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หลกัการ 

การแยกสารโดยอาศัยหลกัการ

แพร่กระจายทีÉแตกต่างกนัในเฟส

2 เฟส (เฟสเคลืÉอนทีÉ และเฟสคงทีÉ)

1

Chromatography

http://kinardf.people.cofc.edu/221LabCHEM/CHEM221L%20Gas%20Chromatography%20of%20Methyl%20Salicylate.htm

2

Paper chromatography

3

TLC =  adsorption chromatography in which samples are separated  
based on the  interaction between a thin layer of adsorbent  
and a selected solvent.

Stationery phase: A thin layer (250 um) of an adsorbent attached on a plate
Mobile phase: Selected solvent(s).

Thin layer chromatography

Separation of Plant Pigments by Thin Layer Chromatography (TLC) 4
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Separation of Food Dyes 
by Thin Layer Chromatography (TLC)

5

Separation of Plant Pigments 
by Column Chromatography (CC)

6

Gas Chromatography : GC 

เฟสเคลืÉอนทีÉ คือ  ก๊าซ

เฟสคงทีÉ คือ ของเหลวหรือของแข็ง

7
http://kinardf.people.cofc.edu/221LabCHEM/CHEM221L%20Gas%20Chromatography%20of%20Methyl%20Salicylate.htm

8
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9

HPLC

High Performance Liquid Chromatography

10

เฟสเคลืÉอนทีÉ : ของเหลว

เฟสคงทีÉ : ของเหลวหรือของแข็ง

หลกัการ

11
รูป 3. ส่วนประกอบของเครืÉอง HPLC

1

2

3

4

5

6

12
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เครืÉอง HP1100

13http://lab-training.com/landing/free-hplc-training-programme-6/

1. เฟสเคลืÉอนทีÉ

• ของเหลว

• กรองด้วยชุดกรอง

• บรรจุใส่ขวด

14

ชุดกรองสารสําหรับเครืÉอง HPLC

กรองสารตัวอย่าง

15

1 2

1. ขวดใส่เฟสเคลืÉอนทีÉ

2. ขวดใส่สารตัวอย่าง

16
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2. ปัËม
  ทําหน้าทีÉดูดเฟสเคลืÉอนทีÉ

ให้ไหลไปตามท่อแล้วเข้า

สู่คอลมัน์

17

3. คอลมัน์

  ทําหน้าทีÉแยกสารตาม

ความมีขัÊว

18

4. จุดฉีดสารและเข็มฉีดสาร

19

วธีิการดูดสารตวัอย่าง

20
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• แผนภาพแสดงการ

   ทํางานของเครืÉอง

   HPLC

21

6. เครืÉองตรวจวดั

แผนภาพโครมาโทแกรม

UV-VIS

Conductivity Detector

Refractometer

22

สเตอรอยดใ์นเนืÊอไม้แข่งไก่

tR = 20.63

23

tR = 20.63

24
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การวเิคราะห์ปริมาณแอสปาร์เทมและซัคคารินในเครืÉองดืÉม

25

การวเิคราะห์หาปริมาณของกรดเบนโซอคิ  กรดซอร์บิค  และ

กรดซาลซิิลคิในนํÊาปลาและซีอิËวขาว

26

การวเิคราะห์กรดแกลลคิในเครืÉองดืÉมชาเขียว 

27

การวเิคราะห์ยาปฏิชีวนะกลุ่มเตตระซัยคลนิในกุ้งแช่แข็งโดยการสกดั

และโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

OCT TC

28
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C9H8O4

สูตรโครงสร้างของแอสไพริน

Source: http://en.wikipedia.org/wiki/Aspirin

29

พารามิเตอร์ สภาวะทีÉเหมาะสม

คอลมัน์ C18-ODS; 250 mm x 4.6 mm I.D.

เฟสเคลืÉอนทีÉ อะซิโตไนไตรล:์นํÊา  = 10:90 (v/v)

อตัราการไหลของเฟสเคลืÉอนทีÉ 0.5 mL/min

ปรมิาตรสารตวัอยา่ง 20 ไมโครลติร

ความยาวคลืÉน 210 นาโนเมตร

เวลาในการวิเคราะห์ 5 นาที

สภาวะทีÉเหมาะสมในการวิเคราะห์

30

การวเิคราะห์ยาฆ่าแมลงประเภทคลอริเนทเตทไฮโดรคาร์บอน

ในนํÊาโดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี

Determination of pesticides in water 

by Gas chromatography

Lindane Aldrin
DDT

31

สภาวะทีÉใช้ในการทดลอง
พารามิเตอร์ สภาวะ

1. คอลัมน์ DB-5 , 20 m x 0.25 mm id.,film 0.24 µm

2. อุณหภมิูจุดฉีดสาร 230 oC

3. อุณหภมิูคอลัมน์ เป็นแบบโปรแกรมอุณหภมู ิคือเริÉมทีÉ 165 oC มี

อัตราการเพิÉม 7oC/min จนถงึ 185 oC และมี

อัตราการเพิÉม 10 oC/min จนถงึ 220 oC และคงทีÉ 

5 นาที

4.อุณหภมิูเครืÉองตรวจวัด 300 oC

3.อัตราการไหลแก๊สตวัพา แก๊สไนโตรเจน 2 ml/min

4. เครืÉองตรวจวัด ECD

5. ปริมาณสาร 1 ไมโครลิตร

6. เวลาในการวิเคราะห์ 7 นาที
32
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ผลการทดลอง

