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	 ยาหรือผลิตภัณฑ์ทางเภสัชกรรมถือเป็นส่ิงที่สำ�คัญต่อส่ิงมีชีวิต การวิเคราะห์คุณภาพ

ยาให้ถูกต้องจึงเป็นสิ่งท่ีสำ�คัญเช่นกัน การเข้าใจเทคนิคเครื่องมือต่างๆ ที่เก่ียวกับการประยุกต์ใน

งานเภสัชวิเคราะห์จึงเป็นสิ่งท่ีต้องตระหนักและควรศึกษาให้เข้าใจ ตำ�ราการประยุกต์ใช้เครื่องมือ

ในทางเภสัชวิเคราะห์ 1 เล่มนี้ นำ�เสนอหลักการเครื่องมือชนิดต่างๆ ที่เกี่ยวกับการวิเคราะห์ทาง

เภสัชกรรมท้ังทางด้านสเปกโทรสโกปี และด้านโครมาโทกราฟี ซ่ึงเน้ือหาในตำ�รามีการกล่าวถึง

หลักการ เทคนิค และการประยุกต์งานทางด้านเภสัชกรรม ท้ังน้ียังมีเทคนิคอื่นๆ บางชนิดท่ียัง

ไม่ได้กล่าวถึงในตำ�รา ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีสำ�คัญเช่นกัน แต่ด้วยเทคนิคอื่นๆ น้ันมีรายละเอียดมาก

ประกอบกับมีข้อจำ�กัดด้านเวลาด้วย ทำ�ให้คณะผู้เขียนต้องกำ�หนดขอบเขตของตำ�ราไว้เพียงเท่า

นี้ก่อน หากมีโอกาสคณะผู้เขียนจะรวบรวมเป็นตำ�ราหรือหนังสือเพื่อให้ผู้อ่านได้มีโอกาสอ่านต่อไป 

	 ตำ�ราเล่มนี้ได้รับแรงบันดาลใจจากการเรียนการสอนในวิชา “ภศ. 330 - การควบคุม

คณุภาพเภสชัภณัฑ ์2” คณะเภสชัศาสตร ์มหาวทิยาลยัธรรมศาสตรท์ีต้่องการใหนั้กศกึษาได้เขา้ใจ

ถึงเทคนิคเครื่องมือต่างๆ ซ่ึงได้พยายามรวบรวมความรู้จากคณาจารย์ผู้มีประสบการณ์ด้านต่างๆ 

โดยตั้งใจให้เนื้อหาทางด้านวิชาการอ่านง่าย และสามารถเข้าถึงองค์ความรู้ได้ง่ายไม่ยากจนเกินไป 

อีกทั้งได้พยายามเพิ่มเติมตัวอย่างการนำ�เทคนิคไปใช้ประโยชน์ทางเภสัชกรรมต่างๆ คณะผู้เขียน

หวังใจว่าตำ�ราเล่มนี้จะช่วยให้นักศึกษาและผู้ที่สนใจได้เข้าใจถึงความรู้เกี่ยวกับเครื่องมือต่างๆ และ

สามารถนำ�ไปประยุกต์กับงานวิจัย หรืองานประจำ�ต่างๆ ได้ไม่มากก็น้อย 

	 คณะผู้เขียนขอขอบพระคุณคณาจารย์ทุกท่านท่ีได้สละเวลาเขียนตำ�ราเพื่อถ่ายทอด

ความรูแ้ละประสบการณ์ทีดี่ยิง่มาสูต่ำ�ราเลม่น้ี และขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย ์ดร.อรลกัษณา 

แพรตักลุ ทีไ่ด้กรณุาสละเวลาอนัมคีา่ชว่ยตรวจสอบภาษาในบางบทของตำ�ราเลม่น้ี พรอ้มชีแ้นะและ

ใหค้วามรูแ้กบ่รรณาธกิาร และขอขอบคณุกองบรหิารงานวจิยั มหาวทิยาลยัธรรมศาสตรท์ีไ่ด้ใหท้นุ

สนับสนุนการเขียนตำ�ราเล่มนี้ 

	 สุดท้ายน้ีหากตำ�ราเล่มน้ีมีข้อผิดพลาดประการใด คณะผู้เขียนต้องขออภัยมา ณ ท่ีน้ี 

และขอนอ้มรบัความผดิพลาดทกุประการไว้ พร้อมนอ้มรับฟังข้อคดิเหน็หรอืขอ้เสนอแนะจากผูอ้า่น

ทุกท่านไว้เพื่อแก้ไขปรับปรุงตำ�ราให้ดีมีประโยชน์และถูกต้องยิ่งๆ ขึ้นไป

ศรีวรรณ ธีระมั่นคง

บรรณาธิการ

สาขาวิชาวิทยาศาสตร์เภสัชกรรม

คณะเภสัชศาสตร์  มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

ตุลาคม 2562
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ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับโครมาโทกราฟี
Basic Principle of Chromatography

ศรีวรรณ ธีระมั่นคง*

	 เทคนิคการแยกสารผสมให้ได้สารบริสุทธิ์สามารถทำ�ได้หลายวิธี เช่น การตกผลึก การ

สกัดแยก การกลั่น (กลั่นแบบธรรมดา, กลั่นลำ�ดับส่วน) วิธีโครมาโทกราฟี และวิธีอื่นๆ แต่วิธี

โครมาโทกราฟจีดัเปน็วธิทีีม่ปีระสทิธภิาพสูง จงึได้รบัความนิยมอยา่งมากในการแยกสารเดีย่วออก

จากสารผสม สำ�หรับบทน้ีจะกล่าวถึงหลักการพื้นฐานของเทคนิคโครมาโทกราฟีเพื่อให้ผู้อ่านได้

ศึกษาทำ�ความเข้าใจ ก่อนไปสู่เทคนิคอื่นๆ ต่อไป 

	

5.1 เทคนิคโครมาโทกราฟี (1-3) 

	 ในช่วงประมาณปี ค.ศ. 1906 นักวิทยาศาสตร์ชาวรัสเซียชื่อ Mikhail Tswett เป็น

คนแรกทีค่ดิค้นเทคนิคโครมาโทกราฟโีดยทำ�การแยกสทีีม่ใีนต้นไม ้คำ�วา่ “chromatography” เปน็

คำ�ภาษากรกีทีม่าจากคำ�วา่ “chroma” (แปลวา่ ส)ี และ “graphy” (แปลวา่ การศกึษา การเขยีน) 

5

	 * ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร., เภสัชกรหญิงประจำ�สาขาวิชาวิทยาศาสตร์เภสัชกรรม คณะเภสัชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
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136                                                    การประยุกตใ์ชเ้ครือ่งมอืในทางเภสชัวเิคราะห ์1 
 

     *ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร., เภสชักรหญงิประจ าสาขาวชิาวทิยาศาสตรเ์ภสชักรรม คณะเภสชัศาสตร ์มธ. 

 

รปูท่ี 5-1 สว่นประกอบต่างๆ ในเทคนิคโครมาโทกราฟี  

กระบวนการในการแยกสารดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีคอื สารทีจ่บัหรอืตดิอยู่กบัวฏัภาคนิ่งได้
นานและดกีว่าทีอ่ยู่หรอืละลายในวฏัภาคเคลื่อนที ่สารชนิดนัน้จะเคลื่อนตวัหรอืออกมาชา้กว่าสารทีไ่ม่
ชอบอยู่กบัวฏัภาคนิ่ง จากนัน้สารตวัอื่นๆ กจ็ะค่อยๆ แยกออกจากกนั (รูปที ่5-2) การตรวจสอบหรอื
เกบ็ตวัอย่างจ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัทีเ่หมาะสมเพื่อตดิตามสารทีต่อ้งการในช่วงเวลาต่างๆ ซึ่ง
กลไกหรอืเทคนิคในการแยกจะกล่าวถงึในหวัขอ้ถดัไป (3,4) 

 

รปูท่ี 5-2 กระบวนการแยกสารดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี  

5.2 ประเภทของโครมาโทกราฟี (2-5) 

ประเภทของโครมาโทกราฟีสามารถแบ่งตามวฏัภาคเคลื่อนทีไ่ดเ้ป็น 2 ระบบใหญ่ๆ คอื         
โครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography) และ โครมาโทกราฟีแก๊ส  (gas chromatography) 
ซึง่แต่ละชนิดยงัสามารถแบ่งย่อยไดต้ามวฏัภาคนิ่ง กลไกการแยกทีแ่ตกต่างกนัดงัแสดงในรปูที ่5-3 

