
 
 

การพัฒนาระบบตรวจสอบสารอาหารในอาหารไทยโดยเทคนิค 
โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางประสิทธิภาพสูง 

 
 
 
 

โดย 
ยุทธนา วรวุธ 

ภูษิต แสงประดับ 
    
 
  
 

สนับสนุนงบประมาณโดย 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลรัตนโกสินทร์ 

ประจําปีงบประมาณ  2558 



 

 

DEVELOPMENT OF SYSTEMS FOR DETERMINATION OF 
NUTRIENTS IN THAI FOODS BY HIGH PERFORMANCE  

THIN LAYER CHROMATOGRAPHY 
 

 
 

 
 

By 

Yuttana Worawut 

Phusit Sangpradub 

 

   
                                 
 

Granted by 
Rajamangala University of Technology Rattanakosin 

Fiscal year 2015 



ก 
 

 
กิตติกรรมประกาศ  

          
งานวิจัยฉบับน้ีสําเร็จลุล่วงด้วยดี ด้วยความอนุเคราะห์และความช่วยเหลือจากหลายฝ่าย 

ขอขอบคุณ รศ.ดร.วันชัย  ดีเอกนามกูล อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการ ที่ให้ความกรุณาแนะนําและให้คําปรึกษา
ปัญหาที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย ขอขอบคุณ ดร.กิตติพัฒน์  โสภิตธรรมคุณ และผู้ร่วมวิจัยทุกท่านท่ีอํานวย
ความสะดวกให้งานวิจัยดําเนินไปอย่างเรียบร้อย อีกทั้งยังตรวจสอบแก้ไขงานวิจัยน้ีให้ถูกต้องสมบูรณ์ และเป็น
กําลังใจด้วยดีเสมอมา     

 ขอขอบคุณ คณะศิลปศาสตร์  และสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
รัตนโกสินทร์  ตลอดจนเจ้าหน้าท่ีทุกท่าน ที่ได้อํานวยความสะดวก ให้คําปรึกษาแนะนํา ในการดําเนินงานต่าง 
ๆ ด้วยดีมาตลอด 

ขอขอบพระคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลรัตนโกสินทร์ที่ ได้ให้การสนับสนุนด้าน
งบประมาณเพ่ือการวิจัยในครั้งนี้    

 
 

 
        ยุทธนา  วรวุธ และคณะ 
                      กรกฏาคม  2559 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



ข 
 

บทคัดย่อ 
 

รหัสโครงการ :  Social 012/2558 
ชื่อโครงการ : การพัฒนาระบบตรวจสอบสารอาหารในอาหารไทยโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง

ประสิทธิภาพสงู 
ช่ือนักวิจัย :  ดร.ยุทธนา  วรวุธ  นายภูษิต  แสงประดับ  

 
 ได้พัฒนาระบบตรวจสอบสารอาหารในตัวอย่างอาหารไทยโดยใช้โครมาโทกราฟีแบบแผ่น

บาง (Thin Layer Chromatography, TLC) และวิเคราะห์โดยเทคนิค TLC densitometry ซ่ึงได้พัฒนา
ระบบวิเคราะห์สารอาหาร 3 ชนิดได้แก่ essential oils, polar compounds และ กรดอะมิโนพบว่าสภาวะที่
เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห์ essential oils ได้แก่การใช้ chloroform เป็นตัวทําละลาย stationary 
phase คือ silica gel 60F และ mobile phase คือ Toluene: Ethyl acetate ในอัตราส่วน 85:15 จากนั้น
ทําการ derivatization แผ่น TLC ที่ผ่านการ develop แล้วด้วยการทําปฏิกิ ริยากับไอโอดีนและตรวจ
วิเคราะห์การประสิทธิภาพแยกสารอาหารด้วยการถ่ายภาพที่แสงความยาวคล่ืน 254 nm ในการวิเคราะห์ 
polar compounds พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือการใช้นํ้ากลั่นหรือ Formic acid  เป็นตัวทําละลายโดยมี 
stationary phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ mobile phase คือ Ethyl acetate: Formic: 
Acetic acid: dH2O ในอัตราส่วน 100:11:11:26 ทําการตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพการแยกด้วยการ
ถ่ายภาพท่ีแสงความยาวคลื่น 366 nm การวิเคราะห์กรดอะมิโนมาตรฐานพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการ
วิเคราะห์ได้แก่ stationary phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ mobile phase คือ n-butanol : 
acetic acid : water : methanol ในอัตราส่วน 4 : 1 : 1 : 1 ตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพการแยกด้วยการ
ทําปฏิกิริยากับ Iodine และ Ninhydrin solution และถ่ายภาพโดยใช้แสงขาว นอกจากน้ีผลการทดลองจาก
การทํา TLC densitometry พบว่าหากเป็นกรดอะมิโนในกลุ่มที่มีสภาพข้ัวแบบเดียวกันจะมี absorption 
spectrum ที่คล้ายคลึงกันแต่จะมีค่า Rf ที่ไม่เท่ากัน ซ่ึงแสดงว่าระบบท่ีพัฒนาขึ้นสามารถใช้ตรวจสอบกรดอะ
มิโนแต่ละชนิดได้ค่อนข้างจําเพาะ 
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Abstract 
 

Code of project : Social 012/2558 
Project name    : Development of systems for determination of nutrients in Thai foods by 
high performance thin layer chromatography 
Researcher       : Dr.Yuttana  Worawut, Mr.Phusit Saengpradub 
 
 Thin layer chromatography (TLC) was employed for detecting nutrients in Thai food 
and the results from TLC were evaluated by TLC densitometry technique. Three optimized 
systems for analyzing three groups of each nutrients i.e. essential oils, polar compounds and 
amino acids were developed. The optimized conditions for analyzing essential oils were as 
follows; the solvent for extraction was chloroform, the stationary phase was silica gel 60F 
TLC plate, the mobile phase system was toluene: ethyl acetate (85:15). The developed TLC 
plate was then subjected to derivatization by iodine and the efficiency for nutrient 
separation was visualized by photodocumentation under 254 nm light.   The optimized 
conditions for polar compounds were as follows; the solvent for extraction was formic acid 
or distilled water, the stationary phase was silica gel 60F TLC plate, the mobile phase 
system was ethyl acetate: formic acid: acetic acid: water (100:11:11:26) . The efficiency of 
nutrient separation was evaluated by visualization under 366 nm light.  The optimized 
conditions for standard amino acids were as follows; the stationary phase was silica gel 60F 
TLC plate, the mobile phase system was n-butanol: acetic acid: water: methanol (4: 1: 1: 1). 
The developed TLC plate was subsequently derivatized by iodine and Ninhydrin solution. 
The efficiency of nutrient separation was evaluated by visualization under visible light.  In 
addition, results from TLC densitometry indicated that there was a similarity in absorption 
spectrum among amino acids with the same polarity whereas their Rf values were different, 
suggesting that the developed system was specific for analyzing amino acids. 
 
