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ประวัติ
 1906 Michael Tswett แยกสารที�สใีนพชืดว้ยผงชอลค์ และวัตถุ

อื�นๆ เชน่ แป้ง นํ�าตาล polysacharides, sucrose, Indulin

 1930s Lederer และกลุม่วจัิยอื�นๆ ไดทํ้าการวเิคราะห ์
carotenoids, xanthophylls

 1937 มหีนังสอื Chromatography เลม่แรก เขยีนโดย Zech
Meister

 1940s Ion exchange partition and column chro. และ 
เริ�มตน้เทคนคิ 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 ทําใหไ้ดร้ับรางวัล Nobel Prize สาขา Chemistry 
ในปี 1952

มกีารพัฒนา Paper 
& column chromatography
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 1960s พัฒนาการใชง้านของเทคนคิโครมาโท-

กราฟี ในดา้น เคม ีชวีเคม ีการแพทย ์เภสัช ฯลฯ

 1969 มเีครื�อง HPLC ขายเป็นครั �งแรก

 มกีารพัฒนาปั� ม ชนดิของอนุภาคบรรจุ และตัวตรวจวัดชนดิ
ตา่งๆ ทําให ้เทคนคินี�เป็นที�นยิมใชง้านไดก้วา้งขวางกวา่ 
เทคนคิ GC

 Tiselius (Sweden) ไดร้ับรางวัล Nobel Prize จากงานดา้น 
Electrophoresis
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ความหมายของโครมาโทกราฟี

Chromatography = Chroma + Graphein
  สี         การเขยีน

chromatography ตามคําจํากัดความของ 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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ความหมายของศพัทท์างโครมาโทกราฟี

 Stationary phase = เฟสคงที�

 Mobile phase = เฟสเคลื�อนที�

 Elution = ขบวนการชะ พาสารออกจากคอลมัน์

 Eluate  = สารที�ถกูชะ พาสารออกจากคอลมัน์

 Eluent  = สารที�ชะ พาสารออกจากคอลมัน์

 Solid support = อนุภาคของแข็งที�ชว่ยยดึเฟส
คงที�ที�เป็นของเหลว

 Packings = อนุภาคของแข็งที�บรรจใุนคอลมัน์

 Retention time = เวลาที�สารใชใ้นคอลมัน์
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การแบง่ชนดิของโครมาโทกราฟี

chromatography
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Figure 1 Family tree of chromatographic methods.

Chromatography

Mobile 
phase

gas Super 
critical fluid

Liquid

Stationar
y phase

Solid
(GSC)

Liquid
(GLC)

Solid
(SFC)

Liquid
(SFC)

Solid
(LC)

Liquid
(LLC)

Micelles
(MEKC)

Mechanism Adsorption
Size exclusion

Adsorption
partition

Adsorption Adsorption
partition

Adsorption
(LSC)

Size 
Exclusion

(LSC)

Ion
Exchange

(IEC)

Affinity
(AC)

Bonded 
phase
(BPC)

8

Figure 2 Applications of bonded phases in LC.
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ทฤษฎโีครมาโทกราฟี
 (Chromatographic Theory)

โครมาโทกราฟี เป็นวธิแียกองคป์ระกอบของสารผสม 
โดยอาศัยความแตกตา่งของการกระจายขององคป์ระกอบ 
ระหวา่ง 2 วัฏภาค คอื วัฏภาคคงที� (stationary phase )
และวัฏภาคเคลื�อนที� (mobile phase ) 

Distribution Coefficient (Kd), 
Kd = คา่คงที�ของการกระจายตัว

  โมเลกลุของสารที�ถกูแยกจะกระจายตัวในระหวา่งเฟส 2 เฟส การ
กระจายตัวนี�ขึ�นกับคา่ สัมประสทิธิ�ของการกระจายตัว (Kd)

เฟสคงที� เฟสเคลื�อนที�
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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Paper Chromatograpgy

–แบง่ตามสถานะของเฟสทั �งสองเป็นโครมาโท

   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 �ว
มากกวา่ mobile phase

 Stationary phase : นํ�า ยดึ
เกาะบนเยื�อกระดาษ (6-12%)

 Mobile phase: Solvent ที�มี
polarity < นํ�า

Reversed phase 
chromatography

Stationary phase มคีวามมขีั �ว
นอ้ยกวา่ mobile phase

 Stationary phase :นํา
กระดาษมาอบไลนํ่�าแลว้ชบุดว้ย
ตัวทําละลายอื�นๆ

 Mobile phase: Solvent ที�ม ี
polarity สงูกวา่ st.ph.

วธิทํีา

1. การ spot สาร ทําใหม้ขีนาดเล็กและเขม้ขน้

2. การ Developing นํากระดาษกรอง หรอื แผ่น
TLC ที�มสีารอยู ่นํามาใสล่งในโถ Chamberที�
มตีวัอลีทูที�อ ิ�มตวัของไอสารอยู่

– Ascending development

– Descending development

• 1-dimension

• 2-dimension

15
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2-dimension PC, TLC

หมุน90 °S1

S2

S1
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3 Detection 
หลังจากการระเหยตัวทําละลายใหแ้หง้แลว้ สามารถ
ตรวจวัดตําแหน่งของสารที�ถกูแยกโดย

 ดว้ยตาเปลา่ กรณีที�สารมสีี

 ฉายดว้ยรังส ีUV

 ฉายดว้ยรังส ีIR

 ฉายดว้ยรังส ีFluorescent เกดิสารเรอืงแสงขึ�น

 ตรวจหาสาร Radio active

 ทําปฏกิริยิากบัสารอื�นๆที�ใหส้ี
 อบดว้ยไอของไอโอดนี 

 พน่ ninhydrin เพื�อตรวจหากรด amino

 สาร AgNO3 เพื�อตรวจหา sugar
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วธิทีํา
    นํากระดาษโครมาโทกราฟีมาวัดระยะหา่งจากขอบ

ประมาณ 1.5-2.0 ซม.

หยดสารละลายเป็นจดุเล็กๆ

นํากระดาษไปจุ่มลงในตัวทําละลาย
(ระวังอยา่ใหต้ัวทําละลายถกูจดุของสาร

ตัวอยา่ง ) ปิดฝาภาชนะ
ทิ�งไวเ้ป็นเวลา ประมาณ 15-20นาที

ฝาปิดภาชนะ

กระดาษ
ตัวทํา
ละลายที�
เคลื�อนที�

ตัวทําละลาย
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นํากระดาษออก
มาแลว้ทําใหแ้หง้วัด

ระยะของตวัทํา
ละลายและสาร

ตวัอยา่งทเีคลื�อนที�

นําค่าที�ได้มาหาค่า Rf ระยะทางทีตัว
ทําละลาย
เคลื�อนที�

ระยะทาง
ที�สาร
เคลื�อนที�
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Kd= Cs/Cm

สารที�เกดิการแยกจะมคี่า Kd ที�แตกต่างกันสง่ผลใหค้วามสามารถในการ
เคลื�อนที�ต่างกัน

การทําคณุภาพวเิคราะห์
โดยการเปรยีบเทยีบค่า Rf หรอื ค่า (Rf)r ของสารตัวอย่างกับสารมาตรฐาน