5.2.1 โครมาโทกราฟีแก๊ส (gas chromatography, GC)  

รูปที่ 5-1 ส่วนประกอบต่างๆ ในเทคนิคโครมาโทกราฟี

โครมาโทกราฟเีปน็วธิทีางกายภาพทีแ่ยกสารผสม 2 ชนิดหรอืมากกวา่ออกจากกัน โดยสารผสมจะ

กระจายตัวอยู่ระหว่างสองวัฏภาค (phase) ซึ่งการแยกสารผสมอาศัยหลักการที่สารต่างๆ ในของ

ผสมมีการกระจายตัวแตกต่างกันในสองวัฏภาค (รูปท่ี 5-1) ดังน้ันเทคนิคโครมาโทกราฟีมีส่วน

ประกอบที่สำ�คัญ 3 ส่วนหลัก คือ (1,3)

	 -	วัฏภาคน่ิง (stationary phase) อาจเป็นของแข็งถูกอัดแน่นในคอลัมน์หรือแผ่น

อะลมูเินียม หรอืของเหลวกระจายตัวเคลอืบเปน็ชัน้ๆ หรอืเปน็ชัน้ฟลิม์บางๆ อยูบ่นตัวค้ำ�จนุทีเ่ปน็

ของแขง็ วฏัภาคน่ิงจะเปน็ชัน้ทีม่สีมบติัเฉพาะ มหีลากหลายชนิดแตกต่างกันไป วฏัภาคน่ิงทำ�หน้าท่ี

ช่วยแยกสารออกจากกัน

	 -	วัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) อาจเป็นของเหลวหรือแก๊สก็ได้ เป็นตัวช่วยพา

สารตัวอย่างเข้าสู่วัฏภาคน่ิงและทำ�การแยกสารผสมออกจากกัน เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

บางครั้งเรียก “ตัวชะ (eluent)” 

	 -	สารตัวอย่าง อาจเป็นสารผสมที่ต้องการแยกออกจากกัน เช่น A B แทนตัวอย่างสาร

ผสมที่ต้องการแยกออกจากกัน

	 กระบวนการในการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟคืีอ สารทีจ่บัหรอืติดอยูกั่บวฏัภาค

นิ่งได้นานและดีกว่าที่อยู่หรือละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ สารชนิดนั้นจะเคลื่อนตัวหรือออกมาช้ากว่า

สารที่ไม่ชอบอยู่กับวัฏภาคนิ่ง จากนั้นสารตัวอื่นๆ ก็จะค่อยๆ แยกออกจากกัน (รูปที่ 5-2) การ

ตรวจสอบหรอืเก็บตัวอยา่งจำ�เปน็ต้องใชอ้ปุกรณ์ตรวจวดัท่ีเหมาะสมเพือ่ติดตามสารท่ีต้องการในชว่ง

เวลาต่างๆ ซึ่งกลไกหรือเทคนิคในการแยกจะกล่าวถึงในหัวข้อถัดไป (3,4)
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5.2	 ประเภทของโครมาโทกราฟี (2-5)

	 ประเภทของโครมาโทกราฟีสามารถแบ่งตามวัฏภาคเคลื่อนที่ได้เป็น 2 ระบบใหญ่ๆ 

คือ โครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography) และ โครมาโทกราฟีแก๊ส (gas 

chromatography) ซึง่แตล่ะชนดิยังสามารถแบ่งย่อยได้ตามวัฏภาคนิ่ง กลไกการแยกที่แตกตา่งกัน

ดังแสดงในรูปที่ 5-3

	 5.2.1 โครมาโทกราฟีแก๊ส (gas chromatography, GC) 

	 เป็นการแยกสารผสมโดยอาศัยแก๊สเฉื่อยเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่หรือแก๊สพา (carrier 

gas) เช่น ไนโตรเจน ฮีเลียม หลักการคือสารตัวอย่างถูกระเหยเป็นไอและถูกวัฏภาคเคลื่อนที่พา

เข้าสู่คอลัมน์ ซ่ึงคอลัมน์จะอยู่ในระบบปิดที่ควบคุมอุณหภูมิ เพื่อให้สารอยู่ในรูปไอระเหยตลอด

ในคอลัมน์ หลักในการแยกเกิดจากความแตกต่างในความชอบของสารที่มีต่อวัฏภาคน่ิง และการ

ควบคุมอุณหภูมิในคอลัมน์ทำ�ให้สามารถแยกสารต่างๆ ในตัวอย่างออกจากกันได้ในคอลัมน์ จาก

นั้นจึงเข้าสู่อุปกรณ์ตรวจวัดต่อไป
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     *ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร., เภสชักรหญงิประจ าสาขาวชิาวทิยาศาสตรเ์ภสชักรรม คณะเภสชัศาสตร ์มธ. 

 

รปูท่ี 5-1 สว่นประกอบต่างๆ ในเทคนิคโครมาโทกราฟี  

กระบวนการในการแยกสารดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟีคอื สารทีจ่บัหรอืตดิอยู่กบัวฏัภาคนิ่งได้
นานและดกีว่าทีอ่ยู่หรอืละลายในวฏัภาคเคลื่อนที ่สารชนิดนัน้จะเคลื่อนตวัหรอืออกมาชา้กว่าสารทีไ่ม่
ชอบอยู่กบัวฏัภาคนิ่ง จากนัน้สารตวัอื่นๆ กจ็ะค่อยๆ แยกออกจากกนั (รูปที ่5-2) การตรวจสอบหรอื
เกบ็ตวัอย่างจ าเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ตรวจวดัทีเ่หมาะสมเพื่อตดิตามสารทีต่อ้งการในช่วงเวลาต่างๆ ซึ่ง
กลไกหรอืเทคนิคในการแยกจะกล่าวถงึในหวัขอ้ถดัไป (3,4) 

 

รปูท่ี 5-2 กระบวนการแยกสารดว้ยเทคนิคโครมาโทกราฟี  

5.2 ประเภทของโครมาโทกราฟี (2-5) 

ประเภทของโครมาโทกราฟีสามารถแบ่งตามวฏัภาคเคลื่อนทีไ่ดเ้ป็น 2 ระบบใหญ่ๆ คอื         
โครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography) และ โครมาโทกราฟีแก๊ส  (gas chromatography) 
ซึง่แต่ละชนิดยงัสามารถแบ่งย่อยไดต้ามวฏัภาคนิ่ง กลไกการแยกทีแ่ตกต่างกนัดงัแสดงในรปูที ่5-3 

5.2.1 โครมาโทกราฟีแก๊ส (gas chromatography, GC)  

รูปที่ 5-2 กระบวนการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี

ความรูเ้บือ้งตน้เกีย่วกบัโครมาโทกราฟี  137  
 

เป็นการแยกสารผสมโดยอาศยัแก๊สเฉื่อยเป็นวฏัภาคเคลื่อนทีห่รอืแก๊สพา (carrier gas) เช่น 
ไนโตรเจน ฮเีลยีม หลกัการคอืสารตวัอยา่งถูกระเหยเป็นไอและถูกวฏัภาคเคลื่อนทีพ่าเขา้สูค่อลมัน์ ซึง่
คอลมัน์จะอยู่ในระบบปิดทีค่วบคุมอุณหภูม ิเพื่อใหส้ารอยู่ในรูปไอระเหยตลอดในคอลมัน์ หลกัในการ
แยกเกดิจากความแตกต่างในความชอบของสารทีม่ตี่อวฏัภาคนิ่ง และการควบคุมอุณหภูมใินคอลมัน์
ท าให้สามารถแยกสารต่าง ๆ ในตวัอย่างออกจากกนัได้ในคอลมัน์ จากนัน้จงึเขา้สู่อุปกรณ์ตรวจวดั
ต่อไป 
 

 วฏัภาคเคลื่อนท่ี วฏัภาคน่ิง กลไกการแยก เทคนิค –ประเภทโครมาโทกราฟี 

 
รปูท่ี 5-3 แผนภาพแสดงประเภทโครมาโทกราฟี (3)  

เทคนิคโครมาโทกราฟีแก๊สแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ตามชนิดของวฏัภาคนิ่ง คอื โคร
มาโทกราฟีชนิดแก๊ส-ของเหลว (gas-liquid chromatography, GLC) และ โครมาโทกราฟีชนิดแก๊ส-
ของแขง็ (gas-solid chromatography, GSC) มรีายละเอยีดในหวัขอ้ต่อไป 