 
 
Keywords: Thin layer chromatography, Food analysis 
E-mail Address : yuttana.wor@rmutr.ac.th 
Period of project : October 2014 - September 2015  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

เป็นที่ยอมรับกันว่าอาหารไทยนอกจากจะเป็นอาหารท่ีได้รับความนิยมอย่างสูงท่ัวโลก ยังมี
คุณค่าทางโภชนาการสูงอีกท้ังในบางรายการยังมีคุณสมบัติทางยา เน่ืองจากประกอบด้วยสมุนไพร
ไทยหลายชนิดท่ีมักนํามาใช้ในตํารับยาแผนโบราณ อย่างไรก็ดีคุณค่าและคุณภาพของอาหารไทยใน
รายการเดียวกันอาจมีความแตกต่างกันไปตามคุณภาพของวัตถุดิบและสัดส่วนปริมาณของวัตถุดิบที่
ใช้ในการปรุงของแต่ละผู้ผลิต ดังน้ันการตรวจสอบคุณภาพและคุณค่าทางโภชนาการของอาหารจึงมี
ความสําคัญในการบ่งช้ีและสามารถใช้เป็นตัวควบคุมคุณภาพในการผลิตเพ่ือใช้เป็นมาตรฐานในการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรมต่อไป 

ในการวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการในอาหารมักใช้เทคนิคท่ีมีความแม่นยําสูงเช่น High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) หรือ Gas Chromatography (GC) แต่เทคนิค
เหล่าน้ีต้องอาศัยความชํานาญและประสบการณ์ของผู้วิเคราะห์ มีค่าใช้จ่ายสูงและวิเคราะห์ตัวอย่าง
ได้ครั้งละจํานวนไม่มาก ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงมีเป้าหมายที่จะพัฒนาระบบวิเคราะห์สารอาหารโดย
เทคนิคโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบางประสิทธิภาพสูง (High Performance Thin Layer 
Chromatography, HPTLC) ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถวิเคราะห์ได้ครั้งละหลายตัวอย่าง ให้ความแม่นยํา
และความไวในการวิเคราะห์ไม่แตกต่างจาก HPLC และ GC และมีค่าใช้จ่ายตํ่าในการวิเคราะห์ต่อ
หนึ่งสารตัวอย่าง ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะพัฒนาเทคนิคน้ีเพ่ือนํามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์
สารอาหารในตัวอย่างต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์โครงการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาและพัฒนาระบบตรวจวิเคราะห์สารอาหารโดยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบ
แผ่นบางประสิทธิภาพสูง 
 1.2.2 เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบและปริมาณของสารอาหารในสารสกัดตัวอย่างอาหารท่ีได้จาก
แหล่งต่าง ๆ บนแผ่น TLC โดยเทียบกับค่ามาตรฐานทางโภชนาการเพื่อเป็นข้อมูลในการควบคุม
คุณภาพอาหารต่อไป 
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1.3 ขอบเขตของการศึกษา 
โครงการวิจัยนี้มีขอบเขตในการศึกษาวิจัยดังน้ีคือ  
1.3.1 ศึกษาวิธีการสกัดสารอาหารจากตัวอย่างอาหารและการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับ

การสกัดสารอาหาร 
1.3.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับใช้ในการวิเคราะห์สารอาหารแต่ละชนิด กล่าวคือการ

เลือกใช้ stationary phase และ mobile phase, วิธีการตรวจวิเคราะห์สารอย่างจําเพาะโดยการ 
derivertization หรือการส่องด้วยแสง Ultraviolet (UV), การวิเคราะห์ปริมาณสารอาหารในสาร
สกัดโดยวิธี TLC densitometry โดยเทียบกับสารมาตรฐานและการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารอาหาร
แต่ละชนิดโดยการแสกนสเปกตรัม (spectrum scanning) 

1.3.3 เปรียบเทียบรูปแบบการแยกของสารอาหาร (band pattern) บนแผ่น TLC และ
วิเคราะห์ปริมาณของสารอาหารในสารสกัดตัวอย่างอาหาร รวมทั้งเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการ
ระหว่างอาหารรายการเดียวกันที่ได้จากแหล่งต่าง ๆ 

1.3.4 ประเมินและสรุปผลการทดลอง เขียนรายงานและเผยแพร่ผลการวิจัย  
 
1.4 นิยามศัพท์เฉพาะ 
 4.1 Stationary phase คือ วัฎภาคน่ิง หรือตัวดูดซับ 
 4.2 Mobile phase คือ วัฏภาคเคลื่อนที่ หรือตัวทําละลาย 
 
1.5 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับ 
 ได้สภาวะ และวิธีการวิเคราะห์อาหารซ่ึงสามารถนําไปใช้เป็นวิธีการตรวจวัดสารอาหารต่าง ๆ 
ในอาหารไทย โดยเป็นวิธีวิเคราะห์ที่มีประสทิธิภาพ รวดเร็ว ประหยัด และสามารถตรวจวัดได้ครั้งละ
หลายๆ ตัวอย่าง และสามารถเปรียบเทียบกับค่าทางโภชนาการท่ีได้จากวิธีวิเคราะห์อาหารอ่ืน ๆ ซ่ึง
จะเป็นข้อมูลท่ีเป็นประโยชน์ในทางโภชนาการต่อไป 

 



 
 
 

บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 

2.1 ทฤษฎีที่เก่ียวข้อง 

วิธีโครมาโตกราฟีเป็นวีธีการแยกสารท่ีนิยมใช้แพร่หลายมาก วิธีน้ีสามารถแยกสารที่ผสมกัน
อยู่โดยอาศัยหลักการคือ สารต่างชนิดกันจะกระจายตัวอยู่ในวัฏภาคน่ิง (stationary phase) หรือตัว
ดูดซับ และวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) หรือตัวทําละลายได้ไม่เท่ากัน สารต่างชนิดกันจึงเดิน
ทางผ่านวัฏภาคน่ิงออกมากับวัฎภาคเคลื่อนท่ีได้ไม่พร้อมกันจึงเกิดการแยกข้ึน ในปัจจุบันมีเทคนิค
ทางโครมาโตกราฟีหลายประเภท ดังจําแนกไว้ในตารางท่ี 2.1 

ตารางท่ี 2.1 โครมาโตกราฟีแบบต่าง ๆ [1] 
 

เทคนิคทางโครมาโตกราฟี ที่สามารถทําได้ในห้องปฏิบัติการโดยไม่ต้องอาศัยเคร่ืองมือราคา
แพง และยังมีการใช้งานกันทั่วไป ได้แก่ คอลัมน์โครมาโตกราฟี (column chromatography) และ
โครมาโทกราฟีแบบแผนบางหรือทินแลร์โครมาโตกราฟี (thin-layer chromatography, TLC) 
สําหรับงานวิจัยน้ีใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแผ่นบางในการแยกและวิเคราะห์สารอาหาร ซ่ึง
หลักการของการแยกสารโดยวิธีนี้มีดังนี้ 

หลักการของ TLC นั้น คล้ายคลึงกับคอลัมน์โครมาโทกราฟี แต่จะต่างกันคือในกรณีของ TLC 
วัฏภาคนิ่งจะถูกเคลือบติดไว้ที่แผ่นกระจก แผ่นอลูมิเนียม หรือแผ่นพลาสติกบาง ๆ สารจะถูกแต้มไว้

โครมาโตกราฟี  วัฏภาคนิ่ง  วัฏภาคเคล่ือนที่  หลักการทํางาน 
Column Chromatography  Solid  Liquid  Adsorption 
Thin-Layer Chromatography
(TLC) 

