
 

โดยเทคนิค Gas Chromatography 

บทที่ 6 
 การหาปริมาณ alcohol ในผลิตภัณฑสารใหกลิ่นรส 

วัตถุประสงค 
1. เพ่ือเรียนรูการใชงานเคร่ือง Gas Chromatograph 
2. เพ่ือเรียนรูวิธีการหาปริมาณ alcohol ในผลิตภัณฑสารใหกลิ่นรสโดยใชเทคนิค 

Gas Chromatograph 
  
        แกสโครมาโตกราฟเปนเทคนิคท่ีใชในการแยกและวิเคราะหองคประกอบของสาร
ในของผสมที่สามารถระเหยกลายเปนไอไดท่ีอุณหภูมิพอเหมาะ  
        เทคนิคโครมาโตกราฟทุกประเภทจะมีหลักการทํางานท่ีคลายคลึงกัน คือ ทําการ
แยกองคประกอบของสารที่กระจายอยูระหวางเฟสท่ีไมผสมกันสองเฟส คือ เฟสอยูกับท่ี 
(stationary phase) และ เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) องคประกอบของสารตัวอยางซ่ึง
มีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีท่ีแตกตางจากเฟสท้ังสองจะเคลื่อนท่ีผานดวยอัตราเร็ว
ท่ีแตกตางกัน เม่ือองคประกอบของสารเคลื่อนท่ีผานออกมาจากระบบจะถูกชะแลวผาน
ไปยังเคร่ืองตรวจวัดซ่ึงจะทําการรายงานผลออกมาในรูปแบบของโครมาโตแกรมเพื่อ
นําไปวิเคราะหตอไป ส่ิงท่ีทําใหเทคนิคโครมาโตกราฟแตละเทคนิคมีความแตกตางกัน 
คือเฟสเคลื่อนท่ีสําหรับแกสโครมาโตกราฟจะมีเฟสเคลื่อนท่ีเปนแกส 
         นอกจากการจําแนกประเภทของเทคนิคโครมาโตกราฟดวยเฟสเคลื่อนท่ีแลว ยงั
สามารถใชเฟสอยูกับท่ีในการแยกยอยประเภทของแกสโครมาโตกราฟไดเปน 2 ประเภท 
คือ 
        1. แก็สโครมาโตกราฟแบบของแข็ง (Gas-solid chromatography, GSC) โครมา
โตกราฟประเภทนี้จะใชของแข็ง เชน ซิลิกาเจลเปนเฟสอยูกับท่ี กลไกการแยกสารที่
เกิดข้ึนเปนแบบการดูดซับ ดังนั้นการแยกสารจะดีหรือไมข้ึนอยูกับคุณสมบัติการดูดซับ
ของสารที่บรรจุในคอลัมน  
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ภาพที่ 6.1  องคประกอบของเคร่ือง Gas Chromatograph 

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

         ลักษณะของเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟโดยท่ัวๆ ไป จะประกอบดวยสวนตางๆ 4 
สวนดังน้ี 
         1. Gas supply unit แกสท่ีใชเปนเฟสเคลื่อนท่ีจะตองเปนแกสเฉื่อย โดยปกติ
แลวจะใชไนโตรเจน ฮีเลียม อารกอน หรือคารบอนไดออกไซด ซ่ึงการเลือกชนิดของแกส
จะข้ึนกับชนิดของเครื่องตรวจวัด เฟสเคลื่อนท่ีน้ีจะถูกนําเขาสูเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ
ผานทางตัวควบคุมอัตราการไหลเพื่อรักษาใหมีอัตราการไหลคงที่ถาอัตราการไหลมีการ
เปลี่ยนแปลงไปเพียง 1 เปอรเซ็นตจะทําใหเวลาในการหนวงเหนี่ยวเปลี่ยนไป 1 
เปอรเซ็นต เพ่ือจะใหความแมนยํามีคาไมเกิน 1 เปอรเซ็นตจะตองทําการควบคุมอัตรา
การไหลใหมีการเปลี่ยนแปลงไมเกิน 0.2 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนเร่ืองยากในการควบคุม
เพราะเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในการทําโปรแกรมอุณหภูมิก็จะสงผลตอการ

