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บทคัดย2อ 
การใช*วิธีโครมาโทกราฟ=แบบชั้นบาง (thin-layer chromatography, TLC) ร'วมกับเทคนิคการวิเคราะห�เชิง

ภาพได*นํามาประยุกต�ใช*สําหรับการหาปริมาณสารสําคัญโดยเฉพาะในตัวอย'างประเภทสมุนไพรและผลิตภัณฑ�ธรรมชาติ 
ข้ันตอนโดยรวมของวิธีประกอบด*วย การแยกสารที่ต*องการวิเคราะห�หาปริมาณออกจากสารอ่ืนและตรวจพบได*อย'าง
ชัดเจนบนแผ'น TLC   การบันทึกและเก็บข*อมูลภาพของแผ'น TLC ด*วยเคร่ืองสแกนเนอร�หรือกล*องดิจิทัล การวิเคราะห�
ภาพ TLC เพื่อหาความสัมพันธ�ระหว'างความเข*มสีกับปริมาณสารแต'ละจุดด*วยโปรแกรมคอมพิวเตอร�ที่เหมาะสม และการ
ตรวจสอบความใช*ได*ของวิธี  ข*อดีหลักของวิธีนี้คือ ความสะดวก ความรวดเร็ว การใช*อุปกรณ�และเคร่ืองมือที่จัดหาได*ง'าย
ในราคาไม'สูงมาก  และหากมีการพัฒนาวิธีการอย'างเหมาะสมยังพบว'าผลการวิเคราะห�ที่ได*มีความถูกต*อง แม'นยํา และ 
ไม'แตกต'างจากผลการวิเคราะห�ด*วยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�หรือเคร่ืองมือข้ันสูงประเภทอ่ืน ๆ 

  

คําสําคัญ: โครมาโทกราฟ=แบบชั้นบาง, การวิเคราะห�เชิงภาพ, การวิเคราะห�เชิงปริมาณ 
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THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY AND IMAGE ANALYSIS FOR QUANTITATION 
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT    

The use of thin-layer chromatography (TLC) combined with image analysis is applied for the 

quantitation of active ingredient especially in herbal samples and natural products. The overall process of the 

technique includes the separation of the compound to be quantified and clearly detected on a TLC plate, an 

image record of the TLC plate with a scanner or a digital camera, TLC-image analysis for relative correlations 

between color intensity and quantity of a compound in each spot using suitable computer programs, and 

method validation. The advantages of this method are convenience, rapidness and the use of simple and low 

cost equipment. Also, if properly developed, the analytical results obtained from this method are shown to 

be accurate, precise and no different from the results determined using a densitometer or other advanced 

instrument. 

 

KeywordKeywordKeywordKeywordssss: : : : thin-layer chromatography, image analysis, quantitation    
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บทนํา 
โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟ= แ บ บ ชั้ น บ า ง  (thin-layer 

chromatography, TLC)   เปXนหนึ่งในเทคนิคทาง 
โครมาโทกราฟ=ที่นิยมนํามาใช*ในงานควบคุมคุณภาพ  โดย
เฉพาะงานที่เก่ียวข*องกับการพิสูจน�เอกลักษณ�ของวัตถุดิบ
ทางยา เภสัชภัณฑ� สมุนไพรและผลิตภัณฑ�ธรรมชาติ  
รวมไปถึงการตรวจสอบหาสารปนเปZ[อนและสารปลอมปน
ในตัวอย'างต'าง ๆ วิธี TLC มีข*อเด'นหลายประการ เช'น  
ไม'ต*องพึ่งการใช*เคร่ืองมือราคาแพง เตรียมตัวอย'างไม'
ยุ'งยากและใช*ปริมาณเพียงเล็กน*อย  สามารถวิเคราะห�
ตัวอย'างได*หลายชนิดในคราวเดียว และยังสามารถ
แสดงผลการแยกสารในลักษณะข*อมูลภาพที่มีความชัดเจน
และครอบคลุมองค�ประกอบต'าง ๆ ที่มีอยู'ในตัวอย'างข้ึนกับ
วิธีการตรวจสอบที่ใช* เช'น การตรวจสอบภายใต*แสง
ธรรมชาติ หรือภายใต*แสงอัลตราไวโอเลต หรือโดยการทํา
ปฏิกิริยากับสารก'อสี (รูปที่ 1)   

นอกจากการใช*วิธี TLC ในงานวิเคราะห�เชิง
คุณภาพแล*ว วิธีนี้ยังสามารถนํามาประยุกต�ใช*ในงาน
วิเคราะห�เชิงปริมาณได* โดยเฉพาะในการวิเคราะห�หา
ปริมาณสารสําคัญในตัวอย'างสมุนไพรหรือผลิตภัณฑ�

ธรรมชาติ การวิเคราะห�เชิงปริมาณโดยวิธี TLC มีตั้งแต'วิธี
ที่ทําได*โดยง'าย เช'น วิธีการประเมินด*วยสายตา วิธีการวัด
ขนาดพื้นที่ของสารแต'ละจุดด*วยการใช*กระดาษกราฟ แต'
วิธี เหล'านี้ มีความไวต่ํา ความถูกต*องและแม'นยําค'อน 
ข*างน*อย ผลการวิเคราะห�ที่ได*ไม'ค'อยน'าเชื่อถือ ในงาน
วิเคราะห�เชิงปริมาณที่ต*องการความน'าเชื่อถือ ถูกต*องและ
แม'นยําสูง จําเปXนต*องมีการใช*เคร่ืองมืออ่ืนร'วมด*วย1 เช'น 
เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� (densitometer) การวิเคราะห�เชิง
ปริมาณบนแผ'น TLC ด*วยเคร่ืองนี้พัฒนามาตั้งแต'ราวป= 
พ.ศ. 25032    โดยวัดค'าการดูดกลืนแสงหรือการเรืองแสง
ของสารแต'ละจุดบนแผ'น TLC ที่ความยาวคลื่นต'าง ๆ 
ตั้งแต'ช'วงคลื่นอัลตราไวโอเลตไปจนถึงช'วงคลื่นแสงขาว
เทียบกับบริเวณพื้นหลัง และแสดงผลออกมาในรูปพีกโคร
มาโทแกรม ซ่ึงพื้นที่ใต*พีกของแต'ละสารข้ึนกับค'าความเข*ม
ของการดูดกลืนแสงหรือการเรืองแสงของสารที่มีในแต'ละ
จุด (รูปที่ 2) 

ที่ผ'านมา เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�ที่ผลิตโดยบริษัท 
CAMAG เช'น รุ'น CAMAG TLC Scanner 3 และ 4 หรือ
โดยบริษัท Desaga เช'น รุ'น Desaga CD60 เปXนที่รู*จัก
และมีปรากฏอย'างแพร'หลายในบทความวิจัยที่เก่ียวข*อง

 

 

 

 

 

 

                    (ก)                        (ข)                       (ค)                         (ง) 
 

รูปที่ 1 TLC ของสารสกัดเดี่ยวจากใบมะกรูด (1) เหง*าข'า (2) ต*นตะไคร* (3) และสารสกัดผสมของสมุนไพรทั้งสามต*น (4) 
ตรวจสอบโดย (ก) ใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 และ (ข) 366 นาโนเมตร (ค) ใช*สารก'อสีพารา-แอนนิซาลดี
ไฮด� (p-anisaldehyde) และ (ง) ใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตรหลังจากทําปฏิกิริยากับสารก'อสี
พารา-แอนนิซาลดีไฮด� (วัฎภาคคงที่ คือ แผ'น TLC ชนิด silica gel 60 F254 และวัฏภาคเคลื่อนที่ คือ toluene-acetone-
formic acid, 7:3:0.1) 
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รูปที่ 2 โครมาโทแกรมแสดงผลการวิเคราะห�สารบนแผ'น TLC โดยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� (X = ระยะทางที่สารเคลื่อนที่บน
แผ'น TLC; Y = ความเข*มแสง (optical density) เทียบกับบริเวณพื้นหลัง) 

