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Chemical Separations

Distillation

Solvent Extraction

Chromatographic 

Theory

Gas Chromatography

- Packed  column

- Capillary column

Liquid Chromatography

Affinity Chromatography

Field Flow Fractionation

Supercritical Fluid

Chromatography

Electrophoresis

2

Chromatography

Components partition between two phases.

Stationary phase : dose not move

Mobile phase : dose move

Solutes are separated due to difference in 

how they interact with the two phase

3
http://bricker.tcnj.edu/tech/BIOL311chromatography.htm

http://kinardf.people.cofc.edu/221LabCHEM/CHEM221L%20Gas%20Chromatography%20of%20Methyl%20Salicylate.htm
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Paper chromatography

Stationary phase: Water that is tightly bound to the cellulose structure and fill 

interspaces of the paper fibers. 

Mobile phase: Any solvent (also known as a developing solvent) that is partially 

miscible in water. Choice of the solvent will depend on the nature 

of the substances to be separated. Often, a mixture of two or 

three solvents is required.

5 8/11/2016 6

https://www.youtube.com/watch?v=ZCzgQXGz9Tg

TLC =  adsorption chromatography in which samples are separated  
based on the  interaction between a thin layer of adsorbent  
and a selected solvent.

Stationery phase: A thin layer (250 um) of an adsorbent attached on a plate
Mobile phase: Selected solvent(s).

Thin layer chromatography

Separation of Plant Pigments by Thin Layer Chromatography (TLC)

7

Separation of Food Dyes 
by Thin Layer Chromatography (TLC)

8

Paper Chromatography - Chemistry Experiment with Mr Pauller.mp4
Paper Chromatography - Chemistry Experiment with Mr Pauller.mp4
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9http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/paper.html 8/11/2016 10
https://www.youtube.com/watch?v=qdmKGskCyh8

Separation of Plant Pigments 
by Column Chromatography (CC)

11 8/11/2016 12
http://www.youtube.com/watch?v=1Nbhnt9llGQ

Thin-Layer Chromatography (TLC).mp4
Thin-Layer Chromatography (TLC).mp4
Column chromatography demonstration.mp4
Column chromatography demonstration.mp4
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Gas Chromatography

http://lab-training.com/landing/free-hplc-training-programme-3/

Gas Chromatography

14

8/11/2016

ส่วนควบคุมและตรวจ
สอบการท างานของเคร่ือง

8/11/2016

1. ก๊าซตวัพา

- ถงัก๊าซต่าง ๆ - คอลมัน์กรองก๊าซ
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8/11/2016

2. ส่วนควบคุมการไหลของก๊าซ

8/11/2016

3. ส่วนฉีดสาร

8/11/2016

- Syringe ส าหรับฉีดสาร

ก๊าซ

ของเหลว

8/11/2016

4. คอลมันแ์ละเตา
คอลมัน์ มี 2 แบบ

(1)  แบบ Stainless Steel
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คอลมัน์
(2) Capillary column

8/11/2016

เตาท่ีควบคุมคอลมัน์

8/11/2016

5. เคร่ืองตรวจวดั

1
3

2

(1) FID
(2) NPD
(3) ECD

8/11/2016

โครมาโทแกรม
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25 26

27

High performance liquid chromatography

http://www.chem.utoronto.ca/coursenotes/analsci/chrom/hplc.html
28

HPLC
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  Normal Phase Reversed Phase 

 Stationary phase Polar (silica gel) Non-polar (C18) 

 
Mobile phase 

Non-polar 

(organic solvents) 

Polar 

(aqueous/organic) 

 Sample movement Non-polar fastest Polar fastest 

 
Separation based on 

Different polarities 

(functionality) 

Different 

hydrocarbon content 

 

High performance liquid chromatography

29 30

High performance liquid chromatography

8/11/2016

วิธีการดูดสารตวัอยา่ง

High performance liquid chromatography

32http://www.shsu.edu/~chm_tgc/sounds/sound.html
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ชุดกรองสารส าหรับเคร่ือง HPLC

