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#แผนการเรียนรู้และการประเมินผลการเรียนรู้

โครมาโท
กราฟี
เบื้องต้น

2.2 อธิบายเทคนิคทางโครมาโทกราฟี

อธิบายโครมาโทกราฟแบบกระดาษและ
แบบช้ันบาง

อธิบายโครมาโทรกราฟแีบบแก๊สและของเหลว

ปฏิบัติ การแยกสารโดยเทคนิคโครมาโทกราฟี
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Background

Tswett (Michael S. Tswett, ชาวรัสเซีย) เสนอค าว่า 
โครมาโทกราฟ ี(chromatography : มาจากรากศัพท์
ภาษากรีกคือ khromatos หมายถึง สี และ graphe 
หมายถึง ภาพบันทึก) ต้ังแต่ปี ค.ศ. 1903

เพ่ืออธิบายการแยกรงควัตถุในพืชท่ีสกัด
ออกมาด้วยปิโตรเลียมอีเทอร์ เม่ือผ่านลงสู่
คอลัมน์แก้วที่บรรจุด้วยผงแคลเซียม
คาร์บอเนตมีการเคล่ือนที่ด้วยอัตราเร็วที่
ต่างกัน จนเห็นเป็นแถบสีของแต่ละรงควัตถุ
แยกออกจากกัน
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เทคนิคทางโครมาโทกราฟี

โครมาโทกราฟ ี(chromatography) เป็นเทคนิคเพ่ือใช้ในการแยก
สารผสม โดยให้องค์ประกอบของสารที่ถูกแยกกระจายอยู่ระหวา่ง 
2 วัฏภาค/เฟส (phase) คือ 

▪ วัฏภาคอยู่กับที่ (stationary phase)
▪ วัฏภาคเคลื่อนท่ี (mobile phase) 

โดยอาศัยหลักการของการละลายในตัวท าละลาย และการถูกดูดซับ
โดยตัวดูดซบัของสารผสมน้ัน ๆ 
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หลักการพ้ืนฐาน

“สารที่ต้องการแยกแต่ละชนิดมีอัตราการ
เคลื่อนที่ที่แตกต่างกันเมื่อเคลื่อนที่ผ่าน  
วัฏภาคอยู่กับที่ภายใต้อิทธิพลของวัฏภาค
เคลื่อนที”่

อัตราการเคลื่อนที่จะมากหรือน้อยผันแปรไปตาม
อัตราส่วนการกระจายตัวของสารนั้นในวัฏภาคอยู่
กับที่และวัฏภาคเคลื่อนที่ 
เช่น สาร A มีการกระจายตัวสู่วัฏภาคอยู่กับที่
มากกว่าวฏัภาคเคลื่อนท่ีจะเคลื่อนท่ีได้ช้ากว่าสาร 
B ที่มีการกระจายตัวสู่วัฏภาคเคลื่อนที่มากกว่า  
วัฏภาคอยู่กับที่
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โครมาโทกราฟแบบกระดาษและแบบช้ันบาง

โครมาโทกราฟแีบบกระดาษ (Paper Chromatography)

▪ ใช้หลักการกระจายตัวในการแยกสารที่มีองค์ประกอบ
มากกว่า 2 ชนิดและมักเปน็สารที่มีสี

▪ อาศัยความสามารถในการละลายของสารที่เปน็ตัวท าละลาย 
และความสามารถในการถูกดดูซับบนตัวดูดซับที่แตกต่างกัน

โครมาโทกราฟแีบบชั้นบาง (Thin-Layer 
chromatography; TLC)
▪ ใช้หลักการแบบดูดซับ โดยวัฏภาคอยู่กับที่จะเปน็อะลูมิ
นา (alumina, Al2O3) หรือซิลกิาเจล (silica gel, 
SiO2) เปน็ต้น ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับสารที่ต้องการวิเคราะห์ 
ส่วนวัฏภาคเคลื่อนที่อาจจะเปน็แก๊สหรือของเหลวก็ได้ 
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โครมาโทกราฟแบบกระดาษ

▪ ใช้หลักการกระจายตัวในการแยก
สารที่มีองค์ประกอบมากกว่า 2
ชนิดและมักเปน็สารท่ีมีสี

▪ อาศัยความสามารถในการละลาย
ของสารที่เปน็ตัวท าละลาย และ
ความสามารถในการถูกดดูซับบน
ตัวดูดซับที่แตกต่างกัน
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solution of liquid plant pigments
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Retention factor (Rf)

The Rf value can be used to identify compounds due to their uniqueness 
to each compound. When comparing two different compounds under the 
same conditions, the compound with the larger Rf value is less polar 
because it does not stick to the stationary phase as long as the polar 
compound, which would have a lower Rf value. 