Solid  Liquid  Adsorption 

Gas-Solid Chromatography  Solid  Gas  Adsorption 
Paper Chromatography  Liquid  Liquid  Partition 
Gas-Liquid Chromatography Liquid  Gas  Partition 
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ที่ด้านใกล้ปลายด้านหน่ึงของแผ่นโดยใช้หลอดแคปิลลารี จากน้ันจึงนําแผ่นดังกล่าวไปวางลงใน
ภาชนะท่ีใส่วัฏภาคเคลื่อนที่ไว้ตื้น ๆ เม่ือตัวทําละลายถูกดูดซึมขึ้นไปตามตัวดูดซับด้วย capillary 
action ก็จะพาสารตัวอย่างขึ้นไปด้วย จึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้นด้วยหลักการเดียวกับคอลัมน์โคร 

มาโตกราฟี ตัวอย่างเช่น หากใช้ซิลิกาเป็นวัฏภาคน่ิง และใช้ตัวทําละลายที่มีขั้วตํ่าเป็นวัฏภาคเคล่ือนที่
สารที่มีขั้วน้อยจะละลายได้ดีในวัฏภาคเคลื่อนที่แต่ถูกดูดซับด้วยวัฏภาคนิ่งได้น้อยจึงเคลื่อนที่ไปได้ดี
ด้วยระยะที่มากกว่าสารที่มีขั้วสูงซ่ึงละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้น้อยแต่ดูดซับบนวัฏภาคน่ิงได้ดี 

 

รูปที ่2.1 แสดงการแต้มสารที่ต้องการวิเคราะห์ลงบนแผ่น TLC [2] 

 

รูปที่ 2.2 แสดงการวางแผ่น TLC ที่แต้มด้วยสารที่ต้องการวิเคราะห์ลงในถังแยกที่มีวัฏภาคเคลื่อนที่ 
(mobile phase) เพ่ือทําการแยกสาร [2] 

เนื่องจากใช้สารปริมาณน้อยมากในการแยก เทคนิค TLC จึงเหมาะสมเป็นเคร่ืองมือวิเคราะห์
มากกว่าที่จะเป็นเคร่ืองมือในการแยกสารเพื่อเก็บแต่ละองค์ประกอบ ประโยชน์ของ TLC 
นอกเหนือจากที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว ยังรวมถึงการใช้ในการทดลองหาระบบตัวทําละลายที่เหมาะสม



5 
 

ก่อนการทําคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยการใช้วัฎภาคนิ่งชนิดเดียวกับที่จะบรรจุลงคอลัมน์ในการทํา 
TLC  รวมถึงการวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของสารท่ีออกมาจากคอลัมน์โครมาโตกราฟีด้วย 

ตัวดูดซับที่นิยมใช้ในเทคนิค TLC ได้แก่ อลูมินา และซิลิกาเจล เช่นเดียวกับที่ใช้ในการทํา
คอลัมน์โครมาโตกราฟี ดังนั้นระบบตัวทําละลายรวมถึงความเร็วช้าของการเคลื่อนท่ีของสารมีขั้วและ
ไม่มีขั้วจึงมีแนวโน้มทํานองเดียวกันกับที่กล่าวไว้ในคอลัมน์โครมาโตกราฟี โดยท่ัว ๆ ไปแล้วนิยมใช้ตัว
ดูดซับเป็นอลูมินากับสารกลุ่มที่ไม่มีขั้วหรือมีขั้วน้อย เช่น ไฮโดรคาร์บอน อัลคิลเฮไลด์ อีเทอร์ และ
นิยมใช้ซิลิกาเจลกับสารท่ีค่อนข้างมีขั้ว เช่น แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ เอมีน เป็นต้น [1] 

ในการแยกสารโดย TLC สารแต่ละชนิดจะมีความสามารถยึดเกาะบนตัวดูดซับและละลายใน
ตัวทําละลายได้ไม่เท่ากันเนื่องจากความมีขั้วและไม่มีขั้วของหมู่เคมีในสารชนิดนั้น ๆ ทําให้ระยะทาง
ในการเคลื่อนท่ีบนแผ่น TLC ไม่เท่ากัน เป็นผลทําให้สามารถแยกสารบริสุทธิ์ออกจากสารผสมได้ และ
ยังสามารถคํานวณหาค่าคงท่ีที่เกิดจากการเคลื่อนท่ีของสารบนแผ่น TLC โดยคํานวณจากอัตราส่วน
ของระยะทางที่สารเคลื่อนที่จากจุดท่ีทําการแต้มสาร ไปถึงตําแหน่งสุดท้ายที่สารเคลื่อนท่ี เทียบกับ
ระยะทางทั้งหมดที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่ โดยค่าน้ีคือค่า Retention factor (Rf) ซ่ึงค่า Rf ของสารแต่
ละชนิด ในวัฏภาคน่ิง และวัฏภาคเคลื่อนท่ีหน่ึง ๆ จะเป็นค่าคงที่และใช้ในการบ่งบอกชนิดของสารได้
โดยการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน 

 

รูปที่ 2.3 แสดงการแยกสารและตําแหน่งท่ีใช้ในการคํานวณหาค่า Retention factor (Rf) [1] 
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2.2 การวิเคราะห์สารโดยเทคนิค TLC densitometry 

 สารที่ทําการแยกบนแผ่น TLC สามารถนํามาวิเคราะห์โดยเทคนิค TLC densitometry ซ่ึง
หลักการของเทคนิคน้ีคือการสแกนสารที่ผ่านการแยกบนแผ่น TLC โดยใช้แสงท่ีความยาวคลื่นต่าง ๆ 
ต้ังแต่ความยาวคลื่นแสงช่วง UV ไปจนถึง visible (200-700 nm) โดยสารแต่ละชนิดจะมีสเปกตรัม
การดูดกลืนแสง (absorption spectrum) ได้ดีที่ความยาวคลื่นแตกต่างกันอันเนื่องมาจากหมู่เคมีที่
ประกอบข้ึนเป็นสารชนิดน้ัน ๆ วิธีน้ีจึงสามารถพิสูจน์ชนิดของสารได้ โดยสามารถเทียบความยาวคลื่น
ที่มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดกับสารมาตรฐาน นอกจากนี้ยังสามารถใช้เทคนิคนี้ในการหาค่า Rf ของ
สารที่ต้องการทดสอบ เม่ือนําข้อมูลท่ีได้มาประกอบกับการดูดกลืนแสง ก็จะเป็นการยืนยันชนิดของ
สารได้ถูกต้องแม่นยํามากย่ิงขึ้น 

 

 

รูปที่ 2.4 แสดงสเปกตรัมการดูดกลืนแสง (absorption spectrum) ของสารสกัดจากนํ้ามันรําข้าว 
(gamma oryzanol) เทียบกับสารมาตรฐาน โดยวิเคราะห์โดยเทคนิค TLC densitometry [3] 
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รูปที ่2.5 แสดงการแยกสาร gamma oryzanol บนแผ่น TLC และถ่ายภาพภายใต้แสงความยาว
คลื่น 366 nm [3] 

 

