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บทคัดยอ 

 
 ในงานวิจัยนี้ไดใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) กับลิแกนดท่ี

เปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (CuL) มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอร pyrocathechol violet (PV) ในสารละลายบัฟเฟอรของ HEPES ท่ี pH 7.4   

ในตัวทําละลายผสมของ 80:20 CH3CN/H2O ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดฮิสทิดีนดวยวิธีนี้เปน

ผลเนื่องมาจากการท่ีมีระยะหางท่ีเหมาะสมระหวาง Cu2+ ท้ังสองอะตอม เนื่องจากการท่ีสารประกอบ 

CuL มีโครงสรางท่ีไมยืดหยุนเนื่องจากมีคาลิกซ[4]แอรีนท่ีมีรูปทรงแบบโคนเปนองคประกอบภายใน

โมเลกุล นอกจากนี้แลวความเกะกะของหมูไทรพอดเอมีนยังมีสวนชวยในการควบคุมระยะหางระหวาง

อะตอมของคอปเปอรท้ังสองอะตอมอีกดวย นอกจากนี้ยังสามารถตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบน

อุปกรณกระดาษโดยใชเอนเซมเบิล [CuL•PV] ได 
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Abstract 

 
 Using a dinuclear copper(II) complex of  p-tert-butylcalix[4]arene, CuL, that was 

found to have high affinity for histidine in 80:20 MeCN/water HEPES buffer solution at pH 

7.4 by a colorimetric indicator displacement assay (IDA). Sensing is efficiently signaled 

through the displacement of the indicator pyrocatecholviolet (PV) form the ensemble 

[CuL•PV] cavity, monitoring its yellow color.  Recognition selectivity is thus ascribed to 

the tuning of the distance between Cu2+-Cu2+ distance in the CuL structure by the 

inflexible structure of calix[4]arene scaffold in the cone conformation and steric 

hindrance between the two bulky tripodal amine parts. Moreover, the determination of 

His on paper based device using [CuL•PV] ensemble was also reported. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (Indicator Displacement Assays หรือ IDAs) (1-2) เปน
วิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมีในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควา
เลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเคเตอรท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณ (sensory unit)  การ
ตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวาง
สารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรท่ี
เชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดยสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยา
ระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจ  ไดจากการเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบตางๆ  โดยใช
เครื่องมือวิเคราะหท่ีไมยุงยาก  หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายดวยตาเปลา  ซ่ึง
การตรวจวัดสารท่ีสนใจดวยวิธีการดังกลาวจะมีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไดเปนอยางดี  และ
เทคนิคท่ีกลาวมาขางตนสามารถนํามาใชในการตรวจวัดแอนไอออนท่ีมีความสําคัญตอกระบวนการทาง
ชีวภาพตางๆได  เชน  การตรวจวัดปริมาณไพโรฟอสเฟตแอนไอออน(3-5)  

ในป พ.ศ. 2553 ไดมีการรายงานวากรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) สามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้ทาง
ชีวภาพในรางกายของหญิงท่ีมีภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภได ซ่ึงภาวะดังกลาวนั้นจะมีปริมาณ
ของไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนเปนองคประกอบหลัก (Histidine-Rich Glycoprotein หรือ 
HRG) อยูในสภาวะท่ีต่ํากวาปกติ (6) ในปจจุบันวิธีการท่ีใชตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนในทางการแพทย
ได แก เทคนิค  High Performance Liquid Chromatography หรื อ  HPLC  ซ่ึ ง เทคนิ คดั งกล า ว
จําเปนตองใชเครื่องมือท่ีมีราคาแพง  เนื่องจากผูวิจัยมีความชํานาญในการสังเคราะหลิแกนดท่ีเปน
อนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีน (5,7-10) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเสนอวิธีการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวย
เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร 
(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีนเปนโมเลกุลรีเซบเตอร และใชอินดิเคเตอรชนิดตาง ๆ ท่ี
มีความเหมาะสมในการตรวจวัดเปนหนวยใหสัญญาณ โครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีใชใน
งานวิจัยนี้และโครงสรางของกรดอะมิโนฮิสทิดีน แสดงไดดังรูปท่ี 1.1 นอกจากนี้ทางกลุมผูวิจัยยังสนใจท่ี
จะพัฒนาวิธีการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเอนเซมเบิลท่ีเตรียมข้ึนจากสารประกอบโคออรดิเนชัน
ดังกลาวบนอุปกรณกระดาษ  เนื่องจากขอดีของการตรวจวัดบนอุปกรณดังกลาวคือใชรีเอเจนตและสาร
ตัวอยางในปริมาณนอย และท่ีสําคัญคือในปจจุบันนี้ยังไมมีการนําเทคนิคการตรวจวัดดวยเทคนิคการถูก
แทนท่ีของอินดิเคเตอรมาประยุกตใชในการตรวจวัดเกสตโมเลกุลบนอุปกรณกระดาษ 
 