5.2.2 โครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography, LC)  

มีวฏัภาคเคลื่อนที่เป็นของเหลวซึ่งของเหลวอาจเป็นสารที่มีข ัว้สูงหรือต ่าขึ้นกับความมขีัว้
ของวฏัภาคนิ่ง โดยเทคนิคนี้มหีลกัในการแยกสารผสมคอื สารตวัอย่างถูกละลายในตวัท าละลายที่
เหมาะสมแล้วถูกวฏัภาคเคลื่อนที่พาเขา้สู่วฏัภาคนิ่งในคอลมัน์ หลกัในการแยกก็เช่นเดียวกบัโคร
มาโทกราฟีแก๊ส  คอื อาศยัความแตกต่างในความชอบของสารที่มตี่อวฏัภาคนิ่งเมื่อสารถูกแยกใน

Ch
rom

ato
gr

ap
hy

Gas 
Chromatography

Liquid Partition Column - "Gas Liquid Chromatography (GLC)"

Solid Adsorption Column - "Gas Solid Chromatography (GSC)"

Liquid 
Chromatography

Liquid Partition Column - "Classical liquid liquid Chromatography (LLC)"
Planar - "Thin Layer Chromatography (TLC)"

Bonded 
liquid

Modified 
partition

Column-"High Performance Liquid Chromatography (HPLC)"

Planar-"High Performance Thin Layer Chromatography 
(HPTLC)"

Solid

Adsorption
Column - "Classical Liquid-solid Chromatography (LSC)"

Column - "High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC)"

Ion exchange Column - "ion Exhchange Chromatography (IEC)"

Exclusion Column - "Exclusion Chromatography (EC)" or - Gel 
Permeation Chromatography (GPC)" 

รูปที่ 5-3 แผนภาพแสดงประเภทโครมาโทกราฟี (3) 
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	 เทคนิคโครมาโทกราฟีแก๊สแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ตามชนิดของวัฏภาคน่ิง 

คอื โครมาโทกราฟชีนิดแก๊ส-ของเหลว (gas-liquid chromatography, GLC) และ โครมาโทกราฟี

ชนิดแก๊ส-ของแข็ง (gas-solid chromatography, GSC) มีรายละเอียดในหัวข้อต่อไป

	 5.2.2 โครมาโทกราฟีของเหลว (liquid chromatography, LC) 

	 มีวัฏภาคเคลื่อนท่ีเป็นของเหลวซ่ึงของเหลวอาจเป็นสารที่มีขั้วสูงหรือต่ำ�ขึ้นกับความมี

ขัว้ของวฏัภาคน่ิง โดยเทคนิคน้ีมหีลกัในการแยกสารผสมคือ สารตัวอยา่งถูกละลายในตัวทำ�ละลาย

ท่ีเหมาะสมแล้วถูกวัฏภาคเคลื่อนที่พาเข้าสู่วัฏภาคน่ิงในคอลัมน์ หลักในการแยกก็เช่นเดียวกับ

โครมาโทกราฟแีก๊ส  คือ อาศัยความแตกต่างในความชอบของสารทีม่ต่ีอวฏัภาคน่ิงเมือ่สารถูกแยก

ในคอลัมน์ จะผ่านเข้าสู่อุปกรณ์ตรวจวัดต่อไป ปัจจุบันยาส่วนใหญ่วิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี

ของเหลวมากกวา่วธิโีครมาโทกราฟแีกส๊  เทคนิคโครมาโทกราฟขีองเหลวแบง่ออกได้ตามชนิดของ 

วัฏภาคนิ่ง หลักในการแยกและลักษณะอุปกรณ์ที่ใช้แยก ได้ดังนี้

	 (1)	โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของแข็ง (liquid-solid chromatography; LSC) 

	 (2)	โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid chromatography; LLC)

	 โครมาโทกราฟีของเหลวนิยมใช้กันมาก เทคนิคน้ีมีทั้งรูปแบบคอลัมน์และแบบแผ่น 

อุปกรณ์ท่ีใช้ผลิตเป็นแผ่น เช่น กระดาษ แก้ว อะลูมิเนียม หรืออื่นๆ ส่วนอุปกรณ์ท่ีใช้ผลิตเป็น

คอลัมน์อาจทำ�จากแก้วหรือโลหะ ซึ่งมีหลายแบบและหลายขนาด ดังแสดงในรูปที่ 5-4
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คอลมัน์ จะผ่านเข้าสู่อุปกรณ์ตรวจวดัต่อไป ปัจจุบนัยาส่วนใหญ่วิเคราะห์ด้วยวิธีโครมาโทกราฟี
ของเหลวมากกว่าวธิโีครมาโทกราฟีแก๊ส  เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบ่งออกไดต้ามชนิดของ 
วฏัภาคนิ่ง หลกัในการแยกและลกัษณะอุปกรณ์ทีใ่ชแ้ยก ไดด้งันี้ 

(1) โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของแขง็ (liquid-solid chromatography; LSC)  
(2) โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของเหลว (liquid-liquid chromatography; LLC) 

โครมาโทกราฟีของเหลวนิยมใชก้นัมาก เทคนิคนี้มทีัง้รปูแบบคอลมัน์และแบบแผน่ อุปกรณ์ที่
ใชผ้ลติเป็นแผน่ เชน่ กระดาษ แกว้ อะลูมเินียม หรอือื่นๆ  ส่วนอุปกรณ์ทีใ่ชผ้ลติเป็นคอลมัน์อาจท า
จากแกว้หรอืโลหะ ซึง่มหีลายแบบและหลายขนาด ดงัแสดงในรปูที ่5-4 

    

รปูท่ี 5-4 ตวัอยา่งคอลมัน์แกว้ (ซา้ย) และ คอลมัน์โลหะ (ขวา)   

5.2.2.1 โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของแขง็ (LSC)  

มวีฏัภาคเคลื่อนทีเ่ป็นของเหลวและวฏัภาคนิ่งเป็นของแขง็ ประเภทของโครมาโทกราฟีชนิด
ของเหลว-ของแขง็ แบ่งเป็นประเภทต่างๆ ตามหลกัการแยกสาร ดงันี้  

• โครมาโทกราฟีชนิดดดูซบั (adsorption chromatography) (3,5) 

ใชห้ลกัการแยกสารโดยสารมสีมบตัจิบักบัตวัดูดซบั (adsorbent) ทีเ่ป็นวสัดุในวฏัภาคนิ่ง และ
ใชส้ารละลายชะเอาสารออกจากตวัดูดซบั โดยการเปลี่ยนสภาพความมขีัว้ของสารละลายกจ็ะชะสาร
ออกมาจากวฏัภาคนิ่งได ้ตวัอย่างเช่น โครมาโทกราฟีแบบชัน้บาง (thin layer chromatography) หรอื
เรยีกยอ่ๆ วา่ “ทแีอลซ ี(TLC)” โครมาโทกราฟีชนิดกระดาษ (paper chromatography) และโครมาโทก
ราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (high performance liquid chromatography, HPLC) (4, 5) 

• โครมาโทกราฟีชนิดแยกขนาด (size exclusion chromatography; SEC) (3) 

รูปที่ 5-4 ตัวอย่างคอลัมน์แก้ว (ซ้าย) และ คอลัมน์โลหะ (ขวา)  

	 5.2.2.1 โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของแข็ง (LSC) 

	 มีวัฏภาคเคลื่อนที่เป็นของเหลวและวัฏภาคนิ่งเป็นของแข็ง ประเภทของโครมาโทกราฟี

ชนิดของเหลว-ของแข็ง แบ่งเป็นประเภทต่างๆ ตามหลักการแยกสาร ดังนี้ 

	 l	โครมาโทกราฟีชนิดดูดซับ (adsorption chromatography) (3,5)

	 ใชห้ลกัการแยกสารโดยสารมสีมบติัจบักับตัวดูดซับ (adsorbent) ทีเ่ปน็วสัดุในวฏัภาคน่ิง 

และใชส้ารละลายชะเอาสารออกจากตัวดูดซับ โดยการเปลีย่นสภาพความมขีัว้ของสารละลายก็จะชะ

สารออกมาจากวฏัภาคน่ิงได้ ตัวอยา่งเชน่ โครมาโทกราฟแีบบชัน้บาง (thin layer chromatography) 