If it is desired to express positions relative to the position of another 
substance, x, the Rx (relative retention value)  
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Factors affecting the Rf

▪ Stationary phase
▪ The concentration of the stationary phase
▪ Mobile phase
▪ The concentration of the mobile phase
▪ Temperature

The Rf value of compounds in the mixture differs by any changes in 
the concentration of stationary and mobile phases.
▪ Temperature affects the solvent capillary movement and the 

analyte’s solubility in the solvent. 
▪ Rf value is independent of the sample concentration. 
▪ Rf value is always positive.
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โครมาโทกราฟแบบชั้นบาง

▪ วัฏภาคอยู่กับที่เป็น Al2O3 
ใช้ได้ดีกับสารที่เป็นเบส 

▪ วัฏภาคอยู่กับที่เป็น SiO2 ใช้ได้
ดีกับสารเกือบทุกชนิด 
(โดยเฉพาะสารที่เป็นกรด เป็น
กลาง หรือเป็นเบสท่ีอ่อนมาก) 

TLC เปน็วิธีการเบ้ืองต้นสาหรับการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ
ของสารประกอบอินทรีย์ทั้งด้านการสังเคราะห์และ
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ เพ่ือพิจารณาจ านวนองค์ประกอบใน
สารผสมและวินิจฉัย (identify) องค์ประกอบนั้น ๆ โดย
การเปรียบเทียบกับสารประกอบที่ทราบสูตรโครางสร้างแล้ว 
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Stationary Phase
Chromatographic 

Mechanism
Typical Application

Silica Gel adsorption
steroids, amino acids, alcohols, hydrocarbons, 

lipids, aflaxtoxin, bile, acids, vitamins, alkaloids

Silica Gel RP reversed phase
fatty acids, vitamins, steroids, hormones, 

carotenoids

Cellulose, kieselguhr partition
carbohydrates, sugars, alcohols, amino acids, 

carboxylic acids, fatty acids

Aluminum oxide adsorption
amines, alcohols, steroids, lipids, aflatoxins, bile 

acids, vitamins, alkaloids

PEI cellulose ion exchange
nucleic acids, nucleotides, nucelosides, purines, 

pyrimidines

Magnesium silicate adsorption steroids, pesticides, lipids, alkaloids
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Tano, M., Kabran, G., Roger, M., et al. (2018). Thin  layer chromatographic profiles and antioxidants 
capacity of leaf extracts of Nelumbo Nucifera Gaertn. (NELUMBONACEAE) from Cote D’ivoire. 
European Journal of Biomedical and Pharmaceutical Sciences. 
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TLC Plate of methanolic extract of leaves of Gymnema sylvestre developed using

Kumar, P. V. & Ahamed, A. J. (2017). Identification of bioactive compounds from the methanolic leaf extract of Gymenema 
Sylvestre. Journal of Advanced Applied Scientific Research. 1. 10.46947/joaasr18201763. 

ผักเชียงดา 
(Gymenema 
Sylvestre)

Tolune Chloroform Ethylacetate Ethylacetate Methanol 
+ methanol (12:3)
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โครมาโทรกราฟแีบบคอลัมน์

โครมาโทรกราฟแีบบคอลัมน์เป็นการแยกสาร 
โดยวัฏภาคอยู่กับที่ (ตัวดูดซับ) บรรจุอยู่ในคอลัมน์ 
ในขณะที่วัฏภาคเคลื่อนที่คือตัวท าละลายหรือตัวชะที่
ไหลผ่านคอลัมน์

ดังนั้น สารต่าง ๆ จะแยกออกจากกันตาม
ความสามารถในการยึดกับตัวดูดซับ และการละลาย
ในตัวชะ
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Column chromatography types

