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#แผนการเรียนรู้และการประเมินผลการเรียนรู้

โครมาโทกราฟี
แบบแก๊ส (GC)

บอกส่วนประกอบของเครื่อง GC

อธิบายประสิทธิภาพของคอลัมน์และตัว
ตรวจวัด

ค านวณการท าปริมาณวิเคราะห์และการแปล
ผล

ปฏิบัติการโครมาโทกราฟแีบบแก๊ส
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โครมาโทรกราฟแีบบแก๊ส : GC
Mobile phase : Gas
Stationary phase : Solid (GSC), Liquid (GLC)

▪ เฟสอยู่กับที่ คือสารที่เคลือบผิวหรือบรรจุอยู่ภายในคอลัมน์
▪ เฟสเคลื่อนที่ คือ แก๊สตัวพา (นิยมใช้เป็น He)
▪ เมื่อสารผสมถูกฉีดเข้าเครื่อง ณ บริเวณหัวฉีด ซึ่งเป็นบริเวณที่ให้

ความร้อนมีอุณหภูมิสูงพอที่จะท าให้สารผสมเปลี่ยนสถานะจาก
ของเหลวเป็นแก๊ส และส่วนแก๊สของสารผสมจะเคลื่อนที่เข้าสู่คอลัมน์ 
โดยอาศัยแก๊สตัวพา และมีการให้ความร้อนของคอลัมน์ด้วย
ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ท าให้เกิดกระบวนการแยกข้ึน จากน้ันสารผสมท่ี
ถูกแยกภายในคอลัมน์จะเคลื่อนที่เข้าสู่ตัวตรวจวัด
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ส่วนประกอบของเครื่อง GC
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https://www.ssi.shimadzu.com/service-support/faq/gas-chromatography/what-is-gas-chromatography/index.html
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ส่วนประกอบของ GC

เป็นส่วนที่ประมวลผลและข้อมูล
ต่าง ๆ ด้วยระบบคอมพิวเตอร์
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Carrier gases

Injector port

Column

Detector

Data system

แก๊สพา มีหน้าที่น าแก๊สตัวอย่างจากจุดฉีด (injection port) ผ่าน
เข้าสู่คอลัมน์และไปยัง detector

เป็นส่วนที่ใช้ในการฉีดสารตัวอย่าง
เข้าคอลัมน์ (inlet)

เป็นส่วนที่ใช้แยกสารตวัอยา่ง

เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสาร
เชิงเดี่ยวที่ถูกแยกออกมาจากคอลัมน์
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โครมาโทแกรม
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Column   : SLB®-IL60i 30 m x 0.25 mm x 0.2 μm (29832-U)
Inlet       : 250 °C
Oven      : 70 °C @ 10 °C/min. to 135 °C (2 min.); 3 °C/min. to 

170 °C (1 min.); 10 °C/min.to 270 °C (3 min.)
Flow      : 31.457 cm/s Helium
Detector  : FID: 310 °C
Split      : 100:1
Sample   : 1 μL (100 μL Mix A1 cat. no. 89131 in 1 mL of MTBE)

Fragrance allergen samples



Compounds Suitable for GC Analysis

Components that can be analyzed with GC have the following 
three main features.

▪ Compounds with a boiling point up to 400°C

▪ Compounds that are not decomposed at their vaporization 
temperature

▪ Compounds that decompose at their vaporization 
temperature, but always by the same amount. This is 
called pyrolysis GC.

12ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ



Compounds unsuitable analyzed with GC

Cannot be analyzed

▪ Compounds that do not vaporize (inorganic metals, ions, and salts)

▪ Highly reactive compounds and chemically unstable compounds
(hydrofluoric acid and other strong acids, ozone, NOx and other highly 
reactive compounds)

Difficult to analyze

▪ Highly adsorptive compounds (compounds containing a carboxyl 
group, hydroxyl group, amino group, or sulfur)

▪ Compounds for which standard samples are difficult to obtain 
(Qualitative and quantitative analyses are difficult)
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Carrier gas
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▪ น าแก๊สตัวอย่างจากจุดฉีด (injection 
port) ผ่านเข้าสู่คอลัมน์และไปยัง 
detector 

▪ แก๊สที่ใช้กับเครื่อง GC เป็นแก๊สเฉื่อยที่ไม่
ท าปฏิกิริยากับโมเลกุลของสารตัวอย่าง 
เช่น He, H2, N2

▪ ไม่เป็นพิษต่อผู้ทดลอง
▪ บางกรณีอาจใช้แก๊ส H2 หรือแก๊สอื่นบาง
ตัวก็สามารถใช้เป็นแก๊สตัวพาได้ 

