี 2.5) ใชสําหรับดูดของเหลวที่มีปริมาตรนอยในระดับไมโครลิตร และมิลลิลิตร มีท้ังที่มีปริมาตรจําเพาะ
คาหนึ่ง เชน 1, 10, 20, 50, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร และสามารถปรับปริมาตรได เชน 0.1 ถึง 2 

ไมโครลิตร 1 ถึง 10 ไมโครลิตร 10 ถึง 200 ไมโครลิตร 100 ถึง 1,000 ไมโครลิตร 500 ถึง 5,000 ไมโครลิตร และ 1 

ถึง 10 มิลลิลิตร เปนตน มีความแมนยําสูง ลักษณะเปนดามดูดใชคูกับสวนท่ีดูด ซึ่งนํามาตอเรียกวา “pipette 

tip” มีขนาดใชคูกับขนาดของออโตปเปตต ใชแลวท้ิงเพ่ือปองกันการปนเปอนของสารละลาย 
 
                       

 
 
 
 
 
 
 
 
 



                        (ก)                  (ข) 
 

รูปท่ี 2.5   แสดงออโตปเปตต ขนาดตางๆ (ก) และ ปเปตตทิป (ข)  
ท่ีมา: www.i2sinc.com  

      
หลักการท่ีสําคัญในการใชออโตปเปตต คือตองสังเกตดูวาเปนออโตปเปตตชนิดใด และเลือกใช

ขนาดของออโตปเปตตใหใกลเคียงกับปริมาตรของละลายที่ตองการดูด เชน ถาตองการปริมาตร 0.05 

มิลลิลิตร จะตองใชออโตปเปตตขนาด 0.10 มิลลิลิตร หรือ 0.20 มิลลิลิตรไมควรใช ออโตปเปตตขนาด 1.0 

มิลลิลิตร หรือมากกวานี้ดูด เพราะจะทําใหการอานปริมาตรมีโอกาสผิดพลาดได แมวาออโตปเปตตจะมีขนาด
เปนมิลลิลิตร แตการใชสวนใหญควรจะใชในปริมาตรนอยๆ ในหนวยของไมโครลิตรจะดีกวา 

 

                                   
 

          รูปท่ี 2.6   แสดงวิธีการท่ีถูกตองในการจับออโตปเปตต 
ท่ีมา: www.rapidcalservices.com 

 

รีปเปตต (repipette) 

ปจจุบันไดมีการนําเอาระบบของปมพมาผลิตอุปกรณท่ีใชในการดูดจายสารละลาย ท่ี เรียกวา 
รีปเปตต เปนออโตปเปตตชนิดท่ีใชจายสารละลายในปริมาตรที่ตองการไดหลายๆ ครั้ง ในการดูดเพียงคร้ัง
เดียว เชน ในกรณีมีจํานวนหลอดทดลองที่ตองการปริมาตรเทากัน จํานวนมากๆ โดยรีปเปตตนี้ลักษณะเปน
กระบอกสูบ มีสเกลบอกปริมาตร และชุดต้ังปริมาตรตามตองการใหปริมาตรคงที่ (ดังรูป 2.7 ก) เมื่อทําการดูด
สารละลายโดยใชแรงมือ (ระบบปมพมือ) ใหดึงปลายกระบอกสูบใหสุดจะไดสารละลายเต็มกระบอก ตั้งระดับ
ปริมาตรท่ีตองการ ทําการจายสารใสหลอด เชนเดียวกับการใชออโตปเปตต มีหลายขนาดใหเลือกใช คือ 
0.025 – 0.25 มลิลิลิตร 0.10 – 0.5 มิลลิลิตร (กระบอกสูบมีลักษณะคลายกับกระบอกเข็มฉีดยา ดังรูป 2.7 ข)  
1.0 – 50 มิลลิลิตร     เปนตน เหมาะกับงานท่ีทําเปนประจํา และตัวอยางครั้งละมากๆ เชน งานใน
โรงพยาบาล มีความแมนยํานอยกวาออโตปเปตต    
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http://www.rapidcalservices.com/
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http://www.rapidcalservices.com/
http://www.rapidcalservices.com/


                                                                          
                         

      (ก)                                       (ข) 
                                           

รูปท่ี 2.7   แสดงชุดรีปเปตต (repipette) แบบตางๆ 
  

2. เคร่ืองชั่ง (balance) 

เครื่องชั่งในหองปฏิบัติการท่ัวไปมีอยูหลายแบบ แตละแบบจะมีความละเอียดแตกตางกัน ดังนั้น 
การเลือกใชเครื่องชั่งใหเปนไปตามวัตถุประสงคของความถูกตองแมนยําเหมาะสมกับปริมาณสารที่ตองการจึง
มีความสําคัญ โดยถาตองการชั่งสารปริมาณครั้งละมากๆ ไมตองการความละเอียดควรใชเครื่องชั่งหยาบ ถา
ชั่งสารคร้ังละนอยๆ แตตองการความละเอียดและแมนยําสูงควรเลือกใชเครื่องชั่งแบบละเอียดหรือวิเคราะห 
อยาชั่งสารปริมาณนอยโดยใชภาชนะรองชั่งท่ีมีขนาดใหญ เชน อยาชั่งสาร 0.1 กรัม โดยขวดชั่งหรือบีกเกอรท่ี
มีน้ําหนัก 100 กรัม จะทําใหความแมนยําลดลง เพราะการเปล่ียนแปลงน้ําหนักเพียงเล็กนอยจากน้ําหนักรวม
ท่ีมากกวามาก ก็ทําใหความถูกตองลดลงไปไดมาก และความแมนยําของการช่ังน้ําหนักยังขึ้นอยูกับปริมาณ
สารท่ีตองการใช เชน ตองการใชสารปริมาณ 0.1 - 0.5 กรัม (100 – 500 มิลลิกรัม) ควรใชเครื่องชั่งท่ีใหความ
แมนยําในระดับ ± 1 มิลลิกรัม 

การจัดวางเคร่ืองชั่งมีความสําคัญมาก โดยตองวางอยูบนพ้ืนระนาบตรงไมเอียง สําหรับ
เครื่องชั่งไฟฟาจะมีเครื่องบงชี้ระดับท่ีเรียกวา “ลูกน้ํา” เปนองคประกอบติดอยูกับเคร่ืองชั่ง 
 

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ 
เครื่องชั่งแบบหยาบจะมีอยู 2 ลักษณะ คือ เครื่องชั่งแบบสองจานซึ่งตองใชตุมน้ําหนักวางบน

จานขางหน่ึง และสารท่ีตองการชั่งวางบนจานอีกขางหนึ่ง (ดังรูปท่ี 2.8 ก) โดยมีตัวเล่ือนบนรางสําหรับปรับ
น้ําหนักท่ีละเอียดมากขึ้น ความแมนยํานอย อยูในระดับทศนิยม 1 ตําแหนง และเคร่ืองชั่งแบบจานเดี่ยว (ดัง
รูปท่ี 2.8 ข) มีหนาปดเปนสเกลบอกน้ําหนัก มักจะมีตัวเลขบอกขีดจํากัดของน้ําหนักท่ีชั่งไดไวหนาเคร่ือง จะ
ใหความแมนยําท่ีนอยกวาคือในระดับทศนิยม 1 หรือ 2 ตําแหนง โดยสามารถชั่งน้ําหนักไดในชวง 0.01 กรัม 

ถึง 250-300 กรัม 
 
 
 
 
 
 
                                                   

                       (ก)                                                              (ข) 
 

รูปท่ี 2.8  แสดงเครื่องชั่งหยาบชนิดสองจาน (ก)  และเคร่ืองชั่งแบบจานเด่ียว (ข) 



 

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด หรือแบบวิเคราะห (analytical balance) 

เปนเคร่ืองชั่งท่ีสามารถอานคานํ้าหนักไดละเอียดในหนวยมิลลิกรัม มีความแมนยําสูง มีความ
ไว (sensitivity) ตอการเปล่ียนแปลงของน้ําหนัก จะใหความแมนยําระดับทศนิยม 4 ตําแหนง โดยสามารถชั่ง
น้ําหนักไดในชวง 0.1 มิลลิกรัม ถึง 100 - 150 กรัม โดยท่ัวไปจะเปนเคร่ืองชั่งไฟฟา มีจานเดี่ยวสําหรับวางสารที่
ตองการชั่งอยูในตูกระจก ซึ่งมีบานกระจกดานขางเล่ือนปด - เปดได  (ดังรูปท่ี 2.9) เพ่ือปองกันการ
ส่ันสะเทือนเน่ืองจากแรงลมภายนอก ท่ีอาจรบกวนในการชั่งสารปริมาณนอย และแสดงผลน้ําหนักบนหนาปด
เปนตัวเลขไฟฟา 

 

                                      
 

รูปท่ี 2.9  แสดงเครื่องชั่งไฟฟาแบบละเอียดชนิดจานเดี่ยว   
 

ขอควรปฏิบัติในการใชเคร่ืองชั่งแบบวิเคราะห 

เคร่ืองชั่งแบบละเอียดมักมีกลไกพิเศษ ซึ่งถาใชไมถูกวิธีจะทําใหชํารุดเสียหายได 
จึงมีขอควรปฏิบัตใินการใชเคร่ืองชั่งแบบวิเคราะห ดังตอไปน้ี 

เครื่องชั่งตองตั้งอยูในแนวระนาบที่มีระดับเทากัน และมีฐานท่ีมั่นคง ปราศจากการ
ส่ันสะเทือน โดยสังเกตเครื่องบงชี้ระดับท่ีเรียกวา “ลูกน้ํา” ซึ่งมีลักษณะเปนฟองอากาศท่ี
บรรจุในตลับพลาสติกติดอยูกับเคร่ือง จะตองอยูตรงกลางตลับ 

1. 

