
 

โดยเทคนิค Gas Chromatography 

บทที่ 6 
 การหาปริมาณ alcohol ในผลิตภัณฑสารใหกลิ่นรส 

วัตถุประสงค 
1. เพ่ือเรียนรูการใชงานเคร่ือง Gas Chromatograph 
2. เพ่ือเรียนรูวิธีการหาปริมาณ alcohol ในผลิตภัณฑสารใหกลิ่นรสโดยใชเทคนิค 

Gas Chromatograph 
  
        แกสโครมาโตกราฟเปนเทคนิคท่ีใชในการแยกและวิเคราะหองคประกอบของสาร
ในของผสมที่สามารถระเหยกลายเปนไอไดท่ีอุณหภูมิพอเหมาะ  
        เทคนิคโครมาโตกราฟทุกประเภทจะมีหลักการทํางานท่ีคลายคลึงกัน คือ ทําการ
แยกองคประกอบของสารที่กระจายอยูระหวางเฟสท่ีไมผสมกันสองเฟส คือ เฟสอยูกับท่ี 
(stationary phase) และ เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) องคประกอบของสารตัวอยางซ่ึง
มีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีท่ีแตกตางจากเฟสท้ังสองจะเคลื่อนท่ีผานดวยอัตราเร็ว
ท่ีแตกตางกัน เม่ือองคประกอบของสารเคลื่อนท่ีผานออกมาจากระบบจะถูกชะแลวผาน
ไปยังเคร่ืองตรวจวัดซ่ึงจะทําการรายงานผลออกมาในรูปแบบของโครมาโตแกรมเพื่อ
นําไปวิเคราะหตอไป ส่ิงท่ีทําใหเทคนิคโครมาโตกราฟแตละเทคนิคมีความแตกตางกัน 
คือเฟสเคลื่อนท่ีสําหรับแกสโครมาโตกราฟจะมีเฟสเคลื่อนท่ีเปนแกส 
         นอกจากการจําแนกประเภทของเทคนิคโครมาโตกราฟดวยเฟสเคลื่อนท่ีแลว ยงั
สามารถใชเฟสอยูกับท่ีในการแยกยอยประเภทของแกสโครมาโตกราฟไดเปน 2 ประเภท 
คือ 
        1. แก็สโครมาโตกราฟแบบของแข็ง (Gas-solid chromatography, GSC) โครมา
โตกราฟประเภทนี้จะใชของแข็ง เชน ซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับท่ี กลไกการแยกสารที่
เกิดข้ึนเปนแบบการดูดซับ ดังนั้นการแยกสารจะดีหรือไมข้ึนอยูกับคุณสมบัติการดูดซับ
ของสารที่บรรจุในคอลัมน  
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ภาพที่ 6.1  องคประกอบของเคร่ือง Gas Chromatograph 

                       ท่ีมา  :  http://www.LAB_TODAY.GC.htm 

         ลักษณะของเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟโดยท่ัวๆ ไป จะประกอบดวยสวนตางๆ 4 
สวนดังน้ี 
         1. Gas supply unit แกสท่ีใชเปนเฟสเคลื่อนท่ีจะตองเปนแกสเฉื่อย โดยปกติ
แลวจะใชไนโตรเจน ฮีเลียม อารกอน หรือคารบอนไดออกไซด ซ่ึงการเลือกชนิดของแกส
จะข้ึนกับชนิดของเครื่องตรวจวัด เฟสเคลื่อนท่ีน้ีจะถูกนําเขาสูเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ
ผานทางตัวควบคุมอัตราการไหลเพื่อรักษาใหมีอัตราการไหลคงที่ถาอัตราการไหลมีการ
เปลี่ยนแปลงไปเพียง 1 เปอรเซ็นตจะทําใหเวลาในการหนวงเหนี่ยวเปลี่ยนไป 1 
เปอรเซ็นต เพ่ือจะใหความแมนยํามีคาไมเกิน 1 เปอรเซ็นตจะตองทําการควบคุมอัตรา
การไหลใหมีการเปลี่ยนแปลงไมเกิน 0.2 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนเร่ืองยากในการควบคุม
เพราะเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในการทําโปรแกรมอุณหภูมิก็จะสงผลตอการ

±
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ภาพที่ 6.2   ชนิดของคอลัมน 

          ซาย :  แพ็คคอลัมน (pack column) 

                    ขวา : แคปลารีคอลัมน (capillary column) 

ท่ีมา   :   http://www.chromatography-online.org. 