 นอกจากการพิสูจน์ชนิดของสารซึ่งเป็นการวิเคราะห์เชิงคุณภาพแล้ว เทคนิค TLC 
densitometry ยังสามารถใช้หาปริมาณสารที่ต้องการในสารสกัดหลังผ่านการแยกบนแผ่น TLC โดย
ใช้เครื่องแสกน (TLC densitometer) ซ่ึงจะต้องเลือกแสกนที่ความยาวคลื่นที่สารนั้นมีค่าการดูดกลืน
สูงสุด และนํามาเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารท่ีทราบปริมาณแล้ว การแสกนโดยเครื่อง TLC 
densitometer จะแสดงผลออกมาในรูปของ TLC chromatogram ซ่ึงสามารถคํานวณหาพ้ืนที่ใต้
กราฟของสารที่ต้องการวิเคราะห์เทียบกับสารมาตรฐานท่ีทราบปริมาณ แล้วจึงสามารถคํานวณหา
ปริมาณสารท่ีแท้จริงในสารสกัดได้ ดังตัวอย่างในรูปที่ 2.6 
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(A) 

 

(B) 

รูปที่ 2.6 แสดงการหาปริมาณสาร gamma oryzanol โดยการแสกนผ่านเครื่อง TLC densitometer 
(A) TLC chromatogram แสดง peak ของสาร gamma oryzanol และค่า Rf (B) กราฟมาตรฐาน
ของสาร gamma oryzanol ที่วิเคราะห์จากพ้ืนที่ใต้กราฟ (peak area) ของสารแต่ละความเข้มข้น 
[3] 

2.3 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

โครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง (Thin Layer Chromatography, TLC) เป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้
ในการวิเคราะห์สารชนิดต่าง ๆ อย่างแพร่หลาย เน่ืองจากเป็นเทคนิคที่มีขั้นตอนท่ีไม่ยุ่งยาก มี
ค่าใช้จ่ายตํ่าและสามารถวิเคราะห์สารได้หลายตัวอย่างในคราวเดียวกัน ปัจจุบันได้มีการพัฒนา
เครื่องมือให้มีขีดความสามารถสูงขึ้นเรียกว่า High Performance Thin Layer Chromatography 
(HPTLC) โดยขั้นตอนต่าง ๆ เช่นการ spot สารบนแผ่น TLC การ develop mobile phase เพ่ือ
การแยกสาร ฯลฯ สามารถดําเนินการผ่านเครื่องมืออัตโนมัติและสามารถตรวจวิเคราะห์ลักษณะ
สเปคตรัมเฉพาะของสาร และหาปริมาณสารได้น้อยถึงระดับ picogram โดยเคร่ือง densitometric 
scanner ซ่ึงให้ความแม่นยําเทียบเคียงกับ Gas Chromatography (GC) และ High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) เม่ือใช้สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห์ [4]  

เทคนิค TLC สามารถใช้ในงานวิจัยได้หลากหลายแขนง เช่น การวิเคราะห์สารอาหารและ
สารเจือปนในอาหาร การวิเคราะห์สารพิษปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อม การตรวจหาสารพฤกษเคมีและการ
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วิจัยทางการแพทย์ เป็นต้น ในการวิเคราะห์ชนิดสารต่าง ๆ โดย TLC จะมีวิธีการและเทคนิคที่
แตกต่างกันไปโดยขึ้นอยู่กับชนิดของสารที่ต้องการวิเคราะห์ ซ่ึงจําเป็นต้องทําการหาสภาวะท่ี
เหมาะสมเพ่ือให้ผลการวิเคราะห์ออกมาถูกต้องและแม่นยํามากท่ีสุด หลักการสําคัญของการวิเคราะห์
คือการเลือกชนิดของแผ่น TLC (stationary phase) ทั้งชนิด Normal Phase (NP) และ Reverse 
Phase (RP) ให้เหมาะสมกับชนิดของสารที่จะวิเคราะห์ การปรับสัดส่วนของ mobile phase เพ่ือให้
มีประสิทธิภาพในการแยกสารสูงสุด และในสารบางกลุ่มอาจต้องมีการทําปฏิกิริยากับสารเคมีบาง
ชนิด (derivatization) เพ่ือให้สามารถวิเคราะห์ได้บนแผ่น TLC ตัวอย่างงานวิจัยก่อนหน้าท่ีได้ใช้
เทคนิค TLC ในการวิเคราะห์สารอาหารได้แก่การทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สาร
แต่งรสอาหาร (monosodium glutamate, MSG) ในอาหารชนิดต่าง ๆ [5] พบว่าสภาวะที่เหมาะสม
สําหรับการหาปริมาณ MSG ในอาหารคือใช้แผ่น TLC ชนิด normal phase silica gel 60F เป็น 
stationary phase โดยมี mobile phase คือ methanol:chloroform:formic acid: อัตราส่วน 
5:5:1 (V/V) จากน้ันทําการ derivatization ด้วยสารละลาย 1% ninhydrin และตรวจวัดปริมาณ
ด้วย densitometric scanning ที่ความยาวคลื่น 485 nm. ซ่ึงเทคนิคนี้ให้ผลการวิเคราะห์ที่แม่นยํา
และมีความไวสูง สามารถตรวจวัดปริมาณ MSG ในอาหารได้แม้มีปริมาณเพียงเล็กน้อยโดยสามารถ
ตรวจวัดได้ครั้งละหลายๆ ตัวอย่างอีกทั้งมีราคาท่ีถูกกว่าการวิเคราะห์ด้วย HPLC  

 

 

 

A 
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B 

รูปที ่2.7 TLC chromatogram แสดงการวิเคราะห์หาปริมาณ MSG ก่อน (A) และหลัง (B) จากผ่าน
การ derivatization บนแผ่น TLC [5] 

นอกจากนี้ได้มีการนํา TLC มาวิเคราะห์สารปนเปื้อนต่าง ๆ ในอาหารเช่น การวิเคราะห์หา
ปริมาณสีผสมอาหารในเครื่องด่ืมน้ําผลไม้โดยใช้ TLC ควบคู่กับเทคนิค ion pair HPLC [6] การ
พัฒนาเทคนิค HPTLC เพ่ือใช้หาปริมาณ steviol glycoside ในอาหารชนิดต่างๆจํานวน 6 ชนิด
พบว่าการวิเคราะห์ด้วย HPTLC ให้ผลการวิเคราะห์ที่แม่นยําและเท่ียงตรงเม่ือทําการวิเคราะห์ซํ้า [7] 
ในส่วนของงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์เช่นการวิเคราะห์สาร plaunotol ซ่ึงเป็นสารพฤกษเคมีที่มีฤทธ์ิ
ทางยา ซ่ึงสามารถสกัดได้จากใบของต้นเปล้าน้อยโดยมีสภาวะในการวิเคราะห์คือใช้แผ่น TLC silica 
gel 60F mobile phase คือ chloroform:n-propanol อัตราส่วน 96:4 (V/V) และหาปริมาณของ
สาร plaunotol โดยการแสกนด้วย TLC densitometer ที่ความยาวคลื่น 220 nm. เม่ือนําผลการ
ทดลองมาเปรียบเทียบกับผลท่ีได้จาก GC พบว่าปริมาณสาร plaunotol ที่ได้จากเทคนิคทั้งสองไม่
แตกต่างกัน [8]  
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รูปที่ 2.8 TLC chromatogram แสดงการแยกสาร plaunotol จากสารสกัดหยาบ โดยวิเคราะห์ที่
ความยาวคลื่น 220 nm [8] 