กอนใชเครื่องชั่ง ตรวจดูวาบนจานสําหรับวางสารที่จะชั่งสะอาดหรือไม ถามีสารอ่ืนหกอยู
ใหปดดวยแปรงขนออน ถาสเกลไมชี้ตําแหนงศูนย ใหปรับตามที่คูมือระบุไว ในปจจุบัน
เครื่องชั่งแบบวิเคราะหสวนใหญ สามารถปรับน้ําหนักภาชนะชั่งใหเปนศูนยไดกอนชั่งสาร 
(tarring) 

2. 

หามชั่งสารท่ีมีฤทธิ์กัดกรอน เชน กรดตางๆ ถาจําเปนใหใสสารดังกลาวในขวดที่ปดสนิท 
เพ่ือปองกันไอระเหยของสารดังกลาวในการชั่งสาร หามวางสารลงบนจานของเครื่องชั่ง
โดยตรง เพราะอาจเกิดปฏิกิริยาการกัดกรอนจากสารได ตองใสสารท่ีตองการช่ังในภาชนะ
รองรับ เชน กระดาษสําหรับชั่งสาร (weighing paper) ซึ่งมีผิวเคลือบมัน หรือกระดาษกรอง 
แผนอลูมินัม(aluminum foil) หรือกระจกนาฬิกา เมื่อมีการหกของสารใหปดสารออกดวย
แปรงขนออนทันที เพราะถาท้ิงไวสารอาจถูกออกซิไดซดวยออกซิเจนในอากาศ ทําใหมี
ฤทธิ์การกัดกรอนได ควรจําไววา สารที่หกเปนสารชนิดใดผูท่ีทําหกจะเปนผูท่ีรู
เทาน้ัน ผูอื่นไมสามารถรูได 

3. 

สารท่ีตองการชั่งควรมีอุณหภูมิใกลเคียงหรือเทากับอุณหภูมิหอง การชั่งสารท่ีมีอุณหภูมิ
แตกตางจากอุณหภูมิหองมากจะทําใหการชั่งน้ําหนักคลาดเคล่ือน 

4. 

ควรตรวจสอบน้ําหนักสูงสุดท่ีชั่งได จะระบุไวท่ีบริเวณหนาปดของเครื่อง(โดยท่ัวไปจะ
เขียนวา Max. หรือ Maximum) หามชั่งของที่มีน้ําหนักเกินคา Max. เด็ดขาด และควรชั่งของ

5. 



ท่ีมีน้ําหนักไมเกิน 90 เปอรเซ็นต ของน้ําหนักสูงสุด (คา Max.) เพ่ือชวยลดความเสื่อมจาก
การใชงานของตัวเคร่ืองชั่ง 
เมื่อใชเครื่องชั่งเสร็จแลว ทําความสะอาดจานช่ังดวยแปรงขนออน แลวเล่ือนบานกระจก
ดานขางปดใหเรียบรอย และรักษาความสะอาดบริเวณรอบๆ เครื่องชั่งดวย  

6. 

*หมายเหตุ การ tarring ไมควรใชภาชนะท่ีมีน้ําหนักมากกวา 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารท่ีจะชั่ง เชน หาก
ตองการชั่งสารเคมีน้ําหนัก 10 กรัม ไมควรใชภาชนะท่ีมีน้ําหนักมากกวา 1 กรัมในการชั่งสารเคมีดังกลาว 
 
 

3. เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง (spectrophotometer) 

เปนเคร่ืองมือท่ีใชวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ชวงคล่ืนตางๆ ของสารละลายท่ีบรรจุในหลอดพิเศษ 
เรียกวา คิวเวตต (cuvette) หรือเซลล (รูป 2.10) มีลักษณะคลายหลอดทดลอง หรือเปนหลอดส่ีเหล่ียมทํามา
จากวัสดุใสท่ีมีขนาดแนนอน ไดแก ควอรทซ (quartz) ใชวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ชวงคล่ืนอัลตราไวโอเลต 
(UV) ท่ี 200 - 400 นาโนเมตร และพลาสติกหรือแกวใชวัดคาการดูดกลืนแสงที่เห็นดวยตาเปลา (visible light) ท่ี 
400 – 700 นาโนเมตร สําหรับคิวเวตตท่ีเปนหลอดส่ีเหล่ียมมักจะทําใหมีดานท่ีเปนฝาไวสองดาน เพ่ือกําหนด
เปนดานท่ีมือจับปองกันการเกิดรอยนิ้วมือรบกวนการวัดแกดานใสท่ีใหแสงผาน  
 
 

 
 
 

 

รูปท่ี 2.10  แสดงคิวเวตต หรือเซลลแบบตางๆ และวิธีการจับคิวเวตตท่ีถูกตอง 
 

เครื่องมือวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงนี้มีหลายแบบขึ้นอยูกับความละเอียด และชวงคล่ืนของแสงที่ใช 
องคประกอบที่สําคัญของเครื่องไดแก แหลงกําเนิดแสง (light source) ตัวเลือกชวงคล่ืนแสง (monochromator) ท่ี
บรรจุสารละลายตัวอยาง (cuvettes) ตัววัดความเขมของแสง (detector) อาจจะเปนหนาปดสเกล หรือจอ LCD 
บอกคาการดูดแสงหรือ % แสงสองผาน (absorbance หรือ % transmittance)  และอาจมีเครื่องบันทึก
ประกอบดวย (ดังรูปท่ี 2.11) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.11   แสดงองคประกอบของเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง 
LighLight

ในการทดลองนักศึกษาจะมีโอกาสไดใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงรุนตางๆ ดังนี้ Mo

cuvette

t source source nochromator

Spectronic 20, Genesys 

ซึ่งมีองคประกอบและวิธีการใชงานงาย โดยสามารถวัดแสงไดในชวงคล่ืนของแสงที่เห็นดวยตา
เปลาเทานั้น (visible light) คือต้ังแตประมาณ 350 ถึง 700 นาโนเมตร 

 



                       

  

                            

                          ( ก )                                             (ข)       
         

รูปท่ี 2.12  แสดงเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง รุน Spectronic 20 Genesys (ก) และ จอ LCD บอก
คาในชวงคล่ืนของแสง (nm) และคาการดูดแสง (A) (ข)       

 

วิธีการใชเคร่ือง Spectronic 20 Genesys 

กรณีท่ีใชวัดคา Absorbance และ Transmittance มีดังน้ี 

กดปุม  nm (325 ถึง 1100 nm) เลือกคาความยาวคล่ืนท่ีตองการ 1. 
กดปุม A/T/C (A=Absorbance, T=Transmittance, C=Concentration) เลือก Mode ท่ีตองการ 2. 
ใส blank แลวกดปุม 0 ABS/100%T เพ่ือทําการ setting blank 3. 
ใสตัวอยางแลวอานคาท่ีวัดได 4. 
เมื่อทําการวัดตัวอยางท้ังหมดแลว นําคิวเวตตท่ีบรรจุสารตัวอยางออกจากเคร่ือง ลางคิวเวตตดวยน้ํา
สะอาดหรือน้ํากล่ัน ควํ่าใหแหง หามเช็ดดวยกระดาษทิชชู ผา หรือนําไปอบแหง ปดเคร่ืองใหเรียบรอย
กอนออกจากหองปฏิบัติการ  

5. 

กรณีการใชวดัคาความเขมขน 
เลือก mode การวัดคาความเขมขน จากปุม A/T/C เลือก C 1. 
ใสสารละลายมาตรฐาน (standard solution) ในชองใสสาร 2. 
กดปุมเขาไปท่ี standard จากหนาจอเครื่อง แลวปอนคาความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 3. 
นําสารละลายมาตรฐาน (standard solution) ออกจากชองใสสาร 4. 
ใสสารตัวอยางที่ตองการวัดลงในชองใสสาร 5. 
อานคาท่ีวัดได 6. 