 
กับการวิเคราะห�สารเชิงปริมาณบนแผ'น TLC โดยเคร่ือง
ในรุ'นหลัง เช'น CAMAG TLC Scanner 4 ได*รับการพัฒนา
ให*มีประสิทธิภาพสูงข้ึนในด*านต'าง ๆ อาทิเช'น  ความ
ความสามารถในการตรวจวัดสัญญาณในช'วงคลื่นแสงที่
กว*างข้ึน การเพิ่มอัตราส'วนสัญญาณที่ต*องการต'อสัญญาณ
รบกวน (Signal-to-noise ratio) และความสะดวกในการ
ใช*งาน เปXนต*น2 อย'างไรก็ตาม เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�ที่ผลิต
และวางจําหน'ายอยู'ในปsจจุบันมีราคาค'อนข*างสูงไม'ต่ํากว'า
หลักล*านบาท หน'วยงานขนาดเล็กที่มีความสนใจในการ
พัฒนาวิธีวิเคราะห�เชิงปริมาณโดยวิธี TLC อาจมีข*อจํากัด
ในการจัดหาเคร่ืองมือประเภทนี้เพื่อนํามาทดลองใช*ในงาน
พัฒนาวิธีวิเคราะห� 

นอกเหนือจากการใช* เค ร่ือง เดนสิ โต มิ เตอร� 
ดังข*างต*น การหาปริมาณสารบนแผ'น TLC ยังสามารถทํา
ได*โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ  ความน'าเชื่อถือ ความถูกต*อง
และความแม'นยําของวิธีนี้ส'วนหนึ่งข้ึนอยู'กับอุปกรณ�ที่ใช*
ในการบันทึกภาพและโปรแกรมคอมพิวเตอร�ที่นํามาใช*ใน
การวิเคราะห�ข*อมูลภาพ  

ทั้งนี้ในช'วงแรกของการพัฒนาวิธีการวิเคราะห�สาร
เชิงปริมาณบนแผ'น TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ 
อุปกรณ�ที่ใช*ในการบันทึกภาพและโปรแกรมการวิเคราะห�
เชิงภาพอาจมีความสามารถค'อนข*างจํากัดในการตรวจแยก
ความแตกต'างของความเข*มสีระหว'างจุดสารที่สนใจกับพื้น
หลัง ทําให*ผลการวิเคราะห�ที่ได*อาจมีความแม'นยําน*อยกว'า
เม่ือเทียบกับการใช*เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�3 อย'างไรก็ตาม 

ในช'วงทศวรรษที่ผ'านมา เทคโนโลยี เคร่ืองมือและอุปกรณ�
ต'าง ๆ ที่เก่ียวข*องกับการถ'ายภาพ รวมไปถึงโปรแกรมที่ใช*
ในงานวิเคราะห�เชิงภาพได*มีการพัฒนาอย'างมาก กล*อง
ดิจิทัลและเคร่ืองสแกนเนอร�คุณภาพสูงที่มีความละเอียด
และคมชัดในการเก็บข*อมูลภาพสามารถจัดซ้ือได*ในราคาที่
ถูกลง รวมไปถึงโปรแกรมที่ใช*ในการวิเคราะห�เชิงภาพยัง
สามารถดาวน�โหลดได*แบบไม'มีค'าใช*จ'ายจากบางเว็บไซต�  

การที่ อุปกรณ�และโปรแกรมที่เ ก่ียวข*องกับการ
วิเคราะห�เชิงภาพมีประสิทธิภาพสูงข้ึนในราคาที่ถูกลง 
ส'งผลดีต'อการพัฒนาวิธีวิเคราะห�สารเชิงปริมาณบนแผ'น 
TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ แม*ว'าการเก็บข*อมูลภาพ
ด*วยกล*องดิจิทัลจะเหมาะสําหรับการบันทึกภาพของแผ'น 
TLC ที่ปรากฏจุดของสารที่มีสี หรือการถ'ายภาพภายใต*
แสงอัลตราไวโอเลตได*เฉพาะบางความยาวคลื่น เช'นที่ 254 
และ 366 นาโนเมตร ไม'สามารถบันทึกข*อมูลภาพที่ความ
ยาวคลื่นอ่ืน ๆ และหลากหลายได*มากเท'ากับการใช*เคร่ือง
เดนสิโตมิเตอร� แต'ข*อเด'นประการสําคัญของการวิเคราะห�
สารเชิงปริมาณบนแผ'น TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ คือ 
เคร่ืองมือและอุปกรณ�โดยรวมสามารถจัดหาได*ในราคาที่ไม'
สูงมาก ความไวในการเก็บข*อมูลภาพทั้งแผ'นทําได*อย'าง
รวดเร็วเม่ือเทียบกับการใช*เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� เนื่องจาก
ในการเก็บข*อมูลด*วยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� เคร่ืองจะปล'อย
แสงออกมาทีละความยาวคลื่น โดยปล'อยเปXนแถบช'อง
ลําแสงเล็ก ๆ ที่เคลื่อนไปเร่ือย ๆ บนแต'ละแถว ทําให*ต*อง
ใช* เวลาในการสแกนเก็บข*อมูลทั้งหมดบนแผ'น TLC 
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ในขณะที่การเก็บข*อมูลด*วยกล*องดิจิทัลหรือเคร่ือง
สแกนเนอร�จะสามารถบันทึกข*อมูลทีเดียวได*ทั่วทั้งแผ'น
และทุกแถวไปได*พร*อมกัน จัดเก็บเปXนไฟล�ภาพที่สามารถ
เรียกดูและใช*เปXนภาพอ*างอิงเห็นรายละเอียดการแยกแถบ
สารต'าง ๆ ในแต'ละแถวได*ด*วยตา4 นอกจากนี้ยังสามารถ
นํา ไฟล�ข*อมูลภาพนี้มาวิ เคราะห� โดยใช* โปรแกรมที่
เหมาะสมเพื่อดูความสัมพันธ�ระหว'างความเข*มสีกับปริมาณ
สารในแต'ละจุด  

ในบทความนี้จะกล'าวถึง วิธี TLC และการ
วิเคราะห�เชิงภาพเพื่อนํามาใช*ในการหาปริมาณ เนื้อหา
ครอบคลุมถึงอุปกรณ�ที่จําเปXนและโปรแกรมที่นิยมนํามาใช*
วิเคราะห�ข*อมูลภาพ โดยสอดแทรกตัวอย'างการประยุกต�ใช*
ในงานที่เก่ียวข*องกับการวิเคราะห�หาปริมาณสารสําคัญใน
ตัวอย'างสมุนไพรหรือผลิตภัณฑ�ธรรมชาติ เพื่อให*ผู*ที่สนใจ
เห็นแนวทางในการพัฒนาวิธีวิเคราะห�ได*อย'างเหมาะสมกับ
ลักษณะของตัวอย'างและทรัพยากรที่มี 

 

การวิเคราะห�สารเชิงปริมาณด4วยวิธี TLC โดยอาศัย
เทคนิคเชิงภาพ 

ราวป= พ.ศ. 2526  เร่ิมมีรายงานการพัฒนาวิธี
วิเคราะห�สารเชิงปริมาณบนแผ'น TLC โดยอาศัยเทคนิค
เชิงภาพ ซ่ึงทําโดยการบันทึกข*อมูลภาพของแผ'น TLC ที่
พัฒนาเสร็จแล*วด*วยเคร่ืองสแกนเนอร�หรือกล*องดิจิทัล 
และนําข*อมูลภาพที่ได*มาวิเคราะห�เพื่อหาปริมาณสารโดย
ใช*ซอฟต�แวร�หรือโปรแกรมที่เหมาะสม5,6 และอาจมีการใช*
คําว'า “วิดีโอ เดนสิโตมิเตอร� (video densitometer)” 
เม่ือหมายถึงอุปกรณ�หรือเคร่ืองมือที่ใช*การเก็บข*อมูลภาพ
ของแผ'น TLC  เช'น เคร่ือง TLC Visaulizer 2 โดยบริษัท 
CAMAG และเคร่ือง TLC Scanner โดยบริษัท BioDit 
Technology เพื่อทําการบันทึกภาพที่มีความคมชัดสูงของ
แผ'น TLC ภายใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 
หรือ 366 นาโนเมตร หรือภายใต*แสงขาว โดยต*องใช*
ซอฟต�แวร�เฉพาะที่มากับเคร่ืองเพื่อควบคุมการทํางาน โดย