(Rf)r : Relative retardation factor คา่การหน่วงสัมพัทธ์

Rf =   ระยะทางที�สารเคลื�อนที�ได ้    
    ระยะทางที�สารมาตรฐานเคลื�อนที�

Rf =   ระยะทางที�สารเคลื�อนที�ได ้    
    ระยะทางที�ตัวทําละลายเคลื�อนที�

Rf : Retardation factor
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a=สารตวัอยา่ง

b=สารมาตรฐาน

X= ระยะทางทตีวัทําละลายเคลื�อนที�

Y= ระยะทางทสีารตวัอยา่งเคลื�อนที�

Z= ระยะทางที�สารมาตรฐานเคลื�อนที�

X

Z

ba

Y

Rf =   
X

Y

X

Z
Rf =   

Z

X

X

Y

X
Z
X

Y
.(Rf)r =   

Z

Y


Rf ของสาร
ตวัอยา่ง

Rf ของสารมาตรฐาน

Rf สมัพทัธ์
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สารที�มคีา่ Rf มาก แสดงวา่สารมคีณุสมบตั ิ

• สารเคลื�อนที�ไดเ้ร็วหรอืมาก

• สารถกูดดูซบัไดน้อ้ย

• สารละลายไดด้ี

สารมคีา่ Rf นอ้ย แสดงวา่สารมคีณุสมบตั ิ

• สารเคลื�อนไดช้า้หรอืนอ้ย

• สารถกูดดูซบัไดม้าก

• สารละลายไดน้อ้ย

สาร 2 ชนดิมคีา่ Rf ตา่งกนั < 0.05 จะไมเ่กดิการแยกขึ�น
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สมบตัขิองคา่ Rf 
• 1. ไมม่หีน่วย
• 2. หาไดจ้ากการทดลองเทา่นั�น 
• 3. มคีา่ไมเ่กนิ 1
• 4. ขึ�นอยูก่ับชนดิของสารและชนดิของตวัทํา

ละลาย
• 5. เป็นคา่เฉพาะคา่คงที�ของแตล่ะสาร 
การวเิคราะหส์ารเป็นสารชนดิเดยีวกนั มี

หลกัการดงันี�
• 1. มสีเีดยีวกัน 
• 2. มคีา่ Rf เทา่กัน 
• 3. มรีะบบการทดลองเดยีวกัน
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A B C D E FM

A,B,C,D, E, F = standard of known amount of compound
M= mixture of unknown

การทําปริมาณวิเคราะห์
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ประโยชน์

• ใชแ้ยกสารที�มปีรมิาณนอ้ยๆ ได ้ซ ึ�งวธิอีื�นแยก
ไมไ่ด ้

• ใชแ้ยกไดท้ั �งสารมสีแีละไมม่สี ีสารไมม่สีใีช ้
วเิคราะหช์นดิของสารและหาปรมิาณของสาร
ผสม 

• ใชท้ดลองความบรสิทุธิ�ของสาร

• ใชท้ดลองหาเฟสเคลื�อนที�ที�เหมาะสมกอ่นการ
ทํา HPLC

• ใชก้ับตวัอยา่งมากๆได ้ในขั �นตอน screening
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Thin layer chromatography

• มหีลกัการและเทคนคิคลา้ย Paper 
chromatography ทกุประการ ตา่งกันตรง ชนดิ
ของเฟสคงที�

• เป็นรปูแบบหนึ�งของ plane chromatography

• เป็นจดุเริ�มตน้ของการทํา column 
chromatography เนื�องจากการแยกเกดิขึ�นเร็ว 
ระบบไมยุ่ง่ยาก สามารถทําไดบ้อ่ยครั�ง
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เฟสคงที� Stationary phase

เฟสคงที�สามารถเลอืกไดห้ลายชนดิ เชน่ ทําใหเ้กดิการ
แยกโดย adsorption, partition (normal phase, reversed 
phase), ion exchange size exclusion

Plate มขีนาด 5x10, 10x20, 20x20cm
ความหนาของสารเคลอืบ 200-250µm สําหรับอนุภาค
ขนาด 20µm (หรอืหนากวา่สําหรับ Conventional plates)
เกดิการแยก ~200 จดุ 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
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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 ที�ควบคมุ

ปรมิาตรไดแ้มน่ยํา

1. การจดุสาร

วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยเทคนคิ TLC

28
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Sample Application as Spots
Camag Linomat IV.
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Sample Application as Bands
Camag Nanomat.
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1. ตอ้งทําการระเหยตัวทําละลายกอ่นทําการแยกสาร
2. นําเพลตไปใสใ่นภาชนะปิด ภายในบรรจ ุ mobile

phase ที�อิ�มตัวดว้ยไอสาร mobile phase (spot สาร
หา้มจุม่ใน mobile phase)

3. mobile phase จะเคลื�อนที�ผ่านเพลตดว้ยแรง 
capillary force (ในอัตราไมค่งที�, hyperbolic
function) การเคลื�อนที�ลดลงเมื�อระยะทางเพิ�มขึ�น

4. หลังจากตัวทําละลายเคลื�อนที�ไดป้ระมาณ 2/3 เพลต 
หยดุการ develop ตอ้งทําการระเหยตัวทําละลายกอ่น
ทําการตรวจวัดสาร

2 Plate development
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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).
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1. ถา้สารมสีมบัต ิluminescence (สารอนิทรยี ์
fluorescence, สารอนนิทรยี;์phosphorescence 
phenomena) สามารถตรวจหาการเรอืงแสงของสาร
ได ้

2. ใหเ้ตมิสาร fluorescence indicator ลงในสาร
เคลอืบ เมื�อสารที�ถกูตรวจวัดที�เป็น non 
fluorescence จะเกดิเป็นจดุจางๆ สารที�ใชเ้คลอืบ
ไดแ้ก ่pyrene derivatives, fulorescein, morin, 
rhodamine B

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

3. Detection การตรวจหาตําแหน่ง
ของสารบนเพลต
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4. พน่สาร reagent ที�ทําปฏกิริยิาจําเพาะตอ่สาร 
เชน่
-NH2 ทําปฏกิริยิากบั ninhydrin
-Phenol                 Fe(III)Cl3
-reducing sugar      Aniline phthalate
-metal                   complex forming reagent

C

C

O

O

C

OH

OH

RNH2 C

C

O

O

C N

O

O

ninhydrin Blue reaction product
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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).
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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.)
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Open column chromatography

39

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

41

การแยกโดยโครมาโทกราฟีแบบคอลมันแ์สดงการแยกของสารสอง
ชนดิ

42

Mobile  and  Stationary phase

Mobile  and  Stationary phase
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• ค.ศ. 1960 
• ตัวบรรจเุป็นของแข็งที�ไมม่รีูพรุนเป็นแกน เชน่ glass 
bead ~ 40 µm และเคลอืบดว้ยแผ่นฟิลม์บางๆ
(หนา 1-3 µm) 
• ของแข็งมลีักษณะเป็นรูพรุน silica gel, alumina, 
resin หรอื polyamide   

อนุภาคบรรจุ

• ค.ศ.1980 
•อนุภาคที�ใชบ้รรจอุยูใ่นคอลัมน ์คอื 
microparticulate ซึ�งเป็นที�นยิมใชก้นัมากในปัจจบุัน 
•เป็นวัสดทุี�บรรจใุน guard column เพื�อใหทํ้าหนา้ที�
กรองสิ�งเจอืปนออกจากสารละลายตัวอยา่งและเฟส
เคลื�อนที�ที�จะผ่านเขา้ไปยังคอลัมน ์ทําใหอ้ายกุารใช ้
งานของคอลัมนย์าวขึ�น