33

การวิเคราะหป์ริมาณนํÊาตาล ฟรุสโตส  กลูโคสและซูโครส

ในนํÊาผลไม้บรรจุกล่องด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

(Determination of fructose, glucose and sucrose in fruit juice by HPLC)

กลูโคส

ซูโครส

ฟรุสโตส

34

สภาวะทีÉใช้ในการวเิคราะห์
พารามิเตอร์ สภาวะทีÉเหมาะสม

1. คอลมัน์

2.ประเภทของเครืÉอง    

   ตรวจวดั

3.ปริมาตรของสาร

4. เฟสเคลืÉอนทีÉ

5. อตัราการไหล

6.ระยะเวลาในการวเิคราะห์

CARBOSep CHO-820 ; 90oC

ขนาด 7. 8 mmID x 250 mm

ขนาดอนุภาค 9 ไมโครเมตร

Reflective index ; 40oC

10.0 ไมโครลติร

นํÊาปราศจากไอออน

1  mL/min

30 นาที
35

ผลการทดลอง

36
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37

การทดลอง

ศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสม

ช่วงความเป็นเส้นตรง

กราฟมาตรฐาน

การหาความเทีÉยงของเครืÉองมือ

การหาร้อยละการกลบัคืน

การหาขีดจาํกดัตํÉาสุดของการวเิคราะห์

38

การวเิคราะห์ตัวอย่าง

38

การหาความยาวคลืÉนทีÉเหมาะสม

UV-Vis Spectra ของสารละลายมาตรฐาน      

เรตินิลอะซีเตท 10 mg/l

39

UV-Vis Spectra ของสารละลายมาตรฐาน 

โทโคฟีรอล 100 mg/l

 max = 324.5 nm

ไม่สามารถแสดงรูปภาพได้

max = 291.5 nm

วิตามินเอ

วิตามินอี

39

การหาความยาวคลืÉนทีÉเหมาะสม

291 nm

300 nm

324 nm

40

วิต
ามิ

น
อี

วิตามินเอ

40
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การหาเฟสเคลืÉอนทีÉทีÉเหมาะสม

Acetonitrile 100%

Acetonitrile:Water

    (90:10 v/v) 

Acetonitrile:Water

(80:20 v/v)

41

วิต
ามิ

น
อี

วิตามินเอ

41

Methanol 100%

Methanol:Water

(90:10 v/v)

Methanol:Water

(80:20 v/v)

การหาเฟสเคลืÉอนทีÉทีÉเหมาะสม

42

วิต
ามิ

น
อี

วิตามินเอ

42

การหาเฟสเคลืÉอนทีÉทีÉเหมาะสม

Acetonitrile 100%

Methanol 100%

43

วิต
ามิ

น
อี

วิต
ามิ

น
เอ

วิต
ามิ

น
อี

วิตามินเอ

43

การหาอตัราการไหลทีÉเหมาะสม

0.5 ml/min

0.8 ml/min

1.0 ml/min

44

วิตามินเอ

วิตามินอี

44
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1.2 ml/min

1.5 ml/min

การหาอตัราการไหลทีÉเหมาะสม

45

วิตามินเอ

วิตามินอี

45

วิธีการสกดัสารตวัอยา่ง

1. ชนิดของสารสกดั

ชัÉงตัวอย่างหนัก 2.00 กรัม
สกดัด้วยตัวทําละลายเมทานอล 

เอธิลอะซีเตท และเฮกเซน

นําไปวเิคราะห์ด้วยเครืÉอง HPLC 

ทีÉสภาวะทีÉเหมาะสม

นํามากรอง

แช่ทิÊงไว้ 2 วนั

4646

วิธีการสกดัสารตวัอยา่ง

2.อตัราส่วนของสารตัวอย่างต่อสารสกดั

1:1 1:3 1:5

ชัÉงรําข้าวต่อสารสกดั

จากข้อทีÉ 1 ใน

อตัราส่วนต่างๆ

นํามากรอง

นําไปวเิคราะห์ด้วยเครืÉอง HPLC 

ทีÉสภาวะทีÉเหมาะสม

แช่ทิÊงไว้ 2 วนั

47

อตัราส่วนของสารตวัอย่างต่อสารสกดั

47

วิธีการสกดัสารตวัอยา่ง

3. ระยะเวลาในการสกดั

ชัÉงตัวอย่าง
1 วนั 2 วนั 3 วนั

แช่ทิ Êงไว้ 

นํามา

กรองนําไปวเิคราะห์ด้วยเครืÉอง HPLC 

ทีÉสภาวะทีÉเหมาะสม

48

ชัÉงสารตัวอย่างในอตัราส่วน

ต่อสารสกดัทีÉเหมาะสม 

48
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วิธีการสกดัสารตัวอย่าง

สกดัด้วยตัวทําละลายในสภาวะทีÉ

เหมาะสม

นํามากรอง
นําไปวเิคราะห์ด้วยเครืÉอง HPLC 

ทีÉสภาวะทีÉเหมาะสม

ชัÉงตัวอย่าง

แช่ทิ Êงไว้

4949

การทดสอบตัวอย่าง

ตัวอย่างเมล็ดข้าว

ตัวอย่างรําข้าว

5050

ขอบคณุค่ะ