±
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ภาพที่ 6.2   ชนิดของคอลัมน 

          ซาย :  แพ็คคอลัมน (pack column) 

                    ขวา : แคปลารีคอลัมน (capillary column) 

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

 
ภาพที่ 6.3  ภาพตัดขวางของโครงสรางภายในของคอลัมนท่ีใชในเคร่ือง GC 

               ซาย : packed column 
ขวา : capillary column                

          ท่ีมา   :   http://www.chromatography-online.org. 
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ภาพที่ 6.4 การแยกองคประกอบของสารภายในคอลัมนของเคร่ือง GC 

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

3. Detector unit เคร่ืองตรวจวัดเปนอุปกรณช้ินสุดทายของแกสโครมาโตรกราฟ 
ทําหนาท่ีในการตรวจวัดสารท่ีถูกชะออกมาจากคอลัมนแลวสงสัญญาณไฟฟาไป
ยังระบบประมวลผลซึ่งในปจจุบันจะใชระบบการควบคุมผานทางคอมพิวเตอร ซ่ึง
จะใหรายละเอียดของโครมาโตแกรม ขอมูลของพีค (พื้นท่ี ความสูง ความกวาง
เปนตน) การสอบเทียบ การคํานวณ การรายงานผล และสถิติเคร่ืองตรวจวัดมี
หลายประเภท แตละประเภทมีลักษณะเฉพาะตัวแปรในการทํางาน และ
ประสิทธิภาพที่แตกตางกันออกไป ในตารางที่ 6.1 แสดงเคร่ืองตรวจวัดท่ัวๆ ไป
ท่ีใชในเคร่ืองมือแกสโครมาโตกราฟเคร่ืองตรวจวัดและทอท่ีเช่ือมระหวางคอลัมน
กับเคร่ืองตรวจวัดจะตองรักษาอุณหภูมิใหสูงกวาอุณหภูมิของตูอบไมเกิน 15 
องศาเซลเซียส ท้ังน้ีเพ่ือปองกันไมใหตัวอยางเกิดการควบแนนตรงบริเวณทอ
หรือเคร่ืองตรวจวัดซ่ึงจะสงผลใหเกิดสัญญาณรบกวนและลดประสิทธิภาพในการ
ตอบสนองของเครื่องตรวจวัดได 
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ตารางที่ 6.1    เคร่ืองตรวจวัดท่ัวๆ ไปท่ีใชในเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ 

 

        แกสโครมาโตกราฟใหประสิทธิภาพในการวิเคราะหสูงความหลากหลายในการ
เลือกใชเฟสอยูกับท่ีทําใหมีคุณสมบัติการหนวงเหน่ียวสารที่แตกตางกันสงผลใหสามารถ
นําไปประยุกตใชงานไดเปนจํานวนมาก เคร่ืองตรวจวัดท่ีใชในแกสโครมาโตกราฟมีความ
ไวสูง สามารถตรวจวัดสารประกอบไดอยางถูกตอง แมนยําเน่ืองจากเฟสเคลื่อนท่ีเปน 
แกส จึงสามารถตอ เขากับ mass spectrometer ทําใหแกสโครมาโตกราฟกลายเปน
เคร่ืองมือในการวิเคราะหท่ีมีประสิทธิภาพเพิ่มสูงมากข้ึน  