44

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

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

(e)

45

การแลกเปลี�ยนไอออน

การแลกเปลี�ยนไอออน

46

วธิกีารวเิคราะหด์ว้ยคอลัมนโ์ครมาโทกราฟี

1. การเตรยีมคอลมัน์
•  แพ็คคอลัมนโ์ดยทําเฟสคงที�ใหเ้ป็นสารแขวนลอย
•  เทลงในคอลัมนท์ี�ปิดปลายดว้ยสําล ีหรอืใยแกว้
•  รอใหเ้ฟสคงที�เรยีงตัวในคอลัมน์
  ใหม้คีวามสงูตามตอ้งการ
•  ระวัง ตอ้งใหม้นํี�าบนผวิหนา้เฟสคงที�เล็กนอ้ย
   ตลอดเวลา

47

ตวัดดูซบัที�เป็นเฟสคงที�ในคอลมันโ์ครมาโทกราฟี
แบบ นอรม์ัลเฟส

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

48

Partial structure of alumina
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Silica gel matrix structure
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50

ตวัดดูซบัที�เป็นเฟสคงที�ในคอลมันโ์ครมาโทกราฟี
แบบ รเีวอรส์เฟส

•เป็นการใชข้องแข็งที�มโีพลารติตีํ�า เชน่ ผงยาง
•ใชข้องแข็งซบัพอรท์ที�มขีองเหลว
  ที�ไมม่โีพลารติเีคลอืบ

* ระวัง ตอ้งใหม้นํี�าบนผวิหนา้เฟสคงที�เล็กนอ้ย
   ตลอดเวลา*

51

2. ใสส่ารตวัอยา่ง

โดยใชปิ้เปตดดูสารตวัอยา่งแลว้ปลอ่ยใกล ้
เฟสคงที�มากที�สดุโดยไมทํ่าลายผวิหนา้คอลมัน์
และไมต่ดิขา้งคอลมัน์
 

สารตัวอย่างที�ใชม้ีโพลารติตี่างกัน ถา้เป็น
นอรม์ัลเฟสโครมาโทกราฟี สารที�มโีพลารติสีงู
จะอยูใ่นคอลมันไ์ดน้านที�สดุ

52

สารที�มฟัีงกช์นันอลกรุ๊พตา่งๆมโีพลารติตีามลําดบันี�

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

53

3. ทําการอลีทู 

เป็นการเตมิสารละลายที�มโีพลารติทีี�เหมาะสม
ในการชะสารออกจากคอลมัน์
ในการชะสารตัวอย่างที�มโีพลารติสีงูตอ้งใชต้ัว
ทําละลายที�มโีพลารติสีงูดว้ย

สารผสมที�มีโพลารติแีตกต่างกันก็อาจใชส้าร
ชะหลายตัวโดยที�เร ิ�มจากตัวที�มีโพลารติีตํ�า
กอ่น

54

Eluting solvent
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4. เก็บสารตวัอยา่ง

• เก็บแบบ manual โดยเก็บทลีะ 1-10 mL

• ใชเ้ครื�องเก็บ fraction collector 

สามารถเก็บตวัอยา่งแบบถี�ได ้โดยไมต่อ้ง
เฝ้า

5. การวดัปรมิาณสารที�ออกจากคอลมัน์
• วัดโดย Optical method; UV, IR, 

Fluorescence

• Electrochemical method; Voltametry, 
conductivity etc.

56

Fraction Collector

57

58

ขอ้เสยีของ Open column chromatography

• การบรรจอุนุภาคบรรจ ุ(packing particle)ทําได ้
ชา้และเสยีเวลา 

• ประสทิธภิาพการแยกตํ�า

• ตอ้งเก็บสารเป็นสว่นๆ ทําใหใ้ชเ้วลานาน

ขอ้เสยีของ Thin layer chromatography

• ทําเป็นระบบอัตโนมัตไิมไ่ด ้

• การทําซํ�าไดผ้ลไมค่งที� (low reproducibility)  

• ทําปรมิาณวเิคราะหไ์ดไ้มด่ี

• เหมาะกับการวเิคราะห ์เตรยีมสารเบื�องตน้

59

Modern Liquid Chromatography

• มกีารพัฒนาชนดิ วัสดขุองอนุภาคบรรจุ

• มกีารพัฒนาปั� มหลายแบบ

• มกีารพัฒนาตวัตรวจวัดหลายชนดิขึ�น

ปี คศ 1967 มกีารประดษิฐ ์HPLC มาใชง้าน
ดา้นการวเิคราะหน์วิคลโีอไทด ์โดย Horvath

60

ขอ้ดขีอง Modern Liquid 
Chromatography

• คอลมันท์ี�ใชแ้ยกมปีระสทิธภิาพมากขึ�น โดย
สามารถเลอืกชนดิของเฟสคงที�และระบบของ
เฟสเคลื�อนที�ที�เหมาะสมได ้

• ตวัตรวจวัดเป็นแบบ non-destructive คอืไม่
ทําลายสาร

• คอลมันส์ามารถใชไ้ดใ้หมไ่ด ้re-usable 

• การวเิคราะหเ์ป็นแบบอัตโนมัตไิด ้โดยเฉพาะ
ขั �นตอนนําสารเขา้เครื�องวเิคราะห์

• มคีวามถกูตอ้ง แมน่ยําสงู
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แกส๊โครมาโทกราฟี 
(Gas Chromatography)

62

Gas Chromatography (GC) เป็นเทคนคิการแยกสารพวก
ที�ม ีpolarity ตํ�า สารตัวอยา่งตอ้งระเหยเป็นแกส๊หรอืไอ ณ 
จดุฉีดสาร carrier gas เป็น mobile phase พาสารเขา้สู่

คอลัมนซ์ ึ�งม ีstationary phase 

ที�เป็น liquid หรอื solid ทําหนา้ที�แยกสารและถกูตรวจวัด
ในสว่นของดเีทคเตอรต์อ่ไป

1. ถา้ stationary phase เป็น active solid เรยีกเทคนคินี�วา่ Gas 
Solid Chromatography (GSC) กลไกการแยกแบบดดูซบั 
(adsorption) 

2. ถา้ stationary phase เป็น liquid ที�เคลอืบบางๆ บนผวิของ 
inert granular solid support เทคนคินี�เรยีกวา่ Gas Liquid 
Chromatography (GLC) กลไกการแยกแบบแบง่แยก 
(partition) 

63

1. Gas Solid Chromatography (GSC)

• ใชห้ลักการ adsorption โดย stationary 
phase เป็นของแข็ง ที�สามารถดดูซบัสารที�เป็น
แก๊สหรือไอที�ตอ้งการแยกได ้ใชแ้ยกสารที�มี
โมเลกุลเล็กๆ ที�สามารถเปลี�ยนเป็นแก๊สหรอืไอ 
โดยม ีactive solids (adsorptive particles) ที�
บรรจุอยู่ในคอลัมน์เป็น molecular sieves หรอื 
porous polymers, silica gel, alumina และ 
activated carbon 

64

2. Gas Liquid Chromatography 
(GLC)

• ใชห้ลกัการ partition สารผสมที�ตอ้งการแยก
อยูใ่นสภาพที�เป็น แก๊ส หรอืไอ เมื�อผ่านเขา้สู่
คอลมันจ์ะแยกออกจากกันโดยความแตกตา่งใน
การกระจายตวัอยูใ่น mobile phase (carrier 
gas) และ stationary phase ที�เป็นของเหลวที�
เคลอืบอยูบ่นผวิของ inert solid support

65

สว่นประกอบสําคญัของเครื�องแกส๊โคร
มาโทกราฟ (GC)

• สว่นฉีดสาร (Injector)

• เตาอบ (Oven)

• คอลมัน ์(Column)

• ตวัตรวจวัดสญัญาณ (Detector)

• ระบบบันทกึ และเก็บขอ้มลู (Recorder, 
Integrator)

• ผลที�ไดจ้ะแสดงในรปูของ โครมาโทแกรม 
(Chromatogram) 

66

Gas Chromatograph
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องคป์ระกอบพื�นฐานของเครื�อง GC

Fan assisted thermostatically controlled oven

Detector

Computer

Sample injection 
syringe

Injection port

By pass 
valve

Gas 
cylinder

68

A Scheme of gas chromatography. 

