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บทความวชิาการ 
 

การใช้ Thin Layer Chromatography ในการวิเคราะห์ทางด้านอาหารและการเกษตร 
(Thin Layer Chromatography in Food and Agricultural Analysis) 

 โดย ณฏัฐิกา  ศิลาลาย1 และ ชชัวาล  โชติมากร2 

 

Thin Layer Chromatography (TLC) เป็นวิธีท่ีนิยม

ใช้ในการวิเคราะห์และควบคุมคุณภาพของอาหารอย่าง

กว้างขวางในห้องปฏิบติัการทัว่ไป และยงัถกูนํามาประยกุต์ใช้

เพ่ือวิเคราะห์หาองค์ประกอบของอาหาร วตัถเุจือปนในอาหาร 

สารปนเปื้อนต่างๆ และตรวจสอบสารประกอบต่างๆ ของ

อาหาร เช่นประเภทกลุ่มของ ไขมัน (lipid) และกรดไขมัน

อิสระ (free fatty acid) เป็นต้น 

 High Performance TLC (HPTLC) จัดเป็น      

เคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพ ซึ่งอาศยัการเคล่ือนท่ีบนชัน้ของตวั

ดดูซบัท่ีประกอบด้วยอนภุาคขนาดเลก็กว่าซึง่มีขนาดเส้นผ่าน

ศนูย์กลางประมาณ 5 ไมโครเมตร ขณะท่ี TLC ธรรมดาทัว่ไป

มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 12-20 ไมโครเมตร แนว

ในการเคล่ือนท่ีของอนภุาคใน HPTLC จะมีลกัษณะท่ีแคบ

กว่านอกจากนัน้ชัน้ของตวัดดูซบัก็บางกว่า และระยะทางใน

การเคล่ือนท่ีของตวัอย่างท่ีถกูวิเคราะห์ก็สัน้กว่าด้วย จึงทําให้

มีประสทิธิภาพในการแยกเพิ่มขึน้ และเร็วมากขึน้  
 

การเตรียมและการใช้ตัวอย่างในการวเิคราะห์ 
ขัน้ตอนในการเตรียมตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห์จะคล้ายคลึง