 

วิธีการใชเคร่ือง Spectronic  Genesys 5  

เครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงรุนนี้ สามารถวัดการดูดกลืนคล่ืนแสงไดในชวงคล่ืนของแสงที่เห็น
ดวยตาเปลา (visible light) และชวงอัลตราไวโอเลตได (UV light) ได คือต้ังแต 200 - 1100 นาโนเมตร สามารถใส
คิวเวตตได 8 อันพรอมๆ กัน และเลือกคิวเวตตท่ีตองการอานคาได (รูปท่ี 2.13) โดยมีวิธีการใชงาน ดังนี้ 

 



 
รูปท่ี 2.13   แสดงเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงรุน Spectronic Genesys 5 

 

กรณีท่ีใชวัดคา Absorbance และ Transmittance มีดังน้ี 

กดปุม  nm (200 -1100 นาโนเมตร) เลือกคาความยาวคล่ืนท่ีตองการ 1.  

2.  กดปุม A/T/C (A=Absorbance, T=Transmittance, C=Concentration) เลือก mode ท่ีตองการ 
3.  ใส blank แลวกดปุม 0 ABS/100%T เพ่ือทําการ setting blank 

ใสตัวอยางแลวอานคาท่ีวัดได 4.  

กรณีการใชวดัคาความเขมขน 
เลือก mode การวัดคาความเขมขน จากปุม A/T/C เลือก C 1.  

2.  ใสสารละลายมาตรฐาน (standard solution) ในชองใสสาร 
3.  กดปุมเขาไปที่ standard จากหนาจอเคร่ือง แลวปอนคาความเขมขนสารละลายมาตรฐาน 

4.  นําสารละลายมาตรฐาน (standard solution) ออกจากชองใสสาร 
5.  ใสสารตัวอยางท่ีตองการวัดลงในชองใสสาร 

อานคาท่ีวัดได 6.  

วิธีการใชเคร่ือง BECKMAN DU® 650  Spectrophotometer 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงรุนนี้ จัดเปน scanning spectrometer คือเคร่ืองท่ีสามารถวัด
เปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (absorbance) ท่ีความยาวคล่ืนแสง (wavelength) ท่ี
เปล่ียนแปลงไปแบบอัตโนมัติของสารละลายตัวอยาง หรือท่ีเรียกวา สเปกตรัม สามารถวัดการดูดกลืนคล่ืน
แสงไดท้ังชวงคล่ืนของ visible light และชวง UV light คือต้ังแต 200 - 1100 นาโนเมตร มีคุณสมบัติพิเศษ คือ มี
โปรแกรมสําเร็จสําหรับคํานวณหาคาทางสถิติของปริมาณ หรือความเขมขน มีหนวยความจําสําหรับเก็บ
ขอมูลสามารถประยุกตใชงานไดหลากหลาย เชน สามารถใชวัดการดูดกลืนคล่ืนแสงไดครั้งละหลายคล่ืนแสง 
(multiple wavelength) พรอมๆ กัน สามารถตอกับเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิได วิธีการใชงานเชนเดียวกับเคร่ือง 
Spectronic  Genesys 5  
  

                                   
                         



รูปท่ี 2.14   แสดงเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงรุน BECKMAN DU 650 

 

ขอควรปฏิบตัิในการใชงานเครื่องวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง 
ควรอุนเคร่ือง (warm) โดยการเปดเคร่ืองท้ิงไวประมาณ 15 นาที เพ่ือเตรียมหลอดกําเนิดแสงให
ปลอยชวงแสงท่ีคงท่ีกอนการใชงาน ปจจุบันเคร่ืองบางยี่หอไมจําเปนตองอุนเครื่องกอนก็ได 

1. 

กอนปดเคร่ืองควรตรวจดูวามีอะไรตกคางอยูหรือไม ถามีควรนําออกกอนปดเครื่อง 2. 
ขณะท่ีเครื่องกําลังทําการตรวจสอบระบบตัวเอง (primary check) หรือขณะที่เครื่องอยูในสถานะ 
setting blank และขณะที่อานคาการดูดกลืนแสง หามเปดฝาเด็ดขาด 

3. 

อานคูมือการใชงาน กรณีท่ีจะทําการเปล่ียนแปลงในปุม utility 4. 
ควรใชเพียงปลายนิ้วสัมผัสท่ีปุมตางๆ อยาใชปลายเล็บกด 5. 
การวางเครื่องไมควรวางใกลเคร่ือง NMR, centrifuge และในที่ชื้น หรือ มีฝุน 6. 

4.  เคร่ืองปนเหวี่ยงสาร (centrifuge) 

สารท่ีไมละลายหรือแขวนลอยในสารละลายในหลอด เมื่อต้ังท้ิงไวสามารถแยกออกจากสารละลาย
ได โดยเปนตะกอนสูกนหลอดไดตามแรงโนมถวงของโลก (gravitational force; g) ท้ังนี้จะขึ้นกับขนาดของสาร 
ถามีขนาดใหญจะใชเวลานอย และสารท่ีมีขนาดเล็กจะใชเวลามากขึ้น แตถาสารมีขนาดเล็กมากไมสามารถ
ตะกอนไดจะตองเพ่ิมแรงโนมถวงของโลกใหมากขึ้น ซึ่งสามารถทําไดโดยการนําสารละลายนั้นไปทําการหมนุ
เหวี่ยงดวยความเร็วคงที่ จะเกิดมีแรงหนีศูนยกลางเกิดขึ้นกระทําตอสาร เรียกวา “centrifugal force”  ซึ่งจะ
สัมพันธกับแรงโนมถวงโลก เรียกวา relative centrifugation force (RCF)  เชน ถาคา  RCF เปน  500 x g  แสดงวา  

centrifugal force  มีคามากกวาแรงโนมถวง 500 เทา  
เครื่องปนเหว่ียงสาร เปนเคร่ืองมือที่ใชในการเพ่ิมแรงโนมถวงใหกับสารท่ีแขวนลอยในสารละลาย 

หรือใชในการแยกสารตัวอยางท่ีไมละลาย หรือแยกตะกอนออกจากสารละลาย โดยอาศัยการเคล่ือนท่ีของสาร
ตัวอยางรอบแกน หรือภายใตสนามการหมุนเหว่ียง (centrifugal field) นั่นเอง สําหรับในปฏิบัติการ TN312 สาร
ตัวอยางหรือตะกอนจะไดแก เซลล ออรแกเนลล และสาร          ชีวโมเลกุลตางๆ เชน โปรตีน ดีเอ็นเอ เปน
ตน โดยในการเลือกความเร็วรอบท่ีใชนั้น ขึ้นกับขนาด รูปราง ความหนาแนน ของสารที่ตองการแยก และ
ความหนืดของสารละลาย  

หลักการปนเหว่ียงสาร พบวาเมื่อวัตถุหมุนเหวี่ยงอยูรอบแกนใดๆ ดวยความเร็วคงที่รอบแกน ซึ่ง

เรียกวา “ความเร็วเชิงมุม (ω)” จะทําใหมีแรงหนีศูนยกลางเกิดขึ้น เรียกวา “F”   

ความเร็วในการปนเหว่ียงจะขึ้นกับขนาดอนุภาค หรือมวลของสารที่ตองการปนเหว่ียงใหตกตะกอน  
ถามีระยะทางจากแกน  = r   และ ถา m = มวลสาร จะไดสมการ 

 

                 F = m ω2 r 
 

โดยท่ี r = ระยะทางจากแกน (รัศม)ี มีหนวยเปนเซ็นติเมตร 

                  ω = ความเร็วเชิงมุม (angular velocity) หนวยเปน radius/sec  

ตามหลักสากล F จะแสดงในหนวยสัมพันธกับคา g (แรงโนมถวง) ซึ่งคือแรงเหวี่ยงสัมพัทธ (relative 

centrifugal force) “RCF” คูณดวยแรงโนมถวงของโลก 
 

        RCF x g = m ω2 r 
   
 

เมื่อความเร็ววัดเปนจํานวนรอบตอนาที (revolutions per minute, RPM) จะไดความ สัมพันธดังนี้  
 



RCF = 1.119 x 10- 5 x (rpm)2 x r    

        
ความสัมพันธนี้ ถาตองการปนเหวี่ยงสารดวยแรง centrifugal force ขนาดหนึ่ง และมีรัศมีการหมุน

เหวี่ยงท่ีตางกัน สามารถคํานวณหาความเร็วเปนรอบการหมุนได ซึ่งไดมีการสรางเปนสเกลความสัมพันธ
สําเร็จรูปขนานกัน ท่ีเรียกวา “นาโมแกรม” (namogram) เพ่ือความสะดวกในการใชงาน ดังรูปท่ี 2.15 โดยการ
ใชไมบรรทัดทาบบนสเกลใหอยูบนเสนตรงเดียวกันท้ังสามสเกลดังเสนประ แสดง centrifugal force สัมพันธกับ
แรงโนมถวงโลก 50,000 g (ข) เมื่อใชรัศมีการหมุนเหว่ียง  4 เซ็นติเมตร (ก) จะเทากับการหมุนเปนรอบ  
32,200 รอบตอนาที (rpm) (ค) 
 

 
 
 
 
 
 

 
                   
 
 
 
 
 
 
 

 

        (ก)                     (ข)                      (ค) 
รูปท่ี 2.15 แสดงนาโมแกรมที่แสดงความสัมพันธของรัศมีการหมุนเหว่ียง (ก)                  แรง 

centrifugal force, RCF (ข) และความ เปนรอบการหมุน (rpm) (ค) เร็ว
องคประกอบพ้ืนฐานของเคร่ืองปนเหว่ียง ไดแก  

เพลาหมุน หรือเพลาขับ (drive shaft) 1. 
หัวหมุน  (rotor head)  2. 
มอเตอร (moter) 3. 