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

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

69

คณุสมบตัขิอง Solid support

• inert 

• ม ีlarge surface area

• regular shape หรอื uniform size

Solid support ที�นยิมใชค้อื celite หรอือาจใช ้
glass beads

70

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 �งละ 0.3 L ได ้

Capillary Columns

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

solvent 1 L มปีรมิาตร 0.5 mL ที� 250C จะเกดิ
ปัญหา band broadening  ตอ้งมวีธิกีารฉีดที�แตกตา่ง

71

Packed GC column 

Capillary GC column 

72Different Types of Small Bore Columns 
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Carrier  gas
• ทําหนา้ที�พา volatile component ในคอลัมน์ มคีุณสมบัต ิ

inert ไม่ทําปฏิกริิยากับสารตัวอย่าง หรือ stationary
phase

• ทําหนา้ที�พา separated component ไปยัง detector

แก๊สพาที�นยิมโดยทั�วไปไดแ้ก ่ ไนโตรเจน  
ไฮโดรเจน และฮเีลยีม 

74

คณุสมบตัขิอง Carrier gas

• inert ไมทํ่าปฏกิริยิากับสารที�ตอ้งการแยกหรอื 
stationary phase 

• มกีารแพรน่อ้ยและมนํี�าหนักโมเลกลุตํ�า

• หาง่าย ราคาถกู 

• และมคีวามบรสิทุธิ�สงู

• เหมาะกับระบบตรวจวัดที�ใช ้

แก๊สพาที�ออกจากทอ่แก๊สควรทําใหบ้รสิทุธิ�  
โดยผ่านทอ่ที�บรรจดุว้ย  molecular  sieve  
เพื�อชว่ยขจัดไอนํ�าหรอืไอนํ�ามัน

75

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 ที�ทนได ้

76

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

77

1) Injector

คอื สว่นที�สารตัวอยา่งจะถกูฉีดเขา้สูเ่ครื�อง และระเหย
เป็น gas พรอ้มกบัถกูทําใหเ้ป็นเนื�อเดยีวกนั  กอ่นที�จะ
เขา้สู ่column อณุหภมูทิี�เหมาะสมของ injector ควร
เป็นอณุหภมูทิี�สงูพอที�จะทําใหส้าร  ตัวอยา่งสามารถ
ระเหยไดแ้ตต่อ้งไมถ่กูทําใหส้ลายตัว (decompose)

• Solvent ที�ใชล้ะลายสารตัวอยา่ง ไดแ้ก ่ether, 
heptane หรอื methanol

• อณุหภมูขิอง injection port ตอ้งสงูพอที�จะทําใหส้าร
ตัวอยา่งเกดิการกลายเป็นไอไดอ้ยา่งรวดเร็ว แตต่อ้งไม่
ทําใหส้ารตัวอยา่งสลายตัวและสงูกวา่อณุหภมูขิอง
คอลัมน์

78

2) Oven 

คอื สว่นที�ใชส้ําหรับบรรจ ุcolumn เอาไว ้และเป็นสว่น
ที�ควบคมุอณุหภมูขิอง column ใหเ้ปลี�ยนไปตามความ
เหมาะสมกบัสารที�ถกูฉีด ซึ�งอณุหภมูขิอง oven นั�นจะ
สามารถปรับเปลี�ยนได ้2 แบบคอื 

– isocratic temperature (isothermal) 

– gradient temperature (program temperature)

ขอ้ดขีองการทํา gradient temperature คอืสามารถใชก้ับ
สารตัวอยา่งที�มจีุดเดอืดกวา้ง (wide boiling range) และยัง
ชว่ยลดเวลาในการวเิคราะห ์(analysis time ) ลงไดอ้กีดว้ย
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Temperature programming

Isothermal at 45C

Isothermal at 145C

Programmed temp. at 30-180C

80

3) Detector

คอื สว่นที�จะใชส้ําหรับตรวจวัด องคป์ระกอบที�มอียู่ในสาร
ตัวอย่าง ดูว่าสารที�เราสนใจนั�นมีปริมาณอยู่เท่าไร  ซึ�ง
ความสามารถของการตรวจวัดนั�นจะขึ�นอยู่กับชนิดของ 
detector ที�เลอืกใช ้ 

ส่วนประกอบที�สําคัญของเครื�องแก๊สโครมาโทกราฟ 
คอื detector

detector จะทําการเปลี�ยนเป็นสัญญาณทาง electronic 
ก่อนส่งไปยั งตั วป ระมวลผล เพื�อ ทํ าการ เขียน เ ป็น
ความสัมพันธ์กับเวลาไดอ้อกมาเป็น chromatogram  
ดังนั�นการเลอืก detector จงึตอ้งทําใหเ้หมาะสมกับสารที�
จะวเิคราะห์

81

สมบตัขิอง  Detector

• ความไวเพยีงพอ

• เสถยีรภาพและแมน่ยําสงู

• ใหส้ญัญาณสมัพันธก์ับความเขม้ขน้สารที�เป็น
เสน้ตรงในชว่งกวา้ง

• อณุหภมูชิว่ง RT - 400C อยา่งนอ้ย

• เวลาตอบสนองเร็ว

• มคีวามถกูตอ้ง น่าเชื�อถอื

• มคีวามจําเพาะสงู

• ไมทํ่าลายสาร

82

Detector
• general detector สามารถตรวจวดัสารได ้

หลายๆ ประเภท 
• selective detector ซึ�งจะสามารถเห็น

เฉพาะสารที�มโีครงสรา้งเฉพาะ, ม ี
functional group หรอื atoms ที�จําเพาะ
เจาะจง

83

Detector ตรวจวัดสารที�นยิม
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 
9. Pulsed Flame Photometric Detector      

PFPD

84

Schematic diagram of a flame ionization 
detector for gas chromatography 
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1.  Flame Ionization Detector (FID)

มคีณุลักษณะของ  GC  ดเีทคเตอรใ์นอดุมคตแิทบทกุอยา่ง

หลักการ

การสันดาปไอของสารที�ออกมาจากคอลัมน์ในเปลวไฟของ
ไฮโดรเจนในอากาศหรือออกซเิจนและวัดไอออนที�เกดิขึ�นจาก
องค์ประกอบของพีคที�ออกจากคอลัมน์ของ  GC  ปริมาณที�
สามารถตรวจวัด ตํ� าสุด   (minimum detectable  quantity; 
MDQ) เท่ากับ  10-11  กรัม  และช่วงของกราฟมาตรฐานที�เป็น
เสน้ตรงถงึ  107  

