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      องคประกอบท่ีสําคัญของโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง  (HPLC) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  

เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

รูปที่ 1 สวนประกอบตาง ๆ ของเคร่ือง  HPLC ที่ใชในปจจุบัน 
(ที่มา : http://elchem.kaist.ac.kr/vt/che m-ed/sep/lc /hplc.htm)  
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เทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 
(High Performance  Liquid  Chromatography  :  HPLC) (1) 
 หลักการ 
  โครมาโทกราฟ  (chromatography)   เปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารออกจากกัน โดยอาศัย
ความแตกตางของการกระจายตัว  (distribution  of  partition)  ของสารตัวอยางในระหวางสอง 
วัฏภาค คือวัฏภาคเคลื่อนที่  (mobile  phase)  ซึ่งอาจเปนแกส  (gas)  หรือของเหลวกับอีกวัฏภาคหนึ่ ง  
คือ  วัฏภาคนิ่ง  (stationary  phase)  อาจเปนของ เหลว  หรือของแข็งที่ลอมรอบวัสดุชวยพยุง  
(inert  support  material)ที่บรรจุในคอลัมนหรือเคลือบแผนกระจก (TLC)หรือเคลือบบนกระดาษ 
(paper  chromatography)  วัฏภาคนิ่งทาํหนาที่ในการแยกสาร  หรือองคประกอบของสารตัวอยาง
ออกจากกัน ขึ้นกับความจําเพาะเจาะจงของสารตัวอยางที่มีตอวัฏภาคนิ่ง  วัฏภาคเคลื่อนที่ทํ าหนาที่
ในการชะลางหรือพาสารเคลื่อนที่ผานวัฏภาคนิ่งขณะที่วัฏภาคเคลื่อนที่ผานวัฏภาคนิ่ง องคประกอบ
หรือสารชนิดตางๆ ในสารตัวอยางจะมีการเคลื่อนที่ผานเขา และออกระหวางวัฏภาคทั้ งสองหลายๆ 
คร้ัง  หรือมีการหนวงเหนี่ยว  (retention) ไวในวัฏภาคนิ่ง  ทั้งนี้ขึ้นกับคุณสมบัติทางกายภาพและทาง
เคมีขององคประกอบ หรือสารแตละชนิดที่อยูในสารตัวอยางที่มีความจําเพาะเ จาะจงตอ วัฏภาคทั้ ง
สองจากความแตกตางนี้  ทําใหสารแตละชนิดจะเคลื่อนที่ผานวัฏภาคนิ่งในอัตราความเร็วที่แตกตาง
กันทําใหมีการแยกเกิดขึ้น   ระยะเวลาที่แตละชนิดใชในการเคลื่อนที่ผานวัฏภาคนิ่ ง  (retention time)  
หรือตําแหนงของพีคที่ปรากฏบนโครมาโทแกรมสามารถนํามาใชประโยชนด านวิเ คราะห เ ชิง
คุณภาพ และพื้นที่ใตพีค  หรือความสูงของพีคใชประโยชนดานวิเคราะหเชิงปริมาณ 
 
  หลักการเบื้องตนในการเลือกชนิดของโครมาโทกราฟ  
  (Principle of Chromatography Type  Selection) (2) 

      หลักการเบื้องตนโดยทั่วไปในการเลือกชนิดของโครมาโทกราฟ  มีดังนี้คือ 
 

คุณสมบัติของสารที่ตองการวิเคราะห   (Sample Properties for Analysi s) 
ผูวิเคราะหตองทราบคุณสมบัติของสารที่ตองการวิเคราะหกอนการวิเคราะหทุกคร้ังเชน  ถา

สารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหมีคุณสมบัติเปนกลาง การเลือกชนิดของโครมาโทกราฟควร
เลือกชนิดรีเวอรสเฟส (reverse phase) หรือ โพลารบญอนดิดเฟส (polar bonded phase)ในขณะที่ถ า
สารละลายตัวอยางมีคุณสมบัติเปนกรดหรือดางอาจเลือกใชโครมาโทกราฟชนิดรีเ วอรส เฟสหรือ
ไอออนแพร  (ion - pair)  หรือ  โพลารบอนดิดเฟสดังตารางที่  1  ในกรณีสารละลายตัวอยางเปนกลุม 
พอลิเมอรสังเคราะหการเลือกชนิดของโครมาโทกราฟควรเลือกชนิดรีเวอรสเฟสหรือไฮโดรโฟบิค-
อินเตอรแอคชัน  (hydrophobic - interaction) หรือไอออนเอ็กซแชง  (ion - exchange)  หรือ  
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ไซซเอ็กซคลูชัน (size exclusion)  สําหรับไครัลไอโซเมอร (chiral isomer) ควรเลือกชนิดโครมาโทก
ราฟชนิดรีเวอรสเฟส ดังแสดงในตารางที่  1 
ตารางท่ี 1   การเลือกชนิดของโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง    (Dolan และ Snyder,1989) (3) 