 
ภาพที่ 6.3  ภาพตัดขวางของโครงสรางภายในของคอลัมนท่ีใชในเคร่ือง GC 

               ซาย : packed column 
ขวา : capillary column                

          ท่ีมา   :   http://www.chromatography-online.org. 
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ภาพที่ 6.4 การแยกองคประกอบของสารภายในคอลัมนของเคร่ือง GC 

             ท่ีมา   :   http://www.chromatography-online.org. 
 

3. Detector unit เคร่ืองตรวจวัดเปนอุปกรณช้ินสุดทายของแกสโครมาโตรกราฟ 
ทําหนาท่ีในการตรวจวัดสารท่ีถูกชะออกมาจากคอลัมนแลวสงสัญญาณไฟฟาไป
ยังระบบประมวลผลซึ่งในปจจุบันจะใชระบบการควบคุมผานทางคอมพิวเตอร ซ่ึง
จะใหรายละเอียดของโครมาโตแกรม ขอมูลของพีค (พื้นท่ี ความสูง ความกวาง
เปนตน) การสอบเทียบ การคํานวณ การรายงานผล และสถิติเคร่ืองตรวจวัดมี
หลายประเภท แตละประเภทมีลักษณะเฉพาะตัวแปรในการทํางาน และ
ประสิทธิภาพที่แตกตางกันออกไป ในตารางที่ 6.1 แสดงเคร่ืองตรวจวัดท่ัวๆ ไป
ท่ีใชในเคร่ืองมือแกสโครมาโตกราฟเคร่ืองตรวจวัดและทอท่ีเช่ือมระหวางคอลัมน
กับเคร่ืองตรวจวัดจะตองรักษาอุณหภูมิใหสูงกวาอุณหภูมิของตูอบไมเกิน 15 
องศาเซลเซียส ท้ังน้ีเพ่ือปองกันไมใหตัวอยางเกิดการควบแนนตรงบริเวณทอ
หรือเคร่ืองตรวจวัดซ่ึงจะสงผลใหเกิดสัญญาณรบกวนและลดประสิทธิภาพในการ
ตอบสนองของเครื่องตรวจวัดได 
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ตารางที่ 6.1    เคร่ืองตรวจวัดท่ัวๆ ไปท่ีใชในเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ 

 

        แกสโครมาโตกราฟใหประสิทธิภาพในการวิเคราะหสูงความหลากหลายในการ
เลือกใชเฟสอยูกับท่ีทําใหมีคุณสมบัติการหนวงเหน่ียวสารที่แตกตางกันสงผลใหสามารถ
นําไปประยุกตใชงานไดเปนจํานวนมาก เคร่ืองตรวจวัดท่ีใชในแกสโครมาโตกราฟมีความ
ไวสูง สามารถตรวจวัดสารประกอบไดอยางถูกตอง แมนยําเน่ืองจากเฟสเคลื่อนท่ีเปน 
แกส จึงสามารถตอ เขากับ mass spectrometer ทําใหแกสโครมาโตกราฟกลายเปน
เคร่ืองมือในการวิเคราะหท่ีมีประสิทธิภาพเพิ่มสูงมากข้ึน  

การวิเคราะหเชิงคุณภาพ 
 
Retention time (RT) คือ เวลาท่ีสารแตละชนิดใชในการเคล่ือนท่ีผานคอลัมนนับจาก
เวลาเริ่มตนของการวิเคราะหถึงตําแหนงเวลาที่ detector อานสัญญาณสูงสุด (peak) 
จากการตรวจวัดสารน้ันๆ ดังแสดงในภาพที่ 6.5  
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ภาพที่ 6.5   Chromatogram ท่ีแสดง retention time ขององคประกอบ A,B และ C 