สารประกอบหลายอย่างที�ไม่สามารถตรวจวัดโดย FID เช่น 
ไฮโดรเจน ไนโตรเจน นํ� า ไฮโดรเจนซัลไฟด์  ซัลเฟอร์ได
ออกไซด ์ แอมโมเนียและคารบ์อนไดออกไซด ์

สารประกอบไฮโดรคารบ์อนที�จะตรวจวัดโดย FID ไดจ้ะตอ้งสามารถ
ผา่นกระบวนการออกซเิดชนัได ้

86

2.  Electron Capture Detector (ECD)

Detector ชนดินี�เป็น selective detector เฉพาะที�ใชว้ัด 
Electrophilic compounds อยา่งเชน่ Halogens, Nitrates และ 
conjugated carbonyls องคป์ระกอบหลักของ detector นี�คอื 
63Ni ซ ึ�งจะให ้electrons เมื�อมกีระแสไฟฟ้าคงที� เมื�อสารที�เป็น 
electrophilic compounds เขา้ไปจับกับ electrons เป็นผลใหม้ี
การเปลี�ยนแปลงของกระแสในการวัดสภาพไวสูง แต่ linearity 
range แคบ 

สมการที�เกดิขึ�นในการวัด Polychlorinated Biphenyls 
(PCB) โดยใช ้Nitrogen gas เป็น Make-up gas

87

Schematic diagram of an electron capture 
detector for gas chromatography 

+ve Electrode

-ve Electrode -Emitter

Carrier 
gas out

Carrier 
gas in
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ลกัษณะเปรยีบเทยีบของ GC ดเีทคเตอรท์ี�สําคญั

ดเีทคเตอร์ หลักการ ความจําเพาะ
ความ
ว่องไว

ชว่ง
เสน้ตรง

เทอรมั์ลคอน
ดักทวิติดีเีทค
เตอร ์(TCD)

วัดความแตกต่างของ
ค่าการนําความรอ้น
ของแกส๊

สนองตอบต่อ
สารประกอบทกุ
อย่าง

10-10 104

เฟลมไอออนไน
เซชนัดเีทค
เตอร ์(FID)

เผาสารประกอบใน
เปลวไฟ H2 / O2 ที� 
2000 องศาเซลเซยีส

สนองตอบต่อ
สารอนิทรยีท์ี�
สามารถถกูออกซิ

ไดส์

10-12 107

อเิล็กตรอนแคพ
เจอรด์เีทคเตอร ์
(ECD)

วัดการเปลี�ยนแปลง
ของกระแส
อเิล็กตรอนที�เกดิจาก
ปฏกิริยิาจาก
สารประกอบอนิทรยี์
กับอเิล็กตรอน

ตอบสนองต่อ
สารประกอบทกุ
อย่างที�ทําปฏกิริยิา
กับอเิล็กตรอน

10-14 103

(106  
สําหรับ  
pulsed  
operati

on)
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Properties of Some Gas Chromatography
Selective Detectors

Detector Selectivity mode Approximation 
sensitivity (g)

ECD Affinity to low-energy 
electrons

10-13 – 10-14

Thermionic Nitrogen, 

Phosphorous

10-12

10-13

Flame-photometric Sulpher 10-9

Electrolytic 
conductivity

Halogen compounds 10-11

Ultraviolet Aromatics 10-9

Photoionisation Partially enhanced 

response to certain organic 
molecules as compared 
with FID (not truly 
selective)

10-11 – 10-12

การทําคณุภาพวเิคราะห์

เพื�อวเิคราะหส์ารตัวอยา่งวา่เป็นสารอะไร มกีี�ชนดิและเป็นสารใดบา้ง

1. ใชค้า่รเีทนชนัไทมข์องสารตัวอยา่งกับสารมาตรฐาน แตส่ารตา่งชนดิกันอาจ

ใหค้า่รเีทนชนัไทมต์รงกันกไ็ด ้ อาจวเิคราะหอ์กีแตส่ภาวะการแยกตา่งกัน เชน่ 

คอลัมน ์อณุหภมู ิอัตราการไหล เป็นตน้

2. เทคนคิ spiking บอกวา่พกีไหนเป็นของสารใดในสารผสมนั�น โดยเตมิสารสาร

นั�นลงในสารตัวอยา่ง ถา้โครมาโทแกรมที�ไดม้พีกีใดที�มพีื�นที�ใตพ้กี หรอืความ

สงูเพิ�มข ึ�นแสดงวา่ พกีนั�นเป็นของสารที�เราเตมิลงไป (known compound)
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Quantitative Applications

• พื�นที�ใตพ้คี หรอืความสงูของพคีในการทําคณุภาพ
วเิคราะห ์โดยเทยีบกบัสารมาตรฐาน

– External standard

– Standard addition

– Area normalisation

ใชใ้นการวเิคราะหท์างสิ�งแวดลอ้ม ทางการแพทย ์
ชวีเคม ีการ พสิจูณ์หลักฐาน อาหาร หอ้งปฏบิัตกิารปิโตรเคมี

High Performance Liquid 
Chromatography

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

93

การทํางาน

HPLC เป็นเทคนคิแยกสารผสมโดยใชเ้ครื�อสบูแรงดันสงู (high 
pressure pump) สบูของเหลวหรอืตัวทําละลายซึ�งทําหนา้ที�เป็นวัฏ
ภาคเคลื�อนที� (mobile Phase) พาสารตัวอยา่งที�ถกูฉีดเขา้ทางชอ่งฉีด
สาร (injector) เคลื�อนที�ผา่นอนุภาคที�เป็นวัฏภาคคงที� (stationary 
phase ) ซึ�งบรรจุอยูใ่นคอลัมน ์(column)

สารผสมเคลื�อนที�ผา่นคอลัมนแ์ลว้จะถกูแยกออกมาในเวลาที�ตา่งกนั 
ผา่นเขา้สูเ่ครื�องตรวจวัด (detector) สัญญาณที�ตรวจวัดไดซ้ ึ�งอยูใ่นรปู
สัญญาณไฟฟ้าตามเวลาและปรมิาณของสารแตล่ะตัวที�ตรวจวัดได ้โดย
สัญญาณจะถกูสง่ไปยังเครื�องบันทกึสัญญาณแสดงผลออกมาเป็นโคร
มาโทแกรม (chromatogram) ประกอบดว้ยพคี (peaks) ของสารที�
เป็นองคป์ระกอบของสารผสม

94

สว่นประกอบตา่ง ๆ 
ของเครื�องมอื HPLC

Mobile phase
reservior

Pump

Pressure gauge

Filter

Pressure  sensor

Sample injector

Analytical column

Guard column

Detector

Waste 

Data systemRecorder

95แผนภาพสว่นประกอบตา่ง ๆ ของเครื�องมอื HPLC

96

การเตรยีมโมบายเฟส

• เลอืกใช ้‘HPLC grade’ หรอืคณุภาพใกลเ้คยีง

• อาจมกีารผสมดว้ยอัตราสว่นตา่งๆ หรอืเตมิบัฟเฟอร ์หรอื
ปรับพเีอช

• ตอ้งมกีารกรองกอ่นดว้ยเมมเบรนขนาด 0.5 or 0.8 m 
filter

• โมบายเฟสตอ้งมกีารกําจัดแกส๊กอ่น โดยเฉพาะตัวทํา
ละลายที�มขีั �วสงู (นํ�า สารละลายบัฟเฟอร)์ เนื�องจาก
อากาศละลายไดง้า่ย),
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ภาชนะที�บรรจเุฟสเคลื�อนที� (mobile 
phase reservoir)