การวิเคราะหเชิงคุณภาพ 
 
Retention time (RT) คือ เวลาท่ีสารแตละชนิดใชในการเคล่ือนท่ีผานคอลัมนนับจาก
เวลาเริ่มตนของการวิเคราะหถึงตําแหนงเวลาที่ detector อานสัญญาณสูงสุด (peak) 
จากการตรวจวัดสารน้ันๆ ดังแสดงในภาพที่ 6.5  
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ภาพที่ 6.5   Chromatogram ท่ีแสดง retention time ขององคประกอบ A,B และ C 

 
โดย retention time เปนลักษณะเฉพาะของสารแตละชนิดในสภาวะการวิเคราะห
เดียวกันทั้งชนิดของคอลัมน และอุณหภูมิท่ีใช คา retention time ของสารชนิดเดียวกันท่ี
วิเคราะหไดควรจะตองคงท่ีหรือมีคาใกลเคียงกันมากท่ีสุด ดังน้ันการตรวจพิสูจนชนิดของ
สารองคประกอบใดๆในของผสมตัวอยางสามารถทําไดโดยการเปรียบเทียบคา retention 
time ระหวางสารองคประกอบในของผสมตัวอยาง (unknown) กับสารองคประกอบ
มาตรฐานดังแสดงในภาพที่ 6.6  
ปริมาณของสารตัวอยาง  
ปริมาณของสารตัวอยางมีความสําคัญอยางมากในการวิเคราะหซ่ึงถาฉีดสารตัวอยางเขา
ไปมากเกินไปจะทําใหเกิด column overloaded ซ่ึง พีกท่ีตรวจวัดไดจะเปลี่ยนไป ทําให
คา  retention time เปลี่ยนไป ดังแสดงในภาพที่ 6.7   ซ่ึงตองลดขนาดของสารตัวอยาง
ลงใหเหมาะสมกับการวิเคราะหเพ่ือแกไขปญหาน้ี 
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ภาพที่ 6.6  การวิเคราะหเชิงคุณภาพโดยการเปรียบเทียบ คา retention time 
                      ของสารตัวอยางกับสารองคประกอบมาตรฐาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.7  ผลกระทบของการฉีดปริมาณสารตัวอยางที่มีตอ retention time 
A. เม่ือคอลัมนไม overloaded 
B. เม่ือคอลัมนมี overloaded เล็กนอย 
C. เม่ือคอลัมนมี overloaded มาก  
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อุณหภูมิของคอลัมน  
อุณหภูมิของคอลัมนมีสวนสําคัญตอการแยกสารตัวอยางดังแสดงในภาพที่ 6.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.8  ผลกระทบของอุณหภูมิท่ีมีตอ retention time 
เม่ืออุณหภูมิของคอลัมนเพ่ิมขึ้นจะทําใหองคประกอบของสารมีการเคลื่อนที่เร็วข้ึน ชวย
ใหการวิเคราะหเร็วข้ึน ในขณะที่เม่ืออุณหภูมิของคอลัมนลดลงจะชวยใหเกิดการแยก
องคประกอบตางๆดีข้ึน ดังน้ันเพื่อใหเกิดการแยกท่ีดี และมี retention time ไมนาน
เกินไปควรเลือกอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ซ่ึงโดยท่ัวไปแลวจะเลือกใชอุณหภูมิเฉลี่ยของจุด
เดือดของสารตัวอยางน้ันๆแตควรระวังไมใหสูงเกินกวาอุณหภูมิของ packing ท่ีจะทนได 
 
การวิเคราะหเชิงปริมาณ 
การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย GC ไดรับความนิยมสูงมากโดยเทคนิคตางๆที่ใชในการหา
ปริมาณของสารมี 3 เทคนิคคือ 

1. วิธี normalization 
2. วิธี external standardization 
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3. วิธี internal standardization 
การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย Internal standardization method 

การวิเคราะหเชิงปริมาณดวย Internal standardization method เปนวิธีท่ีใชหา
ปริมาณสารไดถูกตองท่ีสุด แตท้ังน้ีข้ึนอยูกับการเลือกใช internal standard โดยสารที่จะ
ใชเปน internal standard น้ันตองมีคุณสมบัติดังน้ี 

