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Capillary Electrophoresis Theory and Background
Electrophoresis หมายถึง การเคลื่อนที่ของอนุภาคที่มีประจุที่อยูในรูปของสารละลาย

หรือแขวนลอยอยูในสารละลายอิเล็กโทรไลต โดยมีไฟฟาวิ่งผาน แคตไอออนในสารละลาย
จะวิ่งไปที่ข้ัวแคโทดซึ่งเปนขั้วลบ  แอนไออนจะไปที่ข้ัวแอโนดซึ่งเปนขั้วบวก สวนอนุภาคที่
เปนกลางจะไมว่ิงเขาสูข้ัวใดเลย

ตามที่คุนเคยกันมา electrophoresis มักจะทํ าบนแผนกระดาษ ซึ่งตองใชเวลาในการ
วิเคราะหนาน เพราะจะตองใชศักยไฟฟาตํ่ าเพื่อปองกันความรอนที่เกิดขึ้น ซึ่งถาใชศักยไฟฟา
สูงจะรบกวนความคมชัดของแถบ (band) ที่ได นอกจากนั้นแลวแถบที่แยกออกมาตองนํ ามา
ทํ าใหเกิดสี แตในปจจุบัน capillary electrophoresis (CE) จะสามารถระบายความรอนที่เกิด
ข้ึนออกทางหลอดรูเล็กได

หลักการของ CE เกี่ยวของกับการใหศักยไฟฟาสูงตั้งแต 10 ถึง 30 กิโลโวลต แก
หลอดรูเล็ก (capillary tube) ที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางตั้งแต 25 ถึง 100 ไมโครเมตร  บรรจุ
ดวยสารละลายอเิล็กโทรไลต โดยที่ปลายทั้ง 2 ขาง ของหลอดรูเล็กจะจุมอยูในภาชนะบรรจุ
สารละลายอิเล็กโทรไลต เมื่อมีการใหศักยไฟฟาจะทํ าใหไอออนในตัวอยางวิ่งไปที่ข้ัวไฟฟา
แตละขั้ว ตัววัดสัญญาณสวนใหญเปนแบบยูวี ซึ่งใหรูปแบบการตอบสนองเปนสัญญาณตอ
เวลา เรียกวา electropherogram สวนการไหลของอเิล็กโทรไลตไปตามหลอดรูเล็กนี้ เปนไป
ตามรูปแบบ electroendosmotic flow หรือ EOF ซึ่งทํ าใหเวลาในการวิเคราะหลดลง

รูปที่ 1   แสดงการทํ างานของ Capillary Electrophoresis
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รูปที่ 2   แสดงองคประกอบของเครื่องมือ  CE

Electroendosmotic flow (EOF)
ผนังของหลอดรูเล็กซึ่งทํ าดวย fuse silica ประกอบดวย silanols ซึ่งจะแตกตัวเปน

ไอออนเมื่อบรรจุอิเล็กโทรไลตที่มี pH สูง โดยทํ าใหผนังของหลอดรูเล็กมีประจุลบ ไอออน
ของโลหะซึ่งมีประจุเปนบวกจึงเขาไปเกาะติด เมื่อใหศักยไฟฟาเขาสูหลอดรูเล็ก แคตไอออน
และโมเลกุลของนํ้ าที่ลอมรอบจึงเคลื่อนที่ไปสูข้ัวแคโทด เปนผลใหสารละลายเคลื่อนที่ไปยัง
ตัววัดสัญญาณ นั่นคือเปนการผลักดันไอออนไปตามหลอดรูเล็กผานตัววัดสัญญาณ  สวนอิ
เล็กโทรไลตที่มี pH ตํ่ า silanols จะไมแตกตัว ดังนั้นอัตราการไหลจึงชามากหรือสารละลาย
อาจไมเคลื่อนที่เลยก็ได

รูปที่ 3  แสดงไดอะแกรม Electroendosmotic flow (EOF)
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รูปที่ 4   แสดงกระบวนการแตกตัวของ Silanol   

การไหลแบบ EOF นั้นเปน plug-like ไมใชเปนแบบ laminar เหมือนการไหลในหลัก
การของ HPLC ขอดีของ EOF ก็คือความเร็วในการไหลเทากันทั่วทั้งหลอด เปนการลดการ
เกิด band broadening

การฉีดตัวอยาง
การฉีดตัวอยางเขาไปในหลอดรูเล็กมี 3 แบบ ดังรูป

รูปที่ 4   แสดงวิธีการฉีดตัวอยางเขาสู CE   
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Capillary electrochromatography (CEC)
Capillary electrochromatography (CEC) เปนเทคนิคที่รวมเอาเทคนิค HPLC และ CE 

เขาดวยกัน โดยที่หลอดรูเล็กจะบรรจุดวยสารชนิดเดียวกับที่บรรจุในคอลัมนของ HPLC จาก
นั้น EOF จะดันตัวทํ าละลายเขาไปในหลอดรูเล็ก แลวเขาสูตัววัดสัญญาณ

โดยระหวางการเคลื่อนที่ของไอออนเขาสู ตัววัดสัญญาณ จะเกิด differential 
partitioning และ electrophoretic migration ข้ึน ทํ าใหเกิดการแยกที่ดี ลดการเกิด band 
broadening เปนการเพิ่มประสิทธิภาพการแยก นอกจากนี้ยังไมเกิดความดันยอนกลับ (back 
pressure) อีกดวย

รูปที่ 5. แสดง การทํ างานของ Capillary electrochromatography(CEC)

การใช  เทคนิคหลอดรู เล็ กแยกสารในเครื่ องมือ  e l e c t r o p h o r e s i s  และ  
electrochromatography กอใหเกิดอัตราการไหลของสารละลายอยู ในรูปแบบของ 
electroendosmotic flow ดวยอัตราการไหลเทากันทั่วทั้งหลอด ซึ่งจะผลักดันไอออนไปตาม
หลอดรูเล็ก เพื่อผานตัววัดสัญญาณ ทํ าใหเกิดการแยกสารที่ดี ลดการเกิด band broadening 
ลดเวลาการวิเคราะหลง จึงเปนแนวทางการเพิ่มประสิทธิภาพการวิเคราะหอีกแนวทางหนึ่ง

เทคนิคนี้สามารถประยุกตใชกับงานวิเคราะหโปรตีน เปบไตด กรดอะมิโน กรด
นิวคลีอิก งานทางดานยา กรดอินทรียและกรดอนินทรีย รวมถึงแอนไอออนและแคตไอออน
ที่มีระดับความเขมขนตํ่ า
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