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บทปฏิบัติการที่ 7
โครมาโตกราฟฟี
(Chromatography)



โครมาโตกราฟีเป็นวิธีการแยกสารให้บริสุทธิ์ โดยใส่สารลงในตัวกลาง (medium) หรือ
สเตชั่นนารีเฟส (stationary phase)  ซึ่งสามารถขับสารนี้ไว้ได้โดยการดูดซับ (adsorption) โดยการละลาย หรือโดยวิธีการอื่น จากนั้นผ่านของเหลวหรือก๊าซที่เรียกว่าเป็นโมไบล์เฟส (mobile phase) ลงในตัวกลางนี้  โมไบล์เฟสหรือของเหลวจะชะ (elute) สารต่าง ๆ ออกไปด้วยอัตราเร็วต่าง ๆ กัน อัตราการเคลื่อนที่ของสารต่าง ๆ ซึ่งเป็นไปตามทิศทางของการชะจะขึ้นอยู่กับแรงดึงดูดทั้งทางกายภาพและทางเคมี ระหว่างสารเหล่านั้นกับตัวกลางและตัวชะ

ดังนั้นจึงเห็นได้ว่าโครมาโตกราฟีเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง ซึ่งสามารถนำมาใช้ในการแยกสาร หรือเตรียมสารให้มีความบริสุทธิ์สูงขึ้นได้ทั่วไปในเกือบทุกแขนงวิชา เทคนิคทางโครมาโตกราฟฟีสามารถแบ่งย่อยออกเป็นชนิดต่าง ๆ ได้เป็นของแข็ง/ของเหลว (solid/liquid) หรือก๊าซ ตามความแตกต่างของเฟส (phase) ที่ใช้ ส่วนใหญ่จะนำเทคนิคนี้มาประยุกต์โดยใส่สเตชั่นนารีเฟสลงในคอลัมน์ หรือฉาบไว้บนแผ่น (sheet) บาง ๆ
โครมาโตกราฟีชนิดต่างๆที่นิยมใช้กันทั่วไป คือ

1. โครมาโตกราฟีแบบดูดซับ (Asorption Chromatography)


    เป็นโครมาโตกราฟีประเภท ของเหลว/ของแข็ง ส่วนใหญ่ใช้สำหรับแยกสารที่ละลายได้ในของเหลวและมีของแข็งหรือตัวดูดซับ (solid adsorbant) เป็นซิลิกาเจล (silica gel), อลูมินา (alumina), ดีเซลกัว (kieselguhr)


2. ปาร์ติชั่นโครมาโตกราฟี (Partition Chromatography)



    มี 2 ประเภท ก๊าซ/ของเหลว (gas/liquid) หรือของเหลว/ของเหลว (liquid/liquid) ในโครมาโตกราฟีแบบของเหลว/ของเหลว จะขึ้นอยู่กับการนำเอาของเหลวที่เป็นสเตชั่นนารีเฟส มาเคลือบหรือฉาบบนของแข็งที่เป็นตัวค้ำจุน (solid support) สามารถทำได้บนแผ่นกระจก หรือใช้แผ่นบาง ๆ ของซิลิกาเจลเคลือบบนแผ่นกระจก หรือใช้คอลัมน์ สำหรับสเตชั่นนารีเฟส ซึ่งเป็นสารที่มีรูให้โมเลกุลผ่าน

3. โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-exchang Chromatography)


    เป็นโครมาโตกราฟีประเภท ของเหลว/ของแข็ง โดยส่วนที่เป็นของแข็ง (solid phase) ก็คือ ไอออน-เอ็กซ์เชน-เรซิน (ion – exchange resin) ซึ่งเป็นสารพอลิเมอร์ที่มีกลุ่มที่สามารถแตกตัวได้ และไม่ละลายในของเหลวที่เป็นโมไบล์เฟส อนุมูลบนเรซิน อาจมีประจุบวกหรือประจุลบก็ได้ เช่น –SO3 ,-COO- หรือ –N+(CH3)3 ที่มีประจุตรงกันข้ามได้ กล่าวคือ เรซินที่มีประจุลบ (ionized acid groups) จะจับสารที่มีประจุบวก (cations) และเรซินที่มีประจุบวก (ionized base groups) จะจับสารที่มีประจุลบ (anions)

