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               ปฏบิตักิารที ่10 
 

              โครมาโทกราฟฟี 
                      (Chromatography) 
 

 
 
 

 
 

เพื่อแยกสารผสม  และค านวณหาประสิทธิภาพของคอลมัน์โครมาโทกราฟฟี (Column 
Chromatography) 

 

 
อุปกรณ์ 

1. คอลมัน์ (Column) 
2. บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 100 cm3 
3. หลอดหยดปลายยาว (Dropper) 
4. แท่งแกว้  (Stering rod) 

 
 
 

5. ท่ีจบับิวเรต (Burette clamp) 
6. ขาตั้ง (Stand) 
7. ส าลี (Cotton) 
8. ทราย (Sand) 
9. นาฬิกาจบัเวลา (Stopped watch) 

 

สารเคมี 
1. ซิลิกาเจล (SiO2) 

2. 20%  v/v Ethanol 
3.  3:1 กรดอะซิติก  
4. สารละลายผสม Methyl Orange และ Methylene blue 
 

 
 
 

วตัถุประสงค์     
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โครมาโทกราฟี  เป็นเทคนิคการแยกสารละลายใหบ้ริสุทธ์ิ หรือแยกสารผสมออกจากกนัซ่ึงท่ีนิยมใชก้นัมากใน

ปัจจุบนั  โครมาโทกราฟี แปลวา่ การแยกออกเป็นสี ๆ นอกจากจะแยกสารท่ีมีสีไดแ้ลว้ วธีิโครมาโทกราฟียงัสามารถ
แยกสารท่ีไม่มีสีไดอี้กดว้ย 
 วธีิทางโครมาโทกราฟีเก่ียวขอ้งกบัการกระจาย (Distribution) ของสารระหวา่งสองเฟส (Phase)โดยเฟสหน่ึง
อยูก่บัท่ีเรียกวา่  Stationary  p hase  ส่วนอีกเฟสหน่ึงเคล่ือนท่ี เรียกวา่   mobile phase   เราสามารถแบ่งโครมาโทกราฟี
อยา่งกวา้ง ๆ ไดเ้ป็น 2 พวก ตามลกัษณะของเฟสท่ีเก่ียวขอ้งคือ 
 Adsorption Chromatography   ในกรณีน้ี  Stationary phase เป็นของแขง็ เช่น อะลูมินา ซิลิกาเจล ส่วน 
Mobile phase อาจเป็นแก๊สหรือของเหลวก็ได ้ตวัอยา่งไดแ้ก่ Column Chromatography , Thin Layer Chromatography , 
Gas-solid Chromatography  
 Partition Chromatography  ในกรณีน้ี Stationary phase เป็นของเหลวส่วนมากมกัจะเป็นน ้า ซ่ึงถูกพยงุอยู่
ดว้ยของแขง็ (Supporter) ท่ีพรุน เช่น ดินเบ า  (Kieselguhr) หรือ เซลลูโลส (Cellulose)  ส่วน Mobile phase อาจเป็น
แก๊สหรือของเหลวก็ได ้ตวัอยา่งไดแ้ก่ Paper Chromatography, Gas-Liquid  Chromatography  
 

 เทคนิคทางโครมาโทกราฟีท่ีพอจะท าการทดลองไดง่้าย และไม่ตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีมีราคาแพง ไดแ้ก่ 
1. คอลมัน์ โครมาโทกราฟี      (Column Chromatography) 
2. ทินเลเยอร์ โครมาโทกราฟี  (Thin Layer Chromatography) 
3. เปเปอร์ โครมาโทกราฟี      (Paper Chromatography) 
 

Column Chromatography วธีิน้ีเราใชค้อลมัน์แกว้บรรจุตวัดูดซบั (Absorbent) ซ่ึงชุ่มอยูด่ว้ยตวัท าละลาย  
(Solvent)  ชนิดหน่ึง เอาสารผสมท่ีตอ้งการแยก  (Solute) ซ่ีงละลายอยูใ่นตวัท าละลายอนัเดียวกนัขา้งตน้ มาหยดลงบน
ตวัดูดซบั  แลว้จึงเติมตวัท าละลายตามลงมา  ตวัท าละลายจะค่อย ๆ ชะสารท่ีตอ้งการจะแยกใหเ้คล่ือน ท่ีลงไป (elute) 
ดว้ยอตัราเร็วท่ีต่างกนั จนในท่ีสุดจะไดแ้ถบสีของแต่ละสารแยกออกจากกนั (ในกรณีท่ีสารเหล่านั้นมีสีในตวัเอง) 