 
 
 
 
 
             
                                 

ก)                                                (ข)     (

Rotor head

Drive shaft

Motor

 

รูปท่ี  2.16  แสดงสวนประกอบพ้ืนฐานของเคร่ืองปนเหว่ียงชนิดมือหมุน (ก) และ drive  shaft ของ
เครื่องปนเหว่ียงชนิดไฟฟา (ข) 

 



เพลาหมุน หรือเพลาขับ (drive shaft)    มีลักษณะเปนแกนเหล็กกลาท่ีตอเชื่อมจากสวน ของ
มอเตอร (moter) ดังรูป 2.16 (ข) สําหรับรองรับภาชนะที่ใสสารท่ีตองการปน ท่ีเรียกวา หัวหมุน (rotor head) 

หัวหมุน (rotor) ทําหนาท่ีรองรับภาชนะที่ใสสารท่ีตองการปน ทําจากวัสดุโลหะ เชน อลูมิเนียม 
เหล็กกลา หรือแทนทาเนียม ซึ่งจะมีน้ําหนักและความทนทานแตกตางกัน โดยวัสดุท่ีทนตอการกัดกรอนนอย
ท่ีสุด ไดแก อลูมิเนียม วัสดุท่ีทนตอการกัดกรอนไดดีท่ีสุด ไดแก แทนทาเนียม ซึ่งสามารถจําแนกหัวหมุน
ออกไดเปน 2  ชนิด 

ชนิดท่ีการหมุนทํามุมกับแกนหมุนคงที่ขณะหมุน (angle head or fixed angle rotors) ไมวาจะมีการ
เพ่ิมแรงหมุนมากขึ้น ลักษณะคลายอางหรือโถขาว ดังรูปท่ี 2.17 (ก)   

1. 

ชนิดท่ีการหมุนทํามุมกับแกนหมุนเปล่ียนแปลงขึ้นกับการเพ่ิมแรงหมุน จนขนานกับแกนหมุน 
(horizontal or swinging out rotors) ดังรูปท่ี 2.17 (ข) 

2. 

 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

ก)                                               (ข)     (
 

รูปท่ี 2.17   แสดง rotors ชนิด fixed angle rotors (ก) และชนิด swinging out rotors (ข) 
 

มอเตอร ในปจจุบันเคร่ืองปนเหวี่ยงทั่วไปท่ีใชในหองทดลองมอเตอรจะเปนมอรเตอรไฟฟา 
(electric motor) และเปนชนิดท่ีหัวหมุนจะอยูภายในตัวเคร่ือง ท่ีเรียกวา หองเครื่อง (chamber) ซึ่งพัฒนาขึ้นเพื่อ
ความปลอดภัย และมีระบบทําความเย็น หรือระบบสูญญากาศ (vacuum) เปนองคประกอบเพิ่มขึ้นในเครื่องท่ีมี
ความเร็วรอบสูงๆ เพ่ือชวยควบคุมอุณหภูมิหรือลดความรอนท่ีเกิดขึ้นจากแรงเสียดสีของหัวหมุนกับอากาศ   
 

 
 
 
 
 

 

  (ก)        (ข) 

รูปท่ี 2.18 แสดงลักษณะมอเตอร ท่ีมี drive shaft (ก) และภาพจําลองเครื่องปนเหวี่ยง (ข) 
 



สําหรับในปฏิบัติการ TN 312 นี้นักศึกษาจะมีโอกาสใชเครื่องปนเหว่ียงสารหลายแบบ แลวแตความ
เหมาะสมในแตละบทปฏิบัติการ เครื่องปนเหว่ียงที่นักศึกษามีโอกาสไดใชมาก คือ เครื่องปนเหว่ียง ALC รุน 
PK 120 และ BECKMAN GS-15 (ดังรูปท่ี 2.19) ดวยเหตุนี้จะอธิบายรายละเอียดการใชเครื่องปนเหว่ียงรุนนี้
โดยสังเขป  
 

                                      
 

                          (ก)                                                 (ข) 
               

รูปท่ี 2.19  แสดงเครื่องปนเหวี่ยง ALC รุน PK 120 (ก) และ BECKMAN GS-15 (ข)                                             
 

วิธีการใชเคร่ืองปนเหว่ียง ALC รุน  PK-120 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.20 แสดง
แผงหนาปด ควบคุมการ
ใชงาน ALC รุน PK-120 
 

ความเร็วรอบ (rpm.) :- ตัวเลขแสดงคาความเร็วรอบ 1. 
ปุมต้ังคาความเร็วรอบ SET rpm. KEY (+,-) :- กดปุม Δ หรือ ∇ สําหรับต้ังคาความเร็วรอบ 2. 
เวลา (นาที) :- ตัวเลขแสดงเวลา (ตั้งแต 1-99 นาที, 0 = hold) 3. 
ปุมกําหนดเวลาปน SET min. Key (+,-) :- กดปุม Δ หรือ ∇ เพ่ือกําหนดเวลาท่ีใชในการปน 4. 
ปุม Stop :- ใชหยุดการทํางานของเครื่อง 5. 
ปุม Start :- สําหรับการเริ่มการทํางานของเคร่ือง 6. 
ปุมกําหนดคาอัตราเบรค :- กําหนดได 0-4 ระดับ 7. 
ปุมกําหนดคาอัตราเรง :- กําหนดได 1-5 ระดับ 8. 
สัญญาณไฟสีเขียว (Green LED) :- สัญญาณแสดงการทํางานของเคร่ือง 9. 
สัญญาณไฟสีเหลือง (Yellow LED) :- สัญญาณแสดงวาเปดฝาเครื่องได 10. 
ปุมโปรแกรม 5 ปุม :- สําหรับการเรียกใชงานท่ีปอนโปรแกรมไว 11. 



สัญญาณไฟของปุมโปรแกรม 12. 
 

ข้ันตอนวิธีการใช 
กดปุม ON/OFF ดานซายของเครื่องเพ่ือเปดเคร่ือง 1. 
เปดฝาครอบโดยกดปุมดานขวา 2. 
บรรจุอุปกรณท่ีใชในการปนใหอยูในตําแหนงท่ีสมดุลกัน 3. 

กรณี swingout rotor :- ใหดูหมายเลขท่ี bucket (กระเชา) แลววางแขวนบนแกนที่มีหมายเลข
ตรงกัน 

3.1 

บรรจุตัวอยาง (specimen) ลงใน bucket ใหอยูในตําแหนงท่ีสมดุลกัน 3.2 
   
                        
 
 
 
 

                                ถูกตอง                       ไมถูกตอง 
 

4.  ปดฝาครอบใหสนิท 

5.  เลือกการใชงาน 
 

เครื่องปน ALC รุน PK-120 เลือกการใชงานได 2 แบบ คือ 

1.  การทํางานแบบ manual (manual operative mode) 

การทํางานแบบใช program (program operative mode) 2.  
 

การทํางานแบบ manual 

manual mode (สัญญาณไฟของปุมโปรแกรมทุกปุมดับ) กําหนดคาความเร็วรอบ (rpm) เวลา อัตรา
เรง อัตราหยุด ท่ีตองการแลวกดปุม start เพ่ือเริ่มการทํางาน 
 

การทํางานแบบใชโปรแกรม 

เลือกโปรแกรมใดโปรแกรมหนึ่งที่กําหนดไวลวงหนามาใชงาน โดยกดปุมโปรแกรมนั้น (โปรแกรม 
1-5) เมื่อเลือกใชโปรแกรมแลวจะมีสัญญาณไฟปรากฏดานหนาโปรแกรมที่เลือก จากนั้นกดปุม start เพ่ือเริ่ม
การทํางาน เมื่อตองการยกเลิกการใชโปรแกรมนั้นกดปุมเดิมซ้ําอีกคร้ังสัญญาณไฟก็จะดับ 
 

5. เคร่ืองวัดพีเอช (pH Meter) 

 ความเปนกรดหรือดางของสารละลายมีความสําคัญในงานทางชีวเคมี เพราะมีผลตอโครงสราง 
และการทํางานของสารชีวโมเลกุล (biomolecule) ขนาดใหญ เชน โครงสรางของโปรตีน หรือการทํางานของ
เอนไซม (enzyme) นอกจากนี้การวัดคาความเปนกรด-ดาง ยังเปนงานพ้ืนฐานท่ีจําเปนสําหรับในการควบคุม
คุณภาพผลิตภัณฑในแทบทุกอุตสาหกรรม รวมถึงงานวิเคราะหวิจัยระดับสูง ซึ่งส่ิงท่ีชี้บอกถึงความเปนกรด 
คือ คาความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน [H+] และส่ิงท่ีชี้บอกความเปนดาง คือ คาความเขมขนของไฮดรอก
ไซดไอออน [OH-]  

