
วตัถปุระสงค์
     1) เพื�อศึกษาวิธีในการแยกสารอินทรียแ์ละการพิสจูน์เอกลกัษณ์อย่างง่ายด้วย
         วิธีโครมาโทกราฟีแบบแผน่บาง (Thin layer chromatography)

2) นักศึกษาสามารถเลือกเฟสเคลื�อนที�ที�เหมาะสมต่อการแยกสารได้อย่างเหมาะสม

โครมาโทกราฟี



โครมาโทกราฟี (chromatography)

• “โครมาโทกราฟี (chromatography)” มาจากภาษากรกี  “chromatos” แปลวา่ ส ี
• ความหมายเดมิของ chromatography หมายถงึการแยกของผสมที�มสี ี
• ในปจัจุบนัหมายถงึเทคนิคที�ใชแ้ยกสารผสมออกจากกนั โดยอาศยัความสมัพนัธ์

ระหวา่งสารกบัเฟสคงที� (stationary phase) และเฟสเคลื�อนที� (mobile phase) 
• เฟสคงที�อาจเป็นของแขง็หรอืของเหลว 

- ของแขง็การแยกจะเป็นแบบดดูซบั (adsorption) 
- ของเหลวการแยกสารจะเป็นแบบแบง่ละลาย (partition) 

• เฟสเคลื�อนที�อาจจะเป็นของเหลวหรอืแก๊สทาํหน้าที�พาสารแต่ละชนิดในสารผสม
ใหเ้คลื�อนที�ดว้ยอตัราเรว็แตกต่างกนั จงึทาํใหส้ารแยกออกจากกนัได ้
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ตารางที� 4.1 โครมาโทกราฟีแบบต่าง ๆ

โครมาโทกราฟี เฟสคงที� เฟสเคลื�อนที�
หลกัการ
ทาํงาน

Column Chromatography (CC) ของแขง็ ของเหลว Adsorption

Thin-Layer Chromatography (TLC) ของแขง็ ของเหลว Adsorption

Gas-Solid Chromatography (GC) ของแขง็ แกส๊ Adsorption

Paper Chromatography ของเหลว ของเหลว Partition

Gas-Liquid Chromatography ของเหลว แกส๊ Partition
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กระบวนการเกิดโครมาโทกราฟี

กระบวนการโครมาโทกราฟีเกิดขึ�น 
เนื�องจากสารที�ตอ้งการแยกมกีารเคลื�อนที�ในอตัรา
ที�แตกต่างกนั ซึ�งเนื�องมาจากแรง 2 แรง คอื 
1.  แรงผลกัดนั (Propelling forces) เกิด
เ นื� องจากการไหลของตัว เฟสเคลื� อนที�หรือ
ความสามารถในการละลายของสารในตัวเฟส
เคลื�อนที�
2.  แรงดึง (Retarding forces) หมายถงึแรงที�
เฟสคงที�ดงึดูดสารไว ้เช่น แรงวานเดอวาลส ์แรง
พนัธะไฮโดรเจน เป็นตน้

PR BT S
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โครมาโทกราฟี แบบแผน่บาง 
(Thin Layer Chromatography, TLC)

• เป็นโครมาโทกราฟีแบบดดูซบั Solid-liquid chromatography 
• ของผสมที�ถกูแยกจะถกูดดูซบัโดยเฟสคงที�ที�เป็นของแขง็ เฟสคงที�ที�นิยม

ใชค้อื silica gel (SiO2.XH2O) และ alumina (Al2O3) 
• เฟสเคลื�อนที�เป็นของเหลว

37ที�มา: https://instrumentationtools.com/wp-content/uploads/2018/02/thin-layer-chromatography.png



การเลือกตวัทาํละลายที�จะใช้เป็น mobile phase (developing solvent) 

การเลอืกตวัทาํละลายนี�จะขึ�นอยูก่บัชนิดของสารที�ตอ้งการแยก เชน่ 
- กรณีที�สารม ีpolarity น้อย จะตอ้งใช ้developing solvent ที�คอ่นขา้ง non-polar 

แลว้จงึเพิ�ม polarity ของตวัทาํละลาย ตามความมขี ั �วของสารที�ตอ้งการแยก

ตวัทาํละลายที�ใชก้นัมาก ไดแ้ก่ (เรยีงตาม polarity จากน้อยไปมาก)
     ปิโตรเลยีมอเีทอร ์< เฮกเซน < คารบ์อนเตตราคลอไรด ์< เบนซนี < คลอโรฟอรม์ 

< ไดเอทลิอเีทอร ์< เอทลิอะซเิตต < อะซโีตน < เอทานอล < เมทานอล < นํ�า

โดยปกตนิิยมใชต้วัทาํละลายผสม เพื�อใหม้คีวามสามารถในการละลายและพาสาร
เคลื�อนที�ไดอ้ยา่งพอเหมาะ ตวัทาํละลายผสมที�นิยมใช ้เชน่ Hexane/Diethyl ether, 
Chloroform/Methanol, Hexane/ethylacetate, Petroleum ether/Ethyl acetate/Methanol 
เป็นตน้ 38



การหาตาํแหน่งของสารบน Chromatoplate

1. ดจูากสีของสารนั�น ๆ ที�ปรากฏให้เหน็ด้วยตา
2. ในกรณีที�สารไม่มีสี การเลอืกใชเ้ทคนิคใดนั �น ขึ�นกบัสมบตัขิองสารที�ศกึษา เชน่

2.1 การฉายด้วยแสงอลัตราไวโอเลต (UV) ในกรณีที�สารนั �นสามารถ
ดดูกลนืรงัสี UV ได ้จะปรากฏสภีายใตร้งัสี UV

