การทดลองที่ 4
โครมาโทกราฟี
วัตถุประสงค์
1) เพื่อศึกษาวิธีในการแยกสารอินทรีย์และการพิสูจน์เอกลักษณ์อย่างง่ายด้วยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin layer chromatography)
	2) นักศึกษาสามารถเลือกเฟสเคลื่อนที่ที่เหมาะสมต่อการแยกสารได้อย่างเหมาะสม
การทดลอง
ตอนที่ 4.1 การพิสูจน์สารตัวอย่างที่มีสี และศึกษาอิทธิพลของ mobile phase ที่มีต่อการแยกสาร
1. การเตรียมโครมาโทเพลต เตรียมแผ่นโครมาโทเพลต วัดระยะทางดังรูปและใช้ดินสอลากเส้นเบา ๆ ดังรูป หลังจากนั้น กำหนดจุดที่จะหยดสาร 3 จุด ประกอบไปด้วยจุดที่ 1 และ 2 เป็นสารมาตรฐานชนิดต่าง ๆ ส่วนจุดที่ 3 ให้เป็นสารตัวอย่าง เมื่อเตรียมโครมาโทเพลตเสร็จแล้วนำไปหยดสารตามที่กำหนดไว้ ระวังอย่าให้ขนาดของจุดที่หยดสารมีเส้นผ่าศูนย์กลางเกิน 0.5 มม. (หยดสารนี้ซ้ำเดิม 2-3 ครั้ง อย่าหยดสารมากเกินไป) รอให้จุดที่หยดสารแห้งสนิท จึงจะนำไปทำการทดลองในขั้นต่อไป
2. การเตรียม TLC tank นำบีกเกอร์มา 1 ใบ เติมน้ำที่ทำหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ 5มิลลิลิตร ใส่กระดาษโครมาโทกราฟีลงในบีกเกอร์ ปิดฝาด้วยกระจกนาฬิกา รอจนกระทั่ง TLC tank อิ่มตัวไปด้วยไอของเฟสเคลื่อนที่ (สังเกตจากเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนที่ไปจนสุดกระดาษ) 
3. เมื่อเตรียมโครมาโทเพลตและ TLC tank เสร็จแล้วนำโครมาโทเพลตใสลงใน TLC tank (วางที่ฝั่งตรงข้ามกับกระดาษหันด้านสีขาวเข้าหากระดาษ) ปิดฝา รอจนกระทั่งเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนที่ถึง solvent front นำโครมาโทเพลตออกจาก tank ปล่อยให้เฟสเคลื่อนที่ระเหยไปหมดแล้ววงรอบสีที่ปรากฏทุก ๆ สี
4. วัดระยะทางจากจุดเริ่มต้นถึงจุดศูนย์กลางของวงกลมของสารทุกชนิดและจากจุดเริ่มต้นถึง solvent front แล้วคำนวณค่า Rf ของแต่ละจุดและบันทึกโครมาโทแกรมที่ได้ 
5. ทำการทดลองซ้ำโดยเปลี่ยนเฟสเคลื่อนที่จากน้ำเป็น methanol, acetic acid, dichloromethane และ CH2Cl2: CH3OH ในอัตราส่วน 5: 3 เลือก mobile phase ที่เหมาะสมเพื่อนำไปใช้ในการพิสูจน์สารตัวอย่าง 

ตอนที่ 4.2 การแยกสารไม่มีสี
1.  ทำการทดลองเช่นเดียวกันกับ 4.1 โดยใช้สารที่หยดลงบนโครมาโทเพลตคือ 
จุดที่ 1  บีทาแนฟทอล (BN)
จุดที่ 2  พาราเซตามอล (PC)
จุดที่ 3  สารตัวอย่าง 2 (S2)
3.  ใช้เฟสเคลื่อนที่เป็น 3 % เมทานอลในไดคลอโรมีเทน 
4.  ตรวจหาตำแหน่งสาร โดยนำไปส่องด้วยแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 nm ด้วย เครื่อง TLC UV Cabinet จะสังเกตเห็นแผ่นโครมาโทเพลตเป็นสีเขียว ทำเครื่องหมายรอบจุดทึบแสง
5.  บันทึกระยะทางที่สารเคลื่อนที่ คำนวณค่า Rf ของสารแต่ละชนิด อภิปรายผลการทดลองว่าสารตัวอย่างประกอบไปด้วยสารใด

การบันทึกผลการทดลอง
ในแต่ละตอนให้นักศึกษาวาดรูปลักษณะของโครมาโทแกรมที่ได้เสมือนจริงทั้งลักษณะและระยะทาง พร้อมทั้งคำนวณหาค่า Rf อภิปรายผลแยกแต่ละตอน และสรุปผลการทดลองรวม
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