เคร่ืองมือเหล'านี้มีราคาค'อนข*างสูงและไม'สามารถจัดหาได*
ง'ายนัก  

อย'างไรก็ตาม ได*มีการศึกษาเปXนจํานวนมากถึงการ
ประยุกต�ใช*อุปกรณ�การบันทึกภาพ เช'น การใช*กล*อง
ถ'ายภาพดิจิทัลและเคร่ืองสแกนเนอร�ที่ใช*ในสํานักงาน 
ร'วมกับการใช*โปรแกรมวิเคราะห�ภาพที่สามารถปฏิบัติการ
ได*บนคอมพิวเตอร�ทั่วไป เพื่อนํามาใช*ในการหาปริมาณสาร
บนแผ'น TLC    ข้ันตอนโดยรวมของการวิเคราะห�เชิง
ปริมาณด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพประกอบ 
ด*วย การวิเคราะห�แยกสารด*วยวิธี TLC การบันทึกและเก็บ
ข*อมูลภาพ การวิเคราะห�เชิงภาพ และการตรวจสอบความ
ใช*ได*ของวิธี 

 

การวิเคราะห�แยกสารด4วยวิธี TLC 
การประยุกต�ใช*วิธี TLC ในงานวิเคราะห�เชิงปริมาณ

โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ ต*องเร่ิมจากการมีสภาวะในการ
วิเคราะห�ที่เหมาะสม7 ไม'ว'าจะเปXนข้ันตอนการเตรียม
ตัวอย'าง การเลือกใช*ชนิดของวัฏภาคคงที่และวัฏภาค
เคลื่อนที่ ขนาดแผ'น วิธีการจุดสาร ระยะทางที่ให*วัฎภาค
เคลื่อนที่ไปบนแผ'น วิธีการทําให*แผ'นแห*ง วิธีการตรวจพบ
สาร ฯลฯ 

โดยทั่วไปแล*ว การพัฒนาสภาวะการวิเคราะห�อาจ
เร่ิมจากการค*นคว*าข*อมูลและทบทวนวรรณกรรมที่
เก่ียวข*องกับสารที่สนใจหรือกลุ'มที่มีโครงสร*างใกล*เคียง
จากแหล'งต'าง ๆ แล*วอาจทําการพัฒนาเพิ่มเติมหรือ
ปรับเปลี่ยนสภาวะให*เหมาะสมยิ่งข้ึนกับงานที่กําลังทํา ข*อ
ควรพิจารณาที่สําคัญคือ สภาวะการวิเคราะห�ที่นํามาใช*
ต*องสามารถแยกสารที่ต*องการหาปริมาณออกจากสารอ่ืน
ได*ดีและตรวจพบสารนั้นได*อย'างชัดเจนบนแผ'น TLC โดย
มีความเข*มสีเปXนสัดส'วนสัมพันธ�กับปริมาณสาร นอกจากนี้
ในการวิเคราะห�สารเชิงปริมาณด*วยวิธี TLC ต*องจุดสาร
ตัวอย'างและสารมาตรฐานที่ความเข*มข*นต'าง ๆ (เพื่อ
นํามาใช*ในการสร*างกราฟมาตรฐานระหว'างค'าความเข*มสี
กับปริมาณสารมาตรฐานที่แต'ละความเข*มข*น) อยู'บนแผ'น
เดียวกันเสมอ ไม'สามารถนําข*อมูลของการวิเคราะห�ภาพ
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ของสารบนแผ'นอ่ืนมาใช*ในการหาปริมาณสารตัวอย'างใน
อีกแผ'นได* เพราะลักษณะการแยก (เช'น ขนาดของวง 
ความเข*มสี และความคมชัด) ที่ได*จากแต'ละแผ'นอาจไม'
เหมือนกัน รวมทั้งต*องมีการบันทึกวิธีปฏิบัติ สภาวะการ
วิเคราะห�และรายละเอียดทุกข้ันตอนอย'างเปXนระบบและ
รัดกุมเพื่อให*ผลการวิเคราะห�ที่ได*มีความแม'นยํา 
 

การบันทึกและเก็บข4อมูลภาพ 
ดังที่ได*กล'าวไว*แล*วข*างต*น อุปกรณ�ที่สามารถ

นํามาใช*ในการเก็บข*อมูลภาพสามารถแบ'งได*เปXนสอง
ประเภทหลักคือ กล*องดิจิทัล และ เคร่ืองสแกนเนอร� การ
จับภาพของอุปกรณ�ทั้งสองประเภทจะอาศัยเซนเซอร�ที่มี
ความไวต'อแสงหรือที่เรียกว'า charge-couple device 
หรือ CCD ทําหน*าที่รับแสงจากแต'ละพื้นที่ของภาพและ
เปลี่ยนค'าแสงเปXนสัญญาณแอนะล็อก ส'งเข*าสู'วงจรเพื่อ
เปลี่ยนค'าแอนะล็อกเปXนสัญญาณดิจิทัล หลังจากนั้นจะมี
ซอฟต�แวร�ที่ใช*สําหรับแปลงสัญญาณเหล'านั้นกลับมาเปXน
ภาพบนคอมพิวเตอร�8  

คุณภาพของข*อมูลภาพที่ได* ข้ึนกับคุณภาพของ
อุปกรณ�ส'วนต'าง ๆ เช'น เลนส� เซนเซอร�รับภาพ จอรับแสง
และจอแสดงผล  สําหรับกล*อง CCD ชนิดที่มีความ
คมชัดและความละเอียดสูง (high-resolution CCD 
camera) เช'น กล*องที่มีระดับความลึกสี (bit depth หรือ 
color depth) 12-16 บิต/สี ยิ่งความลึกสีมาก จํานวนเฉด
สีของภาพก็จะมากข้ึนตาม ทําให*ภาพที่ได*มีคุณภาพดีข้ึน
ด*วย การใช*กล*องที่ มีระดับความลึกสีสูงจะสามารถ
ถ'ายภาพแผ'น TLC ภายใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คลื่น 254 และ 366 นาโนเมตร ได*คมชัดยิ่งข้ึนและ
สามารถเก็บรายละเอียดของความต'างสีแม*เพียงเล็กน*อยได*
ใกล*เคียงกับที่ตาเห็น  

เคร่ืองสแกนเนอร�เปXนอุปกรณ�อีกชนิดที่สามารถ
นํามาประยุกต�ใช*ในงานวิเคราะห�เชิงปริมาณด*วยวิธี TLC 
เนื่องจากมีข*อดีประการสําคัญคือ ราคาไม'สูงมาก ความ
สว'างของแสงที่ฉายลงบนแผ'น TLC มีความสมํ่าเสมอทั่วทั้ง

แผ'นดีกว'าการใช*กล*องดิจิทัล การได*รับแสงที่ไม'ทั่วถึงดี มืด
หรือสว'างไปในบางส'วนโดยเฉพาะบริเวณที่มีจุดของสาร
ตัวอย'างและสารมาตรฐาน จะทําให*ข*อมูลภาพที่ได*ไม'
สามารถนํามาใช*ในการวิเคราะห�เชิงปริมาณได*อย'างถูกต*อง
อย'างไรก็ตาม แสงที่ให*โดยเคร่ืองสแกนเนอร�ที่ใช*กันอยู'
ทั่วไป เปXนแสงขาว จึงเหมาะสําหรับการบันทึกข*อมูลภาพ
ของแผ'น TLC ที่มีจุดของสารที่ต*องการวิเคราะห�ปรากฏสี
เห็นได*ชัดเจนด*วยตา ไม'สามารถใช*เพื่อสแกนเก็บรูปแผ'น 
TLC ที่วางภายใต*เคร่ืองฉายแสงอัลตราไวโอเลต 