 
2 

 

 
                     M = Cu2+  
       (ก)       (ข) 
รูปท่ี 1.1  โครงสรางของ (ก) สารประกอบโคออรดิเนชันท่ีใชในงานวิจัยนี้และ (ข) กรดอะมิโนฮิสทิดีน 
(His) 
 

1.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ  

 1.2.1 เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร 
เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (IDAs) (1-2) เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมี

ในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเค
เตอร (indicator) ท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณโดยท่ีอันตรกิริยาดังกลาวสามารถเกิดการผันกลับได  
การตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกัน
ระหวางสารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีตองการทําการตรวจวัดสามารถ
เขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร ท่ีเชื่อมตออยู กับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดยสามารถติดตามการ
เปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจากการเปลี่ยนแปลง
สัญญาณในรูปแบบตางๆ  ข้ึนอยูกับชนิดของอินดิเคเตอร  หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของ
สารละลาย  ซ่ึงสีของสาระลายท่ีเกิดข้ึนในข้ันแรกจะเปนสีของสารละลายระหวางรีเซ็บเตอรกับอินดิเค
เตอร  หรือท่ีเรียกวา  เอนเซมเบิล (ensemble)  โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลจะตองมีความ
แตกตางจากสีของอินดิเคเตอรในรูปอิสระอยางชัดเจน  เม่ือโมเลกุลสารท่ีสนใจเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร
ในสารละลายเอนเซมเบิลได  จะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสขีองเอนเซมเบิลไปเปนสี
ของอินดิเคเตอรอิสระ  สิ่งท่ีสําคัญคือการท่ีโมเลกุลของสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรได
นั้นคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบระหวางสารท่ีสนใจกับหนวยเลือกจับ (KRA) จะตองมีคามากกวา
คาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบของเอนเซมเบิล (KRI) ซ่ึงกลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวย
โมเลกุลสารท่ีสนใจแสดงไดดังรูปท่ี 1.2   
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รูปที ่2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร์ดว้ยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 

 
รูปท่ี 1.2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 

 
ตัวอยางของอินดิเคเตอรท่ีนํามาใชในเทคนิค IDA ไดแก  Pyrocatechol Violet (PV), 

Pyrogallol Red (PGR), Zincon (ZC), fluorescein (FLR), Mordant Blue 9 (MB 9) เปนตน 
โครงสรางของอินดิเคเตอรดังกลาวแสดงดังรูปท่ี 1.3 
             

 
     PV                    PGR           ZC 
 

      
                       FLR     MB 9   

รูปท่ี 1.3 โครงสรางของอินดิเคเตอร PV, PGR, ZC, FLR และ MB9 
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เทคนิค IDA เปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจวัดสารท่ีสนใจไดท้ังแคทไอออนและแอน

ไอออน  ซ่ึงเทคนิคดังกลาวเปนวิธีการตรวจวัดท่ีมีขอดีกวาการใชโมเลกุลทางเซ็นเซอรเคมีในการตรวจวัด
โดยตรง  เนื่องจาก IDA เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตในการเชื่อมตอ
ระหวางโมเลกุลของรีเซ็บเตอรกับอินดิเคเตอร  จึงทําใหงายและไมเสียเวลามากในการเตรียมเซ็นเซอร
เพ่ือใชในการตรวจวัด  รวมท้ังยังสามารถเปลี่ยนชนิดของอินดิเคเตอรท่ีนํามาใชในการเชื่อมตอกับ
โมเลกุลของรีเซ็บเตอรชนิดเดียวกันได  ดวยประโยชนและขอดีตางๆท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหเปนท่ีนิยม
ใชเทคนิค IDA ในการตรวจวัดแอนไอออนท่ีมีความสําคัญตอกระบวนการทางชีวภาพตางๆ  ไดแก  การ
ตรวจวัดปริมาณไพโรฟอสเฟตแอนไอออน  เปนตน 
 