คุณสมบัติของสารละลายตัวอยาง ชนิดของโครมาโทกราฟ 
กลาง รีเวอรสเฟสหรือโพลารบอนดิดเฟส  
กรดหรือดาง รีเวอรสเฟสหรือไอออนแพรหรือโพลารบอนดิดเฟส  
พอลิเมอรสังเคราะห  ไซซเอ็กซคลูชัน  
โปรตีน  รีเวอรสเฟสหรือไฮโดรโฟบิคอินเตอรแอคชันหรือ 

ไอออนเอ็กซแชงหรือไซซเอ็กซคลู ชัน  
ไครัลไอโซเมอร  รีเวอรสเฟสหรือนอรมัลเฟส  

 
การหาสภาวะที่เหมาะสมของโครมาโทกราฟ (Determination of Chromatography 

Optimum Condition ) 
หลังจากเลือกชนิดโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงไดแลว  ผู วิ เ คราะหตองหา

สภาวะที่เหมาะสมสําหรับโครมาโทกราฟที่ไดเลือกมากับสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะห   
ดังในตารางที่ 2 

หลักการโดยทั่วไปในการใชวัฏภาคไหลกับโครมาโทกราฟแบบของ เหลวสมรรถนะสูง
ชนิดรีเวอรสเฟส คือ 

1) ใชวัฏภาคไหลแอซิโตไนไตรล (acetonitrile)  100 % 
2) ถาไดคาแฟกเตอรความจุ (capacity  factor , k’ ) สูงให เ ปลี่ ยนเปนโครมาโทกราฟ

ของเหลวสมรรถนะสูงชนิดนอรมัลเฟส  แตถาไดคาแฟกเตอรความจุต่ําใหปรับดวยน้ํ า
กลั่นบริสุทธิ์จนไดคาแฟกเตอรความจุอยูระหวาง 1 ถึง 20 แลวบันทึกคาแอซีโตไน -
ไตรลที่ใชไว 

3) กรณีสารละลายตัวอยางสามารถแยกออกจากกันได แตไดพีคที่มีหาง  (tailing peak) ให
เติมไตรเอทิลลามีนแอซีเซต (triethylamine acetate) 30 มิลลิโมลาร  (mM)  ลงไปใน 
วัฏภาคไหล   สวนในกรณีสารละลายตัวอยางไมสามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยน
จากแอซีโตไนไตรลในน้ํากลั่นบริสุทธิ์เปนเมทานอล   (methanol)   ในน้ํากลั่นบริสุทธิ์  
 โดยใหมีคาความแรงของสารละลายเทาเดิม 

4) ถาสารละลายตัวอยางยังไมสามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยนวัฏภาคไหลจาก 
เมทานอลในน้ํากลั่นบริสุทธิ์เปนเมทานอลในแอซีโตไนไตรล    ในอัตราสวน  1 :1  
โดยปริมาตร เม่ือสังเกตเห็นวาพีคเร่ิมแยกออกจากกันใหเปลี่ยนสัดสวนเมทานอลใน 
แอซีโตไนไตรลใหมจนสาละลายตัวอยางแยกออกจากกันไดอยางสมบูรณ 
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5) ถาสารละลายตัวอยางไมส ามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยนวัฏภาคไหลจาก 

เมทานอลในน้ํากลั่นบริสุทธิ์ (ในขอ3) เปนเททระไฮโดรฟูแรน (tetrahydrofuran,THF) 
ในน้ํากลั่นบริสุทธิ์โดยใหมีคาความแรงของสารละลายเทาเดิม  เม่ือสังเกตเห็นวาพีคเร่ิม
แยกออกจากกันใหเปลี่ยนวัฏภาคการไหลจากเททระไฮโดรฟูแรนในน้ํ ากลั่นบ ริสุทธิ์
เปนเททระไฮโดรฟูแรนในเมทานอลในอัตราสวน 1: 1 โดยปริมาตร 

6) ถาสารละลายตัวอยางไมส ามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยนวัฏภาคไหลเปน 
แอซีโตไนไตรลในเททระไฮโดรฟูแรนตอน้ํ ากลั่นบ ริสุทธิ์ ในอัตราสวน  1:1  
โดยปริมาตร 

7) ถาสารละลายตัวอยางไมส ามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยนวัฏภาคไหลเปน 
แอซีโตไนไตรลในเมทานอลตอเททระไฮโดรฟูแรนตอน้ํากลั่นบริสุทธิ์ในอัตราสวน 
1:1:1 โดยปริมาตร 

8) ถาสารละลายตัวอยางไมสามารถแยกออกจากกันไดให เ ปลี่ ยนเปนโครมาโทกราฟ
ของเหลวสมรรถนะสูงชนิดอื่นแทนรีเวอรสเฟส 