▪ แก๊ส H2 ใช้ได้ผลดีท่ีสุด แต่ไม่ค่อยนิยมใช้ 
เพราะเกิดอันตรายได้ง่าย เนื่องจากเป็น
แก๊สที่ไวไฟ และระเบิดได้ 

https://www.elementlabsolutions.com/ie/chromatography-
blog/post/gas-chromatography-hydrogen-carrier-gas
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แก๊ส สมบัติและคณุลกัษณะ ข้อดี ข้อเสยี

He • เป็นแก๊สท่ีไม่ท าปฏิกิริยากับตัวอย่าง
หรือของเหลวในคอลัมน์

• มีความน าความร้อน (thermal 
conductivity) สูง ซึ่งช่วยในการ
ตรวจจับโดย TCD

• มีความหนาแน่นต ่า ท าให้มีการไหลท่ี
สม ่าเสมอ

• เสถียร

• เหมาะส าหรับการวิเคราะห์ที่

ต้องการความแม่นย าสูง

• ให้สัญญาณท่ีชัดเจนและคมใน

กรณีใช้กับ TCD

• ราคาแพง

• ต้องมีการจัดเก็บและจัดการที่เหมาะสม

เพ่ือรักษาความบริสุทธิ์

H2 • มีการแพร่กระจายท่ีรวดเร็ว (high 

diffusivity) ส่งผลให้สามารถลด

ระยะเวลาการวิเคราะห์ได้

• ให้การแยกตัวอย่างที่ดี เนื่องจาก

ความต้านทานภายในคอลัมน์ท่ีต ่า

• ช่วยให้การวิเคราะห์มีความ

รวดเร็วและประสิทธิภาพสูง

• สามารถเพ่ิมความละเอียดในการ

แยกตัวอย่างได้เมื่อเทียบกับ

แก๊สบางชนิด

• มีความเสี่ยงในด้านความปลอดภัยสูง 

เพราะเป็นแก๊สที่ไวต่อการระเบิด

• อาจมกีารท าปฏิกิริยากับตัวอย่างบางชนิด

ในกรณีที่ไม่ต้องการให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงทางเคมี

N2 • เป็นแก๊สท่ีไม่ท าปฏิกิริยาและมีความ

เสถียรสูง

• มีความหนาแน่นสูงกว่าแก๊สตัวพาชนิด

อื่น ส่งผลให้มีการไหลท่ีช้าและความ

ดันภายในคอลัมน์ท่ีต่างออกไป

• มีราคาถูกและหาได้ง่าย เหมาะ

ส าหรับการวิเคราะห์ท่ีไม่ต้องการ

ความไวสูงมาก

• เสถียรในกรณีท่ีไม่ต้องการ

เกิดปฏิกิริยาเคมีกับตัวอย่าง

• ประสิทธิภาพการแยก (R) ต ่ากว่าเม่ือ

เทียบกับ He หรือ H2 เนื่องจากความ

ต้านทานภายในคอลัมน์ที่สูงกว่า

• การวิเคราะห์อาจใช้เวลานานกว่าเนื่องจาก

ความช้าในการไหลของแก๊ส
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Carrier gas : Type

A 30 m×0.25 mm×0.5 μm column, the 
optimum carrier gas flow rate (helium) 
was 0.6 mL/min, the injection volume was 
0.1 μL (splitless injection).
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17ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

1. มีผลต่อค่ารีเทนชันไทม์ (tR) ของ
องค์ประกอบของสารตัวอย่างที่ผ่านใน
คอลัมน์ ถ้าอัตราการไหลเร็วจะท าให้
องค์ประกอบของสารออกจากคอลัมน์
ได้เร็ว และลักษณะพีกจะกว้าง 

2. มีผลต่อขนาดของสัญญาณของตัว
ตรวจวัด คือถ้าไหลช้าจะท าให้ความสูง
ของพีกเพ่ิมข้ึน

Carrier gas : Flowrate
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18ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

▪ เป็นส่วนที่ใช้ในการฉีดสารตัวอย่างเข้าคอลัมน์ (inlet) 
▪ มักจะมีตัวให้ความร้อนติดต้ังอยู่ด้วย เพ่ือท าให้สาร
ตัวอย่างกลายเป็นไอ

▪ หน้าที่น าสารตัวอย่างเข้าสู่คอลัมน์แยก
▪ ต้องควบคุมทั้งปริมาณ และความเร็วในการฉีดให้
เหมาะสม

Injection port
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19ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Injection port : Split and Splitless

▪ Split Injection

▪ Splitless Injection

o The sample is split into two portions.
o The smaller portion in injected into the column.
o The larger portion is discarded.
o The flow rate of carrier gas is very high.