กบัการเตรียมตวัอย่างสําหรับ GC และ HPLC แต่ในการ

เตรียมตวัอย่างเพ่ือใช้กบั TLC นัน้จะง่ายกว่าและไม่ยุ่งยาก 

เพราะว่าชัน้ของตวัดูดซบัท่ีใช้วิเคราะห์ของ TLC จะถูกใช้

เพียงครัง้เดียว โดยตวัอย่างจะถกูนํามาจุดหรือหยดลงบนชัน้

ของตวัดดูซบัได้โดยตรง หรือบางครัง้อาจจะต้องเจือจางก่อน

นํามาวิเคราะห์ด้วย TLC โดยตวัทําละลายท่ีใช้ในการสกดั 

(Solvent Extraction) นํา้กลัน่ (Steam distillation) และ

บางครัง้อาจผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟีชนิดของเหลว-

ของแข็ง (Liquid-solid column chromatography) ก่อน

วิเคราะห์   
 

Layer and mobile phase 
ชนิดของตวัดดูซบั (Adsorbent) และตวัแลกเปล่ียน       

อิออน (Ion-exchange layer) ต่างๆ ถกูเลือกเพ่ือนํามาใช้ใน

การวิเคราะห์ทางด้านอาหาร โดยแผ่น (Plate) ท่ีนํามาใช้ใน

การแยกนัน้โดยทัว่ไปมกัจะเป็นแบบ Pre-adsorbent เพ่ือ

ความสะดวกและรวดเร็วในการในการแยก ในส่วนของ 

Normal phase layer นัน้ถกูนํามาใช้สําหรับวิเคราะห์อาหาร

บางชนิด ซึ่งรวมไปถึงอะลูมินา (Alumina) และเซลลูโลส 

(Cellulose) ในขณะท่ี Reverse phase TLC นัน้จะแสดงถึง

รูปแบบของพันธะทางเคมีของ C-18, C-2, C-8 และ 

Diphenyl layers เพ่ือผลการวิเคราะห์ท่ีดีสดุ Plates จะถกู

ล้างด้วยสารละลายเพียงชนิดเดียว หรือตวัทําละลายผสมก่อน

จะนํามาใช้ และโดยทัว่ไปมกัใช้ dichloromethane-methanol 

ในอตัราสว่น 1:1 เพ่ือวตัถปุระสงค์นี ้
 

การพัฒนาชัน้ Layer  
TLC จะแสดงออกมาในรูป 1 มิติ โดยอาศยัการไหลตาม

แนวแรงโน้มถ่วงของโลก ด้วยการใช้เฟสเคล่ือนท่ีเพียงอย่าง

เดียว (Single mobile phase) ในลกัษณะของสารละลาย
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บริเวณการตรวจสอบ (Detective zone) 
สารท่ีสามารถเปล่ียนสี หรือสารท่ีเรืองแสงหลายชนิดท่ี

ถูกนํามาใช้ในการตรวจสอบบนตัวดูดซับของการวิเคราะห์ 

โดยใช้ความยาวคล่ืนแสงท่ี 254 นาโนเมตร หรือ 366          

นาโนเมตร ของรังสีอุลตร้าไวโอเลต (Ultraviolet) แต่การ

ตรวจสอบด้วยสารเรืองแสงจะเป็นท่ีนิยมมากกว่าเน่ืองจาก

ความจําเพาะเจาะจงและความไวในการตรวจสอบ วิธีใหม่ๆท่ี

ใ ช้ ในการตรวจสอบจะมีรายงานอยู่มากมายใน  TLC 

Literatures ตวัอย่างเช่น การตรวจสอบไขมนัในธรรมชาติของ

สตัว์ เพ่ือบ่งบอกถึงปริมาณท่ีมีโดยใช้ Densitometry ท่ีความ

ยาวคล่ืน (λ) = 430 นาโนเมตร ซึง่สามารถฉีดด้วยสารด้วย 

Reagents ท่ีตา่งกนัถงึ 3 ชนิด ได้แก่  

(1) คิวปริกอะซิเตต(cupric acetate) เข้มข้น 3% ใน

สารละลายกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid 

solution) เข้มข้น 6% แล้วนําไปให้ความร้อนท่ี

อณุหภมิู 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

(2) กรดซลัฟริูค (Sulfuric acid) เข้มข้น 35% แล้วนําไป

ให้ความร้อนท่ีอณุหภูมิ 140 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที 

(3) จากขัน้ตอนท่ี (1) แล้วตามด้วยขัน้ตอนท่ี (2)  
 

การใช้รูปภาพของสารสี หรือรงควัตถุจาก TLC 
(Documentation of Chromatograms) 

ภาพถ่ายของสารสี หรือรงควตัถ ุ(Chromatograms) เป็น

วิธีการท่ีสําคญัอย่างหนึ่งท่ีใช้บนัทึกและเก็บรักษาผลท่ีได้จาก

การทดลอง การวิเคราะห์ด้วยวิธี TLC โดยการเก็บเอกสาร

ตา่งๆ เพ่ือนํามาประกอบการศกึษาทดลองกลายเป็นสิ่งสําคญั

เพิ่มมากขึน้ และจําเป็นอย่างมากในการทํา Good 

Laboratory Practice (GLP) และ Good Manufacturing 

Practice (GMP) การวิเคราะห์ด้านปริมาณโดยการวัด

ปริมาณของตวัอย่างและตําแหน่งบนตวัดดูซบั ด้วยการใช้ 

Silt-scanning densitometer วิดีโอ หรืออาจใช้กล้อง ท่ี

เรียกว่า CCD camera (Image processing) ซึง่เคร่ืองมือท่ี

กล่าวมาข้างต้นนัน้มีความจําเป็นอย่างมากในการวิเคราะห์

เพ่ือให้ผลท่ีได้ถกูต้องแมน่ยําและเท่ียงตรงย่ิงขึน้ดงัตวัอย่างรูป

ท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1: TLC of Lipid of rainbow trouth 

(Oncorhynchus mykiss) 
 

Developing solvent: Petroleum ether: Diethylether (80:20). 