• เป็นขวดสําหรับใสต่วัทําละลายที�ใชเ้ป็นเฟส
เคลื�อนที� มขีนาดประมาณ 1 ลติร 

• อาจมอีปุกรณ์ที�ใชใ้นการไลอ่ากาศที�ละลายอยู ่
เชน่ ออกซเิจน (degasser) 

98

การอลีทู

• Isocratic elution เป็นการใชส้ารละลายที�
เหมาะสมเพยีงตวัเดยีวตลอดการชะ  อาจจะใช ้
เวลานานในการแยก และหรอืพกีจะมหีาง 

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

99

Isocratic vs Gradient

100

อปุกรณสํ์าหรบัฉดีสารตวัอยา่ง 
(sample introduction devices)

การผ่านสารตวัอยา่งเขา้ไปยังคอลมันค์วรจะอยู่
ในลกัษณะที�เป็นแถบที�แคบมากที�สดุเทา่ที�จะ
เป็นไปได ้

วธิกีารนยิมใช ้

 microsampling valve 

 microsyringe ฉีดสาร
ตวัอยา่งผ่าน septum

101

CAPILLARY TUBING

• Capillaries (o.d. outer diameter) ขนาด 
1/16 นิ�ว (1.6 mm) เป็นที�นยิมใชก้ับคอลมันท์ี�มี
เสน้ผ่าศนูยก์ลางภายใน ขนาด 0.17, 0.25, 
0.50 และ 1.0mm

102

ระบบของปั� ม (pumping system)

ใน HPLC มคีวามตา้นทานการไหลของเฟส
เคลื�อนที�ที�จะไหลผ่านคอลมันซ์ ึ�งมอีนุภาค
ขนาดเล็กบรรจอุยู ่ความตา้นทานจะมากเมื�อ
ใชอ้นุภาคเล็กๆ และคอลมันม์ขีนาดเล็กดว้ย 
จงึจําเป็นที�จะตอ้งใชปั้� มความดนัที�สงูดนัเฟส
เคลื�อนที�ใหส้ามารถไหลได ้
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หลกัการเลอืก pumping system
• ปั� มและส่วนประกอบทําดว้ยวัสดุที�ทนทานต่อการสกึกร่อน

ดว้ยตัวทําละลายต่างๆ  ทั �งนี�รวมทั �งท่อ fitting และ flow 
cell เชน่  ทําดว้ยเหล็กไรส้นมิคุณภาพสงู inert polymers 
เชน่ polytetrafluoroethylene (PTFE)

• สามารถปั� มวัฏภาคเคลื�อนที�ที�มีปริมาณมาก ๆ ไดอ้ย่าง
ตอ่เนื�องโดยไมม่กีารขดัขอ้ง

• ใหค้วามดันไดถ้งึ 4,000 – 6,000 psi 
• ควบคุมอัตราการไหลไดร้ะดับตํ�าจนถงึ 3 มลิลลิติรต่อนาที

เป็นอยา่งนอ้ยและคงที�
• ความคลาดเคลื�อนของการควบคุมการไหลตอ้งไม่เกนิ 1-2 

%
• มีปริมาตรภายในตํ�าเพื�อความสะดวกและรวดเร็วในการ

เปลี�ยนวัฏภาคเคลื�อนที�
• ไมม่พีัลส ์(pulse) หรอืมตีัวที�ใชล้ดพัลส ์(pulse damper)

104

ชนดิของปั� ม

• mechanical  pump เป็นปั� มที�ควบคมุให ้
อัตราการไหลของเฟสเคลื�อนที�มคีา่คงที�

• pneumatic pump เป็นปั� มที�ควบคมุให ้
ความดนัของเฟสเคลื�อนที�มคีา่คงที�

105

Syringe pump และ Constant 
displacement pump

ปั� มชนิดนี�มีลักษณะเป็นกระบอกสูบ (cylinder) ซึ�ง
บรรจุตัวทําละลายไวแ้ลว้ มีกา้นสูบ (plunger) ซึ�งจะ
เคลื�อนที�แบบสกรู (screw) ผ่านกล่องเกียร์ (gear 
box) โดยม ีstep เป็นตัวควบคุมอัตราการไหลของวัฏ
ภาคเคลื�อนที�โดยจะไปทําใหก้า้นสูบเคลื�อนที�เร็วหรือ
ชา้ลง

106

ปั�มแบบชกัลกูสบู 
(reciprocating pumps)

ปั� มชนิดนี�เป็นที�นิยมใชก้ันมาก กา้นสูบปั� มที�จะ
เคลื�อนที�เขา้ออกตลอดเวลาการทํางาน เมื�อ
ลูกสูบ เคลื�อนที� เข า้จะ เ ป็นการดันวัฏภาค
เคลื�อนที�ใหเ้ขา้สู่คอลัมน์  และเคลื�อนที�ออก
นอกจะดงึเอาวัฏภาคเคลื�อนที�จาก  reservoir  
เขา้สูล่กูสบูผ่าน  check valve  แสดงดังรูปเป็น
การควบคุมการเคลื�อนที�กระทําไดโ้ดยการปรับ
อัตราเร็วของการชักลูกสูบผ่านมอเตอร์ และ
คอมพวิเตอร์

107

108
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reciprocating pumps

ขอ้ดี

• มปีรมิาตรภายในตํ�า ทํา
ใหก้ารเปลี�ยนแปลงตัว
ทําละลายหรอืวัฏภาค
เคลื�อนที�ไดง้า่ย

• การสง่วัฏภาคเคลื�อนที�
จะอยูใ่นลักษณะ
ตอ่เนื�อง

• อัตราการไหลของวัฏ
ภาคเคลื�อนที�คงที�ดี
โดยไมต่อ้งคํานงึถงึ 
back pressure ของ
คอลัมน์

ขอ้เสยี

• เกดิพัลสข์ ึ�นทําใหค้วาม
ไวของดเีทคเตอรบ์าง
ชนดิมขีอ้จํากดั

• ตอ้งม ีpulse damper 

• ปรมิาตรของระบบ
ระหวา่งปั� มกบัคอลัมน์
เพิ�มขึ�น 

• เกดิความยุง่ยากในการ
เปลี�ยนตัวทําละลาย 

• ไมเ่หมาะในการทํา 
gradient elution

110

เครื�องตรวจวดั (detector)

111

สมบัตขิองเครื�องตรวจวดั (detector) 

• มสีภาพไวสงู และใหส้ัญญาณตอบรับ (response) 
ที�คาดคะเนได ้

• ใหส้ญัญาณตอบรับไดก้บัสารทกุชนดิ
• ไม่มีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของอุณหภูมิและ

อัตราเร็วของการไหลของเฟสเคลื�อนที�
• เชื�อถอืไดแ้ละงา่ยตอ่การใชง้าน
• ความสมัพันธข์องความเขม้ขน้และสัญญาณตอบรับ