o The whole sample is injected into the 
column.

o The flow rate of carrier gas is usually low.
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20ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Injection port : Split and Splitless

▪ Split Injection

▪ Splitless Injection
https://www.glsciences.com/technique/technique_data/gc/basics_of_gc/p3_2.html

o Ideal for trace analysis of samples with 
very low analyte concentrations.

o All of the flow is directed into the column. 
o The slower flow rate into the column can 

lead to adsorption and breakdown of 
active analytes, as well as increased band 
broadening, especially for more volatile 
compounds, resulting in wider peaks.

o The analyte concentration is sufficiently 
high enough to allow only partial sample 
transfer to the column

o The higher flow rates in the inlet lead to 
sharp, narrow peaks and minimize adverse 
interactions. 

o Suits samples with high concentrations, 
high matrix loads, 
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21ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Injection port

เทคนคิการฉดี ลักษณะ ข้อดี ข้อจ ากดั

split injection แบ่งสารบางส่วนทิ้ง ไม่

เข้าคอลัมน์ทั้งหมด

ลด overload ในคอลัมน์ 

เหมาะส าหรับสารที่มีความ

เข้มข้นสูง

ไม่เหมาะกับสารที่มี

ปริมาณน้อย

splitless 

injection

ฉีดสารทั้งหมดเข้าสู่

คอลัมน์

เหมาะส าหรับสารที่มีความ

เข้มข้นต า่ ต้องการความไว

สูง

ใช้เวลาฉีดนานกว่า และ

ต้องควบคุมอุณหภูมิ

อย่างแม่นย า

on-column 

injection

ฉีดสารโดยตรงเข้าไปใน

คอลัมน์

ลดการสูญเสียสาร ไม่

เกิดปฏิกิริยาในห้องฉีด

ไม่เหมาะกับตัวอย่างที่มี

องค์ประกอบไม่เสถยีร

headspace 

injection

ใช้เฉพาะไอของสารใน

ภาชนะปิด

ลดการรบกวนจากของแข็ง/

ของเหลว เหมาะกับสาร

ระเหย

ต้องใช้เคร่ืองมือเพ่ิมเติม
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22ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Injection port : Split and Splitless
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23ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Injection port : Volume

Chromatograms comparing the 
separation obtained using a 2 µL 
injection (A), and a 4 µL injection (B) 
of a sample prepared in 50/50 v/v 
acetonitrile/water vs a 4 µL injection 
of a sample prepared in 10/90 v/v 
acetonitrile/water (C).



ส่
วน
ป
ร
ะก
อ
บ
ข
อ
ง
 G

C
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เป็นส่วนท่ีใช้แยกสารตัวอย่าง มีอยู่ 2 ประเภท
▪ Packed column

▪ Capillary column

Column
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25ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Stationary phase : GSC and GLC

https://www.glsciences.com/technique/technique_data/gc/basics_of_gc/p1_3.html

https://www.glsciences.com/technique/technique_data/gc/basics_of_gc/p1_3.html
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26ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

▪ ท าด้วยแก้ว เหล็กกล้าไร้สนิม (stainless 
steel) ทองแดง หรืออะลูมิเนียม

▪ มีความยาวประมาณ 2–6 m และมีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางภายใน 2–4 mm

▪ ภายในคอลัมน์บรรจุด้วยวัสดุรองรับ 
(substrate) ที่เป็นของแข็งท่ีมีขนาดอนุภาค
ต้ังแต่ 37–44 m ถึง 250–354 m

▪ ถ้ามีความยาวมาก คอลัมน์จะถูกขดเป็นวงกลม 
(coil) เพ่ือให้บรรจุลงในเตา (oven) ได้

Column : Packed column



ส่
วน
ป
ร
ะก
อ
บ
ข
อ
ง
 G

C

Demonstration - Wet Packing a Chromatography Column
27ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Packed column

▪ การวิเคราะห์แบบ GSC จะใช้วัสดุ
รองรับที่เป็นแข็งเป็นตัวดูดซับ 
บรรจุในคอลัมน์ เช่น ซิลิกา อะลูมินา 
เป็นต้น 

▪ การวิเคราะห์แบบ GLC ต้องใช้
ของแข็งเป็นวัสดุรองรับ (solid 
support) ฉาบด้วยของเหลวที่ท า
หน้าที่เป็นเฟสอยู่กับที่ เรียก
ของเหลวน้ันว่า ซับเสตท 
(substrate)

https://www.youtube.com/watch?v=ItTtnVKcqDw
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วัสดุรองรับ (solid support) ที่ใช้โครมาโทกราฟแีบบคอลัมน์