กรองสารตวัอยา่ง

34

ชุดกรองสารตัวอย่าง

http://share.psu.ac.th/blog/science-equipment/12086

8/11/2016

1. เฟสเคล่ือนท่ี

• ของเหลว

• กรองดว้ยชุดกรอง

• บรรจุใส่ขวด

36

ชดุกรอง mobile phase

http://share.psu.ac.th/blog/science-equipment/12086
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1 2

1. ขวดใส่เฟสเคล่ือนท่ี

2. ขวดใส่สารตวัอยา่ง

37 8/11/2016

2. ป๊ัม

ท าหนา้ท่ีดูดเฟสเคล่ือนท่ี
ให้ไหลไปตามท่อแลว้เขา้
สู่คอลมัน์

38

8/11/2016

3. คอลมัน์

ท าหนา้ท่ีแยกสารตาม
ความมีขั้ว

39 8/11/2016

• แผนภาพแสดงการ
ท างานของเคร่ือง
HPLC

40
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6. เคร่ืองตรวจวดั

แผนภาพโครมาโทแกรม

41 8/11/2016 42

43

DETERMINATION OF BETA-SITOSTEROL AND 

STIGMASTEROL IN 

SERICOCALYX SCHOMBURGKII (CRAIB) BREMAK 

BY GC-MS

44

(ก)  อบ 10 นาที                                                  (ข)  อบ 20 นาที
รูป    แผ่น TLC ของสารสเตอรอยด์ที่ถูกตรวจพบจากเน้ือไม้ต้นแข้งไก่พ่นด้วยสารละลาย

Vanillin-Phosphoric Acid Reagent น าไปอบที่อุณหภูมิ 105 0C
A : สารมาตรฐาน (โคเลสเตอรอล)   B :  สารสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 

C :  สารสกดัด้วยปิโตรเลยีม อเีทอร์  D : สารสกดัด้วยเมทานอล

HPLC - High Perfermance Liquid Chromatography - for beginners simple animation - HD.mp4
HPLC - High Perfermance Liquid Chromatography - for beginners simple animation - HD.mp4
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Antimony (III) Chlorid Reagent Sulfuric Acid Reagen
รูปแผ่น TLC ของสารสเตอรอยด์และเทอร์พนีอยด์ท่ีถูกตรวจพบในต้นแข้งไก่                       

A : สารมาตรฐาน (โคเลสเตอรอล) B :  สารสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 
C :  สารสกดัด้วยปิโตรเลยีม  D : สารสกดัด้วยเมทานอล 45 8/11/2016

สเตอรอยดใ์นเน้ือไมแ้ข่งไก่

tR = 20.63

34

8/11/2016

การวิเคราะห์ยาปฏิชีวนะกลุ่มเตตระซยัคลินในกุง้แช่แขง็
โดยการสกดัและโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง

OCT TC

38

Std.

นายซุลกฟิล ีมามะ

48

นางสาวรุ่งลาวัลย์   อุ่มชะอุ้ม
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Ion Exchange Chromatography

http://www.separations.us.tosohbioscience.com/ServiceSupport/

TechSupport/ResourceCenter/PrinciplesofChromatography/Size

Exclusion/ 50

• Basic Separation Principle:  

Exchange equilibrium between ions in solution 

and ions (of the same charge) held by surface 

bonded functional groups

Ion Exchange 

Chromatography

51

Ion Exchange 

Chromatography

• Cation Exchange

– Sulfonic acid       – SO3
- (H+)

– Carboxylic Acid

• Anion Exchange

– Primary Amine   – NH3
+(OH-)