การบันทึกภาพไม'ว'าจะด*วยกล*องดิจิทัลหรือเคร่ือง
สแกนเนอร�สามารถทําได*อย'างรวดเร็วนับเปXนข*อเด'นที่
สําคัญ โดยเฉพาะในกรณีที่ต*องการวิเคราะห�หาปริมาณ
สารบนแผ'น TLC ภายหลังจากการทําปฏิกิริยากับสารก'อสี  
การใช*สารก'อสีบางชนิดอาจพบว'าสีของจุดสารที่ปรากฏบน
แผ'นจางลงภายในระยะเวลาไม'นานหลังจากการทํา
ปฏิกิริยา การวิเคราะห�ด*วยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�จึงอาจทํา
ได*ค'อนข*างยาก เนื่องจากการที่เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�ทํา
การสแกนวิเคราะห�ข*อมูลทีละแถวและค'อนข*างใช*เวลา
หากมีจํานวนหลายแถว ค'าความเข*มสีที่วัดได*ในแถวแรก ๆ 
และแถวช'วงท*าย ๆ อาจแตกต'างกันแม*ว'ามีปริมาณสาร
เท'ากัน ทําให*เกิดความคลาดเคลื่อนของผลการวิเคราะห�ได* 
การวิเคราะห�หาปริมาณสารโดยอาศัยการวิเคราะห�ภาพที่
ได*รับการบันทึกไว*ทันทีหลังจากทําปฏิกิริยาก'อสีจึงอาจมี
ความได*เปรียบในกรณีนี้   

ข*อมูลภาพที่ถ'ายด*วยกล*องดิจิทัลหรือโดยการสแกน
ด*วยเคร่ืองแสกนเนอร�จะได*รับการบันทึกไว*อย'างถาวรและ
มีความใกล*เคียงเสมือนดูจากแผ'นจริง และสามารถนํามา
วิเคราะห�หาปริมาณสารได*ด*วยการใช*โปรแกรมการ
วิเคราะห�เชิงภาพที่เหมาะสม อย'างไรก็ตาม เพื่อให*แน'ใจว'า
รูปที่ได*มีความคมชัดไม'แตกต'างจากการดูแผ'นด*วยตา การ
ตั้งค'าพารามิเตอร�ต'าง ๆ ที่ใช*ในการถ'ายหรือสแกนภาพ 
เช'น ค'าความละเอียด (resolution) ค'าสี (colors) ค'า
ความสว'าง  (brightness) ค' าความคมชัด (contrast) 
ระยะห'างในการตั้งกล*อง ความไวชัตเตอร� ค'า ISO (ความ
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ไวของเซนเซอร�ต'อการรับแสง) ต*องมีการปรับให*เหมาะสม
และจดบันทึกไว*อย'างละเอียด  

การเก็บข*อมูลภาพที่ได* โดยทั่วไปแล*วมักเก็บใน
รูปแบบไฟล� JPEG (Joint Photographic Experts 
Group) หรือ TIFF (Tagged Image File Format) 
คุณภาพของภาพที่ได*จากไฟล�แต'ละประเภทจะแตกต'างกัน
ออกไป ทั้งในด*านขนาดและการบีบอัดข*อมูล เช'น ไฟล�
ภาพแบบ TIFF เปXนไฟล�ภาพที่มีคุณภาพสูง เปXนรูปแบบ
ไฟล�ที่สามารถรองรับการเก็บข*อมูลภาพได*ถึง 16 บิต/สี 
แต'ไฟล�ที่ได*มักมีขนาดใหญ'มาก การประมวลผลทําได*ช*า 
รวมทั้งโปรแกรมการวิเคราะห�ภาพที่นิยมใช*กันอยู'ทั่วไป
อาจไม'รองรับการทํางานกับไฟล�ภาพที่มีขนาดใหญ'มาก
รูปแบบไฟล�อีกประเภทคือ JPEG ซ่ึงมีการบีบอัดข*อมูล 
ไฟล�ที่ได*จะมีขนาดเล็กลง จัดเก็บและนําไปใช*งานได*ง'ายข้ึน 
แต'คุณภาพของภาพอาจลดลงข้ึนกับความละเอียดและ
ขนาดภาพที่ต*องการจัดเก็บ นอกจากนี้ยังอาจเก็บข*อมูล 
ภาพในรูปแบบไฟล� RAW ซ่ึงเปXนไฟล�ข*อมูลดิจิทัลที่ไม'ผ'าน
การปรับแต'งใด ๆ ทําให*ได*คุณภาพที่แท*จริงจากกล*องตัว
นั้น ๆ โดยเฉพาะความลึกสี เม่ือจะนําไปใช*งานจึงค'อย
แปลงไฟล� RAW ไปเปXนไฟล�ประเภท TIFF หรือ JPEG โดย
ใช*ซอพต�แวร�ในการปรับคุณภาพภายหลัง9 การเก็บไฟล�
ภาพในสกุลอ่ืน ๆ เช'น BMP (Bitmap) GIF (Graphics 
Interchange Format) ก็อาจสามารถใช*ได*กับบาง
โปรแกรม  อย'างไรก็ตามในงานที่ เก่ียวข*องกับการหา
ปริมาณสารด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ มักนิยม
ใช*ภาพของแผ'น TLC ที่ถูกบันทึกในสกุล JPEG มาใช*ใน
การวิเคราะห�และประมวลผล  

 

การวิเคราะห�เชิงภาพ 
ปsจจุบัน โปรแกรมที่ใช*ในการวิเคราะห�เชิงภาพมี

เปXนจํานวนมาก แต'ในที่นี้จะขอกล'าวถึงโปรแกรมที่พบว'ามี
รายงานการนํามาประยุกต�ใช*ร'วมกับวิธี TLC ในการหา
ปริมาณสาร ซ่ึงพบว'ามีทั้งประเภทที่สามารถดาวน�โหลดได*
ฟรีแบบไม'มีค'าใช*จ'าย และโปรแกรมที่สามารถจัดซ้ือได*ใน
ราคาไม'สูงจนเกินไป หรือ ออกแบบมาเฉพาะเพื่อการ

วิเคราะห�ภาพ TLC ซ่ึงอาจมีความสะดวกและฟsงก�ชันใน
การใช*งานที่หลากหลายมากข้ึน เช'น โปรแกรม ImageJ 
โปรแกรม TLC Analyzer โปรแกรม Sorbfil TLC 
Videodensitometer และ โปรแกรม JustTLC เปXนต*น  

โปรแกรม ImageJ เปXนโปรแกรมที่สามารถดาวน�
โ ห ล ด ไ ด* โ ด ย ไ ม' เ สี ย ค' า ใ ช* จ' า ย จ า ก เ ว็ บ ไ ซ ต� 
https://imagej.nih.gov/ij/download.html10 แต'เดิม
รู*จักในชื่อ NIH image จัดเปXนโปรแกรมรุ'นแรก ๆ ที่ได*รับ
การพัฒนาข้ึนเพื่อใช*ในการวิเคราะห�ภาพ แม*ว'าจะผ'าน
มาถึง 25 ป=หลังการเป�ดตัว โปรแกรม ImageJ ยังคงได*รับ
ความนิยมและมีการพัฒนารูปแบบมาอย'างต'อเนื่องเช'น
การเพิ่มชุดของเคร่ืองมือ (toolbox) จนแตกแขนงออกมา
เปXนโปรแกรมต'าง ๆ ตามมา เช'น Fiji, ImageJ2, Icy และ 
Bio7 เพื่อประยุกต�ใช*ในงานวิเคราะห�ภาพทางวิทยาศาสตร�
ประเภทต'าง ๆ11-15 อาทิ เช'น ภาพทางชีวการแพทย� 
(biomedical images) ภาพจากกล*องจุลทรรศน� 
(scanning microscope images) และ ภาพทาง 
ดาราศาสตร� (astronomy images) เปXนต*น  