อย่างไรก็ดียังไม่มีรายงานการนําเทคนิค TLC มาใช้ในการวิเคราะห์สารอาหารในอาหารไทย 
ซ่ึงประกอบไปด้วยสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณทางยาและสารอาหารที่เป็นประโยชน์จํานวนมาก การคิดค้น
และพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์โดย TLC ที่ไม่ซับซ้อน ราคาไม่แพงและให้ผลท่ีแม่นยําจะช่วยให้
สามารถลดต้นทุนในการวิเคราะห์และการควบคุมคุณภาพอาหารและอาจนําเทคนิคนี้ไปต่อยอดเพ่ือ
ใช้ในสถาบันต่าง ๆ ได้ ดังน้ันโครงการวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายท่ีจะพัฒนาเทคนิค TLC เพ่ือนํามาใช้ในการ
วิเคราะห์สารอาหารชนิดต่างๆ ในอาหารไทยนอกจากนี้อาจต่อยอดเทคนิคท่ีพัฒนาข้ึนเพ่ือใช้ในการ
ตรวจสอบสารปนเป้ือนในอาหาร เพ่ือใช้ในการควบคุมคุณภาพอาหารจากแหล่งต่าง ๆ ต่อไป 



 
 

 
บทที ่3 

การศึกษาและข้ันตอนดําเนินการ 
 

ในบทน้ีกล่าวถึงรายละเอียดการเก็บและเตรียมสารตัวอย่าง สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ และวิธีการ
วิเคราะห์หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์สารอาหารโดยเทคนิค TLC-densitometry 

 
3.1 ตัวอย่างอาหารไทย  
 ทําการเก็บตัวอย่างอาหารไทยจากแหล่งต่าง ๆ เช่น ตลาดสด ร้านสะดวกซ้ือ ศูนย์อาหาร ฯลฯ ทําการ
ช่ังนํ้าหนัก ป่ันให้ละเอียดและกรองเอาแต่ส่วนน้ํา จากนั้นนําไปทําแห้งโดยวิธีแช่เยือกแข็ง โดยเคร่ืองfreeze 
dryer (Dura-dry MP, FTS system) ที่อุณหภูมิ -90 ˚C จนได้สารตัวอย่างลักษณะเป็นผงแห้ง จากน้ันจึง
นําไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 ˚C 
 
3.2 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง  
 
 สารเคมี     ผู้ผลิต 
 Ninhydrin reagent   Sigma-aldrich 
 Methanol    Merck 
 Ethyl acetate    Merck 
 Ethanol    Merck 
 Chloroform    Merck 
 n-butanol    Merck 
 Acetic acid    Merck 
 Hydrochloric acid   Merck 
 Formic acid    Merck 
 L-amino acids standards  Sigma-aldrich 
 Iodine     Sigma-aldrich 
 Essential oil standards   Sigma-aldrich 
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3.3 วัสดุและอุปกรณ์ 
3.3.1 เครื่องช่ังดิจิทัลความละเอียด 4 ตําแหน่ง 
3.3.2 บีกเกอร์ 
3.3.3 อะลูมิเนียมฟอยล์ 
3.3.4 เครื่องป่ันละเอียด 
3.3.5 TLC developing chamber (Camag) 

 3.3.6 เครื่องหมุนป่ัน Vortex 
 3.3.7 Hot plate 
 3.3.8 Micropipette 
 3.3.9 TLC plate silica gel 60F และ RP-C18 (Merck) 
 3.3.10 TLC sample application system (Linomat V system (Camag)) 
 3.3.11 TLC visualizer (Camag) 
 3.3.12 เครื่อง Freeze dryer (Dura-dry MP, FTS system) 
 3.3.13 เครื่องหมุนเหว่ียงความเร็วสูง (centrifuge, Qiagen) 
 

3.4 ข้ันตอนดาํเนินงาน 

3.4.1 การสกัดสารอาหารจากอาหารตัวอย่างเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ 

อาหารตัวอย่างที่ผ่านการทําแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) แล้ว จะถูกนํามาละลายในตัวทําละลาย
ต่าง ๆ ได้แก่ตัวทําละลายที่มีขั้ว คือ Ethanol และ นํ้า เพ่ือสกัดสารอาหารที่มีขั้วออกมา เช่น sucrose 
glucose fructose amino acids ส่วนตัวทําละลายท่ีไม่มีขั้วคือ chloroform จะใช้สกัดสารอาหารประเภท
ไขมันคือ  essential oils และน้ํามันหอมระเหยซึ่งอยู่ในส่วนประกอบของอาหาร โดยใช้อัตราส่วนการละลาย
คือ 1 gram ต่อตัวทําละลาย 1,000 microliter ผสมให้เข้ากันโดยเครื่อง vortex จากนั้นป่ันตกตะกอนโดย
เครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ทําการเก็บส่วนใสเพ่ือนําไปวิเคราะห์ต่อไป 

3.4.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกสารอาหาร 

ในการค้นหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกสาร จะใช้แผ่น TLC ชนิด precoated TLC plate 
เป็น stationary phase ซ่ึงแบ่งออกเป็น 2  ชนิดได้แก่ Silica gel 60F (Merck, Darmstadt, Germany)  
สําหรับการแยกสารที่มีขั้ว และ Reverse phase RP C-18 (Merck, Darmstadt, Germany)  สําหรับสารที่
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ไม่มีขั้ว ในการเลือก mobile phase ให้เหมาะสมเพ่ือให้สารในอาหารแต่ละชนิดแยกออกจากกันจะทําการ
ผสมและปรับอัตราส่วนของสารละลายต่าง ๆ ให้เหมาะสม สําหรับ mobile phase ที่ใช้ในการแยกกรดอะมิ
โน ได้ใช้สารละลายผสมระหว่าง n-Propanol: Acetic acid: dH2O และปรับอัตราส่วนจนกว่ากรดอะมิโนแต่
ละชนิดท่ีอยู่ในอาหารตัวอย่างจะแยกออกจากกัน การแยกสารที่เป็น polar compound เช่น นํ้าตาลต่าง ๆ 
ในอาหารได้ใช้สารละลายผสมระหว่าง Ethyl acetate: Formic acid: Acetic acid: dH2O และในการแยก
สารที่ไม่มีขั้วเช่น Essential oils ซ่ึงเป็นส่วนประกอบในการปรุงอาหารใช้สารผสมระหว่าง Toluene: Ethyl 
acetate 

3.4.4 การแยกสารอาหารโดยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

สารอาหารท่ีผ่านการเตรียมจากขั้นตอนท่ี 3.1 แล้วจะนํามาทําการ spot ลงบนแผ่น TLC ขนาดกว้าง 
10 cm ยาว 10 cm หรือ 20 cm แล้วแต่จํานวนของสารตัวอย่าง ซ่ึงทําการ spot ด้วยเครื่อง   TLC sample 
application system (Linomat V system (Camag, Muttenz, Switzerland))  ในปริมาณสารตัวอย่าง 2 
μl และ 5 μl ต่อ lane โดยแต่ละ band มีความยาว 8 mm และระยะห่างระหว่าง band คือ 15 mm 
ตามลําดับ จากน้ันจึงนําแผ่น TLC ที่ได้เตรียมแล้วไปแยกสารผ่าน mobile phase ที่เหมาะสมโดยได้ทําให้
เ ป็ น ร ะบบที่ อ่ิ ม ตั ว  ( pre- saturated system)  ใ น  TLC developing chamber ( Camag, Muttenz, 
Switzerland)  จนกระท่ังแนวของ mobile phase (solvent front) ห่างจากขอบบนประมาณ 1 cm จึงนํา
แผ่น TLC ออกมาทําการวิเคราะห์ในขั้นต่อไป 