เครื่องวัดพีเอช คือ เครื่องมือทางไฟฟาท่ีใชวัดสภาพความเปนกรด หรือเปนดางของสารละลายที่มี
น้ําเปนตัวทําละลาย (aqueous solution) ซึ่งนิยมบอกดวยหนวย pH โดยวัดเปนคาความตางศักยของเคมีไฟฟา
ของไฮโดรเจนไอออน (the potential of hydrogen) จัดเปน potentiometer ชนิดหนึ่ง 



สัญญาณจากหลอดอิเลกโทรดแกว (glass electrode) ซึ่งไวตอการเปล่ียนแปลง [H+] แตไมไวตอ
ไอออนบวกชนิดอ่ืน เชน Na+ และ K+ จะถูกเปรียบเทียบกับสัญญาณที่เกิดขึ้นจากสารละลายที่ทราบคาพีเอช 

สัญญานจะถูกขยายปรากฏเปนคาพีเอชของสารละลายที่ตองการ บนหนาปทมของเคร่ือง 
หลักการ เมื่อโลหะสัมผัสกับสารละลายกรดหรือเกลือ จะทําใหมีความตางศักยเคมี ไฟฟาของ

ไฮโดรเจนไอออน (H+) ท่ีเกิดขึ้นระหวางสารละลายที่รูคาในอิเลกโทรดตรวจวัด (sensing electrode) มักเรียกวา 

glass electrode (membrane) กับสารละลายภายนอก โดยจะเชื่อมตอกับ     อิเลกโทรดอางอิง (reference 

electrode) เพ่ือใหเกิดกระแสไฟฟาครบวงจร แลวขยายใหมีความตางศักยสูงขึ้นดวย potentiometer          

เครื่องวัดพีเอช ประกอบดวยสวนสําคัญสองสวนที่สามารถทําใหเครื่องทํางานไดครบวงจร 
สวนประกอบทั้ง 2 คือ อิเลกโทรด และตัวเคร่ือง 

อิเลกโทรด ทําหนาท่ีตรวจวัดความเขมขนของไฮโดรเจนไอออนในสารละลายที่  พีเอช 7.0 

(standard pH buffer) ซึ่งความตางศักยระหวางอิเลกโทรดท้ัง 2 คือ อิเลกโทรดอางอิงกับอิเลกโท
รดชี้บอก จะมีคาความตางศักยเทากับศูนยมิลลิโวลต ถาความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน
เพ่ิมขึ้นหรือลดลง ความตางศักยก็จะเพิ่มขึ้น หรือลดลงตามความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน
ในสารละลายนั้น โดยมีอิเลกโทรดเปนตัวทําหนาท่ีรับสัญญาณน้ันๆ 

1. 

 

รูปท่ี 2.21 แสดงเครื่องวัดพีเอช 
ท่ีมา: http://www.brinkmann.com/products/metrohm_744_Bencht 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.22 แสดงอิเลกโทรดตรวจวัด และอิเลกโทรดอางอิง  
ท่ีมา: www.seafriends.org.nz/dda/ph.html    

2. ตัวเคร่ือง (meter) ก็คือ potentiometer ทําหนาท่ีสําคัญ 3 ประการ 
- ปรับความตางศักยใหกับอิเลกโทรดอางอิงใหมีคาความตางศักยเปนศูนย และคงท่ี 

แปลงสัญญาณความตางศักยไอออนของอิเลกโทรดใหเปนความตางศักยไฟฟา - 
ขยายสัญญาณความตางศักยทางไฟฟาใหเพ่ิมมากขึ้นเพียงพอทําใหเข็ม หรือตัวเลข
แสดงออกท่ีมิเตอร 

- 

ในสวนของอิเลกโทรดที่นํามาใชสวนใหญในปจจุบันเปน combination pH electrode คือการรวม 
reference electrode และ sensing electrode มาอยูดวยกัน ซึ่งออกแบบไวใหสะดวกในการใชงาน 

http://www.brinkmann.com/products/metrohm_744_Bencht
http://www.seafriends.org.nz/dda/ph.html


- sensing electrode หรืออิเลกโทรดตรวจวัดทําดวยแกวพิเศษ ท่ีปลายออกแบบเปนรูป
กระเปาะ ซึ่งเปนบริเวณที่บางมาก (glass membrane) โดยยอมให H+ ผาน ภายในบรรจุ
บัฟเฟอรเอาไว แตมีบางประเภทเปนรูปอื่น เชน รูปเข็ม แตทุกชนิดจะเหมือนกันตรง
บริเวณที่ H+ ผานผิวแกวจะบางมาก 

- reference electrode หรืออิเลกโทรดอางอิงทําหนาท่ีใหศักยไฟฟาท่ีเกิดขึ้นท่ีขั้วตรวจวัด
เดินครบวงจร โดย KCl ชนิดอ่ิมตัวท่ีอยูในอิเลกโทรดอางอิงซึมผานออกมาเปน salt 

bridge เชื่อมกับ sensing electrode 
 

วิธีการใชเคร่ืองวัดพีเอช 

กอนการใชงานจําเปนตองปรับตั้งเคร่ือง ท่ีเรียกวา calibrate หรือ standardize ตัวเคร่ืองกอนเพ่ือให
พรอมอานคาสารตัวอยางไดถูกตอง วิธี standardize โดยท่ัวไปมี 2 วิธี คือ 

1. single point standardization คือ การใช standard buffer ตัวเดียว วิธีทําใหจุมอิเลก-โทรดลงใน 
standard แลวใชปุม calibration ปรับคาพีเอช ใหไดเทากับ standard buffer ตัวนั้น จากนั้นเคร่ืองก็
พรอมวัดสารละลายตัวอยางตอไป  

 

*หมายเหตุ วิธีนี้มีขอเสีย คือ ถาสารละลายตัวอยางมีคาไมใกลเคียงกับ standard จะมีโอกาสผิดพลาด
เบ่ียงเบนไปไดมาก โดยปกติไมควรหางเกิน ±1.5 พีเอช วิธีนี้ใชกับเคร่ืองรุน model เล็กๆ ท่ีไมมี slope control 

 

2. two point standardization ใช standard buffer 2 ตัว วิธีทําใหจุมอิเลกโทรดลงใน บัฟเฟอรตัวแรกท่ี
มีคาเทากับ isopotential point (เครื่องสวนใหญตั้งไวท่ี 7) ใชปุม calibrate ปรับคาใหไดเทากับคา
บัฟเฟอร ฉีดลาง (rinse) อิเลกโทรดดวยน้ํากล่ัน ซับเบาๆ แลวจุมลงในตัวท่ี 2 เชน บัฟเฟอรพี
เอช 4 หรือ 10 (ไมควรหางเกิน 3   พีเอช) ถาอานไดไมตรง ใหใช slope control ปรับใหตรง (% 

slope ควรอยูในชวง 90 -105) 
 

*หมายเหตุ วิธีนี้คาพีเอชของสารละลายตัวอยาง ท่ีอยูระหวาง 2 จุดท่ี standardize ไว จะไมมผีิดพลาด และ
หลังจากปรับเครื่องไวแลวในการวัดสารละลายตัวอยางคร้ังตอไปก็ไมจําเปนตอง standardize ใหม ยกเวนผาน
ไปนานมาก เชน 3 เดือน หรือ 6 เดือน ก็ควรจะทําการ standardize ใหม 

สําหรับเคร่ืองท่ีควบคุมดวย microprocessor ก็มีความคลายคลึงกันในวิธีการใชงานแตมีขอดีกวา
ตรงที่ขั้นตอนนอยลง เน่ืองจากเครื่องมีหนวยความจํา แตก็มีขอเสียตรงที่ถอดปล๊ักไฟไมได เพราะ
หนวยความจําจะถูกลบ จะตองทําการ calibration ใหมทุกครั้งถาถอดปล๊ักทําใหส้ินเปลือง standard buffer  

 

ปญหาของการวัดพีเอช 

โดยปกติการวัดคาพีเอชมักมีปญหาในเรื่อง “คาหรือตัวเลขไมนิ่ง” ซึ่งทําใหบางแหงไมตองการใช
แบบตัวเลข และทําใหผูผลิตบางยี่หอออกแบบเคร่ืองวัดพีเอชมาคลายเปนการแกปญหาคือ ล็อกคาไวเสมือน
คานิ่งโดยใช microprocessor กําหนดเวลา ซึ่งคาท่ีใหจะ “ไมตรงความจริง” เพราะปกติการท่ีคาไมนิ่งนั้นมี
สาเหตุหลายประการซึ่งแบงออกไดดังนี้ 