มีรายงานจํานวนมากถึงการประยุกต�ใช*วิธี TLC 
ร'วมกับโปรแกรม ImageJ เพื่อการวิเคราะห�หาปริมาณสาร
ในตัวอย'างประเภทต'าง ๆ โดยเฉพาะในตัวอย'างสมุนไพร16-25 
ข*อมูลภาพ TLC ที่สามารถนํามาวิเคราะห�ด*วยโปรแกรม 
ImageJ ได*นั้นอาจเปXนภาพสีของแผ'น TLC ที่มีจุดของสาร
ที่สนใจและได*รับการบันทึกภาพไว*ด*วยเคร่ืองสแกนเนอร� 
เช'น การวิเคราะห�หาปริมาณสารกลุ'มเคอร�คูมินในขม้ินชัน 
โดยจุดของสารเคอร�คูมินปรากฏเปXนจุดสีเหลืองบนพื้นหลัง
ขาวและแยกออกจากสารอ่ืนได*อย'างชัดเจนภายใต*สภาวะ
การวิเคราะห�ที่ใช*16 หรือการวิเคราะห�หาปริมาณสาร 
แอนโดรกราโฟไลด�ในฟ�าทะลายโจร โดยสารแอนโดร 
กราโฟไลด�ปรากฏเปXนแถบสีม'วงอมชมพูบนแผ'น TLC โดย
การใช*สารก'อสีพารา-แอนนิซาลดีไฮด�17 นอกจากนี้ภาพ
ของแผ'น TLC ภายใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 
254 และ 366 นาโนเมตร ที่บันทึกไว*ด*วยกล*องดิจิทัล ก็
สามารถนํามาวิเคราะห�ได*ด*วยโปรแกรม ImageJ เช'น  
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การวิเคราะห�หาปริมาณสารคูมารินในเปลือกชั้นในต*น
ชะลูด สารนี้ปรากฏเปXนจุดทึบแสงบนพื้นหลังเรืองแสงสี
เขียวภายใต*แสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254  
นาโนเมตร18 หรือ การวิเคราะห�หาปริมาณอะฟลาทอกซิน
บีหนึ่งในถ่ัวลิสง โดยเม่ือถ'ายภาพแผ'น TLC ภายใต*แสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร สาร 
อะฟลาทอกซินปรากฎเปXนจุดเรืองแสงบนพื้นหลังสีทึบ19  

ไฟล�ข*อ มูลภาพที่นิยมนํามาใช*วิ เคราะห�ด* วย
โปรแกรม ImageJ มักอยู'ในสกุล TIFF หรือ JPEG โดยทํา
การเป�ดไฟล�ภาพที่ต*องการวิ เคราะห�ด*วยโปรแกรม  
ImageJ  และอาจสามารถปรับแต'งภาพเพิ่มเติมในโหมด
ต'าง ๆ เช'น ความสว'าง ความเข*ม ความคมชัด หรืออาจใช*
ไฟล�ภาพต*นฉบับในการวิเคราะห� ข*อตระหนักที่สําคัญคือ
การกําหนดขนาดกรอบของแต'ละแถวที่ต*องการวิเคราะห�
ควรมีขนาดที่เท'ากัน โดยให*เลือกเคร่ืองมือที่เปXนรูปช'อง
สี่เหลี่ยม (rectangular selection) เพื่อตีเส*นกรอบบน
แถวแรกที่ ต* องการวิ เคราะห�  จากนั้ น ให* เลื อกเมนู 
“Analyze” และเมนูย'อย “Gel” และตามด*วย “Select 
First Lane” เพื่อทําการเลือกกรอบนั้นให*เปXนแถวแรกที่
ทําการวิเคราะห� จากนั้นให*ใช*เมาส�เลื่อนไปที่กรอบแรก
พร*อมกับกดปุ�มซ*ายค*างไว*และลากมายังแถวถัดไป และให*
เลือกที่เมนู “Analyze” และเมนูย'อย “Gel” อีกคร้ัง แต'
คราวนี้ให*ตามด*วยเมนูย'อย “Select Next Lane”  เพื่อ
ระบุให*กรอบนั้นเปXนแถวถัดไปที่ต*องการให*โปรแกรม
วิเคราะห� และให*ทําเช'นนี้ซํ้าไปเร่ือย ๆ บนแถวถัดไปจน
ครบทุกแถว เม่ือต*องการให*โปรแกรมสร*างพีกของแต'ละ
แถว ให*เลือกเมนูย'อย “Plot Lane” และเม่ือลากเส*นใต*
พีกของสารที่ต*องการวิเคราะห� และตามด*วยการใช*
เคร่ืองมือ “wand tool” จะสามารถวัดขนาดพื้นที่ใต*พีก
และแสดงผลเปXนตัวเลขเพื่อนํามาใช*ในการวิเคราะห�เชิง
ปริมาณต'อไป 

TLC Analyzer เปXนโปรแกรมอีกชนิดที่ได*รับการ
พัฒนาข้ึนเพื่อนํามาใช*วิเคราะห�ภาพของแผ'น TLC และ
สามารถดาวน�โหลดได*โดยไม'เสียค'าใช*จ'ายจากเวบไซต� 

http://www.sciencebuddies.org/science-research-
papers/tlc_analyzer.shtml2 6  แนวคิดในการพัฒนา
โปรแกรมนี้เพื่อนํามาใช*เปXนอีกทางเลือกที่มีการลงทุนไม'สูง
ในการนํามาวิเคราะห�สารเชิงปริมาณด*วยวิธี TLC โดย
เหมาะสําหรับการนํามาวิเคราะห�ภาพ TLC ภายใต*แสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตรที่ถ'ายด*วย
กล*องดิจิทัล27 โปรแกรมนี้จะทําการสแกนไฟล�ภาพทีละ
แถว โดยเร่ิมจากการเป�ดไฟล�ภาพที่ต*องการวิเคราะห� 
จากนั้นให*ใส'ตัวเลขลงในช'อง “Scan Row” (ซ่ึงคือตัวเลข
บนแกน Y) และ “Left margin” และ “Right Margin” 
(ซ่ึงคือตัวเลขบนแกน X) เพื่อระบุถึงตําแหน'งของแถวและ
บริเวณแถบสารที่ต*องการสแกน รวมไปถึง “Dropper 
Size” เพื่อระบุเปXนขนาดความกว*างของบริเวณที่ต*องการ
วิเคราะห� โดยจะปรากฏเปXนเส*นแถบสีขาวทับอยู'บนแถบ
สารที่ต*องการวิเคราะห� จากนั้นเม่ือกด “Plot Graph” 
โปรแกรมจะทําการวิเคราะห�หาความเข*มสีของแถบสาร
ดังกล'าว โดยแสดงผลออกมาเปXนรูปกราฟในช'องสีต'าง ๆ 
(แดง เขียว น้ําเงิน) และสีดําซ่ึงแสดงเปXนลักษณะพีกโครมา
โทแกรม โดยความเข*มของแถบสารหรือขนาดพีกสามารถ
อ'านได*จากค'าตัวเลข OD (optical density) ซ่ึงสามารถ
นําไปใช*ในการคํานวณเชิงปริมาณต'อไป  

อย'างไรก็ตาม แม*จะสามารถดาวน�โหลดโปรแกรม
ได*โดยไม'เสียค'าใช*จ'าย แต'ข*อจํากัดคือใช*เวลาค'อนข*างมาก
ในการวิเคราะห�ไฟล�ภาพ TLC ทั้งแผ'น เนื่องจากการ
ประมวลผลแต'ละคร้ังจะทําได*ทีละแถบสาร หากแผ'น TLC 
มีจํานวนหลายแถวและมีสารหลายชนิดที่ต*องทําการ
วิเคราะห�ในแต'ละแถว อาจใช*เวลานานในการประมวลผล
ทั้งหมด โปรแกรมนี้จึงอาจเหมาะสําหรับการวิเคราะห�สาร
ตัวอย'างที่มีสารสําคัญเพียงหนึ่งชนิด และแยกออกจาก
แถบสารอ่ืนอย'างชัดเจน หรือมีจํานวนแถวที่ทําการ
วิเคราะห�ไม'มากนัก 