– Tertiary Amine

52

Mobile Phase

• Cation Exchange - H+

• Anion Exchange  - OH-

• pH is controlled with a Buffer Solution

– e.g. HCO3
-/CO3

--

http://www.separations.us.tosohbioscience.com/ServiceSupport/TechSupport/ResourceCenter/PrinciplesofChromatography/SizeExclusion/
http://www.separations.us.tosohbioscience.com/ServiceSupport/TechSupport/ResourceCenter/PrinciplesofChromatography/SizeExclusion/
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Stationary Phase – Ion Exchange Resin

8/11/2016 54

55

Ion Exchange Chromatography –

General Characteristics

• In general, ion exchangers favor binding of  ions 

with:

–  charge

• 3+ > 2+ > 1+

–  hydrated radius

• H+ > Li+ > Na+ > K+ (p. 174)

• H+ bound least strongly b/c hydrated radius is 

highest

–  polarizability

56http://bricker.tcnj.edu/tech/BIOL311chromatography.htm

The Principle of Ion Exchange Chromatography.mp4
The Principle of Ion Exchange Chromatography.mp4
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57

Gel-Filtration Chromatography

https://www.youtube.com/watch?v=oV5VB5kO3tQ

8/11/2016 58
https://www.youtube.com/watch?v=_CWtWeEN7is

8/11/2016 59 8/11/2016 60

Chromatographic condition:

The HPLC procedure has been developed for the determination of

uric acid in germinated brown rice. For the separation conditions, a

reverse-phase column hypersil ODS, 5 µm (4.0 × 250 mm), an

isocratic elution system of methanol/water (10:90 v/v) at the flow rate

of 0.70 mL min-1. The photodiode array detector was set at 292 nm.

DETERMINATION OF URIC ACID IN GERMINATED 

BROWN RICE BY HIGH PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY

Principles of gel filtration chromatography- size exclusion chromatography.mp4
Principles of gel filtration chromatography- size exclusion chromatography.mp4
Principles of Chromatography.mp4
Principles of Chromatography.mp4
http://www.hplc.co.uk/homeframe.htm
http://www.hplc.co.uk/homeframe.htm
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Chromatogram of uric acid in germinated brown rice sample 

8/11/2016 62

Determination of vitamin A  and  vitamin E in  rice and bran by 
high performance liquid  chromatography

นางสาวพรทิวา  โพธาเจริญ

สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์หาปริมาณเรตินิลอะซิเตท และโทโคฟีรอล

พารามิเตอร์ สภาวะท่ีเหมาะสม
คอลมัน์ C18 ขนาด 250 มิลลิเมตร×4.6 มิลลิเมตร ; 5ไมโครเมตร
ตวัตรวจวดั อลัตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น 300 นาโนเมตร
ชนิดตวัท าละลาย เมทานอล
อตัราส่วนเฟสเคลื่อนท่ี 100:0
อตัราการไหลของตวัท าละลาย 1.50 มิลลิลิตรต่อนาที
ปริมาตรของสาร 25 ไมโครลิตร
รีเทนชนัไทม์ของวิตามินเอ 4.73 นาที
รีเทนชนัไทม์ของวิตามินอี 9.31 นาที
ระยะเวลาในการวิเคราะห์ 10.0 นาที

8/11/2016 63

ตัวอย่างเมล็ดข้าว

ตัวอย่างร าข้าว

8/11/2016 64

Determination of  Monascus Metabolites in Fish Food
by High Performance Liquid Chromatography

นางสาวน ้าผึง้  จันทร์จ่อง
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8/11/2016 65

