
บทความวิชาการส าหรับการศึกษาต่อเนื่อง 

สถานเสาวภา สภากาชาดไทย 

รหัส : 5003-1-000-003-06-2563 

หน่วยกิตการศึกษาต่อเนื่อง : 2.0 หน่วยกิต 

วันที่รับรองบทความ : 23 มิถุนายน 2563 

วันที่หมดอายุ : 22 มิถุนายน 2564 

เรื่อง 

การประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

ผู้เขียน 

ภญ.ปวีณา อุ่ยวัฒนพงศ์ ภญ.อภิญญา กีรติเมธากุล และภก.อนวัช มิตรประทาน 

วัตถุประสงค์เชิงพฤตกิรรม 

1. เข้าใจหลักการใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
2. เข้าใจหลักการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเพ่ือการวิเคราะห์

เชิงปริมาณ 
3. อธิบายข้อดีและข้อจ ากัดของการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่น

บางเพ่ือการวิเคราะห์เชิงปริมาณได้ 

ค าส าคัญ 

เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง, การวิเคราะห์เชิงภาพ, การวิเคราะห์เชิงปริมาณ 

บทคัดย่อ 

การวิเคราะห์สารเชิงปริมาณด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง (Thin-layer chromatography, 
TLC) สามารถท าได้หลายวิธี วิธีหนึ่งที่ได้รับความนิยมมาก คือ การใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับ
เครื่องเดนซิโตมิเตอร์ (densitometer) เนื่องจากให้ผลการวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือ ถูกต้อง แม่นย าสูง แต่มีข้อจ ากัด 
คือ เครื่องเดนซิโตมิเตอร์มีราคาค่อนข้างสูง จึงได้มีการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพ (image analysis) ร่วมกับ
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเพ่ือวิเคราะห์สารเชิงปริมาณ ซึ่งมีข้อดีคือ เป็นวิธีที่ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว 
และใช้เครื่องมือที่หาได้ง่าย ขั้นตอนการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ประกอบด้วยการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟี
ชนิดแผ่นบาง การบันทึกภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์หรือกล้องดิจิทัล การวิเคราะห์เชิงภาพด้วยโปรแกรมวิเคราะห์
ภาพ และการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  
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บทคัดย่อ 

การวิเคราะห์สารเชิงปริมาณด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง (Thin-layer chromatography, 
TLC) สามารถท าได้หลายวิธี วิธีหนึ่งที่ได้รับความนิยมมาก คือ การใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับ
เครื่องเดนซิโตมิเตอร์ (densitometer) เนื่องจากให้ผลการวิเคราะห์ที่น่าเชื่อถือ ถูกต้อง แม่นย าสูง แต่มีข้อจ ากัด 
คือ เครื่องเดนซิโตมิเตอร์มีราคาค่อนข้างสูง จึงได้มีการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพ (image analysis) ร่วมกับ
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และใช้เครื่องมือที่หาได้ง่าย ขั้นตอนการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้ประกอบด้วยการแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟี
ชนิดแผ่นบาง การบันทึกภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์หรือกล้องดิจิทัล การวิเคราะห์เชิงภาพด้วยโปรแกรมวิเคราะห์
ภาพ และการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  

บทน า 

 เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง (Thin-layer chromatography, TLC) เป็นเทคนิคที่นิยมน ามาใช้
ในงานควบคุมคุณภาพ เช่น การพิสูจน์เอกลักษณ์ของเภสัชภัณฑ์ วัตถุดิบทางธรรมชาติและสมุนไพรใน  Thai 
herbal pharmacopoiea (THP) รวมถึงสามารถตรวจสอบสารปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ได้ เทคนิคโครมาโต
กราฟฟีชนิดแผ่นบางมีข้อดีหลายอย่าง คือ เป็นวิธีที่สามารถท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว เครื่องมือที่ใช้มีราคาไม่แพง 
และที่ส าคัญคือ การเตรียมตัวอย่างไม่ยุ่งยากและใช้ปริมาณตัวอย่างน้อย อีกทั้งสามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างได้
หลายชนิดพร้อมกันในครั้งเดียว1 นอกจากนี้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางยังสามารถน ามาประยุกต์เพ่ือ
วิเคราะห์เชิงปริมาณได้ เพียงแต่วิธีนี้มีความไวต่ า ความถูกต้องและความแม่นย าค่อนข้างน้อย ท าให้ผลการทดลอง
ไม่น่าเชื่อถือ จึงเกิดการพัฒนาโดยน ามาใช้ร่วมกับเครื่องมืออื่น เช่น เครื่องเดนสิโตมิเตอร์ (densitometer) โดยจะ
วิเคราะห์ปริมาณของสารตัวอย่างจากการวัดค่าการดูดกลืนแสง หรือค่าการเรืองแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ เทียบ
กับพ้ืนหลังและแสดงผลออกมาเป็นโครมาโตแกรม 