โปรแกรมอีกชนิดที่พบว'ามีการนํามาใช*ร'วมกับวิธี 
TLC ในการวิเคราะห�สารเชิงปริมาณ ได*แก' โปรแกรม 
Sorbfil TLC Videodensitometer อาทิเช'น การหา
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ปริมาณพาราเซตามอลและคาเฟอีนในตํารับยาสูตรผสม28 
การวิเคราะห�หาปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด�ในฟ�า
ทะลายโจร17 และการวิเคราะห�หาปริมาณสารกลุ'มแคทที
โคลามีนและอนุพันธ�29 เปXนต*น ในอดีตโปรแกรมนี้ดาวน�
โหลดโดยตรงจากเว็บไซต�ของผู*พัฒนาโปรแกรมที่ 
http://www.sorbfil.com และมีค'าใช*จ'ายอยู'ที่ประมาณ 
272 ดอลลาร� แต'ในปsจจุบันต*องดาวน�โหลดผ'านเว็บไซต�อ่ืน 
เช'น http://sorbflil-tlc-videodensitometer.software. 
informer.com30 โดยไม'พบว'ามีค'าใช*จ'ายแต'อาจมีการ
ระบุช'วงเวลาของการทดลองใช*งานในบางเวอร�ชัน ไฟล�
ภาพที่นิยมนํามาใช*วิเคราะห�ด*วยโปรแกรมนี้มักอยู'ในสกุล 
JPEG ซ่ึงอาจเปXนไฟล�ภาพที่บันทึกภายใต*แสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 หรือ 366 นาโนเมตร 
หรือไฟล�ภาพสีของแผ'น TLC  

โปรแกรมนี้ยังมีความน'าสนใจตรงที่ในกรณีที่ไฟล�
ภาพมีความสว'างของพื้นหลังไม'ค'อยสมํ่าเสมอดีนัก อาจทํา
การปรับแก*ความสว'างของพื้นหลังของทั้งรูปให*ดีข้ึนได*โดย
ใช*คําสั่ง “Background Approximation” จากแถบเมนู 
“Edit” และทําการปรับความสว'างของพื้นหลังโดยคลิกที่
ปุ�มด*านซ*ายของเมาส�ที่ภาพบนตําแหน'งต'าง ๆ ของพื้นหลัง 
(บริเวณที่ไม'มีจุดสาร) จุดสีเขียวจะปรากฏข้ึนตามตําแหน'ง
ที่คลิกเมาส� จากนั้นกดแถบ “Calculate Background” 
เพื่อให*โปรแกรมประมวลผล และคลิกแถบ “Correct 
Background” ภาพจะได*รับการปรับแก*ความสว'างของพื้น
หลังให*มีความเสมอทั่วกันมากข้ึน  

เม่ือเร่ิมทําการวิเคราะห�ไฟล�ภาพ ให*เข*าสู'หน*าเมนู
หลักและต*องมีการกําหนดค'าต'าง ๆ เช'น จํานวนแถวและ
ขนาดความกว*างของแถว เพื่อให*แน'ใจว'าทุกแถวมีขนาด
ความกว*างเท'ากัน โดยสามารถกําหนดได*ในเมนูย'อย 
“Regular track” ภายใต*แถบเมนู “Track” จากนั้นเม่ือ
ต*องการให* โปรแกรมประมวลผล ให*กดเลือกคําสั่ ง 
“Process” หน*าจอจะแสดงหน*าต'างแสดงผลการประเมิน
ของแถวที่เลือกมาวิเคราะห� โดยสร*างพีกโครมาโทแกรม

จากความเบี่ยงเบนของค'าความเข*มสีของแต'ละแถวจากค'า
ความเข*มของพื้นหลัง 

ค'าพารามิเตอร�เพื่อการประมวลผลอาจใช*ค'าที่
กําหนดไว*แล*วโดยโปรแกรม หรือหากต*องการปรับเปลี่ยน
พารามิเตอร�เหล'านี้ใหม' ให*ไปที่จอหน*าต'างแสดงผล กด
แถบเมนู “Mode” และเลือกคําสั่ง “Options” หลังจาก
โปรแกรมทําการประเมินผลครบทุกแถวตามต*องการแล*ว 
ให*กดคําสั่ง “Results” ผลการวิเคราะห�ที่ได* เช'น ค'า Rf 
ขนาดพื้นที่ (S) และความสูง (H) และรูปพีก (กราฟ) ของ
แต'ละแถวจะปรากฏในหน*าต'างแสดงผล ซ่ึงสามารถนํา
ค'าที่ได*เหล'านี้ไปใช*ในการวิเคราะห�เชิงปริมาณต'อไป  

โปรแกรม JustTLC โดย Sweday เปXนอีก
โปรแกรมที่พัฒนาข้ึนเพื่อใช*ในการวิเคราะห�ภาพเพื่อหา
ปริมาณสารบนแผ'น TLC โดยสามารถดาวน�โหลดเวอร�ชัน
ทดลองใช*งานได*เปXนระยะเวลา 30 วัน โดยไม'เสียค'าใช*จ'าย
ผ' า น ท า ง เ ว็ บ ไ ซ ต� http://www.sweday.com/ 
JustTLCTry.aspx31 หลังจากนั้นโปรแกรมนี้มีราคาอยู'ที่ 
465 ดอลลาร� มีรายงานการใช*โปรแกรมนี้ร'วมกับวิธี 
TLC ในการหาปริมาณสารกลุ'มต'าง ๆ โดยอาศัยเทคนิค
การวิเคราะห�เชิงภาพ เช'น การวิเคราะห�หาปริมาณสารที่
ได*จากการฉายรังสีของคลอโพรมาซีน32 การวิเคราะห�หา
ปริมาณสารคาร�บิโดปาและเลโวโดปาในเภสัชภัณฑ�33  
และ การหาปริมาณสารกลุ'มฟลาโวนอยด�ในผลิตภัณฑ�
อาหารเสริม4 เปXนต*น  

JustTLC ทําการวิเคราะห�หาขนาดของจุดสารที่
สนใจโดยการวัดทั้งขนาดพื้นที่และความเข*มสีของจุดสาร
นั้นและประมวลผลออกมาแสดงด*วยค'า band volume 
ไฟล�ภาพที่จะนํามาวิเคราะห�ด*วยโปรแกรมนี้ต*องเปXน
รูปแบบระดับสีเทา (grayscale) เท'านั้น การใช*งาน
โดยง'ายเร่ิมจากการเป�ดไฟล�ภาพที่ต*องการวิเคราะห�ด*วย
โปรแกรม JustTLC จากนั้นให*เลือกที่แถบเมนู “Plate 
Analysis” และใช*เคร่ืองมือลูกศรเพื่อลากเส*นกรอบใหญ'
ให*ครอบคลุมแผ'นบริเวณที่มีแถวของจุดสารที่สนใจ พร*อม
ทั้งให*กําหนดค'า noise ที่เหมาะสมและจํานวนแถว (lane) 
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ทั้งหมดและจํานวนแถบในแต'ละแถว (band)  ในจอ
หน*าต'าง “Analysis” และตามด*วยการกด “Quantify” 
เพื่อให*โปรแกรมวิเคราะห�ภาพและวิเคราะห�ขนาดของแถบ
สาร ค'า band volume สามารถนํามาใช*ในการวิเคราะห�
เชิงปริมาณต'อไป  สําหรับคู'มือการใช*งานโดยละเอียดค*น
ได*จากเวบไซต�ของผู*พัฒนาโปรแกรม31 

นอกจากโปรแกรมดังกล'าวข*างต*นแล*ว ยังมีรายงาน
ถึงการประยุกต�ใช*วิธี TLC ร'วมกับโปรแกรมอ่ืน ๆ ในการ
วิ เคราะห� เชิงภาพเพื่อการหาปริมาณสาร เช'น การ
วิเคราะห�หาปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด�คงเหลือในฟ�า
ทะลายโจรภายใต*สภาวะเร'งให*สารสลายตัวด*วยวิธี TLC 
โดยอาศัยโปรแกรม Un-Scan-IT17 และ การวิเคราะห�หา
ปริมาณสารกลุ'มเคอร�คูมินในผงขม้ินชันโดยการวิเคราะห�
เชิงภาพของแผ'น TLC ด*วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop34 เปXนต*น 

