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เทคนิคทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ 

 

เทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high  performance  liquid  chromatography) 

 เทคนิค HPLC สามารถใช้ในการวิเคราะห์สารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์ทั้งในรูป

โมเลกุลและไอออน สามารถวิเคราะห์สารโมเลกุลขนาดใหญ่ โดยสารท่ีวิเคราะห์ต้องสามารถ

ละลายไดใ้นสารละลายตวัชะ นอกจากน้ียงัสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นงานทางดา้นต่างๆ เช่น ดา้น

ผลิตภณัฑ์ยา ดา้นชีวเคมี ผลิตภณัฑ์อาหาร เคมีภณัฑ์ ดา้นส่ิงแวดลอ้ม สารพิษตกคา้ง สารเสพติด 

และดา้นการตรวจทางคลินิก เป็นตน้ 

 

หลกัการทาํงานของเคร่ือง HPLC  

 โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง หรือท่ีนิยมเรียกกนัวา่ HPLC  เป็นวิธีท่ีใช้

สาํหรับวเิคราะห์สารอินทรียแ์ละสารอนินทรียท์ั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ สามารถวิเคราะห์สาร

หลายชนิดท่ีผสมกนัได้พร้อมกนั ในการวิเคราะห์ตอ้งสามารถแยกสารผสมออกจากกนัได้อย่าง

สมบูรณ์สารแต่ละชนิดจะเคล่ือนท่ีเขา้เคร่ืองตรวจวดัตามลาํดบัดงัภาพผนวก 8 

 

 
ภาพผนวก 8 หลกัการทาํงานของเคร่ือง HPLC   

ท่ีมา: จีรนนัท ์(2555) 

 

 สารแต่ละชนิดแยกจากกนัไดห้ากเกิด differential sorption ระหวา่ง 2 เฟส คือ เฟส

น่ิง (stationary phase) และเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) โดยเฟสท่ีน่ิงเป็นของแข็งหรือของเหลว

เคลือบอยูบ่นของแข็งบรรจุอยูใ่นคอลมัน์ ส่วนเฟสเคล่ือนท่ีเป็นของเหลวเรียกวา่ สารละลายตวัชะ 
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(eluent) สารผสมเคล่ือนท่ีผ่านเฟสน่ิงโดยการนาํพาของเฟสเคล่ือนท่ีด้วยเส้นทางท่ีแตกต่างกนั 

(differential migration) ซ่ึงเป็นผลจากการกระจายตวัของสารแต่ละชนิดท่ีอยูใ่นตวัอยา่งบนเฟสน่ิง

แตกต่างกนัทาํให้สารแต่ละชนิดแยกจากกนัได้  (ภาพผนวก 9) การใช้เคร่ือง HPLC สามารถ

วิเคราะห์สารไดใ้นปริมาณตํ่าระดบัไมโครกรัมถึงนาโนกรัม สําหรับการวิเคราะห์สารแต่ละชนิด

ตอ้งเลือกใช้คอลมัน์  สารละลายตวัชะ  และดีเทกเตอร์ให้เหมาะสม  ปริมาณสารตวัอยา่งท่ีฉีดเขา้

เคร่ืองมีปริมาตรตํ่าระดบัไมโครลิตร พร้อมทั้งสามารถประมวลผลขอ้มูลโดยคอมพิวเตอร์ทาํให้ได้

ขอ้มูลครบถ้วน  สําหรับการหาปริมาณ  การควบคุมคุณภาพ  การตรวจสอบความเหมาะสมของ

ระบบและอาจรวมถึงการประเมินความเหมาะสมของวธีิทดสอบ (แมน้ และคณะ, 2553) 

 

 
 

ภาพผนวก 9 การเคล่ือนท่ีของสาร 2 ชนิดในเฟสน่ิงและออกจากเฟสน่ิงในเวลาท่ีต่างกนั  

ท่ีมา : Skoog et al. (1998) 
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อุปกรณ์สําหรับเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 

เคร่ือง HPLC มีส่วนประกอบท่ีสาํคญัดงัน้ี (ภาพผนวก 10) 

 

 
 

ภาพผนวก 10 ส่วนประกอบของเคร่ือง HPLC  

ท่ีมา: จีรนนัท ์(2555) 

 

1. เฟสเคลือ่นที ่(mobile phase)  

 ตวัทาํละลายท่ีใช้ในการชะหรือแยกตัวอย่าง เป็นเฟสเคล่ือนท่ีมีลักษณะเป็น

ของเหลว ทาํหน้าท่ีในการนาํสารตวัอย่างและตวัทาํละลายเขา้สู่ stationary phase (ในท่ีน้ีคือ 

คอลมัน์) เพื่อใหเ้กิดกระบวนการแยกภายในคอลมัน์  

 

2. ดีเกสเซอร์ (degasser)  

  ทาํหนา้ท่ีกาํจดัฟองอากาศ อากาศท่ีมีอยูใ่น mobile phase เพื่อไม่ให้ฟองอากาศเขา้

สู่ column และ detector  

 