(ที�มา: https://www.researchgate.net/figure/The-TLC-profile-of-fraction-EA13-a-UV-
lamp-254-nm-b-UV-lamp-366-after-sprayed-by_fig1_321006995)

(ที�มา: https://www.camag.com/en/tlc_hptlc/products/evaluation_
documentation_tlc-ms_bioluminenscence/uv_cabinet_4.cfm)

254 nm    366 nm
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การหาตาํแหน่งของสารบน Chromatoplate

2.2 การนํา Chromatoplate ไปวางในภาชนะที�มผีลกึ lodine (ใชผ้ลกึ I2 0.5 
กรมั ใสใ่นขวดแกว้ที�มฝีาปิดมดิชดิ) สารอนิทรยีเ์กอืบทุกชนิด (ยกเวน้ saturated 
hydrocarbons และ halides) จะเกดิสารประกอบเชงิซอ้นกบั lodine เป็นสนํี�าตาล
หรอืสมีว่งปรากฏบน plate ชั �วคราว

(ที�มา:https://chem.libretexts.org/Demos%2C_Techniques%2C_and_Experiments/Organic_Chemistry_Lab_Techniques_(Nichols)/2%3A_Chro
matography/2.2%3A_Thin_Layer_Chromatography_(TLC)/2.2.F%3A_Visualizing_TLC_Plates) 40



การหาตาํแหน่งของสารบน Chromatoplate

2.3 การพ่นด้วย developing agents อื�นๆ ที�เกดิปฏกิริยิากบัสารที�จะแยกแลว้
ใหส้ปีรากฏใหเ้หน็โดยสามารถเลอืกใชร้เีอเจนตไ์ดต้ามความเหมาะสม

(ที�มา:https://chem.libretexts.org/Demos%2C_Techniques%2C_and_Experiments/Organic_Chemistry_Lab_Techniques_(Nichols)/2%3A_Chro
matography/2.2%3A_Thin_Layer_Chromatography_(TLC)/2.2.F%3A_Visualizing_TLC_Plates)
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การหาตาํแหน่งของสารบน Chromatoplate

2.3 การพ่นด้วย developing agents อื�นๆ ที�เกดิปฏกิริยิากบัสารที�จะแยกแลว้
ใหส้ปีรากฏใหเ้หน็โดยสามารถเลอืกใชร้เีอเจนตไ์ดต้ามความเหมาะสม

(ที�มา:https://chem.libretexts.org/Demos%2C_Techniques%2C_and_Experiments/Organic_Chemistry_Lab_Techniques_(Nichols)/2%3A_Chro
matography/2.2%3A_Thin_Layer_Chromatography_(TLC)/2.2.F%3A_Visualizing_TLC_Plates)
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การหาค่า  Rf ของสาร

คา่ Rf หรอืคา่ “rate of flow” คอื อตัราสว่นของระยะทางที�สารเคลื�อนที� 
ต่อระยะทางที�ตวัทาํละลายเคลื�อนที� 

ในกรณีที�ใช้ตวัดดูซบัเดียวกนั ใช้ระบบตวัทาํละลายเดียวกนั
และระบบที�ศึกษาอยู่ในสภาวะ 

(อณุหภมิู, ความดนั, ความหนาของตวัดดูซบั ฯลฯ) เดียวกนั 
สารหนึ�งๆ จะมีค่า คงที�เสมอ

การวดัเปรียบเทียบค่า จึงเป็นวิธีหนึ�งที�ใช้ในการพิสจูน์ชนิดของสาร
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PR BT S

4 cm

x cm

y cm

z cm

Rf =
ระยะทางที�สารเคลื�อนที�

ระยะทางที�ตวัทาํละลายเคลื�อนที�

Rf ของ PR = x
4

Rf ของ BT = y
4

Rf ของ S = z
4
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1) สารที�มคีา่ ภายใตส้ภาวะเดยีวกนั ยอ่มเป็นสารเดยีวกนั จงึใช้
พจิารณาสารที�สงสยัเทยีบกบัสารมาตรฐานได้

2) ตรวจสอบจาํนวนสารในสารผสม โดยดจูาํนวนจุดของสารบนโคร
มาโทแกรม

3) หาตวัทาํละลายที�เหมาะสมสาํหรบัโครมาโทกราฟีคอลมัน์
4) ตดิตามสารที�แยกจากคอลมัน์ โดยเทคนิค TLC โดยเทยีบคา่ ของ

แต่ละแฟคชั �น
5) ใชต้รวจสอบความบรสิทุธิ �ของสารซึ�งสารบรสิทุธิ � ควรจะมจีุดเดยีว
6) ใชต้ดิตามการดาํเนินไปของปฏกิริยิาวา่ปฏกิริยิานั �นเกดิขึ�นหรอืไม ่

สิ�นสดุแลว้หรอืยงัมผีลติภณัฑเ์กดิขึ�นกี�ชนิด เป็นตน้

การประยกุตใ์ช้ TLC ทางเคมีอินทรีย์
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การเตรยีมเฟสเคลื�อนที�

เฟสเคลื�อนที� 
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การเตรียมแผน่ TLC

1 cm

4 cm

0.5 cm 0.5 cm

PR BT S

แผ่น TLC 47



PR BT S

การแยกสาร
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PR BT S

4 cm

x cm

y cm

z cm

Rf =
ระยะทางที�สารเคลื�อนที�

ระยะทางที�ตวัทาํละลายเคลื�อนที�

Rf ของ PR = x
4

Rf ของ BT = y
4

Rf ของ S = z
4
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