อย'างไรก็ตาม การใช*งานของแต'ละโปรแกรมอาจมี
ข*อเด'นข*อด*อยแตกต'างกันไป เช'น โปรแกรม Sorbfil TLC 
Videodensitometer มีความสะดวกในการใช*งาน 
สามารถทําการวัดได*ทั้งค'าความสูงและพื้นที่ใต*กราฟของ
แต'ละพีก โดยประมวลผลแต'ละพีกให*โดยอัติโนมัติ ข*อมูล
ทั้งในรูปกราฟ ตารางข*อมูล และรูป TLC สามารถโอนถ'าย
เข*าสู'โปรแกรมอ่ืน ๆ เช'น Excel ได* การแสดงรูปโครมาโท
แกรมค'อนข*างชัดเจนและสามารถแสดงโครมาโทแกรมของ
แต'ละแถวหรือทุกแถวอยู'ในรูปเดียวกันได*   

ได*มีการศึกษาเปรียบเทียบในแง'ความไวของการ
ตรวจวัดปริมาณสารเซฟไตรอะโซนบนแผ'น TLC โดยการ
ใช*โปรแกรม Sorbfil TLC Videodensitometer เทียบกับ 
ImageJ และ Adobe Photoshop พบว'าโปรแกรม 
Sorbfil TLC Videodensitometer มีความไวในการ
ตรวจวัดสารโดยมีขีดจํากัดในการตรวจวัดและหาปริมาณ
ของสารได*ที่ความเข*มข*นต่ํากว'าการใช*โปรแกรม ImageJ 
และ Photoshop ทั้งนี้อาจเปXนผลจากการที่โปรแกรมนี้มี
เคร่ืองมือที่เรียกว'า “background approximation” ที่
ช'วยในการปรับแต'งภาพให*แสงและความสว'างของพื้นหลัง

มีความสมํ่าเสมอทั่วถึงทั้งแผ'นมากข้ึน ซ่ึงอาจส'งผลต'อ
ความไวในการตรวจวัดสารได*ดี ข้ีน35  อย'างไรก็ตาม
โปรแกรม ImageJ มีข*อดีที่สําคัญคือสามารถดาวน�โหลดได*
โดยตรงจากเว็ปไซต�ของผู*พัฒนาโปรแกรมโดยไม'เสีย
ค'าใช*จ'าย   ทําการประมวลผลได*ค'อนข*างรวดเร็วโดย
แสดงผลในรูปโครมาโทแกรมของแต'ละแถว และผู*
วิเคราะห�สามารถกําหนดเส*น peak baseline ได*เองเพื่อ
การประมวลผลแต'ละพีก 

ในขณะที่โปรแกรม Photoshop เปXนโปรแกรมที่
สามารถหาซ้ือได*ง'าย เปXนที่รู*จักกันดีและมีความคุ*นเคยใน
การใช*งาน แต'อาจเหมาะสําหรับการวิเคราะห�ไฟล�ภาพ 
TLC ที่พื้นหลังมีความสว'างค'อนข*างสมํ่าเสมอดี เช'น การ
วิเคราะห�แถบสารที่ มีสีบนพื้นหลังขาว ดังในกรณีการ
วิเคราะห�สารกลุ'มเคอร�คูมินอยด�ในขม้ินชัน34 ซ่ึงเม่ือทําการ
วิเคราะห�แยกด*วยวิธี TLC สารกลุ'มนี้จะปรากฏเปXนแถบสี
เหลืองบนพื้นขาว สามารถมองเห็นได*ชัดเจนด*วยตาเปล'า
และสแกนเก็บข*อมูลภาพได*โดยการใช*เคร่ืองสแกนเนอร�
ทั่วไป พื้นหลังที่ ได*จะมีความสมํ่าเสมอมากกว'าการ
ถ'ายภาพด*วยกล*องดิจิทัล  

สําหรับโปรแกรม UN-SCAN-IT มีความสะดวกใน
การใช*งานเช'นกัน รวมทั้งมีความไวในการวิเคราะห�แถบ
สารแม*ที่ความเข*มข*นต่ํา แยกแถบสารออกจากกันได*ดี  
แสดงผลในรูปโครมาโทแกรมของแต'ละแถว และมีความ
น'าสนใจตรงที่การประมวลผลแต'ละพีกสามารถกําหนด 
peak baseline ได*หลายรูปแบบข้ึนกับผู*วิเคราะห�36

ในขณะที่โปรแกรม JustTLC มีความสะดวกในการใช*งาน
และสามารถโอนถ'ายตารางข*อมูลและรูป TLC เข*าสู'
โปรแกรมอ่ืน ๆ เช'น Excel ได*เช'นกัน โปรแกรมนี้จะ
ประมวลผลแต'ละแถบให*โดยอัตโนมัติ ไม'สามารถกําหนด
ตําแหน'ง peak baseline ได*เองโดยผู*วิเคราะห� และ
น'าสนใจตรงที่เปXนเพียงโปรแกรมเดียวที่ประมวลผลโดยอิง
จากรูป 3 มิติของแถบสาร โดยการวัดทั้งพื้นที่และความ
เข*มสีของแต'ละแถบและนํามาคํานวณแสดงผลในค'า band  
volume ในขณะที่โปรแกรมเชิงภาพอ่ืนคํานวณผลจากรูป 
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2 มิติเปXนหลัก29 สําหรับโปรแกรม TLC Analyzer แม*ว'า
จะสามารถดาวน�โหลดได*โดยไม'เสียค'าใช*จ'าย แต'ค'อนข*าง
ใช*เวลาในการประมวลผลดังกล'าวไว*แล*วข*างต*น  

 

การตรวจสอบความใช4ได4ของวิธี 
เช'นเดียวกับการพัฒนาวิธีอ่ืน ๆ เพื่อนํามาใช*ในการ

วิเคราะห�สารเชิงปริมาณ การพัฒนาวิธี TLC โดยอาศัย
เทคนิคเชิงภาพจําเปXนต*องมีแนวทางการตรวจสอบความ
ใช*ได*ของวิธี (method validation) ภายใต*หัวข*อต'าง ๆ 
ได*แก' ความจําเพาะของวิธี (specificity) ความสัมพันธ�เชิง
เส*น (regression) และช'วงความเข*มข*นที่ใช*ทดสอบ (range) 
ความแม'นของวิธี (accuracy) ความเที่ยงของวิธี (precision) 
ปริมาณต่ําสุดที่ตรวจพบได* (limit of detection) ปริมาณ
ต่ําสุดที่สามารถตรวจหาค'าได*ในเชิงปริมาณ (limit of 
quantitation) และยังมักมีการศึกษาเปรียบเทียบผลที่ได*
จากการวิเคราะห�ด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพกับ
ผลที่ได*จากการวิเคราะห�โดยการใช*เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�หรือ
เคร่ืองมืออ่ืน ๆ กราฟมาตรฐานสําหรับนํามาใช*ในการ
คํานวณหาปริมาณสารด*วยวิธี TLC ต*องมีความสัมพันธ�เชิง
เส*นที่ดีระหว'างความเข*นข*นของสารกับค'าความเข*ม (หรือ
ขนาดพื้นที่ หรือขนาดความสูง) ของสารแต'ละจุดที่วัดได*โดย
ใช* โปรแกรมวิ เคราะห� เชิ งภาพ โดยอาจมีลั กษณะ
ความสัมพันธ�เปXนแบบเส*นตรง (linear regression) หรือ 
แบบโพลีโนเมียล (polynomial regression) ที่ดีมีค'า R2 
มากกว'า 0.99  เช'น การศึกษาเปรียบเทียบผลการวิเคราะห�
หาปริมาณไซบูทรามีนในผลิตภัณฑ�เสริมอาหารด*วยวิธี TLC 
โดยอาศัยเทคนิคการวิเคราะห�เชิงภาพด*วยโปรแกรม Sorbfil 
TLC Videodensitometer เทียบกับผลการวิเคราะห�ที่ได*
จากเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� พบว'า โปรแกรมวิเคราะห�เชิงภาพ
สามารถตรวจวัดความเข*มของจุดสารไซบูทรามีนบนแผ'น 
TLC และแสดงออกมาในรูปพีกโครมาโทแกรมที่สามารถวัด
ขนาดพื้นที่ใต*พีกได* และเม่ือทําการทดสอบความสัมพันธ�เชิง
เส*นระหว'างพื้นที่กับปริมาณสารในช'วงความเข*มข*น 1-6 
ไมโครกรัมต'อจุด พบว'ามีความสัมพันธ�เปXนแบบโพลีโนเมียล