 
โดย retention time เปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิดในสภาวะการวิเคราะห
เดียวกันทั้งชนิดของคอลัมน และอุณหภูมิท่ีใช คา retention time ของสารชนิดเดียวกันท่ี
วิเคราะหไดควรจะตองคงท่ีหรือมีคาใกลเคียงกันมากท่ีสุด ดังน้ันการตรวจพิสูจนชนิดของ
สารองคประกอบใดๆในของผสมตัวอยางสามารถทําไดโดยการเปรียบเทียบคา retention 
time ระหวางสารองคประกอบในของผสมตัวอยาง (unknown) กับสารองคประกอบ
มาตรฐานดังแสดงในภาพที่ 6.6  
ปริมาณของสารตัวอยาง  
ปริมาณของสารตัวอยางมีความสําคัญอยางมากในการวิเคราะหซ่ึงถาฉีดสารตัวอยางเขา
ไปมากเกินไปจะทําใหเกิด column overloaded ซ่ึง พีกท่ีตรวจวัดไดจะเปลี่ยนไป ทําให
คา  retention time เปลี่ยนไป ดังแสดงในภาพที่ 6.7   ซ่ึงตองลดขนาดของสารตัวอยาง
ลงใหเหมาะสมกับการวิเคราะหเพ่ือแกไขปญหาน้ี 
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ภาพที่ 6.6  การวิเคราะหเชิงคุณภาพโดยการเปรียบเทียบ คา retention time 
                      ของสารตัวอยางกับสารองคประกอบมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.7  ผลกระทบของการฉีดปริมาณสารตัวอยางที่มีตอ retention time 
A. เม่ือคอลัมนไม overloaded 
B. เม่ือคอลัมนมี overloaded เล็กนอย 
C. เม่ือคอลัมนมี overloaded มาก  
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อุณหภูมิของคอลัมน  
อุณหภูมิของคอลัมนมีสวนสําคัญตอการแยกสารตัวอยางดังแสดงในภาพที่ 6.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.8  ผลกระทบของอุณหภูมิท่ีมีตอ retention time 
เม่ืออุณหภูมิของคอลัมนเพ่ิมขึ้นจะทําใหองคประกอบของสารมีการเคลื่อนที่เร็วข้ึน ชวย
ใหการวิเคราะหเร็วข้ึน ในขณะที่เม่ืออุณหภูมิของคอลัมนลดลงจะชวยใหเกิดการแยก
องคประกอบตางๆดีข้ึน ดังน้ันเพื่อใหเกิดการแยกท่ีดี และมี retention time ไมนาน
เกินไปควรเลือกอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ซ่ึงโดยท่ัวไปแลวจะเลือกใชอุณหภูมิเฉลี่ยของจุด
เดือดของสารตัวอยางน้ันๆแตควรระวังไมใหสูงเกินกวาอุณหภูมิของ packing ท่ีจะทนได 
 
การวิเคราะหเชิงปริมาณ 
การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย GC ไดรับความนิยมสูงมากโดยเทคนิคตางๆที่ใชในการหา
ปริมาณของสารมี 3 เทคนิคคือ 

1. วิธี normalization 
2. วิธี external standardization 
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3. วิธี internal standardization 
การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย Internal standardization method 

การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย Internal standardization method เปนวิธีท่ีใชหา
ปริมาณสารไดถูกตองท่ีสุด แตท้ังน้ีข้ึนอยูกับการเลือกใช internal standard โดยสารที่จะ
ใชเปน internal standard น้ันตองมีคุณสมบัติดังน้ี 

1. สารน้ันตองมีคุณสมบัติคลายกับสารท่ีจะวิเคราะห 
2. สารน้ันตองถูกชะออกจากคอลัมนหมด 
3. สารน้ันตองให peak ท่ีแยกอยูตางหากโดย peak จะไมซํ้าหรือเหลื่อมทับ 

peak อื่นๆและอยูใกล peak ท่ีตองการหา 
4. สารน้ันตองไมทําปฏิกิริยากับสารอื่นๆที่เกี่ยวของ 