 เครื่องเดนสิโตมิเตอร์ (densitometer) ได้มีการพัฒนาออกสู่ท้องตลาดจากหลากหลายบริษัท เช่น   
CAMAG TLC scanner 3, CAMAG Videodensitometer และ AR2i ChroImage flatbed scanner เป็นต้น2 
วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณสารตัวอย่างท าได้โดย 

1. เตรียมสารตัวอย่าง คือ ท าการละลายตัวอย่างให้อยู่ในรูปสารละลาย 
2. การจุดสารตัวอย่างลงบนแผ่น TLC คือ ท าการจุดสารลงบนแผ่น TLC ในปริมาณที่ก าหนด เช่น การจุด

สารตัวอย่างโดยใช้หลอดแคปิลลารี หรือเครื่อง Linomat 5  
3. การเตรียม mobile phase คือ การผสม mobile phase ในอัตราส่วนที่ก าหนด แล้วปล่อยให้อ่ิมตัว

บริเวณภาชนะท่ีเตรียมไว้ 
4. การพัฒนาให้เกิดการแยกสารบนแผ่น TLC คือ การน าแผ่น TLC ที่ท าการจุดสารตัวอย่างเรียบร้อยแล้วมา

วางในภาชนะที่อ่ิมตัวด้วยตัวท าละลายที่เตรียมไว้ เมื่อตัวท าละลายเคลื่อนไปจนถึงเกือบขอบบน ให้น า
แผ่น TLC ออกพร้อมกับขีดแนวของตัวท าละลาย (Solvent front) ก่อนที่ตัวท าละลายจะแห้ง เนื่องจากมี
ผลต่อค่า Rf 

5. การหาต าแหน่งของสารตัวอย่าง คือ การค านวณหาค่า Rf  ซึ่งเป็นค่าเฉพาะตัวของสาร มีวิธีการค านวณ
ดังนี้ 

    Rf =  
ระยะท่ีสารตัวอย่างเคล่ือนท่ี

ระยะท่ีตัวท าละลายเคลื่อนท่ี
 

 
6. การพิสูจน์เอกลักษณ์ คือ การเปรียบเทียบค่า Rf กับสารมาตรฐาน ซึ่งหากเป็นสารตัวเดียวกันจะต้องมีค่า 

Rf เท่ากันเมื่อทดสอบในสภาวะเดียวกัน 
7. การเก็บข้อมูล คือ การใช้เครื่องเดนสิโตมิเตอร์ในการตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสง และค่าการเรืองแสงใน

จุดสารตัวอย่างที่สนใจ 
8. การสร้าง densitometric chromatogram คือ การน าข้อมูลค่าการดูดกลืนแสง และค่าการเรืองแสงของ

สารตัวอย่างมาสร้างโครมาโตแกรม 

โดยการวิเคราะห์ปริมาณสารจะถูกค านวณจากกราฟมาตรฐานที่สร้างจากความสัมพันธ์ระหว่างความสูง
ของพีคที่เกิดจากการวัดค่าการดูดกลืนแสง หรือค่าการเรืองแสง และน้ าหนักของสารตัวอย่าง จะเห็นได้ว่าการใช้
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับเครื่องเดนสิโตมิเตอร์มีข้อดีหลากหลาย ได้แก่ เป็นวิธีที่สามารถท าได้
ง่าย มีความไว ความถูกต้อง และความแม่นย าสูง ท าให้มีความน่าเชื่อถือของข้อมูลที่ดี แต่เครื่องเดนสิโตมิเตอร์มี
ราคาแพงจึงอาจท าให้เป็นข้อจ ากัดของวิธีนี้ 

ปัจจุบันมีการใช้เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับเครื่องเดนสิโตมิเตอร์อย่างแพร่หลาย ทั้งในด้าน
การวิเคราะห์เชิงคุณภาพและวิเคราะห์เชิงปริมาณ ตัวอย่างเช่นงานวิจัยเรื่อง TLC-densitometric method for 
qualitative analysis of betamethasone and its related compounds in pharmaceutical preparations 
ปี 2014 ได้น าเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับเครื่องเดนสิโตมิเตอร์ในการแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์