3.4.5 การตรวจวิเคราะห์สารอาหารโดยวิธี TLC densitometry 

แผ่น TLC ที่ผ่านการ develop แล้วจะถูกทําให้แห้งและนําไปวิเคราะห์การแยกสารโดยเคร่ือง TLC 
visualizer (Camag, Muttenz, Switzerland) โดยการถ่ายรูปผ่านแสงขาว (visible light) แสง UV ที่ความ
ยาวคลื่น 254 nm และ 366 nm ตามลําดับ จากนั้นจึงทําการสแกนแต่ละ band ของสารที่ได้ผ่านการแยก
ด้วยแสง UV ความยาวคล่ืน 200-400 nm เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารจาก absorption spectrum และทํา
การสแกนโดยใช้แสงความยาวคลื่น 366 nm ซ่ึงจะได้เป็น TLC chromatogram เพ่ือวิเคราะห์หาค่า 
Retention factor (Rf) และปริมาณสารอาหารต่อไป 

 

 



14 
 

3.4.6 การสร้างอนุพนัธ ์(derivatization) ของสารอาหารโดยวิธี Iodine staining  

สารอาหารหลายชนิดเป็นสารที่ไม่มีสี ดังน้ันการแยกสารบนแผ่น TLC และทําการสแกนโดยใช้แสง 
UV เพียงอย่างเดียวอาจไม่สามารถที่จะตรวจพบสารอาหารได้ทุกชนิด จึงต้องทําปฏิกิริยากับสารท่ีมีสีเช่นไอ
ระเหยของเกล็ด Iodine โดยการนําแผ่น TLC ที่ผ่านการ develop แล้วมาย้อมใน TLC developing 
chamber ที่ได้ทําให้อ่ิมตัวด้วยไอระเหยของ Iodine crystal เป็นเวลา 5 นาที จนสังเกตเห็น band ที่เกิดจาก
การทําปฏิกิริยาขึ้นบนแผ่น TLC แล้วจึงนําไปวิเคราะห์ตามวิธีในข้อ 3.5 

3.4.7 การสร้างอนุพนัธ ์(derivatization) ของสารอาหารโดยวิธี Ninhydrin staining 

สารอาหารประเภทกรดอะมิโนเป็นสารท่ีไม่มีสีและบางชนิดไม่สามารถสแกนพบได้โดยวิธี TLC 
densitometry ดังน้ันจึงต้องทําปฏิกิริยากับสาร Ninhydrin reagent ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับหมู่เอมีนในกรดอะ
มิโน [9] แล้วเกิดเป็นสารเชิงซ้อนที่มีสี โดยการนําแผ่น TLC ที่ผ่านการ develop แล้วมาจุ่มในสารละลาย 
Ninhydrin solution (8 gram Ninhydrin ใน 100 ml acetone) ทําให้แห้งและนําไปทําให้ร้อนที่อุณหภูมิ 
90-100 ºC เป็นเวลา 5 นาทีจนสังเกตเห็นสีของสารที่ผ่านการแยกข้ึนบนแผ่น TLC แล้วจึงนําไปวิเคราะห์ตาม
วิธีในข้อ 3.5 ต่อไป  



 
 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 
4.1. การเตรียมอาหารตัวอย่างด้วยวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) 

อาหารตัวอย่างที่ใช้ในการทดลองคือแกงเขียวหวานซ่ึงได้ทําการเก็บตัวอย่างโดยการซ้ือจาก
ร้านอาหารย่านสยามแสควร์ ขั้นตอนการเตรียมสารตัวอย่างอาหารเพ่ือให้สามารถเก็บไว้ได้นานได้
เตรียมโดยการกรองเอาแต่ส่วนนํ้าแกง ช่ังนํ้าหนักและนําไปทําแห้งโดยวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็ง 
(Freeze dry)  โดยเครื่ อง  Freeze dryer (Dura-dry MP, FTS system; รูปที่  4 .1 )   ที่สภาวะ
สุญญากาศ (vacuum) และอุณหภูมิ -90 ºC เป็นเวลา 3 วัน พบว่าอาหารตัวอย่างมีลักษณะจับกัน
เป็นก้อนแข็ง จึงได้ทําผงโดยการบดในไนโตรเจนเหลวและได้สารตัวอย่างอาหารท่ีมีลักษณะเป็นผงสี
เหลืองแสดงในรูป 4.2 

 
 

 

 

รูปที ่4.1 เครื่อง Freeze dryer (Dura-dry MP, FTS system) 
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   A     B 
รูปที ่4.2 อาหารตัวอย่างหลังจากการผ่านการทําแห้งแบบเยือกแข็ง (A) และอาหารตัวอย่างหลังผ่าน
การบดในไนโตรเจนเหลว (B) 
 
 4.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยกสารอาหาร 
 4.2.1 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยก essential oils จากอาหารตัวอย่าง 
 

อาหารตัวอย่างผงท่ีได้จากการเตรียมโดยวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็งได้ถูกละลายใน 
chloroform ในความเข้มข้น 1% w/v จากน้ันจึงทําการป่ันแยกส่วนนํ้าและส่วนตะกอนออกจากกัน 
และนําส่วนตะกอนไปละลายในตัวทําละลายอ่ืน ๆ ได้แก่ นํ้า, Formic acid, Ethanol และ Acetone 
ป่ันแยกส่วนนํ้าและตะกอนอีกครั้ง และนําส่วนนํ้าของแต่ละตัวทําลายไป spot บนแผ่น TLC ใน
ปริมาณ 2 และ 5 microliter ต่อ band เพ่ือทําการแยก essential oils พบว่าสภาวะ (condition) 
ที่เหมาะสมสําหรับการแยก essential oils ได้แก่การใช้ chloroform เป็นตัวทําละลาย stationary 
phase คือ silica gel 60F และ mobile phase คือ Toluene:Ethyl acetate ในอัตราส่วน 85:15 
ทําการ derivatization ด้วยการทําปฏิกิริยากับไอระเหยของไอโอดีนและตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพ
การแยกสารอาหารด้วยการถ่ายภาพท่ีแสงความยาวคลื่น 254 nm แสดงในรูปที่ 4.3 

 
 เน่ืองจาก essential oils เป็นสารผสมระหว่างนํ้ามันหลายชนิดที่เป็นองค์ประกอบในอาหาร 
บางชนิดมีขั้วน้อยหรือไม่มีขั้วจึงสามารถละลายได้ดีใน chloroform ซ่ึงเป็นตัวทําละลายท่ีไม่มีขั้ว
เช่นกัน เม่ือนําไปแยกบนแผ่น TLC ชนิด silicagel 60F ซ่ึงเป็น stationary phase ที่มีขั้วจึงสามารถ
จับกับหมู่เคมีบางหมู่ที่มีขั้วภายใน essential oils บางชนิดไว้ได้ และปรากฏเป็นแถบสีขึ้นเม่ือทํา
ปฏิกิริยากับไอระเหยของ Iodine ซ่ึงสามารถตรวจวิเคราะห์ได้โดยการถ่ายภาพท่ีแสงความยาวคลื่น 
254 nm ในขณะท่ีการวิเคราะห์โดยใช้แผ่น TLC Reverse phase RP-C18 ไม่สามารถแยก 
essential oils ได้เน่ืองจากไม่มีการยึดเกาะของโมเลกุลของสารสารกับ stationary phase ทําให้เกิด
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การ smear ในระหว่างการ develop โดย mobile phase ดังนั้นแผ่น TLC Reverse phase RP-
C18 จึงไม่เหมาะสมที่จะนํามาใช้ในการวิเคราะห์ essential oils 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   A   B   C 
 