ภาพที่ 6.9  ให methanol เปนตัวทําละลาย (peak 1) 
            ให iso-propanol เปน internal standard (peak 2) 
             ให t-butyl alcohol  เปนสารมาตรฐานซึ่งตองมีหลายความเขมขน (peak3)      
และ  peak ท่ี 4 เปน t-butyl alcohol  ท่ีไมทราบความเขมขน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.9   Chromatogram ของสารมาตรฐาน a, b, c และสารตัวอยาง x 
จาก chromatogram สามารถหาอัตราสวนของพื้นที่ peak (ratio peak area)ไดคือ 



 
อัตราสวนพื้นที่ peak  = พื้นท่ี peak ของสารมาตรฐาน  

พื้นท่ี peak ของ internal standard 
 หรือ 
 
อัตราสวนพื้นที่ peak  = พื้นท่ี peak ของ t-butyl alcohol  

พื้นท่ี peak ของ iso-propanol 
 
เม่ือเขียนกราฟระหวางอัตราสวนพื้นท่ี peak กับความเขมขนตางๆของสารมาตรฐาน t-
butyl alcohol จะได calibration curve ดังภาพที่ 6.10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.10  Calibration curve ของสารมาตรฐาน 
 
การตรวจหาปริมาณแอลกอฮอลในสารใหกลิ่นรส โดย  
 Gas Chromatographic methods 
 
 วิธีน้ีสามารถใชในการหาปริมาณแอลกอฮอลใน almond , lemon, orange และ lime 
extract 
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อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

• เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ 
  

detector :  Flame Ionization Detector (FID) 
column  :  Chromosorb 102 ซ่ึงมีขนาดของอนุภาค 100-120 เมส 
อุณหภูมิของคอลัมน  : 1600ซ (isothermal)  
อุณหภูมิของ detector และ injector :  2000ซ 
อัตราการไหลของ He :  50 มิลลิลิตร/นาที 
 retention time ของ EtOH  , n – PrOH และ tetrahydrofuran มีคาเทากับ 
 1.00 , 2.06 และ 3.04 
 

• การเตรียมสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐาน 
 

ปเปต absolute alcohol ปริมาณ 5 , 10 , 15 และ 20 มิลลิลิตร จากน้ันเติมนํ้า
กลั่นใหได 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลาย แอลกอฮอลมาตรฐานความเขมขน 5, 10 , 
15 และ 20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
การวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอล  
 

• ปเปตสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานแตละความเขมขนใสลงใน volumetric flask 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

• เติม n - PrOH เพื่อใชเปน internal standard  ปดฝาทันที และ เขยาเปนเวลา 3 
นาที จากน้ันทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 

• ฉีดสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานในปริมาณ 0.1 μl โดยใช microsyringe ขนาด 1 
ไมโครลิตร 
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• หาพ้ืนที่ใตกราฟ จากน้ันคํานวณหาอัตราสวนของพื้นท่ี (R) ของ EtOH และ n-PrOH  
แลว plot graph ความสัมพันธระหวางคา R และคา % EtOH 

• หาปริมาณ แอลกอฮอลในตัวอยางเหมือนกับวิธีการที่ใชกับ standard แตกอนที่จะ
ฉีดตัวอยางเขาเคร่ือง GC ใหเขยาเปนเวลา 10 นาที  

• ถาตัวอยางมีปริมาณ EtOH มากกวา 20% ใหปเปตตัวอยางปริมาณ 5 มิลลิลิตร ใส
ลงใน flask เติม tetrahydrofuran ในปริมาณ  20 มิลลิลิตรจากน้ันเติม n – PrOH 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 

 
คํานวณหา % EtOH ไดจากความสัมพันธ 
 
% EtOH   =   ( EtOH peak area / n – PrOH peak area ) x ( 1.00 / slope ) x F 
 
F = 1   (undilute sample) 
 = 5   (dilute sample) 
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