1. สารน้ันตองมีคุณสมบัติคลายกับสารท่ีจะวิเคราะห 
2. สารน้ันตองถูกชะออกจากคอลัมนหมด 
3. สารน้ันตองให peak ท่ีแยกอยูตางหากโดย peak จะไมซํ้าหรือเหลื่อมทับ 

peak อื่นๆและอยูใกล peak ท่ีตองการหา 
4. สารน้ันตองไมทําปฏิกิริยากับสารอื่นๆที่เกี่ยวของ 

ภาพที่ 6.9  ให methanol เปนตัวทําละลาย (peak 1) 
            ให iso-propanol เปน internal standard (peak 2) 
             ให t-butyl alcohol  เปนสารมาตรฐานซึ่งตองมีหลายความเขมขน (peak3)      
และ  peak ท่ี 4 เปน t-butyl alcohol  ท่ีไมทราบความเขมขน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.9   Chromatogram ของสารมาตรฐาน a, b, c และสารตัวอยาง x 
จาก chromatogram สามารถหาอัตราสวนของพื้นที่ peak (ratio peak area)ไดคือ 



 
อัตราสวนพื้นที่ peak  = พื้นท่ี peak ของสารมาตรฐาน  

พื้นท่ี peak ของ internal standard 
 หรือ 
 
อัตราสวนพื้นที่ peak  = พื้นท่ี peak ของ t-butyl alcohol  

พื้นท่ี peak ของ iso-propanol 
 
เม่ือเขียนกราฟระหวางอัตราสวนพื้นท่ี peak กับความเขมขนตางๆของสารมาตรฐาน t-
butyl alcohol จะได calibration curve ดังภาพที่ 6.10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.10  Calibration curve ของสารมาตรฐาน 
 
การตรวจหาปริมาณแอลกอฮอลในสารใหกลิ่นรส โดย  
 Gas Chromatographic methods 
 
 วิธีน้ีสามารถใชในการหาปริมาณแอลกอฮอลใน almond , lemon, orange และ lime 
extract 
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อุปกรณและสารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

• เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ 
  

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 มีคาเทากับ 
 1.00 , 2.06 และ 3.04 
 

• การเตรียมสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐาน 
 

ปเปต absolute alcohol ปริมาณ 5 , 10 , 15 และ 20 มิลลิลิตร จากน้ันเติมนํ้า
กลั่นใหได 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลาย แอลกอฮอลมาตรฐานความเขมขน 5, 10 , 
15 และ 20 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 
การวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอล  
 

• ปเปตสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานแตละความเขมขนใสลงใน volumetric flask 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 

• เติม n - PrOH เพื่อใชเปน internal standard  ปดฝาทันที และ เขยาเปนเวลา 3 
นาที จากน้ันทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 

• ฉีดสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานในปริมาณ 0.1 μl โดยใช microsyringe ขนาด 1 
ไมโครลิตร 
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• หาพ้ืนที่ใตกราฟ จากน้ันคํานวณหาอัตราสวนของพื้นท่ี (R) ของ EtOH และ n-PrOH  
แลว plot graph ความสัมพันธระหวางคา R และคา % EtOH 

• หาปริมาณ แอลกอฮอลในตัวอยางเหมือนกับวิธีการที่ใชกับ standard แตกอนที่จะ
ฉีดตัวอยางเขาเคร่ือง GC ใหเขยาเปนเวลา 10 นาที  

• ถาตัวอยางมีปริมาณ EtOH มากกวา 20% ใหปเปตตัวอยางปริมาณ 5 มิลลิลิตร ใส
ลงใน flask เติม tetrahydrofuran ในปริมาณ  20 มิลลิลิตรจากน้ันเติม n – PrOH 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 

 
คํานวณหา % EtOH ไดจากความสัมพันธ 
 
% 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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