อะลูมนิา (Alumina)
ถ่าน (Charcoal)
ซิลิกาเจล (Silica gel)
แมกนิเซยี (Magnesia)
แมกนีเซียมคาร์บอเนต (Magnesium 
carbonate)
แคลเซียมฟอสเฟต (Calcium phosphate)
แคลเซียมคาร์บอเนต (Calcium carbonate)
อินูลิน (Inulin)
แปง้ (Starch)
ซูโครส (Sucrose)
เซลลูโลส (Cellulose)

ท
ิศ
ท
าง
ก
าร
ล
ด
ล
ง
ข
อ
ง
ก
ล
ัง
ก
าร
ด
ูด
ซ
ับ

ตัวดูดซับอย่างแรง

ตัวดูดซับปานกลาง

ตัวดูดซับอย่างอ่อน

28ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ
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29ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Capillary column

▪ ใช้ได้เฉพาะการวิเคราะห์แบบ (GLC) เท่าน้ัน 
▪ ความยาว ต้ังแต่ 10 ถึง 100 m หรือ
มากกว่า 

▪ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ภายในประมาณ 
0.2 ถึง 0.5 mm

▪ คอลัมน์แคปิลารีส่วนใหญ่หรือเกือบท้ังหมด
ท าด้วย fused silica เนื่องจากมีความ
บริสุทธ์ิสูงและมีจุดท่ีเกิดปฏิกิริยาต ่า 

▪ พ้ืนผิวนอกของท่อมักเคลือบด้วยเรซินโพลีอิ
ไมด์ (polyimide) ท าให้มีความแข็งแรงและ
ง่ายต่อการใช้งาน
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ตัวดูดซับแบบช้ันฟลิม์เคลือบอยู่บนผิวด้านในของคอลัมน์
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Column : Capillary column

https://www.glsciences.com/technique/technique_data/gc/basics_of_gc/p2_1.html

https://www.glsciences.com/technique/technique_data/gc/basics_of_gc/p2_1.html
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มีการเคลือบช้ันบางของ

วัสดุท่ีมีรูพรุนบนผนัง

ภายในของท่อ

มีการเคลือบฟลิ์มบาง

ของเฟสอยู่กับที่บน

ผนังภายในของท่อ

มีการเคลือบชั้นบางของ

วัสดุรองรับที่มีเฟสอยู่กับที่

บนผนังภายในของท่อรี
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Packed Column Capillary Column

I.D. (mm) 2 - 4 - 1

Length (m) 1 - 5 5 - 100

Thickness (µm) 3 - 10 0.1 - 5.0

theoretical plate 
number, N

2,000 - 100,000 7,500 - 300,000

N/m 2,000 - 2,500 1,500 - 5,000

Material
Glass

Stainless Steel
Fused silica

stainless steel

Inert Low High

Sample Load (µg) 10 - 20 0.05 - 3.0
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34ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Temp.

▪ คอลัมน์บรรจุอยู่ในเตาที่ควบคุมอุณหภูมิ เพ่ือท าให้คอลัมน์มีอุณหภูมิสูงพอที่จะ
ท าให้สารตัวอย่างกลายเป็นไอไดอ้ยู่ตลอดเวลา

▪ อุณหภูมิที่ใช้ต้องไม่สูงเกินไปจนท าให้ของเหลวที่เป็นเฟสอยู่กับที่กลายเป็นไอ 
▪ ปกติอุณหภูมิท่ีใช้จะต ่ากว่าระบบฉีดสารตัวอย่างประมาณ 10ºC 
▪ อุณหภูมิของคอลัมน์จมีผลต่อค่าเวลาการหน่วง (retention time) และ
ประสิทธิภาพการแยก

“ที่อุณหภูมิสูงจะท าให้ไอของสารตัวอย่างส่วนใหญ่อยู่ใน mobile 
phase เพราะการเพ่ิมอุณหภูมิจะท าให้การละลายของสารตัวอย่างใน 

stationary phase ลดลง จึงท าให้สารตัวอย่างออกมาได้อย่างรวดเร็ว 
ถ้ามีสารผสมอยู่หลายตัวก็จะท าให้สารเหล่าน้ันถูกแยกออกจากคอลัมน์

ได้ในเวลาใกล้เคียงกัน”
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Column : Oven temp.
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36ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Parameters to used

▪ Types of stationary phase
▪ Column length
▪ Inner diameter
▪ Film thickness of liquid phase 
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37ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Length

▪ Resolution is proportional to the square root of the column efficiency. 
▪ Doubling the column length will only increase the resolving power of the 

column by approximately 40%.
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38ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Inner diameter

▪ The smaller the diameter the 
greater the efficiency and 
therefore the better the 
resolution. 