พารามิเตอร์ สภาวะที่เหมาะสม
คอลมัน์

ความยาวคล่ืนของการตรวจวดั
ชนิดเฟสเคล่ือนท่ี

อตัราการไหลของเฟสเคล่ือนท่ี
ปริมาตรของสารท่ีฉีดเขา้เคร่ือง

รีเทนชนัไทม์
ระยะเวลาในการวเิคราะห์

C18 ชนิดวฏัภาคกลบั
ขนาด 4.6 × 250 มิลลิเมตร
ขนาดอนุภาค 5 ไมโครเมตร

390 นาโนเมตร
Methanol 100%

0.5 มิลลิลิตรต่อนาที
25 ไมโครลิตร

6.5 นาที
10 นาที

ตารางที ่3 สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์

8/11/2016 66

การวเิคราะห์ตัวอย่างด้วยเทคนิค HPLC

สีแดง

สีแดง

8/11/2016

การวิเคราะห์ยาฆ่าแมลงประเภทคลอริเนทเตทไฮโดรคาร์บอน
ในน ้าโดยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี
Determination of pesticides in water 

by Gas chromatography

Lindane Aldrin
DDT

67 8/11/2016

สภาวะท่ีใชใ้นการทดลอง
พารามิเตอร์ สภาวะ

1. คอลมัน์ DB-5 , 20 m x 0.25 mm id.,film 0.24 µm

2. อุณหภมูจุิดฉีดสาร 230 oC

3. อุณหภมูคิอลมัน์ เป็นแบบโปรแกรมอุณหภมูิ คือเร่ิมที่ 165 oC มี
อัตราการเพิ่ม 7oC/min จนถงึ 185 oC และมอีัตรา
การเพิ่ม
10 oC/min จนถงึ 220 oC และคงที่ 5 นาที

4.อุณหภมูเิคร่ืองตรวจวดั 300 oC

3.อัตราการไหลแก๊สตวัพา แก๊สไนโตรเจน 2 ml/min

4. เคร่ืองตรวจวดั ECD

5. ปริมาณสาร 1 ไมโครลติร

6. เวลาในการวเิคราะห์ 7 นาที
68
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ผลการทดลอง

69 8/11/2016 70

Determination of Gallic acid and Caffeine 
in tea by High performance Liquid 

Chromatography

นางสาวนฤมล บุญส่ง

พารามิเตอร์ สภาวะที่เหมาะสม

คอลัมน์
ตัวตรวจวัด
ชนิดตัวท ำละลำย
อัตรำกำรไหลของตัวท ำละลำย
ปริมำตรของสำรตัวอย่ำง
รีเทนชันไทม์ของกรดแกลลิก
รีเทนชันไทม์ของคำเฟอีน
ระยะเวลำในกำรวิเครำะห์

C18 ขนำด 4.0 มิลลิเมตร× 250 มิลลิเมตร
อัลตรำไวโอเลต ท่ีควำมยำวคลื่น 273 นำโนเมตร
เมทำนอลต่อน  ำ
1 มิลลิลิตรต่อนำที
20.0 ไมโครลิตร
1.582 นำที
4.263 นำที
10.0 นำที

8/11/2016 71

โครมาโทแกรม: ชนิดสารสกัดที่เหมาะสม

น  ำ

เอทำนอล

เมทำนอล

อะซิโตรไนโตร

น  ำต่อเมทำนอล

น  ำต่อเอทำนอล

น  ำต่ออะซิโตรไนไตร

กรดไฮดรคลอริกในเมทำนอล

น  ำต่อกรดไฮโดรคลอริก
ในเมทำนอล

8/11/2016 72

พารามิเตอร์ สภาวะท่ีเหมาะสม
สำรสกัดที่เหมำะสม
เทคนิคกำรสกัด
ระยะเวลำในกำรสกัด
อัตรำส่วนของสำรตัวอย่ำงต่อสำรสกัด

น  ำต่อกรดไฮโดรคลอริกในเมทำนอล
กำร sonicated โดยใช้เคร่ืองอัลตรำโซนิค
15 นำที
5:1 ปริมำณต่อปริมำตร

โครมาโทแกรมของสารตัวอย่างชาเขียวจีนกลิ่นโสม
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8/11/2016 73

โครมาโทแกรมของสารตัวอย่างชาเขียวญี่ปุ่น

โครมาโทแกรมของสารตัวอย่างชาเขียวจีน