19

No. Types of column 
chromatography

Mobile 
phase

Stationary phase Sample 
phase

1 Adsorption 
chromatography

Liquid Solid adsorption Solution

2 Partition 
chromatography

Liquid Immiscible solvent 
on solid matrix

Solution

3 Ion-exchange 
chromatography

Liquid Ion exchange 
resin

Solution

4 Gel chromatography Liquid Solvent held in 
the interstices of 
polymetric solvent

Solution



How Chromatography Works: The Fundamental Principle

To separate 
molecules based on 

their hydrophobicity

To separate 
molecules by 
their polarity

Ref. https://bitesizebio.com/30007/how-chromatography-works

To separate 
molecules based 

on their ionic 
interactions

To separate molecules 
based on their ability 
to bind specific small 

molecules or 
biomolecules

To separate 
molecules by 

their size
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https://www.youtube.com/watch?v=-4S6L_szMU8

https://www.youtube.com/watch?v=-4S6L_szMU8 22
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คอลัมน์ : Packed Column

Demonstration - Wet Packing a Chromatography Column

ตัวดูดซับที่ท าหน้าที่แยกสารจะถูกบรรจุอยู่ในคอลัมน์
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ตัวดูดซับที่ใช้โครมาโทกราฟแีบบคอลัมน์

อะลูมนิา (Alumina)
ถ่าน (Charcoal)
ซิลิกาเจล (Silica gel)
แมกนิเซยี (Magnesia)
แมกนีเซียมคาร์บอเนต (Magnesium 
carbonate)
แคลเซียมฟอสเฟต (Calcium phosphate)
แคลเซียมคาร์บอเนต (Calcium carbonate)
อินูลิน (Inulin)
แปง้ (Starch)
ซูโครส (Sucrose)
เซลลูโลส (Cellulose)

ท
ิศ
ท
าง
ก
าร
ล
ด
ล
ง
ข
อ
ง
ก
ล
ัง
ก
าร
ด
ูด
ซ
ับ

ตัวดูดซับอย่างแรง

ตัวดูดซับปานกลาง

ตัวดูดซับอย่างอ่อน
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คอลัมน์ : Capillary Column

ตัวดูดซับแบบช้ันฟลิม์เคลือบอยู่บนผิวด้านในของคอลัมน์
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โครมาโทรกราฟแีบบแก๊ส : GC
Mobile phase : Gas

▪ วัฏภาคอยู่กับที่ คือสารที่เคลือบผิวหรือบรรจุอยู่ภายในคอลัมน์
▪ วัฏภาคเคลื่อนที่ คือ แก๊สตัวพา (นิยมใช้เป็น He)
▪ เมื่อสารผสมถูกฉีดเข้าเครื่อง ณ บริเวณหัวฉีด ซึ่งเป็นบริเวณที่ให้

ความร้อนมีอุณหภูมิสูงพอที่จะท าให้สารผสมเปลี่ยนสถานะจาก
ของเหลวเป็นแก๊ส และส่วนแก๊สของสารผสมจะเคลื่อนที่เข้าสู่
คอลัมน์ โดยอาศัยแก๊สตัวพา และมีการให้ความร้อนของคอลัมน์
ด้วยตู้ควบคุมอุณหภูมิ ท าให้เกิดกระบวนการแยกข้ึน จากน้ันสาร
ผสมที่ถูกแยกภายในคอลัมน์จะเคลื่อนที่เข้าสู่ตัวตรวจวัด
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GC diagram
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ส่วนประกอบของ GC

▪ Carrier gases หรือแก๊สพา มีหน้าที่น าแก๊สตัวอย่างจากจุดฉีด (injection port) 
ผ่านเข้าสู่คอลัมน์และไปยัง detector แก๊สที่ใช้งานกับเครื่อง GC เป็นแก๊สเฉื่อยท่ีไม่
ท าปฏิกิริยากับโมเลกุลของสารตัวอย่าง เช่น He, H2, N2

▪ Injector port เป็นส่วนที่ใช้ในการฉีดสารตัวอย่างเข้าคอลัมน์ (inlet) โดยท่ัวไปมักจะ
มีตัวให้ความร้อนติดต้ังอยู่ด้วย เพ่ือท าให้สารตัวอย่างกลายเป็นไอ

▪ Column เป็นส่วนท่ีใช้แยกสารตัวอย่าง โดยท่ัวไปมีอยู่ 2 ประเภท คือ packed และ 
capillary การเลือกใช้คอลัมน์แต่ละชนิดข้ึนอยู่กับคุณสมบัติของสารผสม

▪ Detector หรือส่วนตรวจวัด เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสารเชิงเด่ียวที่ถูกแยก
ออกมาจากคอลัมน์ แล้วส่งสัญญาณไฟฟา้ไปยังระบบประมวลผล