ของเครื�องตรวจวัดควรมสีภาพ   
• เชงิเสน้ (linearity) ในชว่งกวา้ง
• ใหข้อ้มูลเกี�ยวกับคุณภาพวิเคราะห์สําหรับพีคที�

ตอ้งการตรวจสอบ

112

ชนดิของเครื�องตรวจวดัในเครื�องโคร
มาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู

• แบบ bulk property หรอื general detector  
เป็นการวัดการเปลี�ยนแปลงคุณสมบัตทิาง
กายภาพของเฟสเคลื�อนที�รวมกับของตัวถูก
ละลาย เชน่ refractive index เป็นตน้                

• แบบ solute property หรือ selective 
detectors  เป็นการวัดการเปลี�ยนแปลงของ
ตัวถูกละลายเพียงอย่างเดียวเท่านั�น เช่น 
UV-Vis, fluorescence เป็นตน้

113

Noise

114

Detection Limit
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Linear detector range

116

Cell Volume

• ปรมิาตรของดเีทคเตอรต์อ้งมคีา่ตํ�า เพื�อป้องกัน 
peak broadening ตอ้งมคีา่ตํ�ากวา่ 10% 
ปรมิาตรที�ชะพคีทแีคบที�สดุ ปรมิาตรมาตรฐาน
คอื 8 l ถา้นอ้ยกวา่นี�จะมผีลตอ่ detection 
limit 

• ปรมิาตร < 8 สําหรับ micro-HPLC

117

Liquid

Light

Window Gasket

UV flow cell

118

Performance of LC detectors

LC detector
type LOD 

(mass)

gradient Temp. 
sensitivity

Flow 
sens.

UV s 100 pg-1 ng Yes Low No

Fluorescence s 1-10 pg Yes Low No

Electrochemical s 10 pg-1 ng No 1.5%/C Yes

RI Gen. 100 ng-1 ug No 10-4/C No

Conductivity s 500 pg-1ng
No 2%/C

Yes

Mass Spect. s 100 pg-1 ng Yes None No

FT-IR s 1 ug Yes Low No

119

อลัตราไวโอเลต ดเีทคเตอร ์
(Ultraviolet detector)

• สามารถวัดแสงไดใ้นชว่งความยาวคลื�น 190 - 800 nm 

• มโีมโนโครเมเตอรส์ําหรับเลอืกความยาวคลื�น

• สามารถใชต้รวจหาสารตัวอยา่งไดท้ั�วไป

• เหมาะสมกบั gradient elution 

• ตัวทําละลายชนดิตา่งๆ ที�นํามาใชเ้ป็นเฟสเคลื�อนที� 
(mobile phase) จะไมด่ดูกลนืแสงอัลตราไวโอเลต

• วเิคราะหห์าสารที�มปีรมิาณนอ้ยๆได ้

• ขนาด 1-10 L เพื�อลด extra-column band 
broadening

120

สารที�ดดูกลนืแสงยวู ี

• 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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UV detector

• ยวู-ีวสิเิบลิ ดเีทคเตอร ์ 3 ชนดิที�นยิมใช ้ไดแ้ก่
– 1. Fixed-wavelength UV detector

– 2. Variable UV-Vis detector

– 3. Photodiode-array detector (PDA)

122

  

1.  Fixed-wavelength UV detector 

ประกอบดว้ย flow-through cell และแหลง่กําเนดิแสง 
โดยทําเป็นลําแสงดว้ยเลนสท์ี�ทําดว้ยควอทซใ์หแ้สง
ผ่านเซลลข์องสารละลายมาตรฐานและสารตัวอยา่ง 
แสงที�ผ่านออกมาจะผ่านการกรองดว้ยฟิลเตอร ์จงึผา่น
ไปยังโฟโตเซลล ์หรอืโฟโตไดโอด 2 ตัว

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

123

2. Variable UV-Vis detector

• แหลง่กําเนดิแสงประกอบดว้ย D2 และ  W 
lamps 

• Deuterium lamps ใหแ้สงแบบตอ่เนื�อง (-
340 nm,

• Tungsten–halogen ใหแ้สงชว่ง near-UV 
และ visible (340–850 nm) มักใชร้ว่มกับ
หลอดดวิที�เรยีม

• มโีมโนโครเมเตอร ์เพื�อใชส้ําหรับเลอืกความ
ยาวคลื�นตามที�ตอ้งการได ้

124

3. Photodiode-array detector 
(PDA) 

เป็น solid state detector ประกอบดว้ยโฟโตไดโอด
จํานวนมาก สามาถวัดแสงไดห้ลายๆ ความยาวคลื�นได ้
ในขณะเดยีวกนั 

ระบบทางเดนิของแสงจะเป็นแบบยอ้นแสง “ Reverse 
Option” คอืแสงจากแหลง่กําเนดิหรอืจากหลอดยวูจีะ
ผ่านไปยัง flow-through cell กอ่นที�จะนําไปยังโมโน
โครเตอรห์รอืเกรตตงิ 

เมื�อแสงที�ตกกระทบบนเกรตตงิจะกระจายออกเป็น
ความยาวคลื�นตา่งๆกอ่นตกกระทบบนแผงของโฟโต
ไดโอด

scan 1msec/spectrum

125

HPLC-UV ทั�วไป

126

Principle of a diode array detector.
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ลักษณะของสเปกตรัมที�ไดจ้ากการเขยีน 3 มติ ิ 
ระหวา่งการดดูกลนื ความยาวคลื�น  และเวลา 

128
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Ion-Exchange Chromatography

By Supaporn Sangsrichan

130

Ion-Exchange Chromatography

• บทนํา 

• หลกัการ

• สมบัตขิอง ion exchangers

• ผลของ mobile phase

• การประยกุตใ์ชง้าน

131

Ion-Exchange Chromatography

• Ion-exchange chromatography ถกูใชใ้นการแยก
กรดอะมโิน ตั �งแตปี่ 1956.

• เทยีบไดก้ับ classical column chromatography ที�ใช ้ 
silica หรือ alumina  แต่บรรจุเรซิน หรือ เจลที�ใชม้ี
ขนาดใหญ่ ความดันตํ�า การแยกสารที�ซับซอ้นใช ้

เวลานานหลายวัน ดังนั�นจงึมีการพัฒนาการแยกที�ให ้
ความรวดเร็ว คือ HPLC และมีการพัฒนาเฟสคงที�
มากมาย รวมถงึ ion-exchange chromatography

132

IEC

• เทคนิคที�ใชส้ําหรับแยกสารประกอบที�มีประจ ุ
สารประกอบที�แตกตัวเ ป็นไอออนได ้ เช่น 
สารอนิทรยีท์ี�เป็นกรดหรอืเบส และสารประกอบ
ที�สามารถเกดิอันตรกริยิากับ ionic groups 
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หลกัการ

Ion-Exchange Chromatography เฟสคงที�
จะม ีside-chain ที�ประกอบดว้ยฟังกช์นันัลกรุ๊ป
ที�มปีระจุ เฟสเคลื�อนที�สว่นใหญ่จะประกอบดว้ย 
counter ion ซึ�งก็คอื ไอออนที�มปีระจุตรงขา้ม
กันกับ ionic group ที�อยู่บนผวิของอนุภาคที�ใช ้
เป็น ion-exchanger และ counter ion นี�จะอยู่
ในสภาวะที�สมดุลกับประจุที�อยู่บน resin ใน
ลกัษณะของ ion pair