รูปที่ 4.3 การแยก essential oils ในอาหารตัวอย่าง แสดงเปรียบเทียบระหว่างแผ่น TLC ที่ไม่มีการ
ทํา derivatization และผ่านการ derivatization โดยไอโอดีน ตรวจวิเคราะห์โดยการถ่ายภาพจาก
แสงขาว (A) แสงท่ีความยาวคลื่น 254 nm (B) และแสงที่ความยาวคลื่น 366 nm (C) ตามลําดับ 
lane หมายเลข 1 และ 2 คือส่วนใสของตัวอย่างอาหารท่ีละลายใน chloroform โดย spot ที่ปริมาณ 
2 และ 5 microliter ตามลําดับ lane หมายเลข 3 คือส่วนตะกอนละลายในน้ํากลั่น lane หมายเลข 
4 คือส่วนตะกอนละลายใน Formic acid lane หมายเลข 5 คือส่วนตะกอนละลายใน Ethanol และ 
lane หมายเลข 6 คือส่วนตะกอนละลายใน Acetone 

Derivatizati
on ดวย 
Iodine 

ไมมีการ 
derivatizat

ion 

แสงขาว 254 nm 366 nm 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 
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 4.2.2 การหาสภาวะที่ เหมาะสมสําหรับการแยก polar compounds จากอาหาร
ตัวอย่าง 
 

ในการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการแยกสารประเภท polar compounds เช่น
นํ้าตาล glucose, sucrose, fructose, maltose และน้ําตาลชนิดอ่ืน ๆ ที่เป็นองค์ประกอบในอาหาร 
โดยภายในโครงสร้างเคมีของสารประเภทน้ีประกอบด้วยหมู่ hydroxyl (OH) ซ่ึงมีสภาพความเป็นขั้ว 
ดังนั้นจึงต้องใช้สภาวะในการแยกสารที่เป็นขั้วเช่นเดียวกัน จากการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสม
สําหรับการแยก polar compounds ได้แก่การใช้น้ํากลั่นหรือ Formic acid  เป็นตัวทําละลายโดยมี 
stationary phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ  mobile phase คือ Ethyl acetate: 
Formic: Acetic acid: dH2O ในอัตราส่วน 100:11:11:26 ทําการตรวจวิเคราะห์การแยกด้วยการ
ถ่ายภาพที่แสงความยาวคลื่น 366 nm แสดงในรูปที่ 4.4 

 
 polar compounds ในอาหารตัวอย่างสามารถละลายได้ดีในตัวทําละลายท่ีมีขั้วได้แก่ นํ้า
กลั่นและ Formic acid แต่ละลายได้น้อยหรือไม่สามารถละลายได้ในตัวทําละลายที่ไม่มีขั้วอ่ืน ๆ เช่น 
Chloroform, Ethanol และ Acetone โดยสามารถสังเกตจาก band ที่ไม่ปรากฏบนแผ่น TLC 
นอกจาก น้ี  polar compounds ยังสามารถจับกับ  silica gel บนแผ่น  stationary phase ไ ด้
เนื่องจากพันธะ hydrogen ระหว่างหมู่ hydroxyl โดยการแยกจะเป็นไปตามสภาพความมีขั้ว ซ่ึงสาร
ที่มีขั้วมากจะเคลื่อนที่ได้น้อยบน stationary phase เนื่องจากพันธะ hydrogen มีความแรง จึง
สังเกตเห็น band ดังกล่าวอยู่ทางด้านล่างของแผ่น TLC ในขณะที่ polar compound ที่มีสภาพ
ความเป็นขั้วน้อยกว่าจะสามารถเคล่ือนท่ีบนแผ่น TLC ไปได้ไกลกว่า สภาวะที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์
การแยกที่สามารถสังเกตผลการทดลองได้ชัดเจนที่สุดคือแผ่น TLC ที่ผ่านการ develop และไม่มีการ
ทํา derivatization และถ่ายภาพโดยใช้แสงท่ีความยาวคลื่น 366 nm โดยจะสามารถสังเกตเห็น 
band ที่มีการเรืองแสงเน่ืองจากการกระตุ้นโดยแสง UV ที่ความยาวคลื่น 366 nm ได้อย่างชัดเจน 
ในขณะท่ีการทํา derivatization โดยไอระเหยของ Iodine จะให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ไม่ชัดเจน
เท่าท่ีควร เน่ืองจากอาจเกิดการบดบัง (Quenching) ของหมู่เคมีที่ทําให้เกิดการเรืองแสงโดย Iodine 
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   A   B   C 
 
รูปที่ 4.4 การแยก polar compounds ในอาหารตัวอย่าง แสดงเปรียบเทียบระหว่างแผ่น TLC ที่ไม่
มีการทํา derivatization และผ่านการ derivatization โดย Iodine ตรวจวิเคราะห์โดยการถ่ายภาพ
จากแสงขาว (A), แสงที่ความยาวคลื่น 254 nm (B) และแสงที่ความยาวคลื่น 366 nm (C) ตามลําดับ 
lane หมายเลข 1 และ 2 คือส่วนใสของตัวอย่างอาหารท่ีละลายใน chloroform โดย spot ที่ปริมาณ 
2 และ 5 microliter ตามลําดับ lane หมายเลข 3 คือส่วนตะกอนละลายในน้ํากลั่น lane หมายเลข 
4 คือส่วนตะกอนละลายใน Formic acid lane หมายเลข 5 คือส่วนตะกอนละลายใน Ethanol และ 
lane หมายเลข 6 คือส่วนตะกอนละลายใน Acetone 
 
 

Derivatizati
on ดวย 
Iodine 

ไมมีการ 
derivatizat

ion 

แสงขาว 254 nm 366 nm 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 

1   2   3   4    
5   6 
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4.2.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยก amino acids  
 
สารอาหารประเภท amino acids จัดเป็นสารจําพวก polar compound เน่ืองจากภายใน

โครงสร้างเคมีประกอบด้วยหมู่ amine และ carboxylic นอกจากนี้หมู่โซ่ข้าง (side chain) ของ 
polar amino acid ยังประกอบด้วยหมู่เคมีหลายชนิดซ่ึงมีขั้ว ดังน้ันสภาวะท่ีใช้ในการแยกจึงต้องเป็น
ระบบที่มีขั้วเช่นเดียวกัน การทดลองนี้ได้ทําการค้นหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการแยก standard 
amino acid ทั้ง 20 ชนิด เพ่ือพัฒนาระบบท่ีสามารถจําแนก amino acid แต่ละชนิดออกจากกันโดย
พิจารณาจากความแตกต่างกันของค่า Rf   ซ่ึงอาจนําไปใช้ในการพิสูจน์ชนิดของกรดอะมิโนใน
สารอาหารตัวอย่างได้ จากการทดลองพบว่าสภาวะที่สามารถใช้ในการแยก standard amino acids
ได้แก่ stationary phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ mobile phase คือ n-butanol : 
acetic acid : water : methanol ในอัตราส่วน 4 : 1 : 1 : 1 ทําการตรวจวิเคราะห์การแยกด้วยการ
ทําปฏิกิริยากับ Iodine และ Ninhydrin solution และถ่ายภาพโดยใช้แสงขาว แสดงในรูปที่ 4.4 