4. โครมาโตกราฟี แบบเจลฟิวเทรชั่น (Gel filtration Chromatography)


     เจลฟิวเทรชั่น (gel filtration) เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกสารที่มีขนาดโมเลกุลต่างกันโดยผ่านส่วนผสมที่จะแยกลงในคอลัมน์หรือหลอดแก้วยาวที่มี เจลบรรจุอยู่เจลที่ใช้ในการทดลองนี้มีชื่อว่าเซฟาเด็กซ์ (sephadex) ซึ่งทำมาจาก เด็กซเตรนส์ (dextrans) จับกันเป็นร่างแห ด้วยพันธะไกลโคสิดิค (glycosidic bonds) ต่างกัน เมื่อนำเจลไปแช่น้ำจะพองตัวมีรูพรุนมากมาย เมื่อนำสารที่มีขนาดของโมเลกุลต่าง ๆ กันผ่านลงไปในคอลัมน์ที่มีเจลบรรจุอยู่ (รูปที่  7.1, 7.2, 7.3) และชะออกด้วยสารละลายที่เหมาะสม  เช่น บัฟเฟอร์ โดยปล่อยให้ของเหลวผ่านในเนื้อเจล ด้วยอัตราการไหลที่พอเหมาะ จะพบว่าสารโมเลกุลเล็กจะแทรกตัวผ่านเข้าตามรูพรุนของเจลได้ ทำให้ต้องวิ่งวนอยู่ภายในเป็นเวลานาน ส่วนสารโมเลกุลใหญ่จะแทรกตัวไประหว่างช่องของเม็ดเจล และไหลผ่านไปได้เร็วกว่าสารที่มีโมเลกุลเล็กกว่า
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	รูปที่ 7.1 การเคลื่อนที่ของโปรตีนชนิดที่มีขนาดแตกต่างกันโดยวีธีโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิวเทรชั่น (Blaber, 2019)
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separation method that employs beads with tiny “tunnels” in them that each have a precise opening. The size of the opening is referred to as an “exclusion limit,”
means that molecules above a certain molecular weight will not be able to pass through the tunnels. Molecules with physical sizes larger than the exclusion
limit do not enter the tunnels and pass through the column relatively quickly, in the spaces outside the beads. Smaller molecules, which can enter the tunnels, do ]
so, and thus, have a longer path that they take in passing through the column and elute last (Figure 8.2.6).
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	รูปที่  7.2   การแยกโปรตีนชนิดที่มีขนาดแตกต่างกันโดยวีธีโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิวเทรชั่น (Ahern et al., 2019)
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	รูปที่ 7.3 การแยกโปรตีนชนิดที่มีขนาดแตกต่างกันโดยวีธีโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิวเทรชั่นและกราฟแสดงการแยกของโปรตีน (Oswald, 2019)





เทคนิคที่ใช้ในการทำเจลฟิวเทรชั่นเพื่อให้ได้ผลการแยกที่ดีขึ้นอยู่กับชนิดของเจล  ขนาดของคอลัมน์  ปริมาตรของสารละลายที่เก็บเป็นส่วนๆ (fraction) ในขณะที่ใช้บัฟเฟอร์ชะสารออกมาและอัตราการไหลเร็วช้าของบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะ
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sitnada [l o Ani E A The chromatographic medium for gel fitration is a hydrophilic gel made up from porous, fine-grain spheres of
N eI fis RTINS 10-300 um diameter. This type of medium defines two solution compartments within the column: one is the

freely moving mobile phase outside the gel particles, while the other is the restricted liquid compartment
inside the porous particles (Figure 6.5).
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1.3. Beakers and Iaboratory flasks
When a solution is moving through the gel filtration column, the movement of the solutes depends on two