134

สมดลุที�เกดิ

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

Cation exchange: 

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

Anion exchange: 

X = ไอออนตวัอยา่ง

Y = counter ion

R = exchanger

135

เฟสคงที�

• สารอนนิทรยี ์เชน่ sodium aluminosilicate, 
montmorillonite

• สารสงัเคราะห ์เชน่ Zirconium

• copolymerization 

• เรซนิที�มรีพูรนุ ควบคมุไดด้ว้ย %cross linking 
(1-12%, 8% นยิมใช)้

136

CH = CH2

X

styrene

+ Y

Para - Divinylbenzene

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

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

สารโพลเีมอรท์ี�สงัเคราะหไ์ดจ้ากการทําโพลเีมอรไ์รซ ์
ที�นยิมใชค้อืเรซนิที�เตรยีมจากการโพลเีมอร์
สารสไตรนีกบัไดไวนลิเบนซนิ

CH = CH2

CH = CH2

137

สามารถแบง่เรซนิตามคณุสมบัตขิองหมูธ่าตทุี�ใสเ่ขา้ไปได ้2 ชนดิ

1 ชนดิแลกเปลี�ยนแคทไอออน (cation exchange)

คอืเรซนิชนดิที�มหีมูธ่าตทุี�เป็นกรดอยูใ่นวงอะโรมาตกิ เตรยีม
ไดโ้ดยนํากรดซลัฟรุกิ + โพลเีมอรข์อง styrene และ 
divinylbenzen หมู ่  SO3H ดังรปู

-CH — CH2 — CH — CH2 -

-CH — CH2 — CH — CH -

SO3
- H+

SO3
- H+

SO3
- H+

-CH — CH2 — CH — CH2 -

138

2 ชนดิแลกเปลี�ยนไอออนลบ (Anion Exchange)

คอืเรซนิชนดิที�มหีมูธ่าตทุี�เป็นเบสอยูใ่นวงอะโรมาตกิ เตรยีม
โดยทําปฏกิริยิาเคมรีะหวา่งหมูข่องเบสกับโพลเีมอรก์บัไดไว
นลิเบนซนิที�ถกูทําคลอโรเมทลิเลตแลว้

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-

N(CH3)3
+OH-
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Cation exchanger

140

การหาสภาวะที�เหมาะสม

• ชนดิของ ion exchanger,

• pH ของ mobile phase,

• ionic strength (ความเขม้ขน้) ของ mobile 
phase 

• ชนดิของ counter ions ใน mobile phase

141

สมบัตขิอง ION EXCHANGERS

• ion exchangers ที�มใีชส้ว่นใหญม่ชีื�อยอ่ ตวั
แลกเปลี�ยนประจทุี�นยิมใชแ้สดงดงัตาราง 

• 4 ชนดิแรกเป็นคํายอ่ที�บอกถงึชนดิของการ
แลกเปลี�ยนประจ ุ

• ชื�อยอ่สว่นที�เหลอืสมัพันธก์ับหมูฟั่งกช์นัตา่งๆ

• หมูฟั่งกช์นัจะเชื�อมตอ่กับเรซนิที�เป็นสารอนิทรยี ์
เชน่ styrene–divinylbenzene หรอื ผวิซลิกิา

142

คาํยอ่ที�ใชก้บัตวัแลกเปลี�ยนไอออน

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 

143

(a) cation exchanger ที�ไมแ่ตกตัวเป็นไอออน
(b) cation exchanger ที�แตกตัวเป็นไอออนทั �งหมด
(c) cation exchanger ที�แตกตัวเป็นไอออนบางสว่น

(a)

(b)

(c)

144

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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สิ�งที�มผีลทําใหเ้รซนิมคีวามประพฤตติา่งกัน

1. ขนาดของเรซนิ

2. Degree of cross – linking

3. Strength of functional group

4. Number of functional group

146

1. ขนาดของเรซนิ  มผีลตอ่อัตราเร็วในการ
แลกเปลี�ยนไอออนและการซมึผ่านของ
สารละลายออกจากคอลมัน์

2. Degree of cross – linking  จะมผีลทํา
ใหเ้รซนิมคีวามแข็ง มกีารพองตวั และมี
ขนาดรตูา่งๆ กัน

3. Strength of functional group มผีลตอ่คา่
สมัประสทิธิ�ของการกระจายของไอออน
ระหวา่งเรซนิกับสารละลาย

4. Number of functional group มผีลทํา
ใหเ้รซนิมคีวามจตุา่งๆ กัน

147

กฎการเลอืก (Selectivity rules)

Ion Exchange Chromatography สามารถ
แยกไอออนหรอืโมเลกลุได ้เนื�องจากประจุ
ไอออนหรอืโมเลกลุที�มปีระจตุา่งกันจงึใชเ้วลา
อยูใ่นคอลมันต์า่งกันทั �งนี�ข ึ�นอยูก่ับ

1. ชนดิของเรซนิ

2. ชนดิของหมูฟั่งกช์นั

3. เฟสเคลื�อนที�หรอืตวัอลีทู

148

ความสามารถดงึดดูระหวา่งเรซนิกับไอออน 
สามารถคํานวณไดจ้ากกฎของคลูอมบ์

q(ion) คอื ประจขุอง
ไอออน

q(resin) คอื ประจขุอง
ไอออน

r คอื ระยะหา่งของ
ประจทุั �งสอง

2
sin

2
21

r

qq

r

qq
F

reion


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1. ในสารละลายนํ�าที�มคีวามเขม้ขน้ของไอออนตํ�าๆ 
ไอออนที�มปีระจสุงูกวา่จะแลกเปลี�ยนไอออนกบัเร
ซนิไดด้กีวา่

2. ไอออนที�มปีระจเุทา่กนัในสารละลายนํ�าที�มคีวาม
เขม้ขน้ตํ�า ไอออนที�ถกูนํ�าไฮเดรทไดน้อ้ยกวา่จะ
แลกเปลี�ยนไอออนกบัเรซนิไดด้กีวา่

3. เรซนิที�มอีงศาเชื�อมโยงตา่งกนั จะทําใหเ้กดิการ
เลอืกได ้

4. ความเขม้ขน้สงูๆ ความแตกตา่งของการเลอืก
ไอออนที�มปีระจตุา่งกนัจะลดลง

สรปุกฎเกณฑส์ําหรับควบคมุการประพฤติ

ของไอออนในการแลกเปลี�ยนของเรซนิดงันี�

150

5. ไอออนของสารอนิทรยีท์ี�มนํี�าหนักโมเลกลุ
สงูๆ หรอืสารประกอบเชงิชอ้นของโลหะตา่งๆ 
ที�เป็นแอนไอออนสามารถแลกเปลี�ยนไอออน
ไดด้ี

6. ที�อณุหภมูสิงูๆ ในสารละลายที�ไมใ่ชนํ่�าหรอื
สารละลายที�มคีวามเขม้ขน้สงูๆ การ
แลกเปลี�ยนไอออนที�มปีระจเุหมอืนกันไม่
เพิ�มขึ�นเมื�อเพิ�มอะตอมมกินัมเบอร์
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151แผนภาพแสดงเครื�องมือสาํหรับเทคนิคไอออนโครมาโทกราฟี 

Mobile 
phase

reservoir

pump Injector

Separating
column

Stripping 
column

Conductivity
detectorReadout
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การประยกุตใ์ชง้าน

153

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.

154

• 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