▪ Data system หรือระบบประมวลผล เป็นส่วนที่ประมวลผลและข้อมูลต่าง ๆ ด้วย
ระบบคอมพิวเตอร์ซ่ึงจะค านวณและรายงานผลเป็นเวลาการหน่วง (Retention 
time) คือเวลาท่ีสารแต่ละชนิดใช้ผ่านคอลัมน์จากจุดเริ่มต้นถึงจุดสูงสุดของของพีค
ที่ได้จากโครมาโทแกรม (chromatogram)
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โครมาโทแกรม
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Compounds Suitable for GC Analysis

Components that can be analyzed with GC have the following 
three main features.

▪ Compounds with a boiling point up to 400°C

▪ Compounds that are not decomposed at their vaporization 
temperature

▪ Compounds that decompose at their vaporization 
temperature, but always by the same amount. This is 
called pyrolysis GC.
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Compounds unsuitable analyzed with GC

Cannot be analyzed

▪ Compounds that do not vaporize (inorganic metals, ions, and salts)

▪ Highly reactive compounds and chemically unstable compounds
(hydrofluoric acid and other strong acids, ozone, NOx and other highly 
reactive compounds)

Difficult to analyze

▪ Highly adsorptive compounds (compounds containing a carboxyl 
group, hydroxyl group, amino group, or sulfur)

▪ Compounds for which standard samples are difficult to obtain 
(Qualitative and quantitative analyses are difficult)
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โครมาโทรกราฟแีบบของเหลว : LC
Mobile phase : Liquid (ของเหลว)

▪ คอลัมนโ์ครมาโทกราฟทีี่ใช้วัฏภาค
เคล่ือนที่เป็นของเหลว

▪ ขนาดอนุภาคของวัฏภาคอยู่กับที่มี
ขนาดเล็กมาก ๆ การไหลของวัฏภาค
เคล่ือนที่จึงต้องใช้แรงดันสูงช่วยเพ่ือ
ท าให้เกิดการเคลื่อนท่ีของสารและตัว
ชะ และท าให้การแยกเกิดได้เร็วขึ้น จึง
เรียกว่า โครมาโทกราฟแีบบของเหลว
แรงดันสงู (High pressure liquid 
chromatography; HPLC)
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ส่วนประกอบของ HPLC

▪ Mobile phase ตัวท าละลายท่ีใช้ในการชะ เป็นวัฏภาคเคล่ือนที่ (ของเหลว)
ท าหน้าที่น าสารตัวอย่างและตัวท าละลายเข้าสู่คอลัมน์ เพ่ือให้เกิดกระบวนการ
แยกภายในคอลัมน์

▪ Degasser ท าหน้าที่ก าจัดฟองอากาศในตัวท าละลาย ไม่ให้มีฟองอากาศเข้าสู่ 
column และ detector

▪ Pump ท าหน้าที่ดึงตัวท าละลายเข้าสู่ระบบ HPLC
▪ Injector ท าหน้าที่ในการฉีดสารตัวอย่างเข้าระบบ HPLC
▪ Column มีลักษณะเป็นของแข็งหรือเจล เป็นวัฏภาคอยู่กับที่ ท าหน้าที่ให้เกิด
กระบวนการแยกของสารที่สนใจ

▪ Detector ท าหน้าที่ในการตรวจวัดสัญญาณของสารท่ีสนใจที่ได้จาก
กระบวนการแยก
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https://www.shimadzu.com/an/service-support/technical-support/analysis-basics/basic/what_is_hplc.html
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HPLC Principle
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Signal response/Chromatogram
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HPLC Column Types

▪ Reverse-phase column (RPC)

▪ Normal-phase column (NPC)

▪ Ion-exchange column (IEC)

▪ Size-exclusion  column (SEC)

▪ Affinity column (AC)
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Column Types Stationary Phase Mobile Phase Application

Reverse-Phase Non-polar Polar Versatile, applicable to a wide 
range of compounds

Normal-Phase Polar Non-polar Analysis of polar compounds, 
natural products

Ion-Exchange Charged 
functional groups

Ions Analysis of charged 
biomolecules

Size-Exclusion Porous Any compatible 
solvent

Separation based on size or 
molecular weight

Affinity Ligand-specific 
interaction

Any compatible 
solvent

Purification and analysis of 
biomolecules
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Normal phase column
▪ NPC are more polar than the mobile phase, enhancing analyte retention 

with higher stationary phase polarity and lower mobile phase polarity.
▪ To separate compounds based on their polarity.
▪ Polar compounds interact more strongly with the stationary phase, while 

non-polar compounds interact more strongly with the mobile phase. 
▪ The polar compounds to elute from the column more slowly than the 

non-polar compounds.