 
 การแยกของกรดอะมิโนบนแผ่น TLC มีหลักการเช่นเดียวกับสาร polar compounds 
กล่าวคือจะสามารถจับกับ silica gel บนแผ่น TLC ได้เน่ืองจากพันธะ hydrogen ที่เกิดข้ึนระหว่าง
หมู่ที่มีขั้วของกรดอะมิโนและโมเลกุลของ silica gel การแยกจะเป็นไปตามสภาพความมีขั้ว โดย
กรดอะมิโนท่ีมีขั้วมาก เช่น Lysine และ Arginine จะเคลื่อนท่ีได้น้อยบน stationary phase 
เนื่องจากมีความแรงของพันธะ hydrogen มาก จึงสังเกตเห็น band อยู่ทางด้านล่างของแผ่น TLC 
ในขณะที่กรดอะมิโนที่มีขั้วน้อย เช่น Phenylalanine และ Tryptophan จะเคลื่อนที่บนแผ่น TLC 
ไปได้ไกลกว่า สภาวะท่ีใช้ในการตรวจวิเคราะห์การแยกท่ีสามารถสังเกตผลการทดลองได้ชัดเจนท่ีสุด
คือแผ่น TLC ที่ผ่านการ develop และทําการ derivatization กับสาร Ninhydrin reagent ซ่ึงจะ
เข้าทําปฏิกิริยากับหมู่ amine ในกรดอะมิโน เม่ือได้รับความร้อนจะเกิดเป็นสารสีม่วงหรือสีฟ้า [9] 
และสามารถใช้เทคนิค TLC densitometry ในการวิเคราะห์ absorption spectrum ของกรดอะมิ
โนแต่ละชนิดโดยการสแกนท่ีความยาวคลื่นแสงต้ังแต่ 200-700 nm ซ่ึงผลการทดลองพบว่า 
absorption spectrum ของแต่ละกรดอะมิโนมีลักษณะแตกต่างกัน แต่มีลักษณะที่คล้ายคลึงกันตาม
กลุ่มของความมีขั้ว (รูป 4.6) นอกจากน้ีการวิเคราะห์ค่า Rf ของกรดอะมิโนแต่ละชนิดโดยการสแกนท่ี
แสงความยาวคล่ืน 408 nm พบว่าระบบน้ีสามารถแยกกรดอะมิโนแต่ละชนิดออกจากกันได้เนื่องจาก
มีค่า Rf ที่แตกต่างกันดังแสดงในตารางที่ 4.1  
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            A 

 

 

B 

 

รูปที ่4.5 การแยกกรดอะมิโนมาตรฐาน (standard amino acids) ทั้ง 20 ชนิด โดยใช้ TLC silica 
gel 60F เป็น stationary phase และ mobile phase คือ n-butanol : acetic acid : water : 
methanol ในอัตราส่วน 4 : 1 : 1 : 1 วิเคราะห์การแยกโดยการทําปฏิกิริยากับไอระเหยของ Iodine 
(A) และการทาํปฏิกิริยากับ Ninhydrin Solution (B) 
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รูปที่ 4.6 Absorption spectrum ของกรดอะมิโนมาตรฐาน (standard amino acids) จํานวน 19 
ชนิด โดยการสแกนที่ความยาวคลื่น 200 – 700 nm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



22 
 

 
 

ตารางท่ี 4.1 แสดงค่า Retention Factor (Rf) ของกรดอะมิโนแต่ละชนิดจากการแสกนที่ความยาว
คลื่น 408 nm 

 

กรดอะมิโน Rf  
Gly 0.37 
Ala 0.47 
Val 0.62 
Leu 0.72 
Ile 0.7 
Phe 0.72 
Pro 0.36 
Met 0.66 
Ser 0.39 
Thr 0.46 
Tyr 0.7 
Trp 0.74 
Cys 0.1 
Asn 0.3 
Gln 0.33 
His 0.08 
Lys 0.07 
Arg 0.12 
Asp 0.31 
Glu 0.46 

 

 



 
 
 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 อาหารตัวอย่างได้นํามาเตรียมโดยวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็ง (Freeze dry) และทําการทดลอง
หาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการแยกสารอาหารในอาหาร ตัวอ ย่าง โดยเทคนิค  Thin layer 
chromatography (TLC) และวิเคราะห์ผลการทดลองโดยเทคนิค TLC-densitometry ซ่ึงสามารถ
วิเคราะห์ absorption spectrum ของสาร ซ่ึงเป็นลักษณะเฉพาะตัวของสารแต่ละชนิดได้ พบว่า 
สารอาหารประเภท essential oils มีสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์คือการใช้ chloroform เป็น
ตัวทําละลาย stationary phase คือ silica gel 60F และ mobile phase คือ Toluene: Ethyl 
acetate ในอัตราส่วน 85:15 จากนั้นทําการ derivatization แผ่น TLC ที่ผ่านการ develop แล้ว
ด้วยการทําปฏิกิริยากับไอระเหยของไอโอดีนและตรวจวิเคราะห์การประสิทธิภาพแยกสารอาหารด้วย
การถ่ายภาพที่แสงความยาวคลื่น 254 nm  

ในการวิเคราะห์ polar compounds พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือการใช้น้ํากลั่นหรือ Formic 
acid  เป็นตัวทําละลายโดยมี stationary phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ mobile 
phase คือ Ethyl acetate: Formic: Acetic acid: dH2O ในอัตราส่วน 100:11:11:26 ทําการตรวจ
วิเคราะห์การแยกด้วยการถ่ายภาพท่ีแสงความยาวคลื่น 366 nm  

การวิเคราะห์กรดอะมิโนมาตรฐานพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ได้แก่ stationary 
phase คือแผ่น TLC ชนิด silica gel 60F และ mobile phase คือ n-butanol : acetic acid : 
water : methanol ในอัตราส่วน 4 : 1 : 1 : 1 ตรวจวิเคราะห์ประสิทธิภาพการแยกด้วยการทํา
ปฏิกิริยากับ Iodine และ Ninhydrin solution และถ่ายภาพโดยใช้แสงขาว นอกจากน้ีผลการทดลอง
จากการทํา TLC densitometry พบว่าหากเป็นกรดอะมิโนในกลุ่มที่มีสภาพข้ัวแบบเดียวกันจะมี 
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absorption spectrum ที่คล้ายคลึงกันแต่จะมีค่า Rf ที่ไม่เท่ากัน ซ่ึงแสดงว่าระบบที่พัฒนาขึ้น
สามารถใช้ตรวจสอบกรดอะมิโนแต่ละชนิดได้ค่อนข้างจําเพาะ  

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 ศึกษาวิธีการแยกท่ีเพ่ิมประสทิธิภาพและความจําเพาะในการแยกสารอาหารมากขึ้น
เช่นการใช้สาร PDBIQ ในการวิเคราะห์กรดอะมิโนในอาหาร ซ่ึงสารนี้จะทําปฏิกิริยาและสามารถทํา
ให้กรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ มีสีที่แตกต่างกันไป [10] อันเป็นการเพ่ิมความจําเพาะในการตรวจวิเคราะห์ 
หรือการใช้ 2D TLC [11] ในการแยกสารอาหารบริสุทธิ์ออกจากตัวอย่างอาหาร 
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