หรอืเรยีกยอ่ๆ วา่ “ทีแอลซี (TLC)” โครมาโทกราฟชีนิดกระดาษ (paper chromatography) และ
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โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, HPLC) (4, 

5)

	 l โครมาโทกราฟีชนิดแยกขนาด (size exclusion chromatography; SEC) (3)

	 วสัดุทีใ่ชเ้ปน็วฏัภาคน่ิงบรรจใุนคอลมัน์มกัเปน็เมด็เจลซ่ึงมรีพูรนุ (pore size) และขนาด

ชอ่งรพูรนุน้ีมคีวามจำ�เพาะยอมให้สารท่ีมขีนาดโมเลกุลค่าหน่ึงผ่านเขา้ไปในเมด็เจลซ่ึงเปน็วฏัภาคน่ิง

ได้  ดังนั้นเทคนิคนี้สามารถใช้แยกสารผสมที่มีขนาดต่างกันออกจากกันได้ ตัวอย่างเทคนิคนี้ เช่น 

โครมาโทกราฟีชนิดกรองด้วยเจล (gel filtration chromatography; GFC) และ โครมาโทกราฟี

ชนิดซึมผ่านเจล (gel permeation chromatography, GPC) 

	 l โครมาโทกราฟชีนิดแลกเปลีย่นไอออน (ion exchange chromatography, IEX) (3)

	 เทคนิคน้ีอาศัยหลักการท่ีสารมีประจุไฟฟ้าท่ีแตกต่างกัน คือ สารที่ต้องการวิเคราะห์

มีประจุตรงข้ามกันกับประจุบนวัสดุของคอลัมน์ (เช่น เรซิน) ทำ�ให้สารถูกจับไว้ เทคนิคโครมา-

โทกราฟีแลกเปลี่ยนไอออน แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด คือ โครมาโทกราฟีแลกเปลี่ยนแคตไอออน 

(cation-exchange chromatography) โครมาโทกราฟีแลกเปลี่ยนแอนไอออน (anion-exchange 

chromatography) 

	 l โครมาโทกราฟีชนิดแยกตามความชอบจำ�เพาะ (affinity chromatography, AFC) 

(6)

	 ใช้หลักการแยกสารโดยอาศัยความแตกต่างของความจําเพาะทางชีวภาพของสาร เช่น 

คอลัมน์ท่ีมีลิแกนด์ (ligand) ติดอยู่บนวัฏภาคน่ิงบนคอลัมน์และมีความจําเพาะกับสารที่ต้องการ

แยก เช่น เอนไซม์-ซับสเตรท แอนติเจน-แอนติบอดี

	 5.2.2.2 โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของเหลว (LLC)

	 โครมาโทกราฟชีนิดน้ีมวีฏัภาคเคลือ่นท่ีและวฏัภาคน่ิงเปน็ของเหลวซ่ึงของเหลวทีเ่คลอืบ

อยู่บนวัสดขุองวัฏภาคนิง่ อาจเป็นของเหลวทีถ่กูเปลี่ยนแปลงพันธะ (bonded liquid) ทำ�ให้สมบัติ

ของวัฏภาคน่ิงเดิมเปลี่ยนไปช่วยแยกสารได้เหมาะสมกับสารตัวอย่างมากขึ้น จึงทำ�ให้ใช้งานใน

ประเภทต่างๆ ได้หลากหลายเพิ่มมากขึ้น ตัวอย่างท่ีใช้เทคนิคน้ี เช่น ทีแอลซี, โครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และโครมาโทกราฟีทีแอลซีสมรรถนะสูง (HPTLC) 

	

5.3 พันธะที่เกี่ยวข้องกับอันตรกิริยาระหว่างวัฏภาคนิ่งและวัฏภาคเคลื่อนที่ (3)  

	 การเกิดพันธะต่างๆ ส่งผลต่อระยะเวลาที่สารตัวอย่างจับกับวัฏภาคน่ิงได้นานหรือไม่ 

ชนิดของการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลที่สำ�คัญ ได้แก่ (รูปที่ 5-5)

	 5.3.1 การกระจาย (dispersion) บางครัง้เรยีก “แรงลอนดอน (London force)” เกิด

จากอิเล็กตรอนของอะตอมข้างเคียง ทำ�ให้เกิดการดึงดูดทางไฟฟ้าสถิต (electrostatic attraction) 

การเกิดอันตรกิริยาชนิดน้ีเป็นส่วนหน่ึงของการเกิดอันตรกิริยาแบบไม่ชอบน้ำ�  (hydrophobic 

interaction) 	
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 5.3.2 อนัตรกริยิาระหวา่งขัว้คู่-ข ัว้คู ่(dipole-dipole interaction) ของสารตวัอยา่งกบัตวัท า
ละลาย เชน่ สารกลุ่มไนโตรกบัตวัท าละลายอะซโีตไนไตรล ์(acetonitrile)  
 5.3.3 พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) ระหว่างสารทีใ่หไ้ฮโดรเจนกบัสารทีร่บั
ไฮโดรเจน  
 5.3.4 พนัธะไอโอนิก (ionic bonding) ระหวา่งสารตวัอยา่งทีม่ปีระจุกบัตวัท าละลายทีม่ปีระจุ 

 5.3.5 พนัธะไพ-ไพ (- bonding) หรอืการถ่ายโอนประจุ (charge transfer) ระหว่างสาร
ตวัอย่างทีม่อีเิลก็ตรอนน้อย (electron-poor solute) กบัตวัท าละลายทีม่อีเิลก็ตรอนมาก (electron-
rich solvent) เชน่ เบนซนี ท าใหเ้กดิพนัธะไพระหวา่งกนั  

 

รปูท่ี 5-5  รปูแบบการเกดิอนัตรกริยิาระหว่างโมเลกุลของสารกบัวฏัภาคนิ่ง แบบกระจายตวั (ก); แบบขัว้คู-่ข ัว้
คู ่(ข); แบบพนัธะไฮโดรเจน (ค); แบบพนัธะไอโอนิก (ง); แบบพนัธะไพ-ไพ (จ) (3) 

5.4 สมัประสิทธ์ิการแพร่กระจาย (KD) (2)  

โดยทัว่ไปการสกดัสารโดยใชข้องเหลวสกดัในหอ้งปฏบิตักิารนิยมใชต้วัท าละลาย 2 ชนิด โดยมี
ขอ้ก าหนดวา่ตวัท าละลายทัง้สองนี้ตอ้งไมล่ะลายเขา้กนัและไมเ่กดิปฏกิริยิาระหวา่งกนั นอกจากนี้สาร
ตอ้งไมเ่กดิปฏกิริยิาต่อตวัท าละลายทัง้สอง ไมเ่กดิการจบัรวมตวักนัหรอืแตกตวัในตวัท าละลายทัง้สอง 
เชน่ ตวัท าละลายประเภทอนิทรยี ์(ออกทานอล, คารบ์อนเททระคลอไรด)์ และตวัท าละลายประเภทน ้า  

สารทีส่กดัจะกระจายอยู่ในชัน้ของเหลวชนิดใดมากกว่ากนัขึน้กบัลกัษณะและสมบตัขิองสารต่อ
การละลายในแต่ละชัน้ของตัวท าละลาย โดยดูจากค่าสัมประสิทธิก์ารแพร่กระจาย (distribution 
coefficient; partition coefficient, KD) 

                         KD = [A]o/[A]aq                                                สมการที ่5-1              

รูปที่ 5-5	 รูปแบบการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลของสารกับวัฏภาคน่ิง แบบกระจายตัว (ก); แบบขั้วคู่-

	 ขั้วคู่ (ข); แบบพันธะไฮโดรเจน (ค); แบบพันธะไอโอนิก (ง); แบบพันธะไพ-ไพ (จ) (3)

	 5.3.2		อันตรกิริยาระหว่างขั้วคู่-ขั้วคู่ (dipole-dipole interaction) ของสารตัวอย่าง

กับตัวทำ�ละลาย เช่น สารกลุ่มไนโตรกับตัวทำ�ละลายอะซีโตไนไตรล์ (acetonitrile) 

	 5.3.3		พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) ระหว่างสารที่ให้ไฮโดรเจนกับสารที่รับ