factors: the flow rate of the mobile phase and diffusion. Diffusion enables the molecules to explore the inside
of the gel particles if their size so permits. The separation of a molecular based on the phenomenon
that some molecules are excluded from the inside of the gel particles due to their size. These molecules travel
quickly in the mobile phase of the column, which is the only compartment available to them. Smaller
molecules, on the other hand, spend various amounts of time inside the particles (stationary phase) and flow
through the column slower (Figure 6.6). L6. Laboratory balances >
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	รูปที่   7.4   แสดงปริมาตรที่เกี่ยวข้องในวีธีโครมาโตกราฟฟีแบบเจลฟิวเทรชั่น (Hegyi and Kovacs, 2019)




ในขณะที่ทำการแยกสารโดยใช้เจลฟิวเทรชั่น ปริมาตรของเจลที่อยู่ในคอลัมน์ทั้งหมด (total volume หรือ bed volume, Vt ) จะประกอบด้วยปริมาตรที่เกิดจากส่วนที่เนื้อเจล (matrix, Vp), ปริมาตรของเหลวที่อยู่ในเนื้อเจล (Vi) และปริมาตรของของเหลวที่อยู่รอบ ๆหรือระหว่างเม็ดเจล ซึ่งเรียกว่าปริมาตรวอยด์ (void volume,Vo)  ดังสมการ (1)
	Vt = Vp + Vi + Vo
	( 1 )


แต่โดยทั่วไปแล้วค่า Vp มีค่าน้อยมากพอที่จะตัดทิ้งได้ดังนั้น  Vt     =     Vi + Vo  ในการที่จะให้สารผสมซึ่งประกอบด้วยสารซึ่งน้ำหนักโมเลกุลต่าง ๆ กันออกจากกันนั้นจะต้องใช้บัฟเฟอร์ในการชะสารให้ไหลออกมาปริมาตรของสารละลายหรือบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการชะให้สารไหลออกมาตั้งแต่เริ่มชะจนกระทั่งสารแต่ละตัวไหลออกมานี้เรียกว่า ปริมาตรชะ (elution volume, Ve) ถ้าต้องการจะแยกสาร A, B และ C ซึ่งปนกันอยู่ออกจากกันและพบว่าปริมาตรที่ใช้ตั้งแต่เริ่มต้นชะจนกระทั่งสารออกมามีความเข้มข้นสูงสุด เช่น
A  ถูกชะออกมา

= 

20
มิลลิลิตร

B  ถูกชะออกมา

= 

30
มิลลิลิตร

C  ถูกชะออกมา

= 

50
มิลลิลิตร
แสดงว่า  Ve  ของสาร A , B และ C  จะ = 20, 30 และ 50  มิลลิลิตร ตามลำดับ
ปกติปริมาตรของสารละลายที่ใช้ชะ (Ve) ให้สารออกจากคอลัมน์จะมีค่าดังสมการ (2)
	  Ve   =   Vo+ K Vi
	( 2 )


โดยที่ K คือค่าคงที่เฉพาะของสารหนึ่ง ๆ กับคอลัมน์ที่ใช้ในการแยกสารนั้น ซึ่งขึ้นอยู่กับขนาดคอลัมน์ และชนิดของเจลที่ใช้ค่า K นี้อาจเขียนใหม่ได้เป็น
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สารที่ผสมที่จะแยกออกจากกันได้ดีควรจะมีค่า K  ต่างกัน ดังรูป 7.5
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	รูปที่ 7.5  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า K กับน้ำหนักโมเลกุล ของโปรตีนชนิดต่างๆ (Raphael et al., 2018)