1.2.2 อุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษ (11) 
 เทคโนโลยีของไหลจุลภาค (microfluidic technology) เปนเทคโนโลยีท่ีเก่ียวของกับการ
จัดการของไหลปริมาณนอยระดับนาโนลิตรถึงไมโครลิตรท่ีไหลในทอ(หรืออยางนอยดานใดดานหนึ่งของ
ทอ) ท่ีมีขนาดระดับไมโครเมตรถึงนาโนเมตร ในปจจุบันเทคโนโลยีของไหลจุลภาคไดมีการศึกษาและ
พัฒนาเพ่ือนํามาใชเปนทางเลือกใหมในการวิเคราะหสาร โดยการยอขนาดของกระบวนการวิเคราะห
แบบดั้งเดิม มาไวในอุปกรณตรวจวัดขนาดเล็กท่ีเรียกวา อุปกรณตรวจวัดของไหลจุลภาค (microfluidic 
device) จุดประสงคของอุปกรณดังกลาวคือเพ่ือใหการวิเคราะหทุกข้ันตอนเกิดภายในอุปกรณเดียว ใช
ปริมาณสารตัวอยางและรีเอเจนทนอย สามารถพกพาเปนอุปกรณภาคสนาม และมีราคาถูก โดยวัสดุท่ี
นิยมใชในการสรางอุปกรณดังกลาวไดแก ซิลิกอน แกว หรือพลาสติก ในปจจุบันกระดาษกรอง (filter 
paper) เปนวัสดุท่ีไดรับความสนใจนํามาสรางอุปกรณตรวจวัดเปนอยางมากและเรียกอุปกรณชนิดนี้วา 
อุปกรณตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษ หรืออุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษ (microfluidic 
paper-based analytical device) ซ่ึงอุปกรณตรวจวัดชนิดนี้มีวิธีการผลิตท่ีไมยุงยาก ผูทําการทดลอง
ไมจําเปนตอง เปนผูชํานาญการ เนื่องจากกระดาษกรองมีราคาถูกดังนั้นคาใชจายในการผลิตจึงมีคาต่ํา   
ในการสรางอุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษนั้นทําไดโดยการนํากระดาษมาสรางขอบเขตเปนบริเวณชอบ
น้ํากับบริเวณไมชอบน้ํา เพ่ือใหมีการไหลของสารตัวอยางบนกระดาษในบริเวณท่ีชอบน้ําดวยแรงคาพิล
ลารี่และเกิดปฏิกิริยากับรีเอเจนตท่ีถูกตรึงอยูบนกระดาษ 
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1.2.3 ความสําคัญของกรดอะมิโนฮิสทิดีน 

กรดอะมิโนเปนหนวยท่ีเล็กท่ีสุดของโปรตีน มีสูตรเคมีท่ัวไปคือ NH2-CHR-COOH     กรดอะมิ
โนท่ีจําเปนในรางกายมีอยูดวยกันท้ังหมด 20 ชนิด โดยแตละชนิดจะแตกตางกันท่ีหมู R  จึงทําใหมี
คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีท่ีแตกตางกัน ปริมาณของกรดอะมิโนในรางกายถามีมากหรือนอยเกินไป
จะมีผลตอการเกิดโรค เชน ปริมาณของไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Histidine – Rich 
Glycoprotein หรือ HRG) พบวาเม่ือหญิงตั้งครรภมีปริมาณ HGR ต่ําจะกอใหเกิดภาวะความดันโลหิต
สูงขณะตั้งครรภได ความเขมขนของ HGR ในพลาสมาของหญิงตั้งครรภแสดงไดในตารางท่ี 1.1 
 
ตารางท่ี 1.1 ระดับความเขมขนของ HGR ในพลาสมา 
 

หญิงตั้งครรภ ความเขมขน HGR (µg/L) 
อายุครรภ 
10 สัปดาห 

อายุครรภ 
25 สัปดาห 

อายุครรภ 
28 สัปดาห 

อายุครรภ 
33 สัปดาห 

อายุครรภ 
37 สัปดาห 

ปกติ 55.91 42.76 33.76 29.15 28.37 
ความดันโลหิตสูง 40.13 30.12 25.64 26.19 27.00 