ที่ดี (ค'า R2 > 0.99) และยังพบว'าค'าเฉลี่ยของปริมาณสาร 
ไซบูทรามีนที่วิเคราะห�ได*ด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิค 
เชิงภาพและที่วิเคราะห�ด*วยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร�ให*ผลการ
วิเคราะห�ที่ไม'แตกต'างกัน37  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเปรียบเทียบผลที่ได*จากการ
วิเคราะห�ด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพด*วย
โปรแกรมต'าง ๆ  เช'น รายงานการวิเคราะห�หาปริมาณสาร
คาร�บิโดปาและเลโวโดปาด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิง
ภาพด*วยโปรแกรม Sorbfil TLC Videodensitometer และ 
โปรแกรม Just TLC เทียบกับผลที่ได*จากการวิเคราะห�โดย
การใช* ImageDecipher TLC ซ่ึงเปXนซอฟต�แวร�เฉพาะที่มา
กับเคร่ืองบันทึกภาพ BioDit TLC Scanner จากการศึกษา
พบว'าเม่ือนําไฟล�ภาพมาวิเคราะห�ด*วยโปรแกรมต'าง ๆ ที่มี
ราคาไม'สูงมาก ผลการวิเคราะห�ที่ได*จากทุกโปรแกรมมี
ความสัมพันธ�เชิงเส*นแบบเส*นตรงที่ดี (ค'า R2 > 0.99) 
ระหว'างพื้นที่ (หรือปริมาตร หากใช*โปรแกรม JustTLC) กับ
ปริมาณสาร ในช'วงความเข*มข*น 50-300 นาโนกรัมต'อจุด 
ค'า LOD และ LOQ ต่ํากว'า 53.4 และ 61.1 นาโนกรัมต'อจุด 
ตามลําดับ33   และ รายงานการวิเคราะห�หาปริมาณสารแอน
โดรกราโฟไลด�ในผลิตภัณฑ�ยาสมุนไพรฟ�าทะลายโจรและ
ปริมาณสารแอนโดรกราโฟไลด�ที่คงเหลืออยู'ภายใต*สภาวะ
เร'งให*สารสลายตัวด*วยวิธีทีแอลซีโดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ
ด* วยโปรแกรมต' าง  ๆ ได* แก'  โปรแกรม Sorbfil TLC 
Videodensitometer โปรแกรม JustTLC โปรแกรม 
ImageJ และ โปรแกรม UN-SCAN-IT โดยพบว'าขนาดของ
พีกสารแอนโดรกราโฟไลด�ที่วัดได*โดยแต'ละโปรแกรมสัมพันธ�
กับขนาดของแถบสีของสารแอนโดรกราโฟไลด� (รูปที่ 3) 
และเม่ือเปรียบเทียบค'าเฉลี่ยของปริมาณสารแอนโดรกราโฟ
ไลด�ที่วิเคราะห�ได*ด*วยวิธีทีแอลซีโดยอาศัยเทคนิคเชิงภาพ
ด*วยโปรแกรมต'าง ๆ กับการใช*วิธีเดนสิโตเมตรีและวิธีโคร
มาโทกราฟ=ชนิดของเหลวสมรรถนะสูง พบว'า ผลการ
วิเคราะห�ที่ได*ไม'มีความแตกต'างกันอย'างมีนัยสําคัญ17
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รูปที่ 3 ก. รูป TLC ของสารมาตรฐานแอนโดรกราโฟไลด�ที่ความเข*มข*น 0.5-8 ไมโครกรัมต'อจุด ข. โครมาโทแกรมที่ได*
การจากวิเคราะห�โดยเคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� และ ค.-ฉ. โครมาโทแกรมที่ได*การจากวิเคราะห�เชิงภาพโดยโปรแกรม Sorbfil 
โปรแกรม JustTLC โปรแกรม ImageJ และ โปรแกรม UN-SCAN-IT ตามลําดับ (วัฎภาคคงที่คือ Silica gel 60 F254 
TLC aluminium plate และ วัฏภาคเคลื่อนที่คือ dichloromethane-toluene-ethanol (6:3:1, v/v/v) 
 
บทสรุป 

จากข*างต*นจะเห็นได*ว'าวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคเชิง
ภาพ สามารถนํามาประยุกต�ใช*ในการวิเคราะห�หาปริมาณ
สารที่สนใจในตัวอย'างประเภทต'าง ๆ ได*ดี โดยเฉพาะ
ตัวอย'างประเภทสมุนไพรและผลิตภัณฑ�ธรรมชาติ  โดยวิธีที่
ได*รับการพัฒนาข้ึนอย'างเหมาะสมนั้นพบว'ามีความจําเพาะ 
ความแม'นและความเที่ยง และเม่ือเปรียบเทียบผลการ
วิเคราะห�เชิงปริมาณที่ได*กับวิธีวิ เคราะห�อ่ืน ๆ เช'น วิธี
วิเคราะห�โดยการใช*เคร่ืองเดนสิโตมิเตอร� และเคร่ืองโคร
มาโทกราฟ=แบบของเหลวสมรรถนะสูง (high performance 
liquid chromatography, HPLC) พบว'าผลการวิเคราะห�ที่

ได*ไม'แตกต'างกันอย'างมีนัยสําคัญ นอกเหนือจากความ
ถูกต*องแม'นยําของวิธีแล*ว วิธี TLC โดยอาศัยเทคนิคการ
วิเคราะห�เชิงภาพยังใช*เคร่ืองมือที่จัดหาได*ง'าย อาทิเช'น 
คอมพิวเตอร� สแกนเนอร� และโปรแกรมการวิเคราะห� 
เชิงภาพชนิดต'าง ๆ ที่มีจําหน'ายในท*องตลาดหรือสามารถ 
ดาวน�โหลดได*โดยไม'เสียค'าใช*จ'าย ซ่ึงโปรแกรมเหล'านี้อาจมี
ความแตกต'างกันบ*างในแง'ความสะดวกของการใช*งานและ
รูปแบบของการแสดงผลดังกล'าวข*างต*น ทั้งนี้ หากมีการ
ปรับค'าพารามิเตอร�ของแต'ละโปรแกรมในการวิเคราะห� 
เชิงภาพอย'างเหมาะสม ก็จะสามารถนํามาใช*ในการวิเคราะห�
หาปริมาณได*อย'างถูกต*องแม'นยํา   การใช*วิธี TLC ร'วมกับ

Solvent front Solvent front 
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เทคนิคการวิเคราะห�เชิงภาพจึงเปXนอีกทางเลือกที่น'าสนใจ 
การมีวิธีวิเคราะห�ที่ทําได*ง'ายและไม'จําเปXนต*องใช*เคร่ืองมือ
ข้ันสูงอาจเปXนประโยชน�สําหรับผู*สนใจรวมถึงโรงงานผลิต
สมุนไพรขนาดเล็กที่มีการลงทุนไม'มากเพื่อนํามาใช*ในการ
วิ เคราะห�หาปริมาณสารสําคัญออกฤทธิ์ ในผลิตภัณฑ�
สมุนไพร และอาจนํามาซ่ึงการส'งเสริมพัฒนาและควบคุม
คุณภาพของผลิตภัณฑ�สมุนไพรที่ผลิตในประเทศไทยให*ดี
ยิ่งข้ึน 

 

กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบพระคุณสถาบันวิ จั ยและพัฒนา และ 

คณะเภสัชศาสตร� มหาวิทยาลัยศิลปากร ที่ให*การสนับสนุน
ทุนวิจัยโครงการต'าง ๆ ที่ เก่ียวข*องกับการศึกษาพัฒนา 
วิธีเคราะห�สารเชิงปริมาณด*วยวิธี TLC โดยอาศัยเทคนิค 
เชิงภาพ ซ่ึงประสบการณ�การทํางานและเกร็ดความรู*ต'าง ๆ 
ที่ได*จากโครงการเหล'านี้ร'วมกับการทบทวนวรรณกรรมที่
เก่ียวข*องได*รับการนํามาถ'ายทอดและเผยแพร'ในรูปแบบ
บทความทางวิชาการแก'ผู*ที่สนใจ 
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