ชนิดของเจลที่ใช้ในการเตรียมคอลัมน์มีบทบาทสำคัญในการแยกสารออกจากกันเจลที่ใช้ในการแยกสาร นอกจาก เซฟาเด็กซ์ ซึ่งเป็นโพลิเมอร์ของเด็กซแตรนส์แล้ว ยังมีไบโอเจล (biogel) ซึ่งเป็นโพลิเมอร์ของอะคริลาไมด์ (acrylamide) และบิสอะคริลาไมด์ (bisacrylamide) และเม็ดวุ้น (agarose gel) ซึ่งรู้จักกันในนามของเซฟาโรส (Sepharose) เจลที่นิยมใช้กันมากคือ เซฟาเด็กซ์และไบโอเจล

ในการแยกสารนั้นชนิดของเจลที่ใช้ในการเตรียมคอลัมน์มีความสำคัญมาก ทั้งนี้เพราะเจลชนิดและแบบต่าง ๆ กันจะสามารถแยกสารซึ่งมีขนาดน้ำหนักโมเลกุลต่างกันออกจากกัน ดังตารางที่ 7.1 และตารางที่ 7.2 ดังนั้นการแยกสารจึงจำเป็นต้องพิจารณาเลือกชนิดของเจลให้เหมาะสมด้วย
ตารางที่ 7.1
ชนิดของเซฟาเด็กซ์และน้ำหนักโมเลกุลของสารที่แยกได้ดี
ชนิดของเซฟาเด็กซ์




      ช่วงน้ำหนักโมเลกุลที่แยกได้ดี

G10








        700


G 15








     1,500


G 25







      1,000 -  5,000


G 50







    1,000  - 30,000


G 75







    3,000  - 70,000


G 100







4,000   -  150,000


G  150







5,000   -  400,000


G  200







5,000   -   800,000






ตารางที่ 7.2
ชนิดของไบโอเจลและน้ำหนักโมเลกุลของสารที่แยกได้ดี
ชนิดของไบโอเจล




            ช่วงน้ำหนักโมเลกุลที่แยกได้ดี
P – 2







             100 – 2,500

P – 4







            600 – 3,500

P – 6







           1,000 – 4,000

P – 10







          2,500 – 40,000

P – 30







            3,000- 45,000

P – 60







           5,000 – 50,000

P – 100






         5,000 – 100,000

P – 150






         8,000 -  150,000

P – 200






       40,000 – 250,000

P – 300






       50,000 – 600,000

เทคนิคทางเจลฟิวเทรชั่น  นอกจากจะใช้เพื่อแยกสารหรือโปรตีนที่มีขนาดของโมเลกุลต่างกันแล้ว ยังสามารถหาน้ำหนักโมเลกุลของสารต่าง ๆ เช่น โปรตีนได้ โดยนำมาผ่านคอลัมน์ที่มีเจลบรรจุอยู่เปรียบเทียบกับสารที่ทราบน้ำหนักโมเลกุลแล้ว
การทดลองเรื่อง
เจลฟิวเทรชั่น

การทดลองนี้ ต้องการแยกสารละลายโปรตีนและคลอโรฟิลล์จากใบไม้โดยใช้  โครมาโต
กราฟีแบบคอลัมน์  โดยใช้เซฟาเด็กซ์  G– 75