 

ภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภ (Pregnancy Induced Hypertension) หมายถึงการมี
ความดันโลหิตท่ีสูงขณะตั้งครรภ 20 สัปดาห ภาวะดังกลาวนี้เปนภาวะแทรกซอนท่ีพบบอยและสามารถ
เกิดไดทุกระยะของการตั้งครรภ ท้ังกอนคลอด ระยะคลอด และหลังคลอด ถาเกิดในระยะกอนคลอดอาจ
พบภาวะแทรกซอน เชน ภาวะชัก รกลอกตัวกอนกําหนด และในระยะหลังคลอดจะพบภาวะแทรกซอน 
เชน ภาวะชัก ตกเลือดหลังคลอด อันเปนสาเหตุการตายท้ังของมารดาและทารก ฉะนั้นการปองกันและ
แกไขเพ่ือไมใหเกิดภาวะแทรกซอนเหลานี้จึงมีความสําคัญเปนอยางยิ่ง ปจจุบันพบวาอัตราการเกิดภาวะ
ความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภมีแนวโนมสูงข้ึน ทําใหตระหนักถึงความสําคัญของปญหาท่ีเกิดข้ึน 

 สาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะดังกลาวนี้คือ การหดเกร็งของหลอดเลือด (Vasospasm) เปน
พยาธิสภาพประการแรกท่ีเกิดข้ึนในภาวะความดันโลหิตสูงในหญิงตั้งครรภ ซ่ึงมีผลทําใหแรงตานการ
ไหลเวียนของโลหิตมีมากข้ึน สงผลใหเสนเลือดมีการหดรัดตัวเพ่ิมข้ึน และยังสงผลใหเกล็ดเลือดและ 
fibrinogen ซ่ึงอุดมไปดวยไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Histidine – Rich Glycoprotein หรือ 
HRG) ถูกทําลายจนลดนอยลง ทําใหพลาสมารั่วไหลออกนอกเสนเลือดมากข้ึน จากการศึกษาพบวาหญิง
ท่ีมีภาวะความดันโลหิตสูงระดับของ HRG จะลกลงในขณะตั้งครรภ ในขณะท่ีหญิงท่ีไมมีภาวะความดัน
โลหิตสูงนั้นปริมาณ HRG จะอยูในสภาวะปกติ ดังนั้นจึงสามารถใชปริมาณของ HRG มาใชเปนตัวบงชี้
ทางชีวภาพของผูปวยท่ีอยูในภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภ 
 

1.3 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ  

 1.3.1 การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของกับการตรวจวัดดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิ
เคเตอร 
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Jae Han Lee และคณะ (4) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชัน (1) และ    อินดิเคเตอร 

pyrocatechol violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน หรือ PPi 
ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร  จากการศึกษาพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสี
เหลือง  แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (1) จะเปลี่ยนเปนสีฟา  และมีคาคงท่ี
ความเสถียรของเอนเซมเบิล [1·PV] เทากับ  (1.4 ± 0.1) × 105 M-1 นอกจากนั้นยังพบวาสารละลาย
เอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง  เนื่องจาก PPi 
สามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ในเอนเซมเบิลดังกลาวได  และเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลาย
จากสีฟากลับมาเปนสีเหลืองดั้งเดิมของ PV ในรูปอิสระ  โดยจากการคํานวณคาคงท่ีความเสถียรระหวาง
สารประกอบโคออรดิเนชัน (1) กับ PPi มีคาเทากับ (5.39 ± 0.03) × 1010  M-1  ซ่ึงมีคามากกวาคาคงท่ี
ความเสถียรของเอนเซมเบิล 

 

 
                                                
                                     (1)      PPi 

 
Sarayut Watchasit และคณะ (5) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรคอป

เปอร (II) กับ    ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีน (2) มาใชเปนโมเลกุลของรีเซ็บเตอรในการ
ตรวจวัด PPi ดวยเทคนิค IDA โดยใช PV เปนอินดิเคเตอร ในสารละลายบัฟเฟอร 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM  HEPES ท่ี pH 6.4  จากการทดลองพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระ
จะมีสีเหลือง  แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (2) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว  และมี
คาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิลเทากับ 1.30 × 104 M-1 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซมเบิลดังกลาว
สามารถนํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง  โดยพบวาเม่ือมี PPi อยูในระบบ 
PPi สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (2) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเขียวกลับไปเปนสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระได โดยมีคาคงท่ี
ความเสถียรของการเกิดสารประกอบเทากับ 5.2 × 105 M-1 
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Ojida และคณะ (12) ไดศึกษาการสังเคราะหลิแกนดท่ีมีแอนทราซีนเปนหนวยใหสัญญาณ และ
มี dipicolyamine (DPA) เปนหนวยเลือกจับ (3) และ (4) จากการศึกษาพบวาโมเลกุลของลิแกนด
ดังกลาวสามารถเกิดพันธะโคออรดิ เนชันได กับไอออนของโลหะ Zn2+ ได และยังสามารถนํา
สารประกอบดังกลาวมาใชเปนฟลูออเรสเซนตเซ็นเซอร สําหรับเปปไทดท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนหรือ
กรดอะมิโนท่ีมีหมูฟอสเฟตเปนองคประกอบภายในโมเลกุล โดยท่ีโมเลกุลเปปไทดดังกลาวใชอะตอมของ
ไนโตรเจนในหมูของอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮิสทิดีน และอะตอมของออกซิเจนของหมูฟอสเฟตในสาย
เปปไทดเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับไอออน Zn2+ โดยสามารถติดตามอันตรกิริยาท่ีเกิดข้ึนจาก
สัญญาณฟลูออเรสเซนตของสารประกอบท่ีเพ่ิมข้ึน 

 
 

N

N

N

N

N

N

N

N

 
      (3)                                  (4) 

  
Sun และคณะ (13) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันของ Ni2+ และอินดิเคเตอร murexide 

(3) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีสามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงได
ดวยตาเปลา โดยใชเทคนิคการถูกแทนท่ี จากการศึกษาพบวาสารละลาย murexide (5) เม่ืออยูในรูป
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อิสระจะมีสีมวง แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชันกับ Ni2+จะเปลี่ยนเปนสีเหลือง 
และมีคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล [Ni•murexide] (6) เทากับ 1.83 x 106 M-1 นอกจากนั้นยัง
พบวาสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชในการตรวจวัดฮิสทิดีน ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง 
เนื่องจากฮิสทิดีนสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร murexide ในเอนเซมเบิลดังกลาวได และเกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีเหลืองกลับมาเปนสีมวงของ murexide ในรูปอิสระ โดยจากการ
คํานวณคาคงท่ีความเสถียรระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันกับฮิสทิดีน [Ni•(Histidine)2] (7)  
พบวามีคาเทากับ 3.06 x 1012  M-1 และการศึกษาผลของ pH พบวาการเปลี่ยนแปลง pH นั้นมีผลนอย
มากตอการตรวจวัด โดยชวงของ pH ท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดนั้นอยูในชวง (pH 7.5–8.0)  
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O

O

O

O

Ni
O

3
N H
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O
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    (5)          (6)            (7) 

 
Hortala และคณะ (14) ไดนําวิธีการถูกแทนท่ีของฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอร eosine Y (8) 

มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโน และใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) 
เปนโมเลกุลของรีเซบเตอร (9) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.05 M HEPES ท่ี pH 7 เปนตัวทําละลาย 
จากการศึกษาพบวาเอนเซมเบิลของ [(8).(9)] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนฮิส
ทิดีนมากท่ีสุด ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮิสทิดีนเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับอะตอมของคอปเปอร 
(II) ท้ังสองอะตอม โดยใชไนโตรเจนในวงอิมิดาโซลเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนไดเปนสารประกอบ (10)   
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N