ไฮโดรเจน 

	 5.3.4		พันธะไอโอนิก (ionic bonding) ระหว่างสารตัวอย่างที่มีประจุกับตัวทำ�ละลาย

ที่มีประจุ

	 5.3.5		พนัธะไพ-ไพ (π-π bonding) หรอืการถ่ายโอนประจ ุ(charge transfer) ระหวา่ง

สารตัวอย่างท่ีมีอิเล็กตรอนน้อย (electron-poor solute) กับตัวทำ�ละลายที่มีอิเล็กตรอนมาก 

(electron-rich solvent) เช่น เบนซีน ทำ�ให้เกิดพันธะไพระหว่างกัน 

5.4 สัมประสิทธิ์การแพร่กระจาย (KD) (2) 

	 โดยท่ัวไปการสกัดสารโดยใช้ของเหลวสกัดในห้องปฏิบัติการนิยมใช้ตัวทำ�ละลาย 2 

ชนิด โดยมีข้อกำ�หนดว่าตัวทำ�ละลายท้ังสองน้ีต้องไม่ละลายเข้ากันและไม่เกิดปฏิกิริยาระหว่างกัน 

นอกจากน้ีสารต้องไม่เกิดปฏิกิริยาต่อตัวทำ�ละลายท้ังสอง ไม่เกิดการจับรวมตัวกันหรือแตกตัวใน

ตัวทำ�ละลายทั้งสอง เช่น ตัวทำ�ละลายประเภทอินทรีย์ (ออกทานอล, คาร์บอนเททระคลอไรด์) 

และตัวทำ�ละลายประเภทน้ำ� 

	 สารท่ีสกัดจะกระจายอยู่ในชั้นของเหลวชนิดใดมากกว่ากันขึ้นกับลักษณะและสมบัติ

ของสารต่อการละลายในแต่ละชั้นของตัวทำ�ละลาย โดยดูจากค่าสัมประสิทธิ์การแพร่กระจาย 

(distribution coefficient; partition coefficient, KD)

                     	 KD = [A]o/[A]aq        	 สมการที่ 5-1             
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	 [A]o 	คือ	ความเข้มข้นของสารที่ละลายในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ เช่น ออกทานอล 

	 	 	 			(octanol) 

	 [A]aq	คือ	ความเข้มข้นของสารที่ละลายในตัวทำ�ละลายประเภทน้ำ�

	 ค่าสัมประสิทธิ์น้ีแสดงสัดส่วนของความเข้มข้นของสารในตัวทำ�ละลายท่ีเป็นสารอินทรีย์ 

และความเขม้ขน้ของสารในตัวทำ�ละลายทีเ่ปน็น้ำ� คา่สมัประสทิธิเ์ปน็คา่คงที ่ณ อณุหภมูแิละความ

ดันทีค่งทีห่น่ึงๆ คา่ KD สงู หมายถึงสารหรอืตัวยาชอบละลายในตัวทำ�ละลายอนิทรยีม์ากกวา่ในน้ำ� 

ซึง่จากหลักการนี ้หากนำ�มาใช้เทียบกับโครมาโทกราฟี ค่า KD ก็จะหมายถงึการกระจายของสารที่

ต้องการแยกระหว่างวัฏภาคนิ่งและวัฏภาคเคลื่อนที่ ความแตกต่างนี้ส่งผลให้สามารถแยกสารผสม

ออกจากกัน สารจะกระจายไปอยู่ท่ีวัฏภาคใดโดยดูจากการกระจายของสารเข้าไปอยู่ในวัฏภาคน่ิง

และในวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังสมการ

        

					  
	K	 =

	 ความเข้มข้นของสารในวัฏภาคนิ่ง	
สมการที่ 5-2 

        
									     ความเข้มข้นของสารในวัฏภาคเคลื่อนที่	

	 ดังน้ันถ้าคา่ K สงู หมายถึง สารชอบกระจายตัวในวฏัภาคน่ิงมากกวา่ในวฏัภาคเคลือ่นที ่

ซึ่งทำ�ให้สารที่จะแยกใช้เวลานานในการแยกออกมาจากวัฏภาคนิ่งในคอลัมน์นั่นเอง 

5.5 ความคงอยู่ของสารในโครมาโทกราฟี (Retention) (3) 

	 การที่สารอยู่ในวัฏภาคน่ิงโดยมีวัฏภาคเคลื่อนที่ไปในคอลัมน์น้ัน เมื่อสารสัมผัสกับผิว

ของวัฏภาคน่ิงจะเกิดการกระจายตัวของสารบนผิวขึ้นกับค่าการกระจายตัวของสารต่อผิววัฏภาค

น่ิงว่าชอบกระจายตัวมากน้อยเพียงใด ซ่ึงคล้ายกับการจำ�ลองการกระจายตัวของสารในกรวยแยก 

(separation funnel) กรวยท่ีหน่ึง แต่มีความแตกต่างกับหลักการในกรวยแยก คือ การแยกใน

คอลัมน์ไม่ได้เกิดภาวะสมดุลจนนิ่งก่อนค่อยแยก แต่จะกระจายไปวัฏภาคนิ่งถัดๆ ไปเพื่อแยกแบบ

ต่อเนื่องไปเรื่อยๆ ตามทิศทางการไหลของวัฏภาคเคลื่อนที่ ดังรูปที่ 5-6
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รปูท่ี 5-6 การกระจายตวัของสารในวฏัภาคนิ่งและถูกพาไปดว้ยวฏัภาคเคลื่อนที ่ 

สารตวัอย่างถูกพาไปด้วยวฏัภาคเคลื่อนที่ และกระจายตวัเข้าไปในวฏัภาคนิ่งเรยีกว่าเกิด 
“กระบวนการดดูซบั (sorption)” และเมื่อวฏัภาคเคลื่อนทีผ่่าน ความเขม้ขน้ของสารในวฏัภาคเคลื่อนที่
ลดลงสารตวัอย่างในวฏัภาคนิ่งจะเคลื่อนออกมาจากวฏัภาคนิ่งไปสู่วฏัภาคเคลื่อนที่อกีครัง้เพื่อรกัษา
ค่าคงทีข่องการกระจายตวั (KD) กระบวนการทีส่ารกลบัคนืออกมาอกีครัง้เรยีกว่า “กระบวนการคาย 
(desorption)” สารทีซ่บัไวจ้ะปล่อยออกมา ดงันัน้จากหลกัการนี้สารแต่ละตวัในของผสมมสีมบตัใินการ
กระจายเขา้วฏัภาคนิ่งต่างกนั ท าใหแ้ยกสารแต่ละชนิดใหบ้รสิุทธิไ์ด ้กล่าวสรุปคอื กลไกการแยกสาร
ในวฏัภาคนิ่งนี้ใชห้ลกักลไกการซบั และระยะเวลาทีส่ารตวัหนึ่งอยูใ่นคอลมัน์ตัง้แต่เวลาทีส่ารเขา้ไปใน
คอลมัน์จนถูกชะออกจากคอลมัน์ เรยีกวา่ “retention time (t)”      
        ปัจจยัทีม่ผีลต่อการคงอยู่ของสารในวฏัภาคนิ่ง ไดแ้ก่ 

1.  พนัธะการเกดิอนัตรกริยิาระหวา่งโมเลกุลกบัวฏัภาคนิ่ง ขึน้กบัลกัษณะของวฏัภาคนิ่ง กบัสาร
โมเลกุลทีแ่ยก หากมโีอกาสเกดิพนัธะมากสารจะคงอยูใ่นวฏัภาคนิ่งนานมากขึน้  

2.  ชนิดของวัฏภาคนิ่ง  ความมีขัว้  หรือขนาดอนุภาคภายใน เช่น สารมีลักษณะมีขัว้ 
เชน่เดยีวกบัวฏัภาคนิ่งจะจบักนัแน่นในวฏัภาคนิ่งนาน  

3. อุณหภมู ิเนื่องจากอุณหภมูมิผีลต่อเอนทลัปี (enthalpy) ของสารละลายซึง่มผีลทีส่ าคญัเกีย่วกบั
การเปลีย่นแปลงระหวา่งของเหลวกบัแก๊ส โดยทัว่ๆ ไปการเพิม่ความรอ้นมผีลท าใหส้ารอยูใ่นคอลมัน์
ไมน่าน สารจะออกมาจากวฏัภาคนิ่งหรอืคอลมัน์ไดเ้รว็ขึน้  