ของ betamethasone และอนุพันธ์ของ betamethasone เพ่ือควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ก่อนออกสู่ท้องตลาด 
ซึ่งวิธีนี้สามารถใช้ได้จริงเนื่องจากผ่านข้อก าหนดตามมาตรฐาน British pharmacopoeia (BP)3 

การประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง 

การวิเคราะห์สารเชิงปริมาณในปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคการวิเคราะห์เชิงภาพมาประยุกต์ใช้ร่วมกับ
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง แทนการใช้การวิเคราะห์ด้วยเครื่องเดนสิโตมิเตอร์ เนื่องจากเป็นวิธีที่ท าได้
ง่าย และไม่ต้องใช้เครื่องมือขั้นสูงที่ต้องอาศัยความเชี่ยวชาญ1 โดยการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพกับโครมา
โตกราฟฟีชนิดแผ่นบางส าหรับการวิเคราะห์สารเชิงปริมาณมีข้ันตอน ดังต่อไปนี้ 

1. การแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง 
 การแยกสารด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเริ่มจากการเตรียมสารตัวอย่าง การเลือก
เฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ การแต้มสารตัวอย่าง การแยกของสารบนแผ่น TLC และการตรวจสอบต าแหน่ง
สาร ซึ่งการเลือกเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่เป็นขั้นตอนที่ส าคัญที่สุด เนื่องจากเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่ที่
เลือกใช้ต้องสามารถแยกสารที่ต้องการวิเคราะห์ออกจากสารอ่ืนได้ดีและสามารถตรวจสอบต าแหน่งของ
สารนั้นบนแผ่น TLC ได้ชัดเจน 

2. การบันทึกภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์หรือกล้องดิจิทัล  
 การบันทึกภาพสามารถท าได้ด้วยเครื่องสแกนเนอร์หรือกล้องดิจิทัล ซึ่งมีข้อดี คือ ท าได้อย่าง
รวดเร็ว ภาพที่บันทึกได้มีความเสมือนจริง และสามารถเก็บภาพเป็นไฟล์อิเล็กทรอนิกส์ได้ การบันทึกภาพ
ด้วยเครื่องสแกนเนอร์มีข้อดีเหนือกว่าการบันทึกภาพด้วยกล้องดิจิทัล คือ แสงที่ฉายลงบนแผ่น TLC มี
ความสม่ าเสมอทั่วทั้งแผ่น เพราะถ้าแผ่น TLC ได้รับแสงไม่ทั่วถึง ท าให้ไม่สามารถน าภาพมาใช้วิเคราะห์
ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์เชิงภาพได้อย่างถูกต้อง แต่การบันทึกภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์มีข้อจ ากัด คือ 
เครื่องสแกนเนอร์บันทึกภาพโดยใช้แสงขาว จึงเหมาะกับการบันทึกภาพต าแหน่งสารที่มองเห็นได้ด้วยตา
เท่านั้น ไม่สามารถบันทึกภาพต าแหน่งสารภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตได้1 

3. การวิเคราะห์เชิงภาพด้วยโปรแกรมวิเคราะห์เชิงภาพ 
 ปัจจุบัน มีโปรแกรมวิเคราะห์เชิงภาพที่สามารถน ามาประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟี
ชนิดแผ่นบางให้เลือกใช้เป็นจ านวนมาก ทั้งโปรแกรมที่สามารถดาวน์โหลดได้ฟรีแบบไม่มีค่าใช้จ่ายและ
โปรแกรมที่ต้องเสียค่าใช้จ่าย เช่น โปรแกรม ImageJ, โปรแกรม TLC Analyzer, โปรแกรม Sorbfil TLC 
videodensitometer และโปรแกรม JustTLC เป็นต้น ซึ่งแต่ละโปรแกรมมีข้อดีและข้อจ ากัดที่แตกต่าง
กัน ในที่นี้ขอยกตัวอย่างการใช้โปรแกรม ImageJ ซึ่งเป็นโปรแกรมรุ่นแรก ๆ ที่ถูกพัฒนาขึ้น และยังคง
ได้รับความนิยมค่อนข้างมากส าหรับการวิเคราะห์สารเชิงปริมาณ โปรแกรม ImageJ เป็นโปรแกรมที่
สามารถดาวน์โหลดได้ฟรีจากเว็บไซต์ของ U.S. National institutes of health (NIH) ซึ่งใช้ได้ทั้งกับ
ระบบปฏิบัติการ Windows และ Mac OS2 ปัจจุบันมีการศึกษาจ านวนมากที่น าโปรแกรม ImageJ มา
ประยุกต์ใช้กับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง เช่น การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของพืช Rosa 
rugosa Thunb. โดยใช้ DPPH เป็น detecting reagent พบว่า การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วย
การวิเคราะห์เชิงภาพร่วมกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางเป็นวิธีที่ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว มี