3. ป๊ัม (pump)  

 ป๊ัมจะทาํหนา้ท่ีดึงตวัทาํละลาย (mobile phase) เขา้สู่ระบบ HPLC เน่ืองจากในการ

แยกสารผสมในเทคนิค HPLC จะอาศยัหลกัการไหลของเฟสเคล่ือนท่ีผา่นเฟสอยูก่บัท่ีท่ีมีขนาด
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อนุภาคเล็กมากจึงทาํใหเ้กิดความตา้นทานในการไหล ระบบป๊ัมจึงมีความสาํคญัมากในการท่ีจะทาํ

ใหเ้กิดความดนัสูงเพื่อท่ีจะเอาชนะแรงตา้นทาน 

 

4. อนิเจคเตอร์ (injector)  

 ทาํหนา้ท่ีในการฉีดสารตวัอยา่งเขา้ระบบ HPLC สาํหรับ HPLC รุ่น Agilent 1100 

เป็นระบบฉีดแบบอตัโนมติั 

 

5. คอลมัน์ (column)  

 คอลมัน์หรือจะเรียกว่า stationary phase มีลกัษณะเป็นของแข็งหรือเจล เป็นเฟส

อยู่กบัท่ีทาํหน้าท่ีให้เกิดกระบวนการแยกของสารท่ีสนใจ โดยกระบวนการแยกเกิดข้ึนระหว่าง 

mobile phase กบั stationary phase แต่สําหรับ HPLC รุ่น Agilent 1100 มีอุปกรณ์เพิ่มเติมท่ีสามารถ

ควบคุมอุณหภูมิคอลมัน์จึงเรียกว่า column thermostat ส่ิงสําคญัท่ีสุดอย่างหน่ึงท่ีทาํให้ผลการ

วิเคราะห์ออกมาดีหรือไม่คือคอลมัน์ท่ีใช้ในการแยกสาร ปัจจุบนัวสัดุท่ีบรรจุในคอลมัน์เพื่อการ

แยก (packing materials) ยงัมีการพฒันาไปเร่ือยๆ เพื่อให้ไดค้อลมัน์ท่ีเหมาะกบังานต่างๆ ไดดี้ท่ีสุด 

ความรู้เร่ืองการพฒันา packing  materials จะช่วยให้นักวิเคราะห์เลือกใช้ชนิดของคอลมัน์ได้

เหมาะสมกบังาน   

6. ตัวตรวจวดัสัญญาณ (detector)  

  ตวัตรวจวดัสัญญาณทาํหน้าท่ีในการตรวจวดัสัญญาณของสารท่ีสนใจท่ีไดจ้าก

กระบวนการแยก มีหลายชนิดดว้ยกนั การเลือกใชข้ึ้นกบัตวัอยา่งท่ีสนใจวา่สามารถตอบสนองกบั 

detector ชนิดไหนไดดี้ การทาํงานของตวัวดัสัญญาณในเทคนิค HPLC นั้น มีหลกัการคือเม่ือเฟส

เคล่ือนท่ีผา่นสารตวัอยา่ง หรือชะสารตวัอยา่งออกจากคอลมัน์จะเขา้สู่ตวั detector output ท่ีอ่านได้

จากตวั detector  แลว้เปล่ียนเป็นสัญญาณไฟ (electrical signal) ซ่ึงจะแปรตามคุณสมบติับาง

ประการของเฟสท่ีเคล่ือนท่ีหรือของสารตวัอยา่งได ้

diode array detector ( DAD ) เป็นตวัตรวจวดัสัญญาณท่ีวดัค่าการดูดกลืนแสงของ

สาร สามารถวดัไดที้ละหลายความยาวคล่ืนในเวลาเดียวกนัและวดัไดต้ั้งแต่ 190-850 นาโนเมตร 

ระบบการเดินทางของแสงจะเป็นแบบยอ้นแสง reverse optics คือ แสงจากแหล่งกาํเนิดแสง light 

source จะผา่นไปยงั flow cell ก่อนท่ีจะผา่นไปยงั monochromator คือ slit และ grating เม่ือแสงตก

กกระทบบน grating แสงจะกระจายออกเป็นความยาวคล่ืนต่างๆ แลว้ไปตกกระทบบนแผงของ 

diode array ตรวจวดัสัญญาณออกมาเป็นโครมาโทแกรม  diode array detector สามารถเก็บขอ้มูล 
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spectrum ของพีกต่างๆ ของโครมาโทแกรมได้ด้วย ตวัอย่างท่ีเหมาะกบั detector น้ีตอ้งเป็น

ตวัอยา่งท่ีสามารถดูดกลืนแสงได ้(ภาพผนวก 11) 

 

 
 

ภาพผนวก 11 เคร่ืองตรวจวดัสัญญาณชนิด diode array detector ( DAD ) 

ท่ีมา: NMSU (2006) 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