▪ Reduce the diameter by half 
and the column efficiency 
doubles.
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39ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

Column : Film thickness 

▪ The greater the film thickness the greater 
the retention of a solute, therefore the 
higher the elution temperature. 

▪ As a rule, doubling the film thickness 
results in an increase in elution 
temperature of approximately 15-20°C, 
under isothermal conditions. 

▪ Using a temperature program, the increase 
in elution temperature is slightly less.

The chromatograms demonstrate the effect on elution 
temperature for a mixture of compounds using 0.32 mm 
ID columns with film thickness of 0.25 μm, 1.0 μm and 
5.0 μm. An increase in film thickness from 0.25 μm to 5.0 
μm needed a change in analysis temperature of 80°C to 
maintain the same elution time.
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40ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ

ส่วนตรวจวัด เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสารเชิงเด่ียวที่ถูกแยกออกมาจากคอลัมน์ แล้วส่ง
สัญญาณไฟฟา้ไปยังระบบประมวลผล

Detector

▪ Flame photometric detector (FID) 
ใช้ในการตรวจหาสารประกอบอินทรีย์ 
(สารประกอบที่ม ีC-C, C-H bonds)

▪ Electron capture detector (ECD) 
เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดที่ดีในการตรวจหา
สารประกอบที่มีอะตอมแฮโลเจนเป็น
องค์ประกอบ เช่น ยาฆ่าแมลง และยา
ก าจัดวัชพืช เป็นต้น 
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Detector



ประสิทธิภาพการแยก
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▪ เมื่อน าสารตัวอย่างที่ละลายใน mobile phase ใส่
ลงในส่วนบนของคอลัมน์ จะเกิดการแบ่งส่วน
ระหว่าง stationary phase กับ mobile phase 

▪ เมื่อเราเติม mobile phase เข้าไปในคอลัมน์อีก 
คือ เติมตัวชะ (eluent) มันจะผลักด้วยแรงขับ 
(driving force) ให้ mobile phase ที่มีสาร
ตัวอย่างละลายอยู่เคลื่อนที่ลงในคอลัมน์ 

▪ สารตัวอย่างที่ถูกพาลงมาจะมาพบกับ stationary 
phase ส่วนใหม่ จะเกิดการแบ่งส่วนระหว่างเฟสท้ัง
สองอีก 

▪ เมื่อเติมตัวชะต่อไปอีกเรื่อย ๆ จะท าให้สารตัวอย่าง
ถูกพาลงมาส่วนล่างของคอลัมน์ เป็นเช่นน้ีเรื่อย ๆ 
จนในท่ีสุดออกจากคอลัมน์
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Elution

▪ ถ้าโมเลกุลของตัวถูกละลายทุกตัวมี

ความประพฤติเหมือนกัน และการ

เคลื่อนที่ของโมเลกุลของตัวถูกละลาย

สามารถเคลื่อนที่ได้เท่ากันหมด ซึ่งโคร

มาโทแกรมที่เป็นอุดมคติจะเป็นโซน

แบบแถบ (band) หรือพีก ที่ไม่มี

ลักษณะการกระจาย 

▪ แต่เนื่องจากโมเลกุลของตัวถกูละลาย

ทุกตัวมีความประพฤติไม่เหมือนกัน 

บางโมเลกุลเคลื่อนที่เร็ว บางโมเลกุล

เคลื่อนที่ช้า ท าให้โครมาโทแกรมที่ได้

เป็นพีกที่มีความกว้าง (band 

broadening) 
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Elution

ลักษณะของพีกที่ได้จะกว้างหรือแคบมากน้อยแค่ไหน ขึ้นอยู่กับปัจจัย

1. การใส่สารตัวอย่างลงในคอลัมน์ 

2. การแพร่กระจายของสารตัวอย่างในคอลัมน์ จากบริเวณที่มีความ

เข้มข้นสูงสู่บริเวณท่ีมีความเข้มข้นต ่า (longitudinal diffusion) 

3. การไหลของโมเลกุลของสารตัวอย่างในคอลัมน์มีทิศทางที่แตกต่างกัน 

และได้ระยะทางที่ต่างกัน เพราะขนาดและรูปร่างของ SP ในคอลัมน์

แตกต่างกัน (Eddy diffusion) 

4. โมเลกุลของสารตัวอย่างไม่สามารถเกิดสมดุลขึ้นระหว่าง MP และ SP 

(non equilibrium mass transfer) 