ประสิทธิภาพและค่าใช้จ่ายไม่สูง เหมาะส าหรับการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสมุนไพรและ
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ4 

4. การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์  
 การพัฒนาวิธีวิเคราะห์สารเชิงปริมาณ โดยการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพร่วมกับเทคนิค
โครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง จะต้องมีการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (analytical method 
validation) เพ่ือประเมินว่า วิธีวิเคราะห์นั้นมีความเหมาะสม สามารถใช้วิเคราะห์สารตัวอย่างได้ถูกต้อง 
แม่นย า และเชื่อถือได้ โดยประเมินในหัวข้อต่าง ๆ ได้แก่ 

 ความเที่ยง (accuracy)  
 ความแม่น (precision)  
 ความจ าเพาะ (specificity) 
 ปริมาณต่ าสุดที่ตรวจพบได้ (limit of detection)  
 ปริมาณต่ าสุดที่สามารถตรวจหาค่าได้ในเชิงปริมาณ (limit of quantitation)  
 ความเป็นเส้นตรง (linearity)  
 พิสัย (range)  

ทั้งนี้การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ไม่จ าเป็นต้องท าครบทุกหัวข้อ การจะท าหัวข้อ
ใดบ้างข้ึนอยู่กับประเภทของวิธีวิเคราะห์ 

นอกจากนี้มักมีการศึกษาเปรียบเทียบผลที่ได้จากการวิเคราะห์ เชิงปริมาณด้วยเทคนิคโครมาโต
กราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับการวิเคราะห์เชิงภาพ กับผลที่ได้จากการวิเคราะห์เชิงปริมาณด้วยเครื่องเดนสิ
โตมิเตอร์ เช่น การศึกษาเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์หาปริมาณสาร γ-oryzanol ในน้ ามันร าข้าวด้วย
เทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางร่วมกับการวิเคราะห์เชิงภาพ เทียบกับผลการวิเคราะห์ที่ได้จาก
เครื่องเดนสิโตมิเตอร์ พบว่า ค่าพารามิเตอร์จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ทั้งสองวิธีมีค่า
ใกล้เคียงกัน และยังพบว่า ค่าเฉลี่ยของปริมาณสาร γ-oryzanol ที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคโครมาโตกราฟฟี
ชนิดแผ่นบางร่วมกับการวิเคราะห์เชิงภาพ และค่าเฉลี่ยของปริมาณสาร γ-oryzanol ที่วิเคราะห์ด้วย
เครื่องเดนสิโตมิเตอร์ให้ผลไม่แตกต่างกัน5  
จากบทความข้างต้น การประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพร่วมกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบาง

เป็นอีกวิธีหนึ่งที่น่าสนใจส าหรับการวิเคราะห์สารเชิงปริมาณ เนื่องจากมีข้อดี คือ เป็นวิธีที่ท าได้ง่าย สะดวก 
รวดเร็ว สามารถใช้เครื่องมือที่หาได้ง่ายและไม่ต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการวิเคราะห์ แต่วิธีนี้มีข้อจ ากัดในเรื่องความ
เที่ยง ความแม่น และความจ าเพาะของวิธีวิเคราะห์6 อย่างไรก็ตาม หากมีการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ได้อย่างเหมาะสม 
จะท าให้ไดว้ิธีวิเคราะห์ทีมี่ความเที่ยง ความแม่น และความจ าเพาะ ไม่แตกต่างกับการวิเคราะห์สารเชิงปริมาณด้วย
เครื่องเดนสิโตมิเตอร์1 ดังนั้นการประยุกต์ใช้การวิเคราะห์เชิงภาพร่วมกับเทคนิคโครมาโตกราฟฟีชนิดแผ่นบางจึง
อาจเป็นประโยชน์ส าหรับโรงงานขนาดเล็กที่มีการลงทุนไม่มากหรืองานวิเคราะห์เชิงปริมาณที่ไม่ต้องการความ
ถูกต้องและความแม่นย าสูง5 
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