1. จากตัวเคร่ือง (meter) มีสาเหตุดังนี้ 
- มีคล่ืนไฟฟามารบกวนท่ีตัวเคร่ือง และตัวเครื่องไมไดตอสายดิน 

- ใชงานเคร่ืองทันทีหลังเปดเครื่อง ซึ่งระบบยังอุนเคร่ืองไมพอ  

2. จากอิเลกโทรด (electrode) มักมสีาเหตุมาจาก 



- อิเลกโทรดท่ีไดรับมาใหมๆ ไมไดทําการแชไวในบัฟเฟอรกอนการใชงาน  ปลาย อิเลก
โทรดแหงเกินไป ทําใหไมมีการตอบสนองของ sensing area ตออิออน ดังนั้นอิเลกโทรด
ถาไดรับมาใหมๆ กอนการใชควรแชไวใน บัฟเฟอร พีเอช 4 อยางนอย 1 ชั่วโมง  

- อิเลกโทรดท่ีใชงานมานานจะมีคราบ หรือฟลมมาเกาะที่สวน sensing area หรือเกิด
ผลึก KCl มาอุดท่ี junction ของสวน reference electrode 

-  อิเลกโทรดขณะท่ีใชงานไมไดเปดชองอากาศ (breathing hole) ทําให KCl ไมสามารถซึม
ผานออกมาทําใหความไวหรือการตอบสนองของ sensing area ตอ  อิออนชาลง 

3. จากตัวอยางท่ีวัด ซึ่งมีสาเหตุมาจาก 

- อุณหภูมิของสารละลายตัวอยางเปล่ียนแปลงตลอดเวลา เชน กรณีออกมาจากตูเย็น 
อุณหภูมิจะคอยๆ สูงขึ้น ซึ่งคาพีเอชจะเปล่ียนไปตามอุณหภูม ิ

- สารละลายตัวอยางท่ีนํามาวัดไมมีสภาพของบัฟเฟอร โดยเฉพาะท่ีมีอิออนอยูนอยเชน 
น้ํากล่ัน กรณีนี้สารจะเปล่ียนแปลงพีเอชไดงาย เชน มี CO2 ในอากาศละลายลงใน
สารละลาย เกิดเปนกรดคารบอนิก (H2CO3) ก็จะทําใหแสดงสภาพเปนกรดทันที 

- สารละลายตัวอยางท่ีวัดในแตละคร้ังมีพีเอชหรืออุณหภูมิตางกันมาก ยกตัวอยางเชน 
สารละลายแรกมีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารตอไปมีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทํา
ใหอิเลกโทรดตองใชเวลาปรับเขาสูสมดุล 

4. เทคนิคการวัดท่ีไมถูกตอง 
- ปญหาเกิดขึ้นเพราะไมไดใช magnetic stirrer (เปนเคร่ืองกวนสารแบบตอเนื่อง) ทําให

สารละลายไมเปนเนื้อเดียวกัน ทําใหสารเชื่อมวงจร (salt bridge) คือ KCl ท่ีเชื่อม
ระหวาง sensing และ reference electrode ไมเปนสารละลายเนื้อเดียวกัน (homogeneous) 

คือมีความเขมขนตรงจุด reference electrode มากกวา sensing electrode ทําใหตัวเลข
เปล่ียนแปลงตลอดเวลา แตจะไปในทางเดียวกัน เชน 7.31, 7.32, 7.33 ซึ่งตองใช
เวลานานกวาจะคงที่เพราะตองรอให KCl เกิดการกระจายตัวในภาชนะเทากันหมดซึ่ง
เวลาจะขึ้นกับขนาดของภาชนะ เชน บีกเกอรท่ีใชวัด 

 

จากปญหาของตัวเลขหรือคาท่ีไมนิ่ง จะสงผลใหการวัดคาสารตัวอยางผิดพลาดเน่ืองจาก 
standardize ผิด ยกตัวอยาง เชน กรณีเราไมไดใช magnetic stirrer รวมดวย และทําการ calibrate เร็วเกินไปโดย
ไมไดรอใหเกิดสมดุลยของปฏิกิริยากอน คาท่ีเครื่องอานเมื่อ standardize เครื่องดวย พีเอช 7 หลังเวลาผานไป 
1 นาทีอาจเปน 6.98 ซึ่งถาในเวลานานออกไปจะได 7 เปนผลใหการวัดสารตัวอยาง หรือบัฟเฟอรตัวท่ี 2 มีคา
เบ่ียงเบนจากความเปนจริง โดยเฉพาะคาท่ีไกลจากจุดท่ี standardize ไว 

 

การบํารุงรักษาเครื่องวัดพีเอช 
1. ตัวเคร่ืองควรติดต้ังไวในท่ีท่ีเหมาะสม เชน ในท่ีท่ีอุณหภูมิไมเปล่ียนแปลงมาก (โดยเฉพาะ

เครื่องท่ีควบคุมดวย microprocessor) ควรหาผาหรือพลาสติกคลุมปองกันฝุนหลังการใชงาน 
เพราะฝุนจะทําหนาท่ีเปนแกนดูดความชื้น ไมควรติดต้ังใกลเครื่องมือใหญๆ เชน atomic 

absorption ถาสงสัยวาเคร่ืองเสียกอนสงเคร่ืองซอมควรตรวจเช็คเคร่ืองตามวิธี check out ท่ีแตละ
เครื่องบอกไว การสงซอมควรสงบริษัทฯ ท่ีเปนตัวแทนโดยตรง เพราะจะมีวงจรของเครื่อง 
ความชํานาญสูงและสามารถส่ังอะไหลได 

2. อิเลกโทรด ระหวางการใชงานควรใชดวยความระมัดระวัง โดยเฉพาะท่ีบริเวณปลาย    อิเลก
โทรด ท่ีเรียกวา sensing area ระวังอยาใหกระทบกับของแข็ง เวลา rinse ดวยน้ํากล่ันระหวาง
สารตัวอยาง ใหใชกระดาษทิชชูซับเบาๆ หลังการใชงานควรเก็บแชไวในสารละลายที่เหมาะสม 
คือ ท่ีมีอิออนมากพอควรและมีฤทธิ์เปนกรด เชน บัฟเฟอร พีเอช 4.0 กรณีใชงานไปนานๆ จะ



ทําไคาเบ่ียงเบนหรือ slope ลดตํ่าลง อาจทําความสะอาดดวย 0.1 M ammonium bi-fluoride 

ประมาณ 1 นาที แลวแชลงในบัฟเฟอร หรือ KCl อิ่มตัวตามเดิม ซึ่งวิธีนี้เปนการแกไขหรือทําให 
sensing electrode ดีขึ้น สําหรับสวน reference electrode ถามีปญหาใหแชในนํ้าอุนอุณหภูมิ 60-
80 องศาเซลเซียส นานประมาณ 10 นาที 

 

6. เครื่องแยกสารดวยกระแสไฟฟา (electrophoresis) 
อิเลกโทรโฟรีซีส เปนการศึกษาการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุภายใตสนามไฟฟา      สามารถ

แยกสารชนิดตางๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะโปรตีนและกรดนิวคลิอิก โดยใชบงชี้ความบริสุทธิ์ของ
สาร ปริมาณของสารตัวอยาง น้ําหนักโมเลกุล (หนวยยอย) ของโปรตีน หรือขนาดของสายดีเอ็นเอ ใชใน
การศึกษาลายแบบของโปรตีน (proteomic) ของเอนไซม (zymogram) หรือลายแบบของดีเอ็นเอ (DNA-

fingerprint) เพ่ือเทียบสายพันธุของส่ิงมีชีวิต การศึกษาปฏิกิริยาเอนไซม ตลอดจนการศึกษาพันธะไดซัลไฟด
ในโมเลกุลของโปรตีน ซึ่งเทคนิคทางอิเลกโทรโฟรีซีสมีมากมายหลายชนิด ขึ้นอยูกับชนิดของสารชีวโมเลกุล
ท่ีตองการศึกษา   

โดยการทําปฏิบัติการในวิชา TN 312 นักศึกษาจะไดมีโอกาสใชเทคนิคอิเลกโทรโฟรีซีสใน
การศึกษาสารชีวโมเลกุล คือ โปรตีนและกรดนิวคลิอิก ดังนั้นจะขอกลาวเฉพาะหลักการท่ัวไปชนิดท่ีใชใน
ปฏิบัติการ 

หลักการ 

เมื่อโมเลกุลท่ีมีประจุเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟา ท่ีความเร็วคงที่ จะไดดังสมการท่ี 1 
 

     Ze . E    =   f V               ……….…1 
           V    =   Ze . E / f      ……….....2 
      

เมื่อ   Ze  =   ประจุสุทธิบนโมเลกุล 

                        E   =   สนามไฟฟาในหนวย โวลต / เซ็นติเมตร 
                        V   =   ความเร็วของโมเลกุล 

ซึ่งขึ้นกับมวลและรูปรางของโมเลกุล                         f    =   frictional coefficient 