N

Cu2+
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2+CuNN

                          
                (8)           (9)             (10) 
     1.3.2  การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของกับการนําเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรมา
พัฒนาบนอุปกรณกระดาษ 
 ในปจจุบันยังไมพบการรายงานการนําเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรมาพัฒนาบน
อุปกรณกระดาษแตอยางใด   ซ่ึงผูวิจัยขอนําเสนอตัวอยางการรายงานการตรวจวัดปริมาณกรดอะมิโน
รวมท่ีไดจากสารสกัดจากใบชาบนอุปกรณกระดาษ (15)  โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาของสารประกอบนิน
ไฮดรินกับหมูฟงกชั่น   เอมีนท่ีอยูในโครงสรางของกรดอะมิโนไดเปนสารประกอบสีมวง  ในงานวิจัย
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ดังกลาวนี้ทางคณะผูวิจัยไดเตรียมอุปกรณกระดาษแบบงายโดยใชอุปกรณคือกระดาษกรอง และ wax 
pen โดยนํา wax pen มาวาดลวดลายบนกระดาษกรอง ดังแสดงในรูปท่ี 1.4(ก) หลังจากนั้นนํา
กระดาษกรองท่ีวาดลวดลายแลวมาใหความรอน ซ่ึงไขท่ีอยูบนกระดาษจะทําหนาท่ีเปนสวนท่ีไมชอบน้ํา 
การตรวจวัดนั้นในข้ันแรกจะทําการหยดสารประกอบนินไฮดรินเขมขน 2% ปริมาตร 15 µL ลงบนหลุม
กลมท้ัง 6 ชองท่ีอยูตรงสวนปลายของอุปกรณและท้ิงใหแหงเปนเวลา 9 นาที หลังจากนั้นทําการหยด
สารละลายมาตรฐานของสารตัวอยาง (ในงานวิจัยนี้ไดนํากรดกลูตามิกมาใชเปนสารมาตรฐานและสาร
ตัวอยาง) ท่ีมีความเขมขนตาง ๆ กันลงไปในหลุมดังกลาวจํานวน 5 ชอง หลุมละ 1 µL  สวนในชอง
สุดทายใหหยดสารละลายของสารตัวอยางท่ีสกัดจากใบชา  หลังจากนั้นนําอุปกรณดังกลาวไปใหความ

รอนในตูอบท่ีอุณหภูมิ 80° C เปนเวลา 15 นาที จะปรากฏสีมวงท่ีมีความเขมของสีท่ีแตกตางกันข้ึนกับ
ความเขมขนของสารมาตรฐานท่ีใช ดังแสดงในรูปท่ี 1.4(ข)  
 

   
   (ก)       (ข) 
 
รูปท่ี 1.4 (ก) การออกแบบอุปกรณกระดาษท่ีใชในงานวิจัยของ Xu และ (ข) อุปกรณกระดาษท่ีใชใน

งานวิจัยของ Xu ภายหลังจากการนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 80° C เปนเวลา 15 นาที 
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1.4 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 เพ่ือพัฒนาการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรบน

อุปกรณกระดาษ 

 

1.5  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 1.5.1 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีนท่ีมีหมู  
ไทรโพดอลเอไมดเปนองคประกอบ (L)   

1.5.2 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของ    
คอปเปอร (II) กับลิแกนด L (CuL) 
 1.5.3 ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ    
โคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนในระบบ
แบ็ตซ (batch system)   
 1.5.4 ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ    
โคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีน
บนอุปกรณกระดาษ  โดยนําเอนเซมเบิลท่ีไดจากหัวขอ (1.5.3) มาพัฒนาการตรวจวัดบนอุปกรณ
กระดาษ 
 

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ดานวิชาการ : ไดชุดตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบนอุปกรณกระดาษดวยเทคนิคการถูกแทนท่ี

ของอินดิเคเตอรท่ีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  

ดานสังคมและขุมชน : อุปกรณตรวจวัดท่ีจะพัฒนาข้ึนในงานวิจัยนี้สามารถนํามาใชเปน

ประโยชนในทางการแพทย 



 

บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
2.1  เครื่องมือและอุปกรณ 

 2.1.1  ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร (HP Hewlett Packard G1103A) 

 2.1.2  เครื่อง Nuclear magnetic Resonance, NMR (broker, Advance Ultrashield  

400 MHz) 

 2.1.3 เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  

 

2.2  สารเคมี 

Acetonitrile    CH3CN   A.R.Grade (FLUKA) 

Hydroxyethyl piperazineethane sulfonic acid (HEPES) C8H18N2O4S A.R.Grade (FLUKA) 

L-Alanine    C3H7NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Arginine    C6H14N4O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Asparagine    C4H8N2O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Aspartic acid    C4H7NO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Glutamic acid   C5H9NO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Glