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Chromatography 

สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัแม่โจ้

ผศ.ดร. สุภาพร แสงศรีจนัทร์
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ประวัติ
 1906 Michael Tswett แยกสารทีѷสใีนพชืดว้ยผงชอลค์ และวตัถุ

อืѷนๆ เชน่ แป้ง นํѸาตาล polysacharides, sucrose, Indulin

https://en.wikipedia.org/wiki/Mikhail_Tsvet

 1930s Lederer และกลุม่วจัิยอืѷนๆ ไดทํ้าการวเิคราะห ์
carotenoids, xanthophylls

 1937 มหีนังสอื Chromatography เลม่แรก เขยีนโดย Zech
Meister มกีารพัฒนา Paper 

& column chromatography
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 1960s พัฒนาการใชง้านของเทคนคิโครมาโทกราฟี ในดา้น 
เคม ีชวีเคม ีการแพทย ์เภสชั ฯลฯ

 1969 มเีครืѷอง HPLC ขายเป็นครั Ѹงแรก
 มกีารพัฒนาปัѹ ม ชนดิของอนุภาคบรรจ ุและตวัตรวจวดัชนดิ

ตา่งๆ ทําให ้เทคนคินีѸเป็นทีѷนยิมใชง้านไดก้วา้งขวางกวา่ 
เทคนคิ GC

 Tiselius (Sweden) ไดร้ับรางวลั Nobel Prize จากงานดา้น 
Electrophoresis

 1940s Ion exchange partition and column chro. และ 
เริѷมตน้เทคนคิ gas chromatography

 1950s มผีลงานของ gas adsorption chr. และ gas liquid 
Chr. (partition)

 partitioning of chromatography โดย Martin and Synge 
แหง่ the Wool Industries Research Association, Leeds, 
England ทําใหไ้ดร้ับรางวลั Nobel Prize สาขา Chemistry 
ในปี 1952
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ความหมายของโครมาโทกราฟี
Chromatography = Chroma + Graphein

  สี         การเขยีน

chromatography ตามคําจํากดัความของ IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry)

A method used primarily for the separation of 
components of a sample, in which the 
components are distributed between two 
phases, one of which is stationary phase, while 
the other moves in a definite direction
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ความหมายของศัพทท์างโครมาโทกราฟี
 Stationary phase = เฟสคงท่ี
 Mobile phase = เฟสเคล่ือนท่ี
 Elution = ขบวนการชะ พาสารออกจากคอลมัน์
 Eluate  = สารท่ีถูกชะ พาสารออกจากคอลมัน์
 Eluent  = สารท่ีชะ พาสารออกจากคอลมัน์
 Solid support = อนุภาคของแขง็ท่ีช่วยยดึเฟสคงท่ีท่ีเป็นของเหลว
 Packings = อนุภาคของแขง็ท่ีบรรจุในคอลมัน์
 Retention time = เวลาท่ีสารใชใ้นคอลมัน์
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การแบง่ชนดิของโครมาโทกราฟี
chromatography

7Figure 1 Family tree of chromatographic methods.
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Figure 2 Applications of bonded phases in LC.
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ทฤษฎโีครมาโทกราฟี
 (Chromatographic Theory)

โครมาโทกราฟี เป็นวธิแียกองคป์ระกอบของสารผสม 
โดยอาศยัความแตกตา่งของการกระจายขององคป์ระกอบ 
ระหวา่ง 2 วฏัภาค คอื วฏัภาคคงทีѷ (stationary phase )
และวฏัภาคเคลืѷอนทีѷ (mobile phase ) 

Distribution Coefficient (Kd), 
Kd = คา่คงทีѷของการกระจายตวั

  โมเลกลุของสารทีѷถกูแยกจะกระจายตัวในระหวา่งเฟส 2 เฟส การ
กระจายตวันีѸข ึѸนกบัคา่ สมัประสทิธิѻของการกระจายตวั (Kd)

เฟสคงทีѷ เฟสเคลืѷอนทีѷ
Kd
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Liquid Chromatography
1. Paper chromatography
2. Thin layer chromatography
3. Open column chromatography

1. Chromatography
Liquid chromatography
Gas Chromatography
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โครมาโทกราฟีของเหลวแบบคอลมัน์
(liquid column chromatography )

โครมาโทกราฟีของเหลวแบบคอลัมนแ์บง่
ตามกลไกในการแยกสารได ้4 แบบ คอื

1. Liquid liquid chromatography (LLC)(partition 
chromatography)
2. Liquid solid chromatography (LSC) 
(adsorption chromatography)
3. Ion-exchange chromatography 
4. Exclusion  chromatography
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โครมาโทกราฟีแบบ (ก) กระดาษ (ข) คอลมัน์ (ค) โครมาโทแกรม
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Paper Chromatograpgy
– แบง่ตามสถานะของเฟสทัѸงสองเป็นโครมาโท
   กราฟีแบบ Liquid-liquid chromatography 
– แบง่ตามกลไกการแยกคอื partition 

chromatography
•แบง่ไดอ้กี 2 ชนดิ

–Normal phase chromatography
–Reversed phase chromatography
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Normal phase 
chromatography

Stationary phase มคีวามมขีั Ѹวมากกวา่ 
mobile phase

 Stationary phase : นํѸา ยดึเกาะบนเยืѷอ
กระดาษ (6-12%)
 Mobile phase: Solvent ทีѷมี polarity 
< นํѸา

Reversed phase 
chromatography

Stationary phase มคีวามมขีั Ѹวนอ้ยกวา่ 
mobile phase

 Stationary phase :นํากระดาษมาอบ
ไลนํ่Ѹาแลว้ชบุดว้ยตวัทําละลายอืѷนๆ
 Mobile phase: Solvent ทีѷม ี
polarity สงูกวา่ st.ph.

http://www.intechopen.com/books/liquid-gaseous-and-solid-biofuels-conversion-techniques/hydrotreating-catalytic-processes-for-
oxygen-removal-in-the-upgrading-of-bio-oils-and-bio-chemicals

วธิทํีา
1. การ spot สาร นํากระดาษโครมาโทกราฟีมาวัดระยะห่าง

จากขอบประมาณ  1.5-2.0 ซม. หยดสารละลายเป็นจุดเล็กๆ 
และเขม้ขน้

2. การ Developing นํากระดาษกรอง หรอื แผน่TLC ทีѷมสีาร
อยู ่นํามาใสล่งในโถ Chamber ทีѷมตีัวอลีทูทีѷอ ิѷมตัวของไอสาร
อยู่

– Ascending development

– Descending development

• 1-dimension

• 2-dimension 15

ฝาปิดภาชนะ

กระดาษ
ตวัทาํ
ละลายที่
เคล่ือนที่

ตวัทาํละลาย

16

1-dimension PC, TLC

S1

Ascending development

S1
Descending development
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2-dimension PC, TLC

หมุน 90 °S1

S2

S1
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3 Detection 
หลงัจากการระเหยตวัทําละลายใหแ้หง้แลว้ สามารถตรวจวดัตําแหน่ง
ของสารทีѷถกูแยกโดย
 ดว้ยตาเปลา่ กรณีทีѷสารมสีี
 ฉายดว้ยรังส ีUV
 ฉายดว้ยรังส ีIR
 ฉายดว้ยรังส ีFluorescent เกดิสารเรอืงแสงขึѸน
 ตรวจหาสาร Radio active
 ทําปฏกิริยิากบัสารอืѷนๆทีѷใหส้ี

 อบดว้ยไอของไอโอดนี 
 พน่ ninhydrin เพืѷอตรวจหากรด amino
 สาร AgNO3 เพืѷอตรวจหา sugar

4 นําคา่ทีѷไดม้าหาคา่ Rf

สารทีѷเก ิดการแยกจะมีค่า Kd ทีѷแตกต่างกันส่งผลให ้
ความสามารถในการเคลืѷอนทีѷตา่งกนั คา่ Rf ตา่งกนัดว้ย

Kd= Cs/Cm
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การทําคณุภาพวเิคราะห์
โดยการเปรยีบเทยีบคา่ Rf หรอื คา่ (Rf)r ของสารตวัอยา่งกบัสารมาตรฐาน

(Rf)r : Relative retardation factor 
คา่การหน่วงสมัพัทธ์

Rfr =   ระยะทางทีѷสารเคลืѷอนทีѷได ้    
    ระยะทางทีѷสารมาตรฐานเคลืѷอนทีѷ

Rf =   ระยะทางทีѷสารเคลืѷอนทีѷได ้    
    ระยะทางทีѷตวัทําละลายเคลืѷอนทีѷ

Rf : Retardation factor
X

Z

ba

Y =   
X

Y

a=สารตวัอยา่ง
b=สารมาตรฐาน
X= ระยะทางทตีวัทําละลายเคลืѷอนทีѷ
Y= ระยะทางทสีารตวัอยา่งเคลืѷอนทีѷ
Z= ระยะทางทีѷสารมาตรฐานเคลืѷอนทีѷ

Z

Y

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สารทีѷมคีา่ Rf มาก แสดงวา่สารมคีณุสมบตั ิ
• สารเคลืѷอนทีѷไดเ้ร็วหรอืมาก
• สารถกูดดูซบัไดน้อ้ย
• สารละลายไดด้ี
สารมคีา่ Rf นอ้ย แสดงวา่สารมคีณุสมบตั ิ
• สารเคลืѷอนไดช้า้หรอืนอ้ย
• สารถกูดดูซบัไดม้าก
• สารละลายไดน้อ้ย สาร 2 ชนดิมคีา่ Rf

ตา่งกนั < 0.05 จะ
ไมเ่กดิการแยกขึҟนสมบตัขิองคา่ Rf

• ไมม่หีน่วย มคีา่ไมเ่กนิ 1
• หาไดจ้ากการทดลองเทา่นัѸน 
• ขึѸนอยูก่บัชนดิของสารและชนดิของตวัทําละลาย
• เป็นคา่เฉพาะคา่คงทีѷของแตล่ะสาร 
การวเิคราะหส์ารเป็นสารชนดิเดยีวกนั มหีลกัการดงันีҟ
• มสีเีดยีวกนั 
• มคีา่ Rf เทา่กนั ในระบบการทดลองเดยีวกนั
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A B C D E FM

A,B,C,D, E, F = สารมาตรฐานทีѷมปีรมิาณตา่งกนั
M= สารผสม

การทาํปรมิาณวเิคราะห์
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พืҟนทีѷความเขม้ขน้
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ขอ้มลูจากการทดลอง

สรา้งกราฟระหวา่งความเขม้ขน้และ พืѸนทีѷ

เพิѷมเสน้แนวโนม้ สมการเสน้ตรง และคา่ความเป็นเสน้ตรง

10 ppmอา่นความเขม้ขน้จากกราฟมาตรฐาน
คํานวณความเขม้ขน้จรงิ?
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ประโยชนข์อง PC
• ใชแ้ยกสารทีѷมปีรมิาณนอ้ยๆ ได ้ซึѷงวธิอีืѷนแยก

ไมไ่ด ้
• ใชแ้ยกไดทั้ Ѹงสารมสีแีละไมม่สี ีสารไมม่สีใีช ้

วเิคราะหช์นดิของสารและหาปรมิาณของสาร
ผสม 

• ใชท้ดลองความบรสิทุธิѻของสาร
• ใชท้ดลองหาเฟสเคลืѷอนทีѷทีѷเหมาะสมกอ่นการ

ทํา HPLC
• ใชก้บัตวัอยา่งมากๆได ้ในขั Ѹนตอน screening
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Thin layer chromatography (TLC)

• มหีลักการและเทคนคิคลา้ย Paper 
chromatography ทกุประการ ตา่งกนัตรง ชนดิ
ของเฟสคงทีѷ

• เป็นรปูแบบหนึѷงของ plane chromatography
• เป็นจดุเริѷมตน้ของการทํา column 

chromatography เนืѷองจากการแยกเกดิขึѸนเร็ว 
ระบบไมยุ่ง่ยาก สามารถทําไดบ้อ่ยครั Ѹง
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เฟสคงทีѷ Stationary phase
เฟสคงทีѷสามารถเลือกไดห้ลายชนิด เช่น  ทําให เ้กิดการแยกโดย 
adsorption, partition (normal phase, reversed phase), ion exchange 
size exclusion

Plate มขีนาด 5x10, 10x20, 20x20cm
ความหนาของสารเคลือบ 200-250µm สําหรับอนุภาคขนาด 20µm (หรือ
หนากวา่สําหรับ Conventional plates)
เกดิการแยก ~200 จุด ในเวลา 25 min ระยะทาง 12 cm
สารอนิทรยี ์เชน่ cellulose powders, starch, sephadex, polyamides และ 
ion exchange resin
สารอนนิทรยี ์เชน่ silica gel, alumina, glass powder และ diatomaceous 
earth

26Thin layer chromatography

27

1. ใช ้capillary tube จดุ (spot) สารเขม้ขน้ 0.01-0.1% 
2. หา่งจากขอบ 1-2cm  
3. ขนาดจดุสาร  5mm ใชทํ้าคณุภาพวเิคราะห์
4. ขนาดจดุสาร  <5mm ใชทํ้าปรมิาณวเิคราะห์
5. ใช ้Pt-iridium capillary tube ในการจดุ (spot)
6. ใช ้automatic dispenser system ทีѷควบคมุปรมิาตรได ้

แมน่ยํา

1. การจดุสาร

วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยเทคนคิ TLC

28

การเตรยีม Chromatoplates
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29การจดุสาร

30
http://www.camag.com/media/5I131C8Y/Linomat_5.png

การจดุสารดว้ยเครืѷอง Camag Linomat 5 

31

Automatic TLC Sampler

http://www.camag.com/media/804Y7G56/dc_probenautomat_ATS_4.png
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1. ตอ้งทําการระเหยตวัทําละลายกอ่นทําการแยกสาร
2. นําเพลตไปใสใ่นภาชนะปิด ภายในบรรจ ุ mobile phase ทีѷ

อ ิѷมตวัดว้ยไอสาร mobile phase (spot สารหา้มจุม่ใน mobile
phase)

3. mobile phase จะเคลืѷอนทีѷผา่นเพลตดว้ยแรง capillary force
(ในอตัราไมค่งทีѷ, hyperbolic function) การเคลืѷอนทีѷลดลงเมืѷอ
ระยะทางเพิѷมขึѸน

4. หลงัจากตวัทําละลายเคลืѷอนทีѷไดป้ระมาณ 2/3 เพลต หยดุการ 
develop ตอ้งทําการระเหยตวัทําละลายกอ่นทําการตรวจวดัสาร

2 Plate development

29

30
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Chamber types used for conventional PPC. (A) Unsaturated N-chamber (1, 
rectangular chamber; 2, chromatographic plate; 3, mobile phase). (B) Saturated N-
chamber (4, filter paper soaked with the mobile phase). (C) Unsaturated S-
chamber (5, glass cover plate; 6, spacer). (D) Saturated S-chamber (7, facing 
chromatographic plate, soaked with the mobile phase; 8, second part of the 
mobile phase). (E) Ultra-micro chamber, a special variety of S-chamber (5, glass 
cover plate; 9, elastic inert material).

34

1. ถา้สารมสีมบตั ิ luminescence (สารอนิทรยี ์
fluorescence, สารอนนิทรยี;์phosphorescence
phenomena) สามารถตรวจหาการเรอืงแสงของสาร
ได ้

2. ใหเ้ตมิสาร fluorescence indicator ลงในสาร
เคลอืบ เมืѷอสารทีѷถกูตรวจวดัทีѷเป็น non
fluorescence จะเกดิเป็นจดุจางๆ สารทีѷใชเ้คลอืบ
ไดแ้ก ่ pyrene derivatives, fulorescein, morin,
rhodamine B

3. พน่ strong oxidant เชน่ HNO3, KMnO4, H2SO4 
จะเกดิเป็นจดุสดํีา สําหรับสารอนิทรยี์

3. Detection การตรวจหาตําแหน่ง
ของสารบนเพลต

35

4. พน่สาร reagent ทีѷทําปฏกิริยิาจําเพาะตอ่
สาร เชน่
-NH2 ทําปฏกิริยิากบั ninhydrin
-Phenol                    Fe(III)Cl3
-reducing sugar         Aniline phthalate
-metal              complex forming reagent

C

C

O

O

C

OH

OH

R N H 2 C

C

O

O

C N

O

O

ninhydrin Blue reaction product

http://www.camag.com
/media/M2156CBI/lab
orsprueher_small.png
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densitometer

Light path diagram of the TLC 
scanner. Key: 1, lamp selector; 
2, entrance lens system; 
3, monochromator entry slit; 
4, monochromator grating; 
5, mirror; 6, slit aperture disc; 
7, lens system; 8, mirror; 
9, beam splitter; 10, reference 
photomultiplier; 
11, scanning object; 
12, measuring photomultiplier; 
13, photodiode (transmission).

33
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Separation of pesticides in tap water on an HPTLC silica gel 60 plate 
by AMD.  Multi- wavelength ( six wavelengths)  evaluation permits 
resolution by optical means of fractions insufficiently separated. 
(Reprinted from Camag literature, CAMAG, Muttenz, Switzerland.)

38

Open column chromatography

39https://en.wikipedia.org/wiki/Column_chromatography#/media/File:FDA_History_-_Column_Chromatography.jpg

An FDA chemist in the mid-1950s is shown using a column 
chromatographic apparatus to separate the constituents in 
a coal tar chemical analysis.

40

โครมาโทกราฟีของเหลวแบบคอลมัน์
(liquid column chromatography )

โครมาโทกราฟีของเหลวแบบคอลัมนแ์บง่
ตามกลไกในการแยกสารได ้4 แบบ คอื
1.  Liquid liquid chromatography (LLC) 

(partition chromatography)
2.  Liquid solid chromatography (LSC) 

(adsorption chromatography)
3.  Ion-exchange chromatography 
4.  Exclusion  chromatography

37

38

39

40
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41Column chromatography 

42

ตวัตรวจวดั Sig
nalข

 สั
ญ
ญ
า
ณ

ค
อ
ลั
ม
น์

เวลา

สั
ญ
ญา
ณ

เว
ลา ค

ก

ข

ค

การแยก (ก) ดว้ยคอลมัน์ (ข)โครมาโทแกรมของผสมสารตวัอยา่ง 2 ชนิด ท่ีมีการกระจายตวัตามปกติ  และ (ค) 
มีความประพฤติเป็นอุดมคติ (Ideal behavior) 

(ดดัแปลงจาก Skoog Holler & Nieman 1998 p. 676)

43

Mobile  and  Stationary phase

Mobile  and  Stationary phase

44

• ค.ศ. 1960 
• ตวับรรจเุป็นของแข็งทีѷไมม่รีพูรนุเป็นแกน เชน่ glass
bead  ~ 40 µm และเคลอืบดว้ยแผน่ฟิลม์บางๆ
(หนา 1-3 µm) 
• ของแข็งมลีกัษณะเป็นรพูรนุ silica gel, alumina,
resin หรอื polyamide   

อนุภาคบรรจุ

• ค.ศ.1980 
•อนุภาคทีѷใชบ้รรจอุยูใ่นคอลมัน ์ คอื 
microparticulate ซึѷงเป็นทีѷนยิมใชก้นัมากในปัจจบุนั 
•เป็นวสัดทุีѷบรรจใุน guard column เพืѷอใหทํ้าหนา้ทีѷ
กรองสิѷงเจอืปนออกจากสารละลายตวัอยา่งและเฟส
เคลืѷอนทีѷทีѷจะผา่นเขา้ไปยงัคอลมัน ์ ทําใหอ้ายกุารใช ้
งานของคอลมันย์าวขึѸน

41

42

43

44
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45

กลไกในการแยก (• = solute)
(a) adsorption chromatography, 
(b) partition chromatography, 
(c) ion-exchange chromatography, 
(d) size exclusion chromatography, and 
(e) electrophoresis. 

(a) (b) (c) (d)

(e)

-

-

46

การแลกเปลีѷยนไอออน

การแลกเปลีѷยนไอออน

47

วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยคอลัมนโ์ครมาโทกราฟี
1. การเตรยีมคอลัมน์

•  แพ็คคอลมันโ์ดยทําเฟสคงทีѷใหเ้ป็นสารแขวนลอย
•  เทลงในคอลมันท์ีѷปิดปลายดว้ยสําล ีหรอืใยแกว้
•  รอใหเ้ฟสคงทีѷเรยีงตวัในคอลมัน์
  ใหม้คีวามสงูตามตอ้งการ
•  ระวงั ตอ้งใหม้นํีѸาบนผวิหนา้เฟสคงทีѷเล็กนอ้ย
   ตลอดเวลา

ตวัดดูซบัทีѷเป็นเฟสคงทีѷในคอลมันโ์ครมาโทกราฟีม ี2 แบบ
1. แบบ รเีวอรส์เฟสหรอืวฏัภาคกลบั
•เป็นการใชข้องแข็งทีѷมโีพลารติตํีѷา เชน่ ผงยาง
•ใชข้องแข็งซบัพอรท์ทีѷมขีองเหลวทีѷไมม่โีพลารติเีคลอืบ

48

2. ตวัดดูซบัทีѷเป็นเฟสคงทีѷในคอลมันโ์ครมาโทกราฟี
แบบ นอรม์ัลเฟสหรอืวฏัภาคปกติ

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

High polarity

Low polarity

Greatest adsorption

Least adsorption

45

46

47

48
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49

Partial structure of alumina

Silica gel matrix structure

S i

O O

O

O

H
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O

O

H
O

50

2. ใสส่ารตวัอยา่ง

โดยใชปิ้เปตดดูสารตวัอยา่งแลว้ปลอ่ยใกล ้
เฟสคงทีѷมากทีѷสดุโดยไมทํ่าลายผวิหนา้คอลัมน์
และไมต่ดิขา้งคอลัมน์
 

สารตัวอย่างทีѷใชม้โีพลารติตี่างกัน ถา้เป็น
นอรมั์ลเฟสโครมาโทกราฟี สารทีѷมโีพลารติสีงู
จะอยูใ่นคอลัมนไ์ดน้านทีѷสดุ

51

สารทีѷมฟัีงกช์นันอลกรุ๊พตา่งๆมโีพลารติตีามลําดบันีѸ

Organic acids (RCOOH), base (NH3, OH-)
Alcohols (ROH), Thiol (RSH)
Amines (RNH2) Nitro groups (RNO2)
Aldehydes (RCHO), Ketones (RCOR)
Esters (RCOOR’)
Halides (RF, RCl, RBr, RI)
Unsaturated hydrocarbons (R-C=C-R’)
Saturated hydrocarbons (RCH2-CH2-R’)
Perfluorocarbons (CnF2n+2)

High polarity

Low polarity

Longest retention time

Shortest retention time

52

3. ทําการอลีทู 

เป็นการเตมิสารละลายทีѷมโีพลารติทีีѷเหมาะสม
ในการชะสารออกจากคอลัมน์
ในการชะสารตัวอย่างทีѷมโีพลารติสีงูตอ้งใชต้ัว
ทําละลายทีѷมโีพลารติสีงูดว้ย

สารผสมทีѷมโีพลารติแีตกต่างกันก็อาจใชส้าร
ชะหลายตัวโดยทีѷเริѷมจากตัวทีѷมีโพลาริตีตํѷา
กอ่น

49

50

51

52
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53

Eluting solvent

54

4. เก็บสารตวัอยา่ง
• เก็บแบบ manual โดยเก็บทลีะ 1-10 mL

• ใชเ้ครืѷองเก็บ fraction collector 
สามารถเก็บตวัอยา่งแบบถีѷได ้โดยไมต่อ้ง

เฝ้า

5. การวดัปรมิาณสารทีѷออกจากคอลมัน์
• วัดโดย Optical method; UV, IR, 

Fluorescence

• Electrochemical method; Voltametry, 
conductivity etc.

55

Fraction Collector

56

53

54

55

56
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57

ขอ้เสยีของ Open column chromatography

• การบรรจอุนุภาคบรรจ ุ(packing particle)ทําได ้
ชา้และเสยีเวลา 

• ประสทิธภิาพการแยกตํѷา
• ตอ้งเก็บสารเป็นสว่นๆ ทําใหใ้ชเ้วลานาน

ขอ้เสยีของ Thin layer chromatography

• ทําเป็นระบบอัตโนมัตไิมไ่ด ้
• การทําซํѸาไดผ้ลไมค่งทีѷ (low reproducibility)  
• ทําปรมิาณวเิคราะหไ์ดไ้มด่ี
• เหมาะกบัการวเิคราะห ์เตรยีมสารเบืѸองตน้

58

Modern Liquid Chromatography

• มกีารพัฒนาชนดิ วัสดขุองอนุภาคบรรจุ
• มกีารพัฒนาปัѹ มหลายแบบ
• มกีารพัฒนาตวัตรวจวัดหลายชนดิขึѸน

ปี คศ 1967 มกีารประดษิฐ ์HPLC มาใชง้าน
ดา้นการวเิคราะหน์วิคลโีอไทด ์โดย Horvath

59

ขอ้ดขีอง Modern Liquid 
Chromatography

• คอลัมนท์ีѷใชแ้ยกมปีระสทิธภิาพมากขึѸน โดย
สามารถเลอืกชนดิของเฟสคงทีѷและระบบของ
เฟสเคลืѷอนทีѷทีѷเหมาะสมได ้

• ตวัตรวจวัดเป็นแบบ non-destructive คอืไม่
ทําลายสาร

• คอลัมนส์ามารถใชไ้ดใ้หมไ่ด ้re-usable 
• การวเิคราะหเ์ป็นแบบอัตโนมัตไิด ้โดยเฉพาะ

ขั Ѹนตอนนําสารเขา้เครืѷองวเิคราะห์
• มคีวามถกูตอ้ง แมน่ยําสงู

60

แกส๊โครมาโทกราฟี 
(Gas Chromatography)

57

58

59

60



16

61

Gas Chromatography (GC)

เป็นเทคนคิการแยกสารพวกทีѷม ี polarity ตํѷา สารตวัอยา่ง
ตอ้งระเหยเป็นแกส๊หรอืไอ ณ จดุฉีดสาร แกส๊เฉืѷอยทํา
หนา้ทีѷพาสารเขา้สูค่อลมันซ์ ึѷงมเีฟสคงทีѷทีѷเป็นของเหลวหรอื
ของแข็งทําหนา้ทีѷแยกสารและถกูตรวจวดัในสว่นของดเีทค
เตอรต์อ่ไป

1. ถา้ stationary phase เป็น active solid เรยีกเทคนคินีѸวา่ Gas 
Solid Chromatography (GSC) กลไกการแยกแบบดดูซับ 
(adsorption) 

2. ถา้ stationary phase เป็น liquid ทีѷเคลอืบบางๆ บนผวิของ 
inert granular solid support เทคนคินีѸเรยีกวา่ Gas Liquid 
Chromatography (GLC) กลไกการแยกแบบแบ่งแยก 
(partition) 

62

1. Gas Solid Chromatography (GSC)

• ใชห้ลกัการ adsorption โดย stationary phase เป็นของแข็ง ทีѷ
สามารถดดูซบัสารทีѷเป็นแกส๊หรอืไอทีѷตอ้งการแยกได ้ใชแ้ยกสารทีѷ
มโีมเลกลุเล็กๆ ทีѷสามารถเปลีѷยนเป็นแกส๊หรอืไอ โดยม ี active
solids (adsorptive particles) ทีѷบรรจอุยูใ่นคอลมันเ์ป็น 
molecular sieves หรอื porous polymers, silica gel, alumina
และ activated carbon

2. Gas Liquid Chromatography (GLC)

• ใชห้ลกัการ partition สารผสมทีѷตอ้งการแยกอยูใ่นสภาพทีѷเป็น 
แกส๊ หรอืไอ เมืѷอผา่นเขา้สูค่อลมันจ์ะแยกออกจากกนัโดยความ
แตกตา่งในการกระจายตวัอยูใ่น mobile phase (carrier gas)
และ stationary phase ทีѷเป็นของเหลวทีѷเคลอืบอยูบ่นผวิของ 
inert solid support ทีѷมพีืѸนทีѷผวิสงู ขนาดสมํѷาเสมอ นยิมใช ้
celite หรอื glass beads

63

สว่นประกอบสําคญัของ
เครืѷองแกส๊โครมาโทกราฟ (GC)

1. สว่นฉดีสาร (Injector)

2. เตาอบ (Oven)

3. คอลัมน ์(Column)

4. ตวัตรวจวัดสญัญาณ (Detector)

5. ระบบบนัทกึ และเก็บขอ้มลู (Recorder, 
Integrator) ผลทีѷไดจ้ะแสดงในรปูของ โครมา
โทแกรม (Chromatogram) 

64องคป์ระกอบพืѸนฐานของเครืѷอง GC

Fan assisted thermostatically controlled oven

Detector

Computer

Sample injection 
syringe

Injection port

By pass 
valve

Gas 
cylinder

61

62

63

64
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65

Gas Chromatograph

66

A Scheme of gas chromatography. 

www.cubic.uni-koeln.de/.../metabolom.html 

B Typical chromatogram of a cell extract of C. glutamicum. 

•Blood Alcohol Mix Resolution Control Standard was used: eight components, 100 mg/dL, water, 1 
mL/ampule (Restek [Bellefonte, CA], cat. #36256).

แผนภาพแสดงหลกัการพารท์ชินัของ GC เมืѷอ A,B และ C เป็น
สว่นประกอบของตวัอยา่งทีѷกระจายแบง่ตวัตา่งขนาดกนัในระหวา่งวฏั
ภาคแกส๊กบัวฏัภาคของเหลว

67

Alkyl silicone

68
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Dimethyl silicone

Non polar

Boiling point separation (เชน่ 
การแยกอลักอฮอล ์นํѸามนั ยา

95% Dimethyl 
5% phenyl silicone

Slightly polar

Boiling point separation (เชน่
aromatics, flavors, aromatic 
HCs 
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n

S i O

n
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69

Packed GC column 

Capillary GC column 

70

ก) Packed column ข) Capillary column

ค) Porous Layer Open Tubular 
Column

(PLOT) Column

ชนิดของคอลมัน์ ก) แพ็ค (Packed column) ข) พลอ็ต(PLOT column) ค) 
แคพิลลารี (Capillary column)

71

Carrier  gas
• ทําหนา้ทีѷพา volatile component ในคอลมัน ์มคีณุสมบัต ิ

inert ไม่ทําปฏกิริยิากับสารตัวอย่าง หรือ stationary
phase

• ทําหนา้ทีѷพา separated component ไปยงั detector

แกส๊พาทีѷนยิมโดยทัѷวไปไดแ้ก ่ ไนโตรเจน  
ไฮโดรเจน และฮเีลยีม 

72

คณุสมบตัขิอง Carrier gas

• inert ไมทํ่าปฏกิริยิากบัสารทีѷตอ้งการแยกหรอื 
stationary phase 

• มกีารแพรน่อ้ยและมนํีѸาหนักโมเลกลุตํѷา
• หางา่ย ราคาถกู 
• และมคีวามบรสิทุธิѻสงู
• เหมาะกบัระบบตรวจวัดทีѷใช ้

แกส๊พาทีѷออกจากทอ่แกส๊ควรทําใหบ้รสิทุธิѻ  
โดยผา่นทอ่ทีѷบรรจดุว้ย  molecular  sieve  
เพืѷอชว่ยขจัดไอนํѸาหรอืไอนํѸามัน

69

70

71

72
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73

Sampling Systems

• Gas Samples

– gas-tight syringes

– loop valves (0.1 to 10 mL)

• Solid Samples

• Liquid Samples 0-1L or diluted

• Vaporizing Injector

– injector temperature > bp components และ
อณุหภมู ิสงูกวา่อณุหภมู ิoven สงูสดุ 50C

– injector temperature < อณุหภมูสิงูสดุ stationary 
phase ทีѷทนได ้

74

การฉีด
• sample; liquid, gas, solid (solution, pyrolysis)

• Micro syringe แบบ liquid หรอื gas tight syringe

• Sample valve (reproducibility > 0.5%)

• Head space analysis (solid, liquid sample)

• Auto injector

• Autosampler

75

แพ็ค คอลมัน์
• Syringes

– Plunger-in-barrel (5-1000 L) 
– plunger-in-needle (0.5 or 1 L) ดดูสารเทา่ไรก็

ไดจ้นถงึ 1 L

– 5 L syringe จา่ยสารไดค้รั Ѹงละ 0.3 L ได ้

Capillary Columns

อตัราเร็วของแก็ส สําหรับ 0.3 mm i.d. wall coated
open-tubular (WCOT) ประมาณ <2 mL min-1  

solvent 1 L มปีรมิาตร 0.5 mL ทีѷ 250C จะเกดิ
ปัญหา band broadening  ตอ้งมวีธิกีารฉีดทีѷแตกตา่ง

76

1) Injector

คอื สว่นทีѷสารตวัอยา่งจะถกูฉีดเขา้สูเ่ครืѷอง และระเหย
เป็น gas พรอ้มกบัถกูทําใหเ้ป็นเนืѸอเดยีวกนั  กอ่นทีѷจะ
เขา้สู ่column อณุหภมูทิีѷเหมาะสมของ injector ควร
เป็นอณุหภมูทิีѷสงูพอทีѷจะทําใหส้าร  ตวัอยา่งสามารถ
ระเหยไดแ้ตต่อ้งไมถ่กูทําใหส้ลายตวั (decompose)

• Solvent ทีѷใชล้ะลายสารตวัอยา่ง ไดแ้ก ่ether, 
heptane หรอื methanol

• อณุหภมูขิอง injection port ตอ้งสงูพอทีѷจะทําใหส้าร
ตวัอยา่งเกดิการกลายเป็นไอไดอ้ยา่งรวดเร็ว แตต่อ้งไม่
ทําใหส้ารตวัอยา่งสลายตวัและสงูกวา่อณุหภมูขิอง
คอลมัน์

73

74

75

76
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77

2) Oven 

คอื สว่นทีѷใชสํ้าหรับบรรจุ column เอาไว ้และเป็นสว่น
ทีѷควบคมุอณุหภมูขิอง column ใหเ้ปลีѷยนไปตามความ
เหมาะสมกบัสารทีѷถกูฉีด ซึѷงอณุหภมูขิอง oven นัѸนจะ
สามารถปรับเปลีѷยนได ้2 แบบคอื 
– isocratic temperature (isothermal) 
– gradient temperature (program temperature)

ขอ้ดขีองการทํา gradient temperature คอืสามารถใชก้ับ
สารตัวอยา่งทีѷมจีดุเดอืดกวา้ง (wide boiling range) และยัง
ชว่ยลดเวลาในการวเิคราะห ์(analysis time ) ลงไดอ้กีดว้ย

78

Temperature programming

Isothermal at 45C

Isothermal at 145C

Programmed temp. at 30-180C

79

20% ลิควิดเฟส 40°C

20% ลิควิดเฟส 30°C

20% ลิควิดเฟส 50°C

20% ลิควิดเฟส 60°C

ผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อ retention time (แมน้ 2553 หนา้ 280)

3) Detector

คอื สว่นทีѷจะใชสํ้าหรับตรวจวัด องคป์ระกอบทีѷมอียู่ใน
สารตัวอยา่ง detector จะทําการเปลีѷยนเป็นสญัญาณ
ทาง electronic กอ่นสง่ไปยงัตวัประมวลผลเพืѷอทําการ
เขียน เ ป็นความสัม พันธ์กับ เวลาไดอ้อกมาเ ป็น 
chromatogram

80

แบง่ได ้2 ชนดิ
 general detector สามารถตรวจวดัสารไดห้ลายๆ 

ประเภท 
 selective detector ซึѷงจะสามารถเห็นเฉพาะสารทีѷมี

โครงสรา้งเฉพาะ, ม ีfunctional group หรอื atoms ทีѷ
จําเพาะเจาะจง
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81

สมบตัขิอง  Detector

• ความไวเพยีงพอ
• เสถยีรภาพและแมน่ยําสงู
• ใหส้ญัญาณสมัพันธก์บัความเขม้ขน้สารทีѷเป็น

เสน้ตรงในชว่งกวา้ง
• อณุหภมูชิว่ง RT - 400C อยา่งนอ้ย
• เวลาตอบสนองเร็ว
• มคีวามถกูตอ้ง น่าเชืѷอถอื
• มคีวามจําเพาะสงู
• ไมทํ่าลายสาร

82

Detector ตรวจวดัสารทีѷนยิม
1. Flame Ionization Detector  FID 

2. Thermal Conductivity Detector TCD 

3. Flame Thermionic Detector  FTD 

4. Flame Photometric Detector  FPD 

5. Electron Capture Detector ECD 

6. Photoionization Detector PID 

7. Electrolytic Conductivity Detector ElCD

8. Mass Spectrometer  MS 

83

1.  Flame Ionization Detector (FID)

มคีณุลกัษณะของ  GC  ดเีทคเตอรใ์นอดุมคตแิทบทกุอยา่ง
หลกัการ

การสันดาปไอของสารทีѷออกมาจากคอลัมน์ในเปลวไฟของ
ไฮโดรเจนในอากาศหรือออกซเิจนและวัดไอออนทีѷเกดิขึѸนจาก
องค์ประกอบของพีคทีѷออกจากคอลัมน์ของ  GC  ปริมาณทีѷ
ส ามา รถตรวจวัด ตํѷ าสุด   (minimum detectable  quantity; 
MDQ) เท่ากับ  10-11  กรัม  และช่วงของกราฟมาตรฐานทีѷเป็น
เสน้ตรงถงึ  107  

สารประกอบหลายอย่างทีѷไม่สามารถตรวจวัดโดย FID เช่น 
ไฮโดรเจน ไนโตรเจน นํѸ า ไฮโดรเจนซัลไฟด์  ซัลเฟอร์ได
ออกไซด ์ แอมโมเนยีและคารบ์อนไดออกไซด ์

สารประกอบไฮโดรคารบ์อนทีѷจะตรวจวัดโดย FID ไดจ้ะตอ้งสามารถ
ผา่นกระบวนการออกซเิดชนัได ้

Schematic diagram of a flame ionization detector 
for gas chromatography (Harvey 2000 p 570)
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Power 
supply

Collector

Air

H2

Column

Carrier
gas

CH· +  O   → CHO+ +  e-
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2.  Electron Capture Detector (ECD)

Detector ชนดินีѸเป็น selective detector เฉพาะทีѷใชว้ัด 
Electrophilic compounds อยา่งเชน่ Halogens, Nitrates 
และ conjugated corbonyls องคป์ระกอบหลักของ detector นีѸ
คอื 63Ni ซึѷงจะให ้electrons เมืѷอมกีระแสไฟฟ้าคงทีѷ เมืѷอสารทีѷ
เป็น electrophilic compounds เขา้ไปจับกบั electrons เป็น
ผลใหม้ีการเปลีѷยนแปลงของกระแสในการวัดสภาพไวสูง แต ่
linearity range แคบ 

สมการทีѷเกดิขึѸนในการวัด Polychlorinated Biphenyls 
(PCB) โดยใช ้Nitrogen gas เป็น Make-up gas

85

86

Ni63
28 Ni63

29 0
1

ยกตวัอยา่งการตรวจวดัสาร Polychlorinated Biphenyls (PCB) โดยใช้
ไนโตรเจน เป็น make-up gas มีปฏิกิริยาเกิดข้ึนดงัน้ี

N2 → N2
+ +    e-    (low velocity)

PCB + e- → PCB- (electrophile molecule with captured electron)
PCB- + N2

+ → Neutral compound

87

สารประกอบค่าไปน้ีใหค่้า relative ECD response ต่าง ๆ กนั (แมน้ 2553 หนา้ 296)
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน 1
สารประกอบอีเทอร์และเอสเทอร์      10
สารประกอบอะลิแฟติกแอลกอฮอล ์คีโตน เอมีนโมโนคลอไรด ์และฟลูออไรด ์  100
สารประกอบพวกโมโนโบรไมดไ์ดคลอไรด ์และไดฟลูออไรด์ 1,000
สารประกอบพวกแอนไฮไดรด ์และไทรคลอไรด์ 10,000
สารประกอบพวกโมโนไอโอไดต ์ไดโบรไมด ์พอลิคลอไรดแ์ละพอลิฟลูออไรด์ 100,000
สารประกอบไดไอโอไดด ์ไทรโบรไมด ์พอลิคลอไรดแ์ละพอลิฟลูออไรด ์ 1,000,000

Schematic diagram of an electron capture 
detector for gas chromatography 
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+ve Electrode

-ve Electrode -Emitter

Carrier 
gas 
out

Carrier 
gas in

ลกัษณะของอิเลก็ตรอนแคพเจอร์ดีเทคเตอร์ (Harvey 2000 
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3. Mass Spectrometer (MS)

Detector จะทําใหส้ารแตกตัวเป็น ions ดว้ย
การใหส้ารทีѷถูก elute ออกมาถูก bombard 
ดว้ย electrons (Electron impact ionization; 
EI) หรอื gas molecules (Chemical 
ionization; CI) ซึѷงจะทําใหส้ารแตกตัวเป็น 
fragment ทีѷมปีระจแุละผ่านไปยัง mass filter
กอ่นถกูวัดทีѷ electron multiplier สามารถวัด
สารทุกประเภททีѷสามารถแตกตัวใน mass 
range ทีѷสามารถวัดได ้

89

90

องคป์ระกอบหลกัของเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟ-แมสสเปกโทรมิเตอร์ 
http://orgchem.colorado.edu/Spectroscopy/MS/inletsys.html

91

ลักษณะเปรยีบเทยีบของ GC ดเีทคเตอรท์ีѷสําคัญ
ชว่ง

เสน้ตรง
ความ
วอ่งไวความจําเพาะหลกัการดเีทคเตอร์

10710-12สนองตอบตอ่
สารอนิทรยีท์ีѷ
สามารถถกูออกซิ
ไดส์

เผาสารประกอบใน
เปลวไฟ H2 / O2 ทีѷ 
2000 องศาเซลเซยีส

เฟลมไอออนไน
เซชนัดเีทค
เตอร ์(FID)

103

(106  
สําหรับ  
pulsed  
operati

on)

10-14ตอบสนองตอ่
สารประกอบทกุ
อยา่งทีѷทําปฏกิริยิา
กบัอเิล็กตรอน

วดัการเปลีѷยนแปลง
ของกระแส
อเิล็กตรอนทีѷเกดิจาก
ปฏกิริยิาจาก
สารประกอบอนิทรยี์
กบัอเิล็กตรอน

อเิล็กตรอนแคพ
เจอรด์เีทคเตอร ์
(ECD)

10510 pg -
10 ng

สารเกอืบทกุชนดิสารแตกตวัเป็น ions
และแยกตามมวลตอ่

ประจุ m/z

Mass 
spectrometry

การทําคณุภาพวเิคราะห์
เพืѷอวเิคราะหส์ารตัวอยา่งวา่เป็นสารอะไร มกีีѷชนดิและเป็นสารใดบา้ง
1. ใชค้า่รเีทนชนัไทมข์องสารตัวอยา่งกบัสารมาตรฐาน แตส่ารตา่งชนดิกนัอาจ

ใหค้า่รเีทนชนัไทมต์รงกนักไ็ด ้ อาจวเิคราะหอ์กีแตส่ภาวะการแยกตา่งกนั เชน่ 
คอลัมน ์อณุหภมู ิอตัราการไหล เป็นตน้

2. เทคนคิ spiking บอกวา่พกีไหนเป็นของสารใดในสารผสมนัѸน โดยเตมิสารสาร
นัѸนลงในสารตัวอยา่ง ถา้โครมาโทแกรมทีѷไดม้พีกีใดทีѷมพีืѸนทีѷใตพ้กี หรอืความ
สงูเพิѷมขึѸนแสดงวา่ พกีนัѸนเป็นของสารทีѷเราเตมิลงไป (known compound)

92
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90
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93

• พืѸนทีѷใตพ้คี หรอืความสงูของพคีในการทําคณุภาพวเิคราะห ์
โดยเทยีบกบัสารมาตรฐาน

• External standard
• Standard addition
• Area normalisation

ใชใ้นการวเิคราะหท์างสิѷงแวดลอ้ม ทางการแพทย ์
ชวีเคม ีการ พสิจูนห์ลกัฐาน อาหาร หอ้งปฏบิตักิารปิโตรเคมี

การทําปรมิาณวเิคราะห์

การประยกุตใ์ชง้าน

High Performance Liquid 
Chromatography 

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

95

การทํางาน
HPLC เป็นเทคนิคแยกสารผสมโดยใชเ้ครืѷองสูบแรงดันสูง (high 
pressure pump) สบูของเหลวหรอืตัวทําละลายซึѷงทําหนา้ทีѷเป็นวัฏ
ภาคเคลืѷอนทีѷ (mobile Phase) พาสารตัวอยา่งทีѷถกูฉีดเขา้ทางชอ่งฉีด
สาร (injector) เคลืѷอนทีѷผ่านอนุภาคทีѷเป็นวัฏภาคคงทีѷ (stationary 
phase ) ซึѷงบรรจอุยูใ่นคอลมัน ์(column)

สารผสมเคลืѷอนทีѷผ่านคอลัมน์แลว้จะถูกแยกออกมาในเวลาทีѷต่างกัน 
ผา่นเขา้สูเ่ครืѷองตรวจวัด (detector) สญัญาณทีѷตรวจวัดไดซ้ ึѷงอยูใ่นรปู
สญัญาณไฟฟ้าตามเวลาและปรมิาณของสารแตล่ะตัวทีѷตรวจวัดได ้โดย
สญัญาณจะถกูสง่ไปยังเครืѷองบันทกึสัญญาณแสดงผลออกมาเป็นโคร
มาโทแกรม (chromatogram) ประกอบดว้ยพคี (peaks) ของสารทีѷ
เป็นองคป์ระกอบของสารผสม

96

สว่นประกอบตา่ง ๆ 
ของเครืѷองมอื HPLC

Mobile phase
reservior

Pump

Pressure gauge
Filter

Pressure  sensor

Sample injector

Analytical column

Guard column

Detector

Waste 

Data systemRecorder
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97แผนภาพสว่นประกอบตา่ง ๆ ของเครืѷองมอื HPLC

98

การเตรยีมโมบายเฟส
• เลอืกใช ้‘HPLC grade’ หรอืคณุภาพใกลเ้คยีง
• อาจมกีารผสมดว้ยอตัราสว่นตา่งๆ หรอืเตมิบฟัเฟอร ์หรอืปรับพเีอช
• ตอ้งมกีารกรองกอ่นดว้ยเมมเบรนขนาด 0.5 or 0.8 m filter

• โมบายเฟสตอ้งมกีารกําจัดแกส๊กอ่น โดยเฉพาะตวัทําละลายทีѷมขีั Ѹว
สงู (นํѸา สารละลายบฟัเฟอร)์ เนืѷองจากอากาศละลายไดง้า่ย),

ภาชนะทีѷบรรจเุฟสเคลืѷอนทีѷ (mobile phase reservoir)

• เป็นขวดสาํหรับใสต่วัทําละลายทีѷใชเ้ป็นเฟสเคลืѷอนทีѷ มขีนาด
ประมาณ 1 ลติร 

• อาจมอีปุกรณ์ทีѷใชใ้นการไลอ่ากาศทีѷละลายอยู ่เชน่ ออกซเิจน 
(degasser) 

99

การอลีทู
• Isocratic elution เป็นการใชส้ารละลายทีѷ

เหมาะสมเพยีงตวัเดยีวตลอดการชะ  อาจจะใช ้
เวลานานในการแยก และหรอืพกีจะมหีาง 

• Gradient elution โดยทําการโปรแกรมตวัทํา
ละลาย คอื การผสมตวัทําละลาย (>) 2 ชนดิ 

100การชะ (ก) ระบบแกรเดียน จาก 10-100 % B และ (ข) ไอโซเครติก ((Mayer 
2004, p. 237)

(ก)

(ข)
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101

ผลของสัดส่วนผสมของวฏัภาคเคล่ือนท่ี เมทานอล นํ้า แยกดว้ยวฏัภาคกลบั พีก 1–
methanol 

2 benzene 3 chlorobenzene 4 o

102

อปุกรณ์สําหรบัฉดีสารตวัอยา่ง

การผา่นสารตวัอยา่งเขา้ไปยังคอลมันค์วรจะอยูใ่นลกัษณะทีѷเป็น
แถบทีѷแคบมากทีѷสดุเทา่ทีѷจะเป็นไปได ้

วธิกีารนยิมใช ้
 microsampling valve 
 microsyringe ฉีดสารตวัอยา่งผา่น 
septum

http://www.lcresources.com/resources/getstart/2c01.htm 
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ระบบของปัѹ ม (pumping system)
ใน HPLC มคีวามตา้นทานการไหลของเฟสเคลืѷอนทีѷทีѷจะไหลผา่น
คอลมันซ์ ึѷงมอีนุภาคขนาดเล็กบรรจอุยู ่ความตา้นทานจะมากเมืѷอใช ้
อนุภาคเล็กๆ และคอลัมนม์ขีนาดเล็กดว้ย จงึจําเป็นทีѷจะตอ้งใชปั้ѹ ม
ความดนัทีѷสงูดนัเฟสเคลืѷอนทีѷใหส้ามารถไหลได ้

• ปัѹ มและสว่นประกอบทําดว้ยวัสดุทีѷทนทานต่อการสกึกร่อนดว้ยตัวทํา
ละลายตา่งๆ  ทั ѸงนีѸรวมทั Ѹงทอ่ fitting และ flow cell เชน่  ทําดว้ยเหล็ก
ไรส้นมิคณุภาพสงู inert polymers เชน่ polytetrafluoroethylene 
(PTFE)

• สามารถปัѹ มวัฏภาคเคลืѷอนทีѷทีѷมปีรมิาณมาก ๆ ไดอ้ยา่งตอ่เนืѷองโดยไม่
มกีารขดัขอ้ง

• ใหค้วามดนัไดถ้งึ 4,000 – 6,000 psi 
• ควบคุมอัตราการไหลไดร้ะดับตํѷาจนถงึ 3 มลิลลิติรต่อนาทเีป็นอย่าง

นอ้ยและคงทีѷ
• ความคลาดเคลืѷอนของการควบคมุการไหลตอ้งไมเ่กนิ 1-2 %
• มปีรมิาตรภายในตํѷาเพืѷอความสะดวกและรวดเร็วในการเปลีѷยนวัฏภาค

เคลืѷอนทีѷ
• ไมม่พัีลส ์(pulse) หรอืมตีวัทีѷใชล้ดพัลส ์(pulse damper)

104

ชนดิของปัѹ ม

• mechanical pump เป็นปัѹ มทีѷควบคมุใหอ้ตัราการไหล
ของเฟสเคลืѷอนทีѷมคีา่คงทีѷ

• pneumatic pump เป็นปัѹ มทีѷควบคมุใหค้วามดนัของ
เฟสเคลืѷอนทีѷมคีา่คงทีѷ

1. Syringe pump และ Constant displacement pump

ปัѹ มชนิดนีѸมีลักษณะเป็นกระบอกสูบ (cylinder) ซึѷงบรรจุตัวทํา
ละลายไวแ้ลว้ มีกา้นสูบ (plunger) ซึѷงจะเคลืѷอนทีѷแบบสกร ู
(screw) ผ่านกล่องเกียร์ (gear box) โดยมี step เป็นตัว
ควบคุมอัตราการไหลของวัฏภาคเคลืѷอนทีѷโดยจะไปทําใหก้า้น
สบูเคลืѷอนทีѷเร็วหรอืชา้ลง
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105

2. ปัѹ มแบบชกัลกูสบู (reciprocating pumps)
ปัѹ มชนดินีѸเป็นทีѷนยิมใชก้ันมาก กา้นสบูปัѹ มทีѷจะเคลืѷอนทีѷเขา้ออก
ตลอดเวลาการทํางาน เมืѷอลูกสบูเคลืѷอนทีѷเขา้จะเป็นการดันวัฏ
ภาคเคลืѷอนทีѷใหเ้ขา้สู่คอลัมน์  และเคลืѷอนทีѷออกนอกจะดึง
เอาวัฏภาคเคลืѷอนทีѷจาก  reservoir  เขา้สูล่กูสบูผ่าน  check 
valve  แสดงดังรูปเป็นการควบคุมการเคลืѷอนทีѷกระทําไดโ้ดย
การปรับอตัราเร็วของการชกัลกูสบูผา่นมอเตอร ์และคอมพวิเตอร์

106

reciprocating pumps
ขอ้ดี

• มปีรมิาตรภายในตํѷา ทํา
ใหก้ารเปลีѷยนแปลงตวั
ทําละลายหรอืวฏัภาค
เคลืѷอนทีѷไดง้า่ย

• การสง่วฏัภาคเคลืѷอนทีѷ
จะอยูใ่นลกัษณะ
ตอ่เนืѷอง

• อตัราการไหลของวฏั
ภาคเคลืѷอนทีѷคงทีѷดี
โดยไมต่อ้งคํานงึถงึ 
back pressure ของ
คอลมัน์

ขอ้เสยี
• เกดิพัลสข์ึѸนทําใหค้วาม

ไวของดเีทคเตอรบ์าง
ชนดิมขีอ้จํากดั

• ตอ้งม ีpulse damper 
• ปรมิาตรของระบบ

ระหวา่งปัѹ มกบัคอลมัน์
เพิѷมขึѸน 

• เกดิความยุง่ยากในการ
เปลีѷยนตวัทําละลาย 

• ไมเ่หมาะในการทํา 
gradient elution

107

เครืѷองตรวจวดั (detector)

108

สมบัตขิองเครืѷองตรวจวดั (detector) 

• มสีภาพไวสงู และใหส้ัญญาณตอบรับ (response) 
ทีѷคาดคะเนได ้

• ใหส้ญัญาณตอบรับไดก้บัสารทกุชนดิ
• ไม่มีผลต่อการเปลีѷยนแปลงของอุณหภูมิและ

อตัราเร็วของการไหลของเฟสเคลืѷอนทีѷ
• เชืѷอถอืไดแ้ละงา่ยตอ่การใชง้าน
• ความสมัพันธข์องความเขม้ขน้และสญัญาณตอบรับ

ของเครืѷองตรวจวดัควรมสีภาพ   
• เชงิเสน้ (linearity) ในชว่งกวา้ง
• ใหข้อ้มูลเกีѷยวกับคุณภาพวิเคราะห์สําหรับพีคทีѷ

ตอ้งการตรวจสอบ

105
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109

ชนดิของเครืѷองตรวจวดั
ในเครืѷองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู

• แบบ bulk property หรอื general detector  
เป็นการวัดการเปลีѷยนแปลงคุณสมบัตทิาง
กายภาพของเฟสเคลืѷอนทีѷรวมกับของตัวถูก
ละลาย เชน่ refractive index เป็นตน้              

• แบบ solute property หรอื selective 
detectors  เป็นการวัดการเปลีѷยนแปลงของ
ตัวถูกละลายเพียงอย่างเดียวเท่านัѸน เช่น 
UV-Vis, fluorescence เป็นตน้

110

Noise

Detection Limit

111

Linear detector range

112

Cell Volume

• ปรมิาตรของดเีทคเตอรต์อ้งมคีา่ตํѷา เพืѷอป้องกนั 
peak broadening ตอ้งมคีา่ตํѷากวา่ 10% 
ปรมิาตรทีѷชะพคีทแีคบทีѷสดุ ปรมิาตรมาตรฐาน
คอื 8 l ถา้นอ้ยกวา่นีѸจะมผีลตอ่ detection 
limit 

• ปรมิาตร < 8 สําหรับ micro-HPLC
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113

Liquid

Light

Window Gasket

UV flow cell

114

Performance of LC detectors
Flow 
sens.

Temp. 
sensitivity

gradientLOD 
(mass)

type
LC detector

NoLowYes100 pg-1 ngsUV

NoLowYes1-10 pgsFluorescence

Yes1.5%/CNo10 pg-1 ngsElectrochemical

No10-4/CNo100 ng-1 ugGen.RI

Yes
2%/CNo

500 pg-1ngsConductivity

NoNoneYes100 pg-1 ngsMass Spect.

NoLowYes1 ugsFT-IR

115

อลัตราไวโอเลต ดเีทคเตอร ์
(Ultraviolet detector)

• สามารถวดัแสงไดใ้นชว่งความยาวคลืѷน 190 - 800 nm 
• มโีมโนโครเมเตอรสํ์าหรบัเลอืกความยาวคลืѷน
• สามารถใชต้รวจหาสารตวัอยา่งไดท้ัѷวไป
• เหมาะสมกบั gradient elution 
• ตวัทําละลายชนดิตา่งๆ ทีѷนํามาใชเ้ป็นเฟสเคลืѷอนทีѷ 

(mobile phase) จะไมด่ดูกลนืแสงอลัตราไวโอเลต
• วเิคราะหห์าสารทีѷมปีรมิาณนอ้ยๆได ้
• ขนาด 1-10 L เพืѷอลด extra-column band 

broadening

116

สารทีѷดดูกลนืแสงยวู ี

• double bond adjacent to an atom with a lone 
electron pair, X=Y–Z (เชน่ vinyl ether);

• bromine, iodine or sulphur;
• a carbonyl group, C=O; a nitro group NO2;
• two conjugated double bonds, X=X-X=X;
• an aromatic ring;
• inorganic ions: Br-, I-, NO3

-, NO2
-
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117

UV detector

• ยวู-ีวสิเิบลิ ดเีทคเตอร ์ 3 ชนดิทีѷนยิมใช ้ไดแ้ก่
– 1. Fixed-wavelength UV detector

– 2. Variable UV-Vis detector

– 3. Photodiode-array detector (PDA)

118

  

1.  Fixed-wavelength UV detector 

ประกอบดว้ย flow-through cell และแหลง่กําเนดิแสง 
โดยทําเป็นลําแสงดว้ยเลนสท์ีѷทําดว้ยควอทซใ์หแ้สง
ผา่นเซลลข์องสารละลายมาตรฐานและสารตวัอยา่ง 
แสงทีѷผา่นออกมาจะผา่นการกรองดว้ยฟิลเตอร ์จงึผา่น
ไปยงัโฟโตเซลล ์หรอืโฟโตไดโอด 2 ตวั

• ดเีทคเตอรแ์บบ Fixed-wavelength แทบไมใ่ชก้นัแลว้ 
หลอดกําเนดิแสงใช ้mercury (254 nm), cadmium 
(229 nm), และ zinc lamps (214 nm)

119

2. Variable UV-Vis detector

• แหลง่กําเนดิแสงประกอบดว้ย D2 และ  W 
lamps 

• Deuterium lamps ใหแ้สงแบบตอ่เนืѷอง (-
340 nm,

• Tungsten–halogen ใหแ้สงชว่ง near-UV 
และ visible (340–850 nm) มักใชร้ว่มกบั
หลอดดวิทีѷเรยีม

• มโีมโนโครเมเตอร ์เพืѷอใชสํ้าหรับเลอืกความ
ยาวคลืѷนตามทีѷตอ้งการได ้

120

3. Photodiode-array detector 
(PDA) 

เป็น solid state detector ประกอบดว้ยโฟโตไดโอด
จํานวนมาก สามาถวดัแสงไดห้ลายๆ ความยาวคลืѷนได ้
ในขณะเดยีวกนั 
ระบบทางเดนิของแสงจะเป็นแบบยอ้นแสง “ Reverse 
Option” คอืแสงจากแหลง่กําเนดิหรอืจากหลอดยวูจีะ
ผา่นไปยงั flow-through cell กอ่นทีѷจะนําไปยงัโมโน
โครเตอรห์รอืเกรตตงิ 
เมืѷอแสงทีѷตกกระทบบนเกรตตงิจะกระจายออกเป็น
ความยาวคลืѷนตา่งๆกอ่นตกกระทบบนแผงของโฟโต
ไดโอด

scan 1msec/spectrum
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121

HPLC-UV ทัѷวไป

122

Principle of a diode array detector.

123

ลักษณะของสเปกตรัมทีѷไดจ้ากการเขยีน 3 มติ ิ 
ระหวา่งการดดูกลนื ความยาวคลืѷน  และเวลา 

124
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125

Ion-Exchange Chromatography

By Supaporn Sangsrichan

126

Ion-Exchange Chromatography

• บทนํา 
• หลักการ
• สมบตัขิอง ion exchangers
• ผลของ mobile phase
• การประยกุตใ์ชง้าน

127

Ion-Exchange Chromatography
• Ion-exchange chromatography ถกูใชใ้นการแยก

กรดอะมโิน ตั Ѹงแตปี่ 1956.
• เทยีบไดก้บั classical column chromatography ทีѷใช ้ 

silica หรือ alumina  แต่บรรจุเรซนิ หรือ เจลทีѷใชม้ี
ขนาดใหญ่ ความดันตํѷา การแยกสารทีѷซับซอ้นใช ้
เวลานานหลายวัน ดังนัѸนจงึมีการพัฒนาการแยกทีѷให ้
ความรวดเร็ว คอื HPLC และมีการพัฒนาเฟสคงทีѷ
มากมาย รวมถงึ ion-exchange chromatography

128

IEC

• เทคนิคทีѷใชสํ้าหรับแยกสารประกอบทีѷมีประจ ุ
สารประกอบทีѷแตกตัวเ ป็นไอออนได ้ เช่น 
สารอนิทรยีท์ีѷเป็นกรดหรอืเบส และสารประกอบ
ทีѷสามารถเกดิอันตรกริยิากบั ionic groups 
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129

หลกัการ
Ion-Exchange Chromatography เฟสคงทีѷ

จะม ีside-chain ทีѷประกอบดว้ยฟังกช์ันนัลกรุ๊ป
ทีѷมปีระจุ เฟสเคลืѷอนทีѷสว่นใหญ่จะประกอบดว้ย 
counter ion ซึѷงก็คอื ไอออนทีѷมปีระจตุรงขา้ม
กันกับ ionic group ทีѷอยูบ่นผวิของอนุภาคทีѷใช ้
เป็น ion-exchanger และ counter ion นีѸจะอยู่
ในสภาวะทีѷสมดุลกับประจุทีѷอยู่บน resin ใน
ลักษณะของ ion pair

130

สมดลุทีѷเกดิ

X+ + R-Y+ Y+ + R-X+

Cation exchange: 

X- + R+Y- Y- + R+X-

Anion exchange: 

X = ไอออนตวัอยา่ง
Y = counter ion
R = exchanger

131

เฟสคงทีѷ
• สารอนนิทรยี ์เชน่ sodium aluminosilicate, 

montmorillonite
• สารสงัเคราะห ์เชน่ Zirconium
• copolymerization 
• เรซนิทีѷมรีพูรนุ ควบคมุไดด้ว้ย %cross linking 

(1-12%, 8% นยิมใช)้

132

CH = CH2

X

styrene

+ Y

Para - Divinylbenzene
-CH — CH2 — CH — CH2 — CH — CH2 — CH -

-CH — CH2 — CH — CH2 — CH — CH2 — CH -

สารโพลเีมอรท์ีѷสงัเคราะหไ์ดจ้ากการทําโพลเีมอรไ์รซ ์
ทีѷนยิมใชค้อืเรซนิทีѷเตรยีมจากการโพลเีมอร์
สารสไตรนีกบัไดไวนลิเบนซนิ

CH = CH2

CH = CH2

129

130

131
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133

สามารถแบง่เรซนิตามคณุสมบตัขิองหมูธ่าตทุีѷใสเ่ขา้ไปได ้2 ชนดิ
1 ชนดิแลกเปลีѷยนแคทไอออน (cation exchange)

คอืเรซนิชนดิทีѷมหีมูธ่าตทุีѷเป็นกรดอยูใ่นวงอะโรมาตกิ เตรยีม
ไดโ้ดยนํากรดซลัฟรุกิ + โพลเีมอรข์อง styrene และ 
divinylbenzen หมู ่  SO3H ดงัรปู

-CH — CH2 — CH — CH2 -

-CH — CH2 — CH — CH -

SO3
- H+

SO3
- H+

SO3
- H+

-CH — CH2 — CH — CH2 -

134

2 ชนดิแลกเปลีѷยนไอออนลบ (Anion Exchange)
คอืเรซนิชนดิทีѷมหีมูธ่าตทุีѷเป็นเบสอยูใ่นวงอะโรมาตกิ เตรยีม
โดยทําปฏกิริยิาเคมรีะหวา่งหมูข่องเบสกบัโพลเีมอรก์บัไดไว
นลิเบนซนิทีѷถกูทําคลอโรเมทลิเลตแลว้

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

135

Cation exchanger

136

การหาสภาวะทีѷเหมาะสม
• ชนดิของ ion exchanger,
• pH ของ mobile phase,
• ionic strength (ความเขม้ขน้) ของ mobile 

phase 
• ชนดิของ counter ions ใน mobile phase

133
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136



35

137

สมบตัขิอง ION EXCHANGERS

• ion exchangers ทีѷมใีชส้ว่นใหญม่ชีืѷอยอ่ ตวั
แลกเปลีѷยนประจทุีѷนยิมใชแ้สดงดงัตาราง 

• 4 ชนดิแรกเป็นคํายอ่ทีѷบอกถงึชนดิของการ
แลกเปลีѷยนประจ ุ

• ชืѷอยอ่สว่นทีѷเหลอืสมัพันธก์บัหมูฟั่งกช์นัตา่งๆ
• หมูฟั่งกช์นัจะเชืѷอมตอ่กบัเรซนิทีѷเป็นสารอนิทรยี ์

เชน่ styrene–divinylbenzene หรอื ผวิซลิกิา

138

คาํยอ่ท่ีใชก้บัตวัแลกเปล่ียนไอออน

Abbreviation Meaning Type 
SAX Strong anion exchanger 
WAX Weak anion exchanger 
SCX Strong cation exchanger 
WCX Weak cation exchanger 
AE Aminoethyl –CH2–CH2–NH3

+ WAX 
CM Carboxymethyl –CH2–COO- WCX 
DEA Diethylamine –NH(CH2–CH3)2

+ WAX 
DEAE Diethylaminoethyl –CH2–CH2–NH(CH2–CH3)2

+ WAX 
DMAE Dimethylaminoethanol –O–CH2–CH2–NH(CH3)2

+     WAX 
PEI Polyethyleneimine –(NH–CH2–CH2–)n–NH3

+ WAX 
QA Quaternary amine –NR3

+ (R :CH3)             SAX
QAE Quaternary aminoethyl –CH2–CH2–N(CH2–CH3)3

+    SAX 
SA Sulphonic acid –SO3

- SCX 

139

(a) cation exchanger ทีѷไมแ่ตกตวัเป็นไอออน
(b) cation exchanger ทีѷแตกตวัเป็นไอออนทั Ѹงหมด
(c) cation exchanger ทีѷแตกตวัเป็นไอออนบางสว่น

(a)

(b)

(c)

140

Exchange capacity of a weak cation exchanger 
with pKa 4.2 (left) and

of a weak anion exchanger with pKa 9.0 (right).
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1. ขนาดของเรซนิ  มผีลตอ่อตัราเร็วในการ
แลกเปลีѷยนไอออนและการซมึผา่นของสารละลาย
ออกจากคอลมัน์

2. Degree of cross – linking  จะมผีลทําใหเ้รซิ
นมคีวามแข็ง มกีารพองตวั และมขีนาดรตูา่งๆ กนั

3. Strength of functional group มผีลตอ่คา่
สมัประสทิธิѻของการกระจายของไอออนระหวา่งเร
ซนิกบัสารละลาย

4. Number of functional group มผีลทําใหเ้รซิ
นมคีวามจตุา่งๆ กนั

สิѷงทีѷมผีลทําใหเ้รซนิมคีวามประพฤตติา่งกนั

142

กฎการเลอืก (Selectivity rules)

Ion Exchange Chromatography สามารถ
แยกไอออนหรอืโมเลกลุได ้เนืѷองจากประจุ
ไอออนหรอืโมเลกลุทีѷมปีระจตุา่งกนัจงึใชเ้วลา
อยูใ่นคอลัมนต์า่งกนัทั ѸงนีѸข ึѸนอยูก่บั

1. ชนดิของเรซนิ
2. ชนดิของหมูฟั่งกช์นั
3. เฟสเคลืѷอนทีѷหรอืตวัอลีทู

143

ความสามารถดงึดดูระหวา่งเรซนิกบัไอออน 
สามารถคํานวณไดจ้ากกฎของคลูอมบ์

q(ion) คอื ประจขุอง
ไอออน

q(resin) คอื ประจขุอง
ไอออน

r คอื ระยะหา่งของ
ประจทัุ Ѹงสอง

2
sin

2
21

r

qq
r

qq
F

reion


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1. ในสารละลายนํѸาทีѷมีความเขม้ขน้ของไอออนตํѷาๆ 
ไอออนทีѷมปีระจุสงูกวา่จะแลกเปลีѷยนไอออนกบัเรซนิ
ไดด้กีวา่

2. ไอออนทีѷมีประจุเท่ากันในสารละลายนํѸาทีѷมีความ
เขม้ขน้ตํѷา ไอออนทีѷถูกนํѸ าไฮเดรทไดน้อ้ยกว่าจะ
แลกเปลีѷยนไอออนกบัเรซนิไดด้กีวา่

3. เรซนิทีѷมีองศาเชืѷอมโยงต่างกัน จะทําใหเ้กดิการ
เลอืกได ้

4. ความเขม้ขน้สงูๆ ความแตกตา่งของการเลอืกไอออน
ทีѷมปีระจตุา่งกนัจะลดลง

สรปุกฎเกณฑสํ์าหรับควบคมุการประพฤติ
ของไอออนในการแลกเปลีѷยนของเรซนิดงันีѸ
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5. ไอออนของสารอนิทรยีท์ีѷมนํีѸาหนักโมเลกุล
สงูๆ หรอืสารประกอบเชงิชอ้นของโลหะตา่งๆ 
ทีѷเป็นแอนไอออนสามารถแลกเปลีѷยนไอออน
ไดด้ี

6. ทีѷอุณหภูมสิงูๆ ในสารละลายทีѷไม่ใชนํ่Ѹาหรอื
ส า ร ล ะล าย ทีѷ มีค ว าม เข ม้ ข น้สู ง ๆ  ก า ร
แลกเปลีѷยนไอออนทีѷมีประจุเหมือนกันไม่
เพิѷมขึѸนเมืѷอเพิѷมอะตอมมกินัมเบอร์

146แผนภาพแสดงเคร่ืองมือสาํหรับเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 

Mobile 
phase

reservoir

pump Injector

Separating
column

Stripping 
column

Conductivity
detectorReadout
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การประยกุตใ์ชง้าน

148

Separation of lanthanides by cation exchange. (Reproduced by
permission of Vieweg Publishing from A. Mazzucotelli, A. Dadone, 
R. Frache and F. Baffi, Chromatographia, 15, 697 (1982).) 
Conditions: column, 25cm4mm i.d.; stationary phase, Partisil SCX, 
10 mm; mobile phase, 1.2 ml min-1 2-hydroxyisobutyric acid in 
water, gradient from 0.03 to 0.07 M; visible-range detector, 
520nm, after derivatization with 4-(pyridylazo)-resorcinol.
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• Separation of nucleotides and related compounds by anion 
exchange. (Reproduced by permission of Vieweg Publishing from D. 
Perrett, Chromatographia,16, 211 (1982).)

• Conditions: stationary phase, APS-Hypersil, 5 mm; mobile phase, 
A=0.04M KH2PO4 (pH 2.9), B=0.5M KH2PO4 +0.8M KCl (pH 2.9), 
linear gradient from A to B in 13 min; UV detector, 254 nm

150

งาน วิชา คม 210
ส่งต ู้ อ สภุาพร หน้าห้อง 2310

หวัข้อ
1) Gas chromatography 
2) High performance liquid chromatography (ระบ ุNormal 

phase/Reversed phase)
3) Ion exchange chromatography (Cation exchange/Anion 

exchange)

(รายงานกล ุ่มแบง่หวัข้อหลกั 1-3 นําเสนอหลกัการ ทฤษฎีและ การ
ประยกุตใ์ช้งานตามความสนใจ เช่น พืช สมนุไพร อาหาร นํ้า ดิน 
ส่ิงแวดล้อม ยา เป็นต้น แต่ห้ามซํา้กนั) เขียนด้วยปากกา มีเอกสารอ้างอิง
ครบ เช่น หนังสือ และผลงานวิจยัตีพิมพอ์ีก 2 เร ือ่ง 
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