                    จากสมการ สรุปไดวา 
 

                                                            V   α    Ze 

  α   1/f 

   α    E 
 

ในการทําอิเลกโทรโฟรีซีสท่ัวไปมักจะให E ใหมคีาคงที่ตลอดการทดลอง จากสมการท่ี 2 จะไดวา 
                                            V / E    =     Ze / f             
                                       

น้ันคือ 1. การเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมีประจุนี้ จะขึ้นกับอัตราสวนของ   Ze / f               

          2. ถาโมเลกุลมีรูปราง (conformation) เหมือนกัน คา f จะขึ้นกับขนาดไมขึ้นกับรูปราง การเคล่ือนท่ีของ
โมเลกุลจะขึ้นกับประจุ ตอ มวลของโมเลกุลเทาน้ัน (charge-to-mass) 
 

ในการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลในสนามไฟฟา อัตราการเคล่ือนท่ีตอสนามไฟฟา (v / E) เรียกวา 

electrophoretic mobility หรือ "μ" นั่นคือ โมเลกุลท่ีตางกันจะเคล่ือนท่ีดวยอัตราการเคล่ือนท่ีตางกัน ทําใหสาร
แยกออกจากกันได 



  
องคประกอบของชุดอิเลกโทรโฟรีซีส 

แหลงจายกระแสไฟฟา (power pack) มักเปนไฟฟากระแสตรง (direct current) ถาใชความตาง
ศักยระหวาง 100 – 500 โวลต จะเรียกวา low voltage แตถาใชมากกวา 500 โวลต จะเรียกวา high 

voltage (รูปท่ี 2.23) 

1. 

ภาชนะสําหรับใสสารละลายนําไฟฟา (electrophoresis unit) มักเรียกวา chamber  สําหรับ
สารละลายนําไฟฟา มักเปนบัฟเฟอร เพ่ือเชื่อมใหวงจรไฟฟาครบวงจร เกิดกระแสไฟฟาไหล
ผานตอเนื่อง ลักษณะเปนอาง หรือกลองท่ีมีขั้วไฟฟาอยูดวย ซึ่งลักษณะจะแตกตางกันไป
แลวแตชนิดของอิเลกโทรโฟรีซีส (รูปท่ี 2.23) 

2. 

 

สําหรับงานทางดานชีวโมเลกุลท่ีเปนโปรตีนจะมีแผนรองรับ และงานท่ีกี่ยวกับกรดนิวคลิอิกมักจะมี
ฐานรองรับตัวกลางค้ําจุน (solid supporting medium) ท่ีสารดังกลาวเคล่ือนท่ีผาน 
  

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.23 แสดงลักษณะของแหลงจายกระแสไฟฟา และภาชนะสําหรับใสสารละลายนํา      
ไฟฟา 

 

ในการจําแนกชนิดของอิเลกโทรโฟรีซีสตามลักษณะของเครื่องมือ สามารถจําแนกไดดังนี้ 
2. vertical gel electrophoresis มีท้ังแบบแทง (column gel) และแบบแผน (slab       gel) นิยมใชแยก

โปรตีน และดีเอ็นเอขนาดเล็ก (โอลิโกนิวคลีโอไทด) 
3. horizontal gel electrophoresis เปนการทําอิเลกโทรโฟรีซีสในแนวนอน โดยภาชนะสําหรับใส

สารละลายนําไฟฟาจะมีแทนรองตัวกลางค้ําจุน นิยมใชในแยกดีเอ็นเอและ  อารเอ็นเอ   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.24 แสดงลักษณะของ vertical gel electrophoresis 

 

 
 
 
 



 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.25 แสดงลักษณะของ horizontal gel electrophoresis 

 
7. โครมาโทกราฟ (chromatography)  

โครมาโทกราฟเปนวิธีการทางกายภาพ (physical method) ท่ีมีความสําคัญ และนิยมใชมากในการ
แยกและทําใหบริสุทธ์ิของสารชีวโมเลกุลตางๆ ซึ่งในรายวิชา TN 312 นักศึกษาจะไดทําปฏิบัติการโดยใชหลัก
โครมาโทกราฟในบทปฏิบัติการโปรตีน ซึ่งอาศัยคุณสมบัติตางๆ ของโปรตีน ไดแก ขนาดและรูปราง (size & 

shape) คุณสมบัติของการมีประจุ (ionisation)  และความจําเพาะทางชีวเคมี ซึ่งวิธีการโครมาโทกราฟสําหรับ
โปรตีนท่ีนิยมใช คือ ชนิดคอลัมน (column chromatography method) ซึ่งมีหลักการดังนี้ 

 

หลักการของโครมาโทกราฟแบบคอลัมน  
จัดเปน liquid-liquid chromatograph ท่ีมีสวนคงที่ (stationary phase) เปน porous granule หรือเปน liquid 

ท่ีฉาบหรือเคลือบบนตัวกลางค้ําจุนท่ีเฉ่ือย (inert solid support) ท่ีถูกบรรจุอยูในหลอดแกว พลาสติก หรือทอ
โลหะ และสวนเคล่ือนท่ี (mobile phase) จะเคล่ือนผานทําหนาท่ีพา หรือชะสารตัวอยางผานออกจากสวนคงที่
อยางตอเนื่อง (continuos flow) (ดังรูป 2.26) 

โดยในขั้นตอนการแยกนั้น ใหนําสารตัวอยางที่ตองการแยกนํามาหยดบนผิวหนาของสวนคงที่ให
เปนชั้นบางๆ เมื่อถูกชะผานดวยสวนเคล่ือนท่ี สารท่ีผสมในตัวอยางจะกระจายตัวอยูระหวาง 2 สวน (phases) 
ไดไมเทากัน ก็จะถูกชะออกมา (elution) ดวยปริมาณสวนเคล่ือนที่ท่ีไมเทากัน จะสามารถแยกเก็บเปนแตละ
สวน (fraction) ได 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.26  แสดงหลักการโครมาโทกราฟแบบคอลัมน  

ในงานดานชีวเคมีท่ีใชโครมาโทกราฟแบบคอลมันในปจจุบัน มักจะเปนชุดใชงานท่ีมีระบบควบคุม
อัตราการไหลของสวนเคล่ือนท่ี (pump) ระบบการเก็บลําดับสวน (fraction collector) ระบบติดตามผล (detector) 

ระบบประมวลผล (recorder or integrator) แมแตคอลัมนก็เปนแบบสําเร็จ ซึ่งสะดวกกับการใชงานเปนอยางมาก 
 

 



 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.27  แสดงระบบของโครมาโทกราฟแบบคอลัมน  
ท่ีมา: คูมือแนะนําสินคาของบริษัท Bio-Rad 

การจําแนกชนิดของโครมาโทกราฟแบบคอลมัน  
โครมาโทกราฟแบบคอลมันสามารถจําแนกไดตามสมบัติของสารได ดังนี้  

1. โครมาโทรกราฟชนิดเจลฟลเทรชัน (gel filtration chromatography) 

เปนการแยกท่ีอาศัยคุณสมบัติทางกายภาพ (physical property) ของสาร คือ ขนาดและรูปราง 
(molecular size and shap) โดยมีสวนเคล่ือนท่ีพาเคล่ือนท่ีผานสวนคงท่ี ซึ่งเปนสารท่ีมี      รูพรุน (porous 

granual) โดยอาศัยหลักการท่ีวา สารท่ีมีขนาดใหญจะไมสามารถผานเขาไปในรูพรุนได (ขนาดท่ีเลือกใช) จะ
ถูกชะออกมากอน และสารท่ีมีขนาดเล็กจะสามารถแพรผาน เขาสูรูพรุนได (diffuse) ทําใหตองใชเวลามากกวา
สารขนาดใหญในการที่จะผานออกจากคอลัมน ทําใหสารตัวอยางแยกจากกันได (ดังรูป 2.28) 

                  
 

รูปท่ี 2.28 แสดงลักษณะการแยกสารของเทคนิคโครมาโทรกราฟชนิดเจลฟลเทรชัน 
ท่ีมา: http://www.imb-jena.de/~rake/Bioinformatics_WEB/gifs/gel_filtration2.gif 

 

ในการแยกสารแตละชนิดท่ีมีขนาดโมเลกุลท่ีตางกันออกจากกัน ดวยเทคนิคเจลฟลเทรชันนั้น 
สามารถสรางความสัมพันธระหวางปริมาตรสวนเคล่ือนท่ีท้ังหมด (total volume (Vt)), ปริมาตรสวนเคล่ือนท่ีท่ี



 
 
 
 

โดยท่ี Kav = คาคงท่ีของสารใดๆ ท่ีผานคอลัมนท่ีกําหนด ในภาวะที่กําหนด ดังนั้น เมื่อนําสาร
มาตราฐานที่รูขนาดโมเลกุลมาผานคอลัมน จะไดความสัมพันธระหวางคา Kav และคา log ของขนาดโมเลกุล
เปนเสนตรง (ในบางตําราจะใช elution volume แทนคา Kav ดังรูปท่ี 2.29) 