ST2092312 การวิเคราะห์ด้วยเครื่องมือ 45

ป
ร
ะสิ
ท
ธ
ิภ
าพ
ข
อ
ง
ค
อ
ล
ัม
น
์

Plate theory

▪ ทฤษฎีเพลต (plate theory) เป็นแนวคิดทีใ่ช้ในการอธิบายประสิทธิภาพ

ของคอลัมน์ในเทคนิคโครมาโทกราฟใีนการแยกสารผสม

▪ โดยเปรียบเทียบคอลัมน์เป็นเสมือนการแยกตัวอย่างออกเป็นชั้น ๆ หรือ

เรียกว่า เพลตทางทฤษฎี (theoretical plates, N) ซึ่งในแต่ละเพลตทาง

ทฤษฎีจะเกิดสมดลุระหว่าง SP และ MP

▪ ประสิทธิภาพอาศัยหลัก retention time ของสาร และความกว้างของ

พีก

▪ โดยจ านวนเพลตทางทฤษฎีของคอลัมน์มผีลต่อประสิทธิภาพการแยกสาร 

หากคอลัมน์มีจ านวนเพลตทางทฤษฎี (N) สูง จะมีประสิทธิภาพในการ

แยกสารสูงขึ้น
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Plate theory

▪ สมการเพลตทางทฤษฎี (theoretical plates, N)

เมื่อ tR = เวลาการหน่วง (retention time) หรือเวลาที่สารใช้ในการออกจากคอลัมน ์

wb = ความกว้างของพีกที่ฐาน (peak width)

w1/2 or Wh = ความกว้างของพีกที่ความสูงครึ่งหนึ่ง (peak width at half height)

 
 
 

2

R

b

t
N = 16

w

 
 
 

2

R

h

t
N = 5.54

w
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Plate theory

When the retention time, tR, is held constant, 
▪ the column that produces peaks with narrower baseswill be more 

efficient – have a greater N value. 
▪ a column that produces wider peaks will be less efficient – have a 

smaller N value. 

   
  
  

2 2

R R

b h

t t
N = 16 = 5.54

w w
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Plate theory

▪ จ านวนเพลต N จะมีผลต่อลักษณะของพีก ถ้า N มีจ านวนมาก ๆ 
จะได้พีกที่มีลักษณะแคบและคมชัด 

   
  
  

2 2

R R

b h

t t
N = 16 = 5.54

w w

▪ การเปรียบเทียบค่า N ท่ีเพ่ิมข้ึนต้องเปรียบเทียบกับคอลัมน์ท่ีมีความ

ยาวเท่ากันด้วย

▪ การพิจารณาประสิทธิภาพของคอลัมน์จากจ านวนเพลต N จึงไม่

สะดวก เราใช้ค่าความสูงของเพลตทางทฤษฎี (height equivalent 

to a theoretical plate, HETP) บ่งชี้ถึงประสิทธิภาพของคอลัมน

▪ HETP (ใช้สัญลักษณ์ย่อ H) ซึ่งหมายถึงความยาวของคอลัมน์ต่อ

จ านวนเพลต N เรียกส้ันว่า plate height

H  = L/N
L = ความยาวของคอลัมน์ (cm)

N = จ านวนเพลตทางทฤษฎีในคอลัมน์
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Plate theory

▪ H  = L/N
▪ คอลัมน์ท่ีดีน้ันต้องมีค่า H น้อย น่ันคือ N ควรมีค่ามากท่ีสุดและคอลัมน์ควรส้ัน
ที่สุด เพ่ือให้ H มีค่าน้อย 

▪ เนื่องจาก N จะมีค่าได้มาก เมื่อความกว้างของพีกมีค่าน้อย
▪ สรุปได้ว่า ประสิทธิภาพของคอลัมน์จะดีเมื่อพีกที่ได้มีความกว้างน้อยหรือแคบ 
▪ ประสิทธิภาพของคอลัมน์จะลดลงเมื่อความกว้างของพีกมากขึ้น ซึ่งจะมีผลถึง
การแยกสารผสมด้วย

ค่าของ HETP ยิ่งต า่ หมายความว่าคอลัมน์มีประสิทธิภาพ
การแยกสารสูงข้ึน 
▪ ซึ่งก็คือจ านวนเพลตทางทฤษฎีที่มากขึ้น หมายถึงคอลัมน์

มีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการแยกสาร 

 
 
 

2

R

w
H = L

4t
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Van Deemter 

H = A + B/u + Cu

A = ความไม่เป็นระเบยีบของช่องทางการไหลของ

โมเลกุลในคอลัมน์ (Eddy Diffusion)

B = การแพร่กระจายของโมเลกุลตามแนวยาวของ

คอลัมน์ (Longitudinal Diffusion)

C = การต้านทานต่อการถ่ายโอนมวลของสาร (Mass 

Transfer Resistance)

u = อัตราการไหลของเฟสเคลื่อนที่ (Linear Velocity)