1. การเตรียมคอลัมน์
    1.1. วัดความสูงครึ่งหนึ่งของคอลัมน์ขนาด 1.5 X 30 เซนติเมตรโดยปิดสายยางทางออกและบรรจุ น้ำกลั่นให้เต็มคอลัมน์ จากนั้นปล่อยน้ำกลั่นออกโดยเก็บไว้ในภาชนะรองรับและวัดปริมาตรของน้ำกลั่น
   1.2. ปิดสายยางทางออกใส่น้ำลงในคอลัมน์จนเต็มและใส่สำลีลงในคอลัมน์และใช้แท่งแก้วค่อย ๆ เขี่ยสำลีลงปลายด้านล่างของคอลัมน์ระวังอย่าให้เกิดฟองอากาศปรับระดับน้ำให้มีความสูงประมาณครึ่งคอลัมน์
1.3.  กวนเซฟาเด็กซ์ G – 75  ที่แช่ในน้ำจนพองดีแล้วซึ่งอยู่ในบีกเกอร์ให้เข้ากันแล้วค่อย ๆ เทเซฟาเด็กซ์ลงจนเต็มคอลัมน์ ปล่อยให้น้ำไหลออกช้า ๆ (ประมาณ 0.5 มล/นาที) โดยสม่ำเสมอเพื่อให้การเรียงตัวของเจลในคอลัมน์และในบีกเกอร์ก่อนเติมเจลครั้งใหม่ลงในคอลัมน์ทุกครั้งบรรจุเจลลงคอลัมน์จนได้ความสูงประมาณ 35 เซนติเมตร
1.4. ค่อย ๆ หยดน้ำข้างผนังคอลัมน์ลงบนผิวหน้าเจลจนเต็มคอลัมน์ปล่อยให้ บัฟเฟอร์ไหลออกด้วยอัตราการไหลประมาณ 1 มล/นาที จนปริมาตรของน้ำออกมาประมาณ 1.5 เท่าของปริมาตรคอลัมน์ ต้องคอยเติมน้ำลงในคอลัมน์ตลอดเวลาเพื่อไม่ให้ผิวหน้าเจลแห้ง จากนั้นปล่อยให้น้ำไหลลงจนถึงผิวหน้าเจล โดยระวังอย่าให้ผิวหน้าเจลแห้งแล้วปิดทางออกของน้ำหรือยกปลายสายยางให้อยู่สูงกว่าระดับผิวหน้าของเจลเล็กน้อยเพื่อไม่ให้บัฟเฟอร์ไหลออก
2. การเตรียมสารสกัดจากใบไม้
2.1. เก็บตัวอย่างใบไม้ที่สนใจศึกษามาชั่งน้ำหนักให้ได้ 0.5 กรัม ล้างให้สะอาด ตัดเส้นกลางใบออกตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆ และบดให้ละเอียดด้วย 50 mM phosphate buffer pH 7.0 (แต่ในการทดลองใข้ น้ำ Deionization แทน) จำนวน 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้นใช้ช้อนตักสารลงในหลอด effen drop ขนาด 1.50 มิลลิลิตร
2.2 นำไปปั่นตะกอนเพื่อแยกส่วนที่เป็นกากกับสารละลายด้วยเครื่องเซนทริฟิวส์ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที เก็บสารละลายส่วนบน30 (l (0.03 ml)  ผสมกับ K2Cr2O7: blue dextran (1:2) 50 (l (0.05 ml)]
ซึ่งเตรียมได้จาก 20 mg K2Cr2O7 ในน้ำกลั่น 2 มล และ10 mg Blue dextran ในน้ำกลั่น 5 มล และ ปิเปต 10 mg Blue dextran ปริมาตร 4 มล ผสมกับ 20 mg K2Cr2O7  2 มล


3. การแยกโปรตีนจากใบไม้
     3.1   ค่อย ๆ หยดสารสกัดจากใบไม้ที่มีส่วนผสมของ K2Cr2O7 และ blue dextran ลงข้าง ผนังคอลัมน์ลงบนหน้าเจล ลดระดับสายยางเพื่อให้บัฟเฟอร์ไหลออกด้วยอัตราการไหลเท่าเดิมคือประมาณ 1 มล/นาที แล้วเริ่มเก็บสารละลายที่ออกมาใส่หลอดทดลองรอจนสารผสมซึ่งเข้าไปในเจลจนหมด ยกสายยางขึ้นเหนือระดับผิวหน้เจล 