  Kav   =  Ve - Vo  
               Vt - Vo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.29 แสดงความสัมพันธระหวางคา Kav และขนาดโมเลกุล   
 

ในเทคนิคเจลฟลเทรชัน สวนคงท่ีมักเปนสารพอลิเมอร (polymers) เชน เดร็กซแทรน(sephadex) พอ
ลิอะคริลาไมด (bio-gels) เดร็กซแทรน-พอลิอะคริลาไมด (sephacryl) และอะกาโรส ท่ีมีขนาดรูพรุนท่ีผูผลิต
สามารถควบคุมได ใชสําหรับขนาดโมเลกุลตางๆ กัน เชน Sephadex G-50 และ Sephadex G-100 เหมาะสําหรับ
แยกสารขนาดโมเลกุล 1,500-30,000 ดาลตัน และ 4,000-150,000 ดาลตัน ตามลําดับ (ขอจํากัดการเลือก gel) 

ตําแหนงสมดุลตัวอยางโปรตีน 
มีคา ve = 0.4
ตําแหนงสมดุลตัวอยางโปรตีน 
มีคา ve = 0.4

สวนเคล่ือนท่ีในระบบนี้ มักเปนบัฟเฟอร โดยอาศัยการชะแบบ isocratic elution คือสารตัวอยางอยูใน
ภาวะเดียวกันตลอดการทดลอง 

2. โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography) 

เทคนิคนี้อาศัยคุณสมบัติความแตกตางของประจุ (ionization) ของหมูฟงกชัน (functional group) บน
โมเลกุลของโปรตีนท่ีสามารถแตกประจุ (ionized) ใหประจุรวมเปนบวก หรือลบได และสามารถจับกับสวนคงที่
ซึ่งมีประจุตรงขามกัน ซึ่งอาศัยแรงกระทําระหวางประจุท่ีสามารถยอนกลับได (reversible electrostatic 
interaction) โดยมีสวนเคล่ือนท่ีเปนบัฟเฟอร เพ่ือควบคุมพีเอชใหสารตัวอยางแสดงความเปนประจุตลอดการ
ทดลอง ซึ่งสามารถจําแนกโครมาโทกราฟแบบแลกเปล่ียนประจุไดเปน 2 ชนิด คือ  

แบบแลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchanger) คือชนิดท่ีสวนคงท่ีมีประจุเปนบวก และจะ
จับประจุลบบนผิวโปรตีน  

- 

แบบแลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchanger) คือชนิดท่ีสวนคงท่ีมีประจุเปนลบ และจับ
ประจุเปนบวกบนผิวโปรตีน 

- 

 
 
 
 



 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.30 แสดง fibrous form ของ anion exchanger และ cation exchanger 

 

โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุท้ัง 2 ชนิดนี้ มีท้ัง strong ion และ weak ion exchanger ซึ่งขึ้นอยู
กับประจุบนหมูฟงกชันบนสวนคงท่ี (ตารางที่ 2.1 และ 2.2) โดยสวนคงท่ีมักเปนเรซินท้ังจากธรรมชาติและ
จากการสังเคราะห ซึ่งประจุบนหมูฟงกชันจะยึดจับบนผิวดวยพันธะ โควาเลนท 

 
 
 

 

ตารางที่ 2.1  แสดงหมูฟงกชันของ anion-exchanger  
 

Anion exchangers Functional group 

Amino  ethyl (AE-)  -OCH2CH2NH3
+ (weak) 

Diethylaminoethy (DEAE-)  -OCH2CH2NH2
+(CH2CH3)2 (weak) 

Quaternary aminoethyl (QAE-)   -OCH2CH2N
+(C2H5)2CH2CH(OH)CH3 (strong)                      

 

ตารางที่ 2.2   แสดงหมูฟงกชันของ cation-exchanger  
 

Cation-exchanger Functional group 

Carboxymethyl (CM-)  -OCH2COO- (weak) 

Phospho  -PO4H2
- (intermediate) 

Sulfopropyl (SP-)   -CH2CH2CHSO3
- (strong) 

 

โดยในเทคนิคนี้อาศัยหลักการในการแยก (จากรูปท่ี 2.31) ดังนี้ 
1. Starting conditions จะตองทําใหหมูฟงกชันของสวนคงที่อยูในภาวะสมดุลดวยสวนเคล่ือนท่ี 

(equilibrate) เพ่ือใหประจุเปนไปตามชนิดของ ion-exchanger ท่ีใชในท่ีนี้จะเปน anion exchanger คือ จะ
มีประจุเปนบวก  

2. Adsorption of sample substances โปรตีนท่ีมีประจุสุทธิ (net charge) เปนลบ จะเขาจับกับหมูฟงกชันท่ี
เปนบวกของสวนคงท่ี โปรตีนท่ีมีประจะสุทธิมากก็จะจับไดแนน กวาโปรตีนท่ีมีประจุสุทธินอยกวา 

3. Start of desorption และ End of desorption โปรตีนจะถูกปลอยหลุดออกจากสวนคงท่ี โดยการชะออก
ดวยการเปล่ียนแปลงคาพีเอช หรือเพ่ิมคา ionic strength ของสวนเคล่ือนท่ี จนโปรตีนถูกชะออกหมด 

4. Regeneration เมื่อโปรตีนถูกชะออกหมด จะนาํสวนเคล่ือนท่ีเริ่มตน (เดิม) มาผานลงในคอลมัน 
เพ่ือใหสวนคงที่กลับสูภาวะเร่ิมตน 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

รูปท่ี 2.31  แสดงหลักการของโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจ ุ

ท่ีมา: คูมือแนะนําสินคาของบริษัท Pharmacia  

 

3. โครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ (affinity  chromatography) 

โครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพนี้อาศัยความจําเพาะทางชีวเคมี ซึ่งอาศัยคุณสมบัติความจําเพาะ
ของสารที่เคลือบหรือฉาบอยูบนสวนคงท่ี ทําใหสามารถเกิดปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับสารตัวอยางท่ีตองการ
แยก เชน เอ็นไซมกับซับสเตรท แอนติเจนกับแอนติบอดี เปนตน โดยสารจําเพาะท่ีเคลือบบนสวนคงท่ีจะจับ
แบบแนนดวยพันธะโควาเลนต เรียกวา immobilized และเรียกสารจําเพาะนี้วาลิแกนด  

 

องคประกอบในการทําโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ  

1. Inert solid support เปนสารท่ีจะนํามา immobolized กับลิแกนด หรือ spacer arm ทําหนาท่ีเปน
สวนคงที่ เรียกวา bead matrix มีคุณสมบัติ คือ มีความคงตัว (rigid & stable) มีพ้ืนท่ีผิวมาก (high 

surface area) ท่ีนิยมใช ไดแก เซลลูโลส เดรกซแทรน พอลิอะคริลาไมด และเซฟาโรส 

2. Ligand เปนสารท่ีนํามา immobilized กับ inert solid support ทําหนาท่ีเปนสวนคงท่ี หรือสวนสัม
พรรคภาพ อาศัยแรงยึดเหน่ียวแบบโควาเลนต แตในบางกรณีจะมีการใชสารชวยท่ีเรียกวา 
spacer arms เพ่ือใชแยกโปรตีนท่ีสนใจ เชน เอนไซมจะใช substrate-analogue, inhibitor หรือ 
cofactor ของเอนไซมนั้นเปนลิแกนด แอนติเจนจะใชแอนตี้บอดีนั้นเปนลิแกนด receptor จะใช
ฮอรโมนของ receptor นั้นเปนลิแกนด  ไกลโคโปรตีนจะใชเลกตินนั้นเปนลิแกนด   

3. Target protein  
 
  
   
  
 
 
 

 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 2.32 แสดงหลักการพ้ืนฐานของโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ 
 



สมบัติของสารท่ีจะนํามาใชแยกดวยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบสัมพรรคภาพ  

1. มีคุณสมบัติการจับกันอยางจําเพาะทางชีวภาพ (specific binding of biological activity)  เชน 

enzyme active sites, receptor binding sites, antibody binding sites ซึ่งลิแกนดจะเปนไดท้ัง natural 

ligand หรือสารท่ีเปน analogue ของ natural ligand จะเปนการแยกแบบ specific separation  
2. มี naturally occurring prosthetic groups เชน พอลิแซ็กคาไรด ซึ่งคุณสมบัตินี้ จะทําใหการแยก

เปนแบบ group separation และลิแกนดจะเปนเลกตินหรือน้ําตาล เชน Con A และ N-acetyl 

glucosamine  เปนตน  

3. โมเลกุลท่ีมีการติดหมูจําเพาะ (affinity tag) เชน โอลิโกฮีสทีดีน (His-tag), glutathione-S-transferase 

(GST) ซึ่งคุณสมบัตินี้ จะเปนการแยกแบบจําเพาะสําหรับ recombinant fusion proteins  
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