The bands were visualized by spraying with 50% sulfuric 

acid in ethanol followed by heating for 1 hr at 180 oC. 
 

บทสรุปของการเลือกใช้ TLC และ HPTLC ในการ
วิเคราะห์ด้านอาหารและเกษตรกรรม (Summaries 
of selected TLC and HPTLC methods for food and 
agricultural analyses) 
 

จากท่ีกล่าวมาข้างต้น พอจะสรุปได้โดยสงัเขปถึงการ

เลือกใช้ TLC เพ่ือนํามาตรวจสอบองค์ประกอบท่ีสําคญัๆ 

ในตวัอย่างอาหารและทางการเกษตร การพฒันารูปแบบของ

ตวัดดูซบัและเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ของตวัอย่างบาง

กลุม่ถกูแสดงในตารางท่ี 1  
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Table 1 Summaries of selected TLC and HPTLC method for food and agricultural analysis 

Sample preparation Stationary phase Mobile phase Detection 

1. Lipid (neutral lipid) in eggs 

(extraction from egg yolk with chloroform-

methanol (2:1))(1) 

Channeled pre-adsorbent high 

performance silica gel 

1. Petroleum : diethyl ether : acetic 

acid (80:20:2) for determination of 

cholesterol, triacylglycerols and free 

fatty acid 

2. n-hexane: petroleum: diethyl ether: 

acetic acid (50:20:5:1) for 

cholesterol esters 

PMA (5% in ethanol) and 

heating at  

110-120 oC for 5-10 min 

2. Pigment (bixin, lycopene, canthaxanthin 

and β-apo-8’-carotenal) 

(Acetone extraction, ether partitioning and 

saponification)(2) 

Silica gel Hexane: acetone (9:1), dichloro-

methane: diethyl ether (9:1), petroleum: 

benzene (1:1) and petroleum ether 

Natural color 

3. Sugars in beverages  

(Sodas and iced teas were diluted with 

ethanol-water 7:3 and spotted directly)(3) 

Silica gel 60 impregnated by 

spraying with 0.1 M of sodium 

hydrogen sulfate and pH 4.8 of 

citrated buffer solution 

Acetonitrite-water (85:15) Purple zones by spraying 

with 1- naphthol (5g)-

ethanol (160 ml)-sulfuric 

acid (20 ml)-water (13 ml) 

solution and heating at 

110 oC for 5-10 min 

4. Polyphosphate in seafood 

(Fish were homogenized mixed with water 

(1:2) for 1 min and the filtrate collected over 

No 4 filter paper) (4) 

Cellulose 2-propanol: 1-propanol: trichloacetic 

acid: ammonium hydroxide: water    

(200 ml : 175 ml : 25 g :1 ml : 125 ml) 

Molybdenum blue spray 

reagent followed by 

sodium pyrosulfate-

sodium sulfitemethyl-

aminophenol reagent 
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Table 1 (cont.) Summaries of selected TLC and HPTLC method for food and agricultural analysis  

Sample preparation Stationary phase Mobile phase Detection 

5. Quinine in tonic water 

(Degassed tonic waters were spotted 

directly)(3) 

Channeled preadsorbent high 

performance silica gel 

Toluene: acetone: diethyl ether: 

ammonium hydroxide: methanol  

(12 : 18 : 6 : 1.5 : 1) 

Natural fluorescent 

6. Heterocyclic oxygen compounds in citrus 

fruit essential oil 

(Commercial oils were analyzed without 

dilution with hexane)(5) 

Silica gel 60 F HPTLC n-butyl acetate: hexane (8:2) and 

chloroform: n-butyl acetate: hexane  

(9 : 1 : 15) Overpressure development 

254 and 366 nm UV light 

7. Phenylurea herbicides in plants 

(Carrots, apples, asparagus and wheat were 

extracted with acetone and extracts purified 

by silica SPE)(6) 

Silica gel 60 F HPTLC AMD with a 25 cycle gradient 

Composed of acetonitrite, 

dichloromethane, acetic acid, toluene 

and hexane in varying proportions 

254 nm UV light 
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