4.  อตัราเรว็ของวฏัภาคเคลื่อนที่ ส่งผลให้สารเคลื่อนตวัออกมาจากวฏัภาคได้เร็วขึ้น แต่ต้อง
ค านึงถงึอตัราเรว็ทีม่ากเกนิไปอาจส่งผลใหป้ระสทิธภิาพการแยกสารผสมลดลงเพราะสารยงัแยกกนัไม่
สมบูรณ์บนวฏัภาคนิ่ง แต่เพิม่ความเรว็จงึท าใหส้ารออกมาเรว็ขึน้ เป็นตน้ 

 

รูปที่ 5-6 การกระจายตัวของสารในวัฏภาคนิ่งและถูกพาไปด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่
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การประยุกต์ใช้เครื่องมือทางเภสัชวิเคราะห์ 1142

 	 สารตัวอย่างถูกพาไปด้วยวัฏภาคเคลื่อนที่ และกระจายตัวเข้าไปในวัฏภาคน่ิงเรียกว่า

เกิด “กระบวนการดูดซับ (sorption)” และเมื่อวัฏภาคเคลื่อนท่ีผ่าน ความเข้มข้นของสารใน

วฏัภาคเคลือ่นท่ีลดลงสารตัวอยา่งในวฏัภาคน่ิงจะเคลือ่นออกมาจากวฏัภาคน่ิงไปสูว่ฏัภาคเคลือ่นท่ี

อกีครัง้เพือ่รกัษาคา่คงท่ีของการกระจายตัว (KD) กระบวนการทีส่ารกลบัคนืออกมาอกีครัง้เรยีกวา่ 

“กระบวนการคาย (desorption)” สารทีซั่บไวจ้ะปลอ่ยออกมา ดังน้ันจากหลกัการน้ีสารแต่ละตัวใน

ของผสมมีสมบัติในการกระจายเข้าวัฏภาคนิ่งต่างกัน ทำ�ให้แยกสารแต่ละชนิดให้บริสุทธิ์ได้ กล่าว

สรุปคือ กลไกการแยกสารในวัฏภาคน่ิงน้ีใช้หลักกลไกการซับ และระยะเวลาท่ีสารตัวหน่ึงอยู่ใน

คอลัมน์ตั้งแต่เวลาที่สารเข้าไปในคอลัมน์จนถูกชะออกจากคอลัมน์ เรียกว่า “retention time (t)”     

	 ปัจจัยที่มีผลต่อการคงอยู่ของสารในวัฏภาคนิ่ง ได้แก่

	 1.	พนัธะการเกดิอนัตรกิรยิาระหวา่งโมเลกุลกบัวฏัภาคน่ิง ขึน้กับลกัษณะของวฏัภาคน่ิง 

กับสารโมเลกุลที่แยก หากมีโอกาสเกิดพันธะมากสารจะคงอยู่ในวัฏภาคนิ่งนานมากขึ้น 

	 2.	ชนิดของวฏัภาคน่ิง ความมขีัว้ หรอืขนาดอนุภาคภายใน เชน่ สารมลีกัษณะมขีัว้ เชน่

เดียวกับวัฏภาคนิ่งจะจับกันแน่นในวัฏภาคนิ่งนาน 

	 3.	อุณหภูมิ เน่ืองจากอุณหภูมิมีผลต่อเอนทัลปี (enthalpy) ของสารละลายซ่ึงมีผลที่

สำ�คญัเก่ียวกับการเปลีย่นแปลงระหวา่งของเหลวกับแก๊ส โดยทัว่ๆ ไปการเพิม่ความรอ้นมผีลทำ�ให้

สารอยู่ในคอลัมน์ไม่นาน สารจะออกมาจากวัฏภาคนิ่งหรือคอลัมน์ได้เร็วขึ้น 

	 4.	อัตราเร็วของวัฏภาคเคลื่อนที่ ส่งผลให้สารเคลื่อนตัวออกมาจากวัฏภาคได้เร็วขึ้น แต่

ต้องคำ�นึงถึงอตัราเรว็ท่ีมากเกินไปอาจสง่ผลใหป้ระสิทธภิาพการแยกสารผสมลดลงเพราะสารยงัแยก

กันไม่สมบูรณ์บนวัฏภาคนิ่ง แต่เพิ่มความเร็วจึงทำ�ให้สารออกมาเร็วขึ้น เป็นต้น

5.6 กลไกการดูดซับ (3-7)

	 กลไกการดูดซับ (sorption mechanism) ที่เก่ียวกับการแยกสารต่างๆ เช่น แยกสาร

ไม่มีขั้ว สารมีขั้ว สารที่แตกตัวเป็นไอออน สารพอลิเมอร์ หรืออื่นๆ อาจจำ�แนกชนิดกลไกได้ดังนี้ 

	 5.6.1 กลไกชนิดดูดซับ (adsorption)

	 หลักการของกลไกการดูดซับคือ สารและตัวทำ�ละลายแข่งกันจับตัวดูดซับของแข็งที่เป็น

วัสดุของวัฏภาคนิ่ง โดยตัวดูดซับที่นิยมใช้ คือ ซิลิกา และ อะลูมินา (alumina) กรณีตัวดูดซับ

เป็นซิลิกา พื้นผิวของซิลิกาเป็นหมู่ไฮดรอกซิลมีความเป็นขั้วสูง หากสารที่ต้องการแยกในคอลัมน์

ซิลกิาเปน็สารไมม่ขีัว้หรอืมขีัว้น้อยจะไมช่อบจบักับผิวของวฏัภาคน่ิงและอยูท่ีผิ่วของตัวดูดซับไดไ้ม่

นาน (unretain) สว่นโมเลกุลทีม่ขีัว้เกิดพนัธะไฮโดรเจนได้จะยดึจบักับตัวดูดซับได้ดีและอยูติ่ดนาน 

ความแรงของการชะ (elution strength, eluting power) เป็นค่าท่ีใช้วัดความสามารถของตัวทำ�

ละลายท่ีดึงสารวิเคราะห์ออกจากตัวดูดซับ ถ้าค่าสูงหมายถึงสามารถดึงออกมาได้ดี ซ่ึงลำ�ดับของ

ค่านี้จะขึ้นกับชนิดของตัวดูดซับและสารที่แยก 
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ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับโครมาโทกราฟี 143

	 โดยท่ัวไปลำ�ดับการชะสารออกจากตัวดูดซับท่ีมขีัว้จะขึน้กับความมขีัว้ของสารท่ีแยก หาก

สารมีขั้วน้อยจะออกมาก่อน ลำ�ดับสารท่ีมีขั้วน้อยเรียงไปหาขั้วมาก เช่น -CH=CH- < -OCH3 

<-CO2R < -C=O < -CHO < -SH < -NH2 < -OH < -CO2H โดยพันธะหลักที่เกี่ยวข้อง

ในการจับกันระหว่างโมเลกุล คือ แรงลอนดอน (London force) กลไกการแยกน้ีสามารถนำ�ไป

ประยุกต์เพื่อแยกสารที่เป็นไอโซเมอร์เรขาคณิต (geometric isomer) ได้ เช่น 1,2-, 1,3- และ 

1,4 -dibromobenzene อย่างไรก็ตามเน่ืองจากพ้ืนผิวของอนุภาคซิลิกาประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล

(-OH) ของหมูไ่ซลานอล (silanol, -Si-OH) เมือ่ปลอ่ยใหซิ้ลกิาแหง้ หมูไ่ซลานอล 2 หมู ่มโีอกาส

เกิดการรวมกันและเกดิเปน็พนัธะดังรปูที ่5-7 ซ่ึงทำ�ใหค้วามสามารถของตัวดูดซับเปลีย่นแปลงไป 

ส่งผลต่อประสิทธิภาพการแยก 

ความรูเ้บือ้งตน้เกีย่วกบัโครมาโทกราฟี  143  
 
5.6 กลไกการดดูซบั (3-7) 

กลไกการดูดซบั (sorption mechanism) ที่เกี่ยวกบัการแยกสารต่างๆ เช่น แยกสารไม่มขี ัว้ 
สารมขีัว้ สารทีแ่ตกตวัเป็นไอออน สารพอลเิมอร ์หรอือื่นๆ อาจจ าแนกชนิดกลไกการไดด้งันี้  

5.6.1 กลไกชนิดดดูซบั (adsorption) 