จากสมการ Van Deemter จะเห็นได้ว่าอัตราการไหลของ MP ส่งผลโดยตรงต่อ HETP 

และต้องมีค่าที่เหมาะสมเพ่ือให้คอลัมน์ท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด

สมการ Van Deemter เป็นสมการที่อธิบาย
ปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพของคอลัมน์ 
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ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพของคอลมัน์

▪ ความยาวของคอลัมน์ (column length, L) คอลัมน์ที่ยาวขึ้นมักมี

จ านวนเพลตสมมติมากขึ้น ท าให้ประสิทธิภาพสูงขึ้น

▪ เส้นผ่านศูนย์กลางของอนุภาคตัวพา (particle size of 

stationary phase, dp) อนุภาคท่ีมีขนาดเล็กช่วยเพ่ิมจ านวน

เพลตสมมติ แต่ท าให้เกิดความต้านทานต่อการไหลเพ่ิมข้ึน

▪ อัตราการไหลของ MP (flow rate of mobile phase, F) อัตรา

การไหลที่เหมาะสมท าให้เกิดการแพร่กระจายของสารในคอลัมน์

ลดลง

▪ ชนิดของSP ที่เหมาะสมจะช่วยให้การแยกมีประสิทธิภาพมากขึ้น
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Detector

▪ Flame ionization detector (FID)
▪ Thermal conductivity detector (TCD) 
▪ Flame photometric detector (FPD) 
▪ Nitrogen phosphorus detector (NPD) 
▪ Electron Capture Detector (ECD)  
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Detector

▪ เลือกใช้ตัวตรวจวัดชนิดใดน้ันข้ึนอยู่กับชนิดของสารและความไวของตัวตรวจวัด 
▪ ตัวตรวจวัดแต่ละชนิดเหมาะส าหรับวิเคราะห์สารแต่ละชนิดไม่เหมือนกัน

o สัญญาณรบกวนท่ีเกิดขึ้นควรน้อยมาก (low noise) 

o มีความไวสูง (high sensitivity) 

o ผลท่ีได้จากตัวตรวจวัดจะต้องเหมือนกันทุกครั้งเม่ือใช้สารตัวอย่าง

ชนิดเดียวกัน (high reproducibility) 

o ไม่ไวต่อการเปลี่ยนแปลงความดันของแก๊สตัวพาหรืออุณหภูมิ และไม่

เกิดปฏิกิริยาต่อแก๊สตัวพา 

o ไม่ท าลายหรือเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของสารที่ต้องการวิเคราะห์ ซึ่ง

มีความส าคัญมาก 

o ราคาถูก 



การท าปริมาณวิเคราะห์และการแปลผล
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▪ การหาปริมาณสารที่สนใจในสาร

ตัวอย่าง
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โครมาโทรแกรม
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โครมาโทรแกรม

▪ พีก (peaks) พีกแทนสารแต่ละชนิดท่ีถูก

แยกออกจากกัน ความสูงและพ้ืนท่ีใต้พีก

สัมพันธ์กับปริมาณสารในตัวอย่าง

▪ เวลาการหน่วง (retention time, tR) คือ

เวลาท่ีใช้ต้ังแต่การฉีดสารตัวอย่าง

จนกระท่ังสารแต่ละตัวถูกตรวจวัดท่ีตัว

ตรวจวัด

▪ Dead time หรือ hold-up time (t0) 

คือ ระยะเวลาที่แก๊สตัวพาใช้ในการเคลื่อนท่ี

ผ่านคอลัมน์โดยไม่มีการกักเก็บสารใด ๆ 

ในคอลัมน์
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โครมาโทรแกรม

▪ ตัวแปรการหน่วง (retention factor, k) 
เป็นค่าที่ใช้ในการอธิบายพฤติกรรมของ
สารตัวอย่างที่เราสนใจว่าจะใช้เวลาอยู่ใน 
SP นานเท่าใด (tR) เมื่อเทียบกับสารที่ถือ
ว่าไม่ถูกหน่วงใน SP เลย (t0)

o ถ้า k=0 หมายถึง สารตัวอย่างใช้เวลาอยู่ใน 

SP เป็นศูนย์เท่าของเวลาที่อยู่ใน MP ซึ่งก็คือ

ไม่ถูกหน่วงในคอลัมน์เลย

o ถ้า k=1 หมายถึง สารตัวอย่างใช้เวลาอยู่ใน SP

มากกว่าใน SP เป็น 2 เท่าของเวลาที่อยู่ใน

คอลัมน์ นั่นคือ tR ของพีกที่ออกมาจะใช้เวลา

เป็นสองเท่าหรือมากกว่าเช่นกนั
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โครมาโทรแกรม