 

ตารางท่ี 2  สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับโครมาโทกราฟท่ีเลอืกวัฏภาคการไหล (Snyder และ Kirkland,1979) (5) 

วิธี คอลัมน  วัฏภาคไหล สภาวะท่ีเลือก 
รีเวอรสเฟส C18 , C8  

ฟนิล (phenyl)  
ไตรเมทิล ไซลิล   
(trimethyl silyl)   
ไซยาโน (cyano) 

น้ํา/สารละลายอินทรีย เลือกสารที่เปนกลางหรือไมแตกตัวซึ่งละลาย
ไดในน้ําหรือในสารผสมอินทรียในน้ํา  

ไอออนแพร  ไซยาโน  (cyano) น้ํา/สารละลายอินทรีย 
บัฟเฟอรควบคุมพิเศษ  

เลือกสารที่สามารถแตกตัวไดโดยเฉพาะด า ง
หรือแคตไอออน (cation)  เม่ือใชรีเว อรส เฟส
และไอออนแพรไมไดผล  สามารถนํ า มา เปน
ทางเลือกในการแยกสารละลายตัวอยางได ซึ่ง
ใชสําหรับสารละลายตัวอยางได ซึ่ งสํ าหรับ
สารละลายตัวอยางที่ไมละลายในน้ําหรือสาร
ผสมอินทรียในน้ํา 

 
ในทางปฏิบัติผูวิเคราะหสามารถเลือกชนิดของโครมาโทกราฟและสภาวะในการวิเคราะหสารละลาย
ตัวอยางไดจากผูที่เคยทําการทดลองมาแลวแตถาผูวิเคราะหไมสามารถเลือกสภาวะในการวิเ คราะห
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ได รูปที่ 2 สามารถใชเปนแนวทางในการเลือกชนิดของโครมาโทกราฟ เ พื่อ วิเ คราะหส ารละลาย
ตัวอยางได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2    แนวทางในการเลือกโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูงชวงพีเอชหลายคา  
     (Matisse k และ Wittkowski,1993) (4) 
 

จากที่กลาวมาทั้งหมดจะเห็นวาการไดโครมาโทแกรมที่ดี  ซึ่ งส ามารถแยกสารละลาย
ตัวอยางออกจากกันไดนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยางดวยกัน    ดังนั้นผูวิเคราะหควรศึกษารายละเ อียด
ดังตอไปนี้ใหเหมาะสมกับสารละลายตัวอยางที่ตองการแยกกอนตัดสินใจเลือกซื้อคอลัมนและลงมือ
ทําการทดลอง   เชน  ชนิดของวัฏภาคนิ่งที่บรรจุอยูในคอลัมนตองเลือกใหเหมาะสมกับสารละลาย
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ตัวอยางที่ตองการแยก เลือกความยาวและเสนผาศูนยกลางของคอลัมนที่ ใ ชให เ หมาะสมกับงาน
วิเคราะห เลือกชนิดของวัฏภาคไหลที่ใชใหเหมาะสมกับสารละลายตัวอยางที่ตองการแยก เลือกอัตรา
การไหลของวัฏภาคไหลใหเหมาะสมกับสารละลายตัวอยางที่ตองการแยก เลือกขนาดและความยาว
ของทอเหล็กกลาไรสนิมที่ตอในระบบโครมาโทกราฟให เ หมาะสม  เ ลือกควบคุมอุณหภูมิของ
คอลัมนที่ใชในการแยกสารละลายตัวอยาง เลือกชนิดของตัวตรวจวัดที่ใชใหเหมาะสมกับสารละลาย
ตัวอยางที่ตองการวิเคราะห ใชปริมาณของสารละลายตัวอยางที่ฉีดเขาไปในคอลัมนใหเหมาะสมกับ
งานวิเคราะหเปนตน  

การเลือกชนิดของโครมาโทกราฟเปนหัวใจสําคัญที่ทํ าใหง านวิเ คราะหที่ ไดประสบ
ผลสําเร็จและมีความนาเช่ือถือย่ิงขึ้นเพื่อไดโครมาโทแกรมที่มีอํานาจการแยกที่สมบูรณอยางไรก็ตาม
ไมใชเร่ืองงายที่จะไดโครมาโทแกรมดังกลาวแตก็มีแนวทางที่ผูวิเคราะหสามารถใชเปนหลักเบื้องตน
ในการเลือกชนิดของโครมาโทกราฟเพื่อวิเคราะหสารละลายตัวอยางที่จะใหไดโครมาโทแกรมที่ดี
ขึ้น ซึ่งขาพเจาคิดวาขอมูลที่ขาพเจารวบรวมขึ้นมานี้อาจจะเปนประโยชนและเปนขอมูลในการเ ลือก
วิธีวิเคราะหใหเหมาะสมกับตัวอยางที่ทานจะทําการวิเคราะหไมมากก็นอย 
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