หลกัการของกลไกการดูดซบัคอื สารและตวัท าละลายแข่งกนัจบัตวัดูดซบัของแขง็ทีเ่ป็นวสัดุ
ของวฏัภาคนิ่ง โดยตวัดูดซบัทีน่ิยมใช ้ คอื ซลิกิา และ อะลูมนิา (alumina) กรณีตวัดูดซบัเป็นซลิกิา 
พืน้ผวิของซลิกิาเป็นหมู่ไฮดรอกซลิมคีวามเป็นขัว้สงู หากสารทีต่อ้งการแยกในคอลมัน์ซลิกิาเป็นสาร
ไม่มขี ัว้หรอืมขี ัว้น้อยจะไม่ชอบจบักบัผวิของวฏัภาคนิ่งและอยู่ทีผ่วิของตวัดูดซบัไดไ้ม่นาน (unretain) 
ส่วนโมเลกุลทีม่ขี ัว้เกดิพนัธะไฮโดรเจนไดจ้ะยดึจบักบัตวัดูดซบัไดด้แีละอยู่ตดินาน ความแรงของการ
ชะ (elution strength, eluting power) เป็นค่าทีใ่ชว้ดัความสามารถของตวัท าละลายทีด่งึสารวเิคราะห์
ออกจากตวัดูดซบั ถา้ค่าสงูหมายถงึสามารถดงึออกมาไดด้ ีซึ่งล าดบัของค่านี้จะขึน้กบัชนิดของตวัดดู
ซบัและสารทีแ่ยก  

โดยทัว่ไปล าดบัการชะสารออกจากตวัดูดซบัทีม่ขี ัว้จะขึน้กบัความมขีัว้ของสารทีแ่ยก หากสาร
มขีัว้น้อยจะออกมาก่อน ล าดบัสารทีม่ขี ัว้น้อยเรยีงไปหาขัว้มาก เช่น –CH=CH- < -OCH3 < -CO2R < 
-C=O < -CHO < -SH < -NH2 < -OH < -CO2H โดยพันธะหลักที่เกี่ยวข้องในการจับกันระหว่าง
โมเลกุล คอื แรงลอนดอน (London force) กลไกการแยกนี้สามารถน าไปประยุกต์เพื่อแยกสารที่เป็น
ไอโซเมอร์เรขาคณิต (geometric isomer) ได้ เช่น 1,2-, 1,3- และ 1,4 –dibromobenzene อย่างไรก็
ตามเนื่องจากพืน้ผวิของอนุภาคซลิกิาประกอบดว้ยหมู่ไฮดรอกซลิ (-OH) ของหมู่ไซลานอล (silanol, -
Si-OH) เมื่อปล่อยใหซ้ลิกิาแหง้ หมู่ไซลานอล 2 หมู่ มโีอกาสเกดิการรวมกนัและเกดิเป็นพนัธะดงัรปูที ่
5-7  ซึง่ท าใหค้วามสามารถของตวัดดูซบัเปลีย่นแปลงไป ส่งผลต่อประสทิธภิาพการแยก  

 

รปูท่ี 5-7 การรวมของหมูไ่ซลานอลหลงัจากสญูเสยีน ้า 

	 กลไกน้ีที่พบมากในโครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-ของแข็ง (LSC) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีเก่าแก่

ที่สุด ตัวอย่างวิธีท่ีใช้กลไกการแยกน้ี เช่น ทีแอลซี ใช้แยกสีในพืช วิธีโครมาโทกราฟีของเหลว

สมรรถนะสูง HPLC ทีใ่ช้คอลัมน์แบบดั้งเดิมนัน้ใชห้ลักการดดูซบั แตป่จัจุบนัคอลัมน์แบบดดัแปลง

วัฏภาคนิ่งเป็นที่นิยมซึ่งใช้หลักการพาร์ทิชันแทนซึ่งจะกล่าวถึงรายละเอียดในตอนถัดไป 

	 5.6.2 กลไกชนิดแบ่งส่วน (partition)

	 ตัวค้ำ�จนุบนวฏัภาคน่ิงท่ีเปน็ของแขง็ถูกเคลอืบด้วยของเหลว เชน่ เทคนิคโครมาโทกราฟี

แก๊ส ชนิดแก๊ส-ของเหลว (GLC) ทีแอลซี หลักการแยกอาศัยความสามารถในการกระจายตวัของ

สาร (แก๊ส หรือของเหลว) ในของเหลว คือ สารที่ต้องการวิเคราะห์ผ่านของเหลวที่เคลือบอยู่บน

ตัวค้ำ�จุนซ่ึงตัวค้ำ�จุนเป็นวัสดุท่ีไม่ทำ�ปฏิกิริยากับสารอื่นมักเป็นวัสดุท่ีประกอบด้วยซิลิกา (silica, 

SiO2) หากสารที่ต้องการแยกมีสมบัติชอบของเหลวบนวัสดุก็จะติดอยู่บนตัวค้ำ�จุนนาน แต่สาร

ที่ไม่ชอบก็จะถูกชะออกไปจากตัวค้ำ�จุนเร็ว ในสมัยก่อนการใช้หลักการน้ีกับเทคนิค HPLC ค่อน

ข้างทำ�ได้ยากเน่ืองจากมีวัฏภาคเคลื่อนที่เป็นของเหลวซ่ึงสามารถชะหรือละลายของเหลวท่ีอยู่บน

ตัวค้ำ�จุนทำ�ให้เสียสภาพของวัฏภาคน่ิงได้ แต่ปัจจุบันมีการพัฒนาสมบัติของวัฏภาคภายในให้เป็น

ของเหลวท่ีไม่ละลายไปกับตัวทำ�ละลายได้ง่ายทำ�ให้ HPLC ใช้หลักกลไกน้ีเพิ่มมากขึ้น พันธะท่ี

เกี่ยวข้องกับกลไกนี้เป็นตัวกำ�หนดการละลายของสาร เช่น การกระจายตัว แรงขั้วคู่-ขั้วคู่ แรงขั้ว

คู่-ขั้วคู่เหนี่ยวนำ� (dipole / induced dipole) และพันธะไฮโดรเจน 

รูปที่ 5-7 การรวมของหมู่ไซลานอลหลังจากสูญเสียน้ำ�
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	 สารที่เป็นของเหลวเคลือบบนตัวค�้ำจุนของวัฏภาคน่ิงสามารถเป็นของเหลวชนิดต่างๆ 

มากมาย แต่ต้องเป็นสารท่ีไม่ระเหยในคอลัมน์ ณ อุณหภูมิท่ีท�ำการทดลอง โดยทั่วไปจะแสดง 

การกระจายตัวของสารในวัฏภาคใดได้มากน้อยจะแสดงด้วยค่าสัมประสิทธิ์แบ่งส่วน (partition 

coefficient, KD) ดังสมการที่ 5-2 

	 5.6.3 กลไกชนิดวัฏภาคเกิดพันธะ (bonded phase) 

	 เป็นเทคนิคที่ดัดแปลงวัฏภาคนิ่งให้เป็นวัฏภาคที่เกิดพันธะ เรียกว่า “bonded phase”  

วิธีน้ีเกิดจากการพัฒนาเพื่อแก้ปัญหาข้อจ�ำกัดของการใช้ของเหลวเป็นวัฏภาคน่ิง ซ่ึงการดัดแปลง

พันธะน้ีช่วยถนอมวัฏภาคน่ิงให้มีอายุการใช้งานยาวนานขึ้น ลดการละลายและหลุดลอกออกของ

วัฏภาคนิ่ง และยังช่วยเพิ่มความคงทนต่ออุณหภูมิที่สูงขึ้นอีกด้วย การเตรียมวัฏภาคพันธะเตรียม

โดยน�ำผิวซิลิกาท่ีมีหมู่ไซลานอล (silanol) มาท�ำปฏิกิริยากับคลอโรไซเลน (chlorosilane) เกิด 

พันธะที่เปลี่ยนหมู่ไฮดรอกซิลไป (รูปที่ 5-8) การดัดแปลงหมู่ R ที่แตกต่างกันส่งผลให้ลักษณะ 

ของวฏัภาคเปลีย่นแปลงย่อมส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงขัว้ของวฏัภาค โดยมาก R มกัเป็น หมูเ่มทิล 

หรือสายไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon chain) เป็นสาย C6, C8, C18 เป็นต้น 
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รปูท่ี 5-8 การเตรยีมดดัแปลงผวิซลิกิาของวฏัภาคนิ่งเพือ่ท าเป็นวฏัภาคเกดิพนัธะ 

5.6.4 กลไกชนิดการแลกเปลีย่นไอออน (ion-exchange) 