▪ รูปทรงของพีก (peak shape) พีกที่มีรูปทรงสมมาตรและแคบบ่งบอกถึงการ
แยกที่มีประสิทธิภาพและระบบที่ท างานได้ดี 

▪ พีกที่มีหาง (tailing) หรือแบน (fronting) อาจบ่งชี้ปัญหากลไกการแยก
ระหว่างสารตัวอย่างกับ SP หรือความผิดปกติของคอลัมน์
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โครมาโทรแกรม

ฐานของพีก (peak baseline) คือ เส้นฐานท่ีคงท่ีและราบเรียบเป็นส่ิงส าคัญในการ

วัดพ้ืนท่ีใต้พีกและการค านวณปริมาณสาร การส่ันหรือความไม่เสถียรของฐานพีก

อาจเกิดจากสัญญาณรบกวนของตัวตรวจวัด หรือปัญหาในระบบแก๊สตัวพา
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ประสิทธิภาพการแยก

▪ ประสิทธิภาพการแยก (resolution, R or Rs) คือ การวัดความสามารถในการ

แยกพีกที่อยู่ใกล้เคียงกัน 

▪ ปริมาณการแยกระหว่างพีก 2 พีก คือความแตกต่างระหว่าง tR ระหว่างพีกท้ัง

สองกับผลรวมของครึ่งหน่ึงของความกว้างของพีกท้ังสอง

▪ ถ้า tR ของพีกท้ังสองแตกต่างกันมาก การแยกจะเกิดได้ดี แต่ถ้าความกว้างของ

พีกมีค่ามาก การแยกเกิดขึ้นได้ไม่ดี ส าหรับพีกที่สมมาตรคือมีรูปร่างเป็น 

normal gaussian shape โดยการแยกที่ดีจะมีระยะห่างระหว่างพีกที่ชัดเจน 

โดยไม่เกิดการทับซ้อนกันของสัญญาณ
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ประสิทธิภาพการแยก

2 1 2 1R R R R

1 21 2

t - t 2(t - t )
R = = 

w + ww w
+

2 2
 
 
 

เมื่อ tR1 และ tR2 = tR ของพีกที่ 1 และ 2 ตามล าดับ

 w1 และ w2 = ความกว้างของฐานพีกที่ 1 และ 2 

ตามล าดับ

ส าหรับพีกที่สมมาตรและมีค่า R = 1 จะมีพ้ืนที่พีกที่ซ้อน
กันเพียง 2% ซึ่งเพียงพอส าหรับงานวิเคราะห์เชิง
ปริมาณ ถ้าการแยกมีค่าเท่ากบั 1.5 พีกสามารถแยก
ออกจากกนัได้สมบูรณ ์
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Qualitative analysis

▪ เปรียบเทียบค่า tR หรือVR ของสารตัวอย่างกับสารมาตรฐาน
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Quantitation

▪ วัดค่าความสูงของพีก (peak height) วัด
ได้จากการลากเส้นฐาน (base line) ของ
พีก แล้วลากเส้นตรงจากส่วนยอดตาม
แนวด่ิงจนถึงเส้นฐาน ระยะทางของ
เส้นตรงจากฐานถึงส่วนยอดของพีก

▪ วัดพ้ืนที่ใต้พีก (peak area) ปริมาณ
สารตัวอย่าง โดยพ้ืนท่ีใต้พีกน้ันมี
ความสัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณสาร
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Quantitation : Peak area

▪ วิธีเทียบกับสารมาตรฐาน 

▪ วิธีค านวณโดยใช้บัญญัติไตรยางศ์ 

▪ วิธีสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve)

▪ วิธีเติมสารมาตรฐาน (standard addition method) 

▪ วิธี internal standard
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Quantitation : Calibration curve
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Quantitation : Calibration curve
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Quantitation : Standard addition method
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Quantitation : Internal addition method
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Quantitation : Internal addition method



#กิจกรรม work@class

แบ่งกลุม่ท ากจิกรรม 4.1

มอบหมายโจทย์ให้แต่ละกลุ่ม
ระดมสมองแก้ไขโดยวิธีการ
ร่วมแสดงความคิดเห็น 

ให้แต่ละกลุ่มน าเสนอ วิธีการแก้ไขโจทย์ปัญหา 

1) หลักการส าคัญหรือหลักพ้ืนฐานที่ถูกต้อง

2) วิธีการค านวณค่าที่ถูกต้อง

3) วิธีอธิบายเชิงพฤติกรรม (วิธีปฏิบัติ) ที่ถูกต้อง

โดยให้กลุม่อื่น ๆ รับฟงั และซักถามในข้อทีส่งสัย
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