ถา้สารเหล่านั้นไม่มีสี เราจ าเป็นตอ้งใชว้ธีิอ่ืนเพื่อหาวา่แต่ละแถบ ของสารอยูส่่วนไหนของคอลมัน์ เช่นอาจ
ตรวจดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต  หรือสเปรยด์ว้ยรีเอเจนตบ์างชนิดไปบนตวัดูดซบัส าหรับตรวจหาสาร  หรือเคลือบตวั
ดูดซบัดว้ยสารฟลูออเรสเซนต ์เม่ือสารอยูท่ี่ต  าแหน่งใดตรงนั้นจะมืด เพราะสารไปบงัการเรืองแสง หรืออาจตรวจดว้ย
เคร่ือง Detector ก็ได ้

การแยกสารในสารผสมออกจากกนัได ้เน่ืองจากแต่ละสารถูกดูดซบัไวโ้ดยตวัดูดซบัในอตัราท่ีไม่เท่ากนั สารท่ี
ถูกดูดซบัไวม้ากกวา่ ยอ่มเคล่ือนลงมาชา้กว่ าสารท่ีถูกดูดซบันอ้ยกวา่ จากหลกักา รน้ีเราสามารถแยกสารหลายชนิดออก
จากกนัได ้หรือ แยกสารมีขั้วต่างกนัออกจากกนัได ้สารท่ีมีขั้วมากจะ ถูกดูดไวแ้น่นและถูกชะไดย้ากกวา่สารท่ีมีขั้วนอ้ย
กวา่ 
 การแยกสารผสมออกจากกนัไดช้ดัเจน และห่างกนัในเวลาไม่มากนกั แสดงถึงประสิทธิภาพ ของ Column 
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(Resolution) ท่ีมีความสามารถแยกสาร 2 ชนิดออกจากกนั ประสิทธิภาพของ Column สามารถหาไดโ้ดยความสัมพนัธ์
ดงัน้ี 

    Resolution (Rs)    =    
)(

2

BA WW

Z



  
  

เม่ือ    Z      เป็นระยะห่างระหวา่งสองยอด Peak ท่ีไดจ้ากการแยก (t5- t2) 
            WA เป็นความกวา้งของฐาน Peak A (t3 – t1) 
  WB  เป็นความกวา้งของฐาน Peak B (t6- t4) 

 

     เร่ิมจบัเวลา 
 

 

        
       A      t1             t2               t3                    t4       t5          t6  

 t 
รูปที ่9.1 Chromatogram ท่ีแสดงถึง Resolution ท่ีดีของ Column 

  

ตวัอยา่งสารท่ีจะแยกออกจากกนัไดโ้ดยวธีิโครมาโทกราฟีแบบดูดซบัน้ี คือพวกสียอ้ม (dye), Chlorophyll, 
alkaloid ฯลฯ ตวัดูดซบัท่ีใชส่้วนมากคือ Alumina (Al2O3) หรือ silica gel (SiO2) , silica gel ใชไ้ดดี้กบัสารท่ีเป็นเบส และ



                                                                                  

1102 130  ปฏิบตัิการเคมีวเิคราะห์      ภาควชิาเคมี    คณะวทิยาศาสตร์   มหาวทิยาลยัอุบลราชธานี 
 

62 

ใชไ้ดดี้กบัสารเกือบทุกชนิด (โดยเฉพาะสารท่ีเป็นกรดหรือกลาง หรือเบสท่ีอ่อนมาก) 

วธีิการทดลอง 
1. ใชส้ าลีอุดปลายคอลมัน์เล็กนอ้ยและเติมทรายเล็กนอ้ย เติม 20% ethanol ใหสู้งประมาณ 4 ซม. 
2. ค่อยๆ บรรจุ Silica gel ลงในคอลมันใ์หสู้งประมาณ 5 -7 ซม. โดยผา่นกรวยกระดาษท่ีมีรูเล็กๆ ขนาดปลาย

ปากกา ระวงัอยา่ใหติ้ดขา้งๆคอลมัน์  ถา้ติดขา้งคอลมัน์ใหฉี้ดลา้งดว้ย 20% ethanol เพื่อให ้Silica  กระจาย
ตวัสม ่าเสมอตลอดทั้งคอลมัน์   