     3.2   ค่อย ๆ หยดบัฟเฟอร์ข้างผนังคอลัมน์ลงบนผิวหน้าเจลจนเต็มคอลัมน์ลดระดับสายยางลงในระดับเดียวกับข้อ 1 บัฟเฟอร์จะค่อย ๆ ชะสารให้แยกจากกันแล้วเก็บสารละลายที่ออกมาลงในหลอดทดลองหลอดละ 3 มล  จนกว่าสารในคอลัมน์จะถูกชะออกมาหมด 
     3.3   ในขณะที่เก็บสารที่ออกมาต้องคอยเติมบัฟเฟอร์ตลอดเวลา       เพื่อไม่ให้ผิวหน้า        เจลแห้ง 
      3.4 นำสารที่ถูกชะออกมาจากคอลัมน์ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280  นาโนเมตร  เพื่อตรวจจับโปรตีน และที่ความยาวคลื่น 645 นาโนเมตร  เพื่อตรวจจับคลอโรฟิลล์
      3.5 คำนวณหาปริมาตรชะของสารทุกชนิด  ที่ถูกชะออกจากคอลัมน์โดยนับจำนวนตลอดจากหลอดเริ่มต้นไปจนถึงหลอดที่มีค่า  A280  สูงสุดในแต่ละช่วง
      3.6 คำนวณหาค่า K ของโปรตีนแต่ละชนิด  โดยให้ Vo  คือปริมาณชะของ                   blue dextran  และ Vi  คือปริมาตรชะของ K2Cr2O7
      3.7   เขียนกราฟระหว่างค่า A280 กับปริมาตรชะของโปรตีนแต่ละชนิดและระหว่าง A645   กับปริมาตรชะของคลอโรฟิลล์
บันทึกผลการทดลองบทที่ 7
เรื่อง โครมาโตกราฟฟี (Chromatography)
กลุ่มปฏิบัติการที่  ...................  Section…………..วันที่ทำปฏิบัติการ...............................

เริ่มปฏิบัติการเวลา......................เสร็จสิ้นปฏิบัติการเวลา................
1).การสังเกตุตัวอย่างใบไม้
     ให้ทำการสังเกตลักษณะใบไม้ที่นำมาทำการศึกษาโปรตีนว่ามีลักษณะอย่างไร และลักษณะที่เกิดขึ้นนั้นสามารถอธิบายทางการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาชีวเคมีอย่างไร
	ขั้นตอน
	ลักษณะที่สังเกตได้
	อธิบายทางชีวเคมี

	1.1). ใบไม้ตัวอย่างง
	
	

	ชื่อ...........................................
	
	

	
	
	

	1.2) การบดใบไม้
	
	

	สารละลายที่ได้ 
	
	

	1.3). การแยกโปรตีนจากใบไม้
	
	

	วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280  นาโนเมตร  เพื่อตรวจจับโปรตีน
	
	

	ความยาวคลื่น 645 นาโนเมตร  เพื่อตรวจจับคลอโรฟิลล์
	
	


2). การทำปริมาตรชะของสารแต่ละชนิดในเจลฟิลเตชั่น
- บันทึกผลปริมาตรชะและค่า K ของสารที่ถูกชะออกจากคอลัมน์
	สาร
	ปริมาตรชะ (มล)
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	Blue dextran
	
	

	K2Cr2O7
	
	

	โปรตีน A
	
	

	โปรตีน B
	
	

	โปรตีน C
	
	

	โปรตีน D
	
	

	โปรตีน E
	
	

	คลอโรฟิลล์
	
	


- กิจกรรมแสดงการคำนวณหาปริมาตรชะของสารทุกชนิด  ที่ถูกชะออกจากคอลัมน์โดยนับจำนวนตลอดจากหลอดเริ่มต้นไปจนถึงหลอดที่มีค่า  A280  สูงสุดในแต่ละช่วง
- กิจกรรมแสดงคำนวณหาค่า K ของโปรตีนแต่ละชนิด  โดยให้ Vo  คือปริมาณชะของ                   blue dextran  และ Vi  คือปริมาตรชะของ K2Cr2O7
-  กิจกรรมเขียนกราฟระหว่างค่า A280 กับปริมาตรชะของโปรตีนแต่ละชนิดและระหว่าง A645   กับปริมาตรชะของคลอโรฟิลล์ ในลักษณะดังรูป 
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	รูป 7.6 กราฟระหว่างค่า A280 และ A645  กับปริมาตรชะของสารที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ 
(Current Protocols in Molecular Biology Online, 2019)
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