https://learnaboutpharma.com/hplc-columns-definition-principle-types-and-maintenance47

Polar analyte

Non-polar analyte

Analyte of medium polar



▪ Stationary phases like inorganic adsorbents (silica, alumina) or 
moderately polar chemically bonded phases (e.g., aminopropyl, 
nitrophenyl, diol on silica gel).

▪ Retention increases with higher polarity and more adsorption 
sites on the column, favoring adsorbents with larger surface 
areas.

▪ NPC are used for small molecules, organic acids, drugs, and 
biomolecules like glycosylated proteins.

▪ NPC are ideal for compounds soluble in organic solvents and 
those with structural/stereo isomeric differences.
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Advantages & Disadvantages

Advantages:

▪ Very versatile; can be used 
to separate a wide range of 
compounds

▪ High resolution
▪ Good selectivity

Disadvantages:

▪ Can be difficult to use; requires careful 
control of the MP composition and pH

▪ Susceptible to column fouling
▪ Not as compatible with aqueous MP as 

reverse phase columns

50

▪ The polarity of the compounds to be separated
▪ The desired resolution and selectivity
▪ The compatibility of the column with the 

mobile phase to be used
▪ The cost of the column

NPC 
picked-up



Reverse phase column
The stationary phase is usually an inert hydrocarbon 
that is interacting just with hydrophobic solute or 
molecule, in which selectivity is dominated by 
solvent effects.

https://biologynotesonline.com/reversed-phase-chromatography
51
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Advantages & Disadvantages

Advantages:

▪ Easy to use; do not require 
careful control of the mobile 
phase composition and pH

▪ Compatible with aqueous 
mobile phases

▪ Robust and durable

Disadvantages:

▪ Not as versatile as normal phase columns; 
cannot be used to separate all types of 
compounds

▪ Lower resolution and selectivity than 
normal phase columns
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NPC&RPC comparison
Property Normal Phase Columns Reverse Phase Columns

Polarity of stationary phase Polar Non-polar

Polarity of mobile phase Non-polar Polar

Separation mechanism Polarity Non-polarity

Advantages
Versatile, high resolution, 
good selectivity

Easy to use, compatible with 
aqueous mobile phases, 
robust and durable

Disadvantages

Difficult to use, susceptible 
to column fouling, not as 
compatible with aqueous 
mobile phases

Not as versatile, lower 
resolution and selectivity

Common applications
Separation of non-polar 
compounds, enantiomers, 
preparative HPLC

Separation of polar 
compounds, proteins and 
peptides, analytical HPLC

Examples of columns Silica gel, cyano, amino, diol C18, C8, C4, phenyl
56



Ion-Exchange Columns

https://www.waters.com/nextgen/us/en/education/primers/
beginner-s-guide-to-liquid-chromatography/hplc-
separation-modes.html

▪ To separation of molecules due to attractive 
ionic forces molecules in the analyte and the 
charged stationary phase. 
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Size-Exclusion Columns

60

▪ The combination of polymers like 
polysaccharides and silica 

▪ Do not reply on interaction with the 
analyte components but rather utilize 
sieving effect based on molecular 
weight of the analyte components.  

▪ The molecules diffusing into the 
pores and  retain. 

▪ Too large molecules to enter the pores 
pass through the column rapidly, 
eluting as a single peak. 
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#กิจกรรม work@class

แบ่งกลุม่ท ากจิกรรม 2.2

มอบหมายโจทย์ให้แต่ละกลุ่ม
ระดมสมองแก้ไขโดยวิธีการ
ร่วมแสดงความคิดเห็น 

ให้แต่ละกลุ่มน าเสนอ วิธีการแก้ไขโจทย์ปัญหา 

1) หลักการส าคัญหรือหลักพ้ืนฐานที่ถูกต้อง

2) วิธีการค านวณค่าที่ถูกต้อง

3) วิธีอธิบายเชิงพฤติกรรม (วิธีปฏิบัติ) ที่ถูกต้อง

โดยให้กลุม่อื่น ๆ รับฟงั และซักถามในข้อทีส่งสัย
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