เทคนิคนี้อาศยัหลกัการทีส่ารมปีระจุทีแ่ตกต่างกนั คอื สารทีต่้องการวเิคราะห์มปีระจุตรงขา้มกนั
กบัประจุบนวสัดุของคอลมัน์ ท าใหส้ารถูกจบัไว ้เช่น สารวเิคราะหม์ปีระจุบวกจะจบักบัวฏัภาคนิ่งทีม่ ี
ประจุลบโดยการจบัและปล่อยเป็นแบบผนักลบัได ้จากนัน้สารทีต่ดิกบัวฏัภาคนิ่งนี้จะถูกชะออกมาเมื่อ
มกีารปรบัพเีอชของวฏัภาคเคลื่อนที่หรอืถูกแทนที่ด้วยตัวท าละลายที่มคีวามแรงไอออนมากกว่า 
(ionic strength)  

5.6.5 กลไกชนิดคูไ่อออน (ion-pairing) 

กลไกน้ีใชห้ลกัการแยกสารทีเ่ป็นไอออนหรอืสารทีแ่ตกตวัเป็นไอออน มขีอ้ดกีว่าเทคนิคทีใ่ชก้ลไก
การแยกแบบแลกเปลีย่นไอออนตรงทีส่ามารถใช้วฏัภาคนิ่งหรอืคอลมัน์ทีม่ใีชก้นัทัว่ไป วธินีี้ใชก้บัสาร
ตัวอย่างที่มีลักษณะชอบไขมันน้อยหรือมีประจุนัน่เอง ซึ่งเมื่อผ่านวัฏภาคนิ่งที่มีข ัว้น้อยจ าพวก
ไฮโดรคาร์บอน สารตวัอย่างไม่ชอบอยู่ในคอลมัน์จงึถูกชะออกอย่างรวดเรว็ เทคนิคนี้เตมิสารทีเ่ป็น
ไอออนคู่ของสารตวัอย่างเพื่อไปลดความเป็นขัว้ของสาร ท าใหส้ารไม่ถูกชะเรว็เกนิไปจงึถูกแยกไดด้ี
ขึน้ ดงัสมการที ่5-3  

 
สมการที ่5-3  

(A+ คอื ตวัอยา่งสารทีม่ปีระจุบวก    B- คอื สารคูไ่อออน     AB สารทีเ่มือ่จบักนัมคีา่ความเป็นกลาง)  

5.6.6 กลไกชนิดแยกตามความชอบจ าเพาะ (affinity) 

	 5.6.4 กลไกชนิดการแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange)

	 เทคนิคน้ีอาศัยหลักการท่ีสารมีประจุท่ีแตกต่างกัน คือ สารท่ีต้องการวิเคราะห์มีประจ ุ

ตรงขา้มกันกบัประจุบนวัสดขุองคอลัมน์ ท�ำให้สารถกูจับไว ้เช่น สารวิเคราะห์มีประจุบวกจะจับกบั

วัฏภาคนิ่งที่มีประจุลบโดยการจับและปล่อยเป็นแบบผันกลับได้ จากนั้นสารที่ติดกับวัฏภาคนิ่งนี้จะ

ถูกชะออกมาเมื่อมีการปรับพีเอชของวัฏภาคเคลื่อนท่ีหรือถูกแทนท่ีด้วยตัวท�ำละลายที่มีความแรง

ไอออนมากกว่า (ionic strength) 

	 5.6.5 กลไกชนิดคู่ไอออน (ion-pairing)

	 กลไกนี้ใช้หลักการแยกสารที่เป็นไอออนหรือสารที่แตกต ัวเป็นไอออน มีข้อดีกว่าเทคนิค

ที่ใช้กลไกการแยกแบบแลกเปลี่ยนไอออนตรงท่ีสามารถใช้วัฏภาคน่ิงหรือคอลัมน์ที่มีใช้กันท่ัวไป        

วิธีน้ีใช้กับสารตัวอย่างท่ีมีลักษณะชอบไขมันน้อยหรือมีประจุน่ันเอง ซ่ึงเมื่อผ่านวัฏภาคน่ิงที่มี

ขั้วน้อยจ�ำพวกไฮโดรคาร์บอน สารตัวอย่างไม่ชอบอยู่ในคอลัมน์จึงถูกชะออกอย่างรวดเร็ว เทคนิค 

รูปที่ 5-8 การเตรียมดัดแปลงผิวซิลิกาของวัฏภาคนิ่งเพื่อทำ�เป็นวัฏภาคเกิดพันธะ
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นี้เติมสารที่เป็นไอออนคู่ของสารตัวอย่างเพื่อไปลดความเป็นขั้วของสาร ท�ำให้สารไม่ถูกชะเร็วเกิน

ไปจึงถูกแยกได้ดีขึ้นดังสมการที่ 5-3 
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ตัวอย่างที่มีลักษณะชอบไขมันน้อยหรือมีประจุนัน่เอง ซึ่งเมื่อผ่านวัฏภาคนิ่งที่มีข ัว้น้อยจ าพวก
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5.6.6 กลไกชนิดแยกตามความชอบจ าเพาะ (affinity) 

สมการที่ 5-3

(A+ คือ ตัวอย่างสารที่มีประจุบวก B- คือ สารคู่ไอออน AB สารที่เมื่อจับกันมีค่าความเป็นกลาง) 

	 5.6.6 กลไกชนิดแยกตามความชอบจ�ำเพาะ (affinity)

	 อาศยัความสมัพนัธ์ของความดึงดูดในการจบักันมกัพบในสารจ�ำพวกชวีโมเลกุล เช่น การ

เกิดอันตรกิริยาระหว่างโปรตีนกับลิแกนด์ (ligand) ที่เหมาะสมที่อยู่บนวัฏภาคน่ิง ลิแกนด์น้ีจะมี 

ความจ�ำเพาะกับโปรตีนและจับกันด้วยพันธะโควาเลนต์ วัฏภาคนิ่งมักเป็นสารจ�ำพวกเจล 

	 5.6.7 กลไกชนิดแยกตามขนาด (size exclusion)

	 เป็นกลไกท่ีแตกต่างจากกลไกอืน่ๆ คอื แยกตามขนาดของโมเลกุลท่ีจะแยกในวฏัภาคน่ิง 

เป็นหลกั โดยโมเลกุลทีม่ขีนาดใหญ่กว่าขนาดของตัวเจลในวฏัภาคน่ิง สารจะหลดุรอดไม่ผ่านเจลจึง 

ถูกชะออกมาก่อน

	

5.7 การตรวจวัดติดตาม (monitoring detection)

	

	 วธิกีารตรวจวดัสารทีแ่ยกออกจากกันด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีสามารถใช้วธิต่ีางๆ ดงัน้ี

	 -	วิธีทางกายภาพ โดยอาศัยดูด้วยตาเปล่า มักใช้ในกรณีท่ีสารมีสีและผ่านโครมาโท-

กราฟีเกิดการแยกสีผสมออกจากกันและมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า

	 -	วิธีทางเคมี โดยใช้สารเคมีสเปรย์ หรือใช้ไอของสารระเหิดเพื่อดูสีที่เกิดจากปฏิกิริยา

กับสารที่แยกบนแผ่นทีแอลซีหรือกระดาษ 

	 -	วธิทีางสเปกโทรสโกปี เป็นวธิทีีใ่ช้อปุกรณ์ตรวจวดั เช่น อลัตราไวโอเลต-วสิเิบลิสเปก

โทรสโกปี ส�ำหรับการตรวจติดตามดูทีแอลซีนิยมใช้แหล่งก�ำเนิดแสงที่ความยาวคลื่นสั้น (254

นาโนเมตร) และท่ีความยาวคลื่นยาว (365 นาโนเมตร) นอกจากน้ีกรณีโครมาโทกราฟีที่ใช้

แรงดนัต่างๆ นิยมน�ำมาเชือ่มต่อกับอปุกรณ์ตรวจวดัเพือ่วเิคราะห์หาปรมิาณสารได้โดยตรง อปุกรณ์

ตรวจวดัเหล่าน้ัน เช่น อลัตราไวโอเลต-วสิิเบลิ ฟลอูอเรสเซนซ์ และอืน่ๆ ซ่ึงใช้เพือ่ช่วยดูหมูฟั่งก์ชนั

ของโครงสร้างสารได้ เป็นต้น

	 -	วธิตีรวจวดัอืน่ๆ ได้แก่ การตรวจค่าดัชนีการหกัเหแสง (refractive index) การตรวจวดั 

การน�ำไฟฟ้า (conductivity) การกระเจิงของแสง (light scatter) เป็นต้น
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