3. เปิดปลายคอลมัน์ปล่อยให ้ 20% ethanol ไหลออกจากคอลมัน์ (สังเกตจากจ านวนหยด/นาที ไม่ควรนอ้ย
กวา่ 10) จนระดบัของ 20% ethanol เสมอกบัผวิ Silica gel  ใหปิ้ดปลายคอลมัน์ไว ้(ถา้นอ้ยกวา่ 10 หยดฝน
ที แสดงวา่คอลมัน์แน่นเกินไป ใหท้  าใหม่) 

4. หยดสารตวัอยา่งผสม ลงบนตวัดูดซบัประมาณ 4 – 5 หยด ถา้มีสารตวัอยา่งผสมติดขา้งคอลมัน์  ใหไ้ล่สาร
ท่ีติดดว้ย 20% ethanol เพียงเล็กนอ้ยดว้ย dropper  

5. เปิดปลายคอลมัน์เพื่อใหอ้ยา่งสารตวัอยา่งผสมค่อย ๆ ซึมลงไปจนหมด 
6. ค่อยๆเติม 20% ethanol ลงไปชะสารตวัอยา่งผสมโดยให ้20%  ethanol  มีระดบัสูงกวา่ผวิ Silica  2 – 3 ซม. 
7. เร่ิมจบัเวลาดว้ยนาฬิกาจบัเวลา ใหเ้ฝ้าดูคอลมัน์อยา่ใหร้ะดบั  20% ethanol ลดลงต ่ากวา่ระดบั Silica ตอ้ง

หมัน่เติม 20% ethanol ลงไปในคอลมัน์จนกระทัง่แถบสี เคล่ือนลงมาจนถึงปลายคอลมั น์ (ใชห้ลอดแกว้
รองรับไว)้ เม่ือแถบสีท่ี 1 เร่ิมหยดออกมาใหน้บัเวลาเป็น t1 

8. เม่ือส่วนท่ีเขม้ท่ีสุดของแถบสีท่ี 1 เร่ิมหยดออกมาใหน้บัเวลาเป็น t2 จนกระทัง่แถบสีถูกชะออกมาจนหมด 
ใหน้บัเวลาเป็น t3 

9. ค่อยๆเติมสารละลาย 3:1 กรดอะซิติก เพื่อชะแถบสีท่ี 2 โดยใหมี้ระดบัสูงกวา่ผวิ Silica  2 – 3 ซม. 
10.  เม่ือแถบสีท่ี 2 เคล่ือนลงมาและเร่ิมหยดออกมาจากคอลมัน์ ใหน้บัเวลาเป็น t4  
11. รอจนส่วนท่ีเขม้ท่ีสุดเร่ิมหยดลงมาใหน้บัเวลาเป็น t5 และเม่ือแถบสีน ้าเงินถูกชะออกมาจนหมดใหน้บัเวลา

เป็น t6 
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ปฏิบตัิการที ่10 
โครมาโตกราฟี 

 (Chromatography) 
 

รหสัประจ าตวั…………………….……….ช่ือ - สกุล……………………………………………………..…… 
หมายเลขตู…้……….วนัท่ีท าการทดลอง……….……….……………….เวลา………………………………น. 
 

การทดลอง เวลา (นาที) 
แถบสีท่ี 1 เร่ิมหยดออกมา (t1)  
ส่วนท่ีเขม้ท่ีสุดของแถบสีท่ี 1 เร่ิมหยดออกมา (t2)  
แถบสีท่ี 1 ถูกชะออกมาจนหมด ( t3)  
แถบสีท่ี 2 เร่ิมหยดออกมา (t4)  
ส่วนท่ีเขม้ท่ีสุดของแถบสีท่ี 2 เร่ิมหยดลงมา (t5)  
แถบสีท่ี 2 ถูกชะออกมาจนหมด  (t6)  

 
1. สารผสมของ Methyl Orange และ  Methylene blue ใน 50%v/v ethanol มีสี____________________ 

 

2. สีท่ี 1 เป็นสีของ ________________________  สีท่ี 2 เป็นสีของ ____________________________ 
 

3. จากการทดลองแสดงวา่ Methyl Orange กบั Methylene blue ตวัใดเป็นสาร Polar มากกวา่กนัเพราะ 
_______________________________________________________________________________ 

 

ค านวณประสิทธิภาพของ Column :                        Resolution (Rs)    =    
)(

2

BA WW

Z



  

 
 
 

 
 
 

(ส่งภายในชัว่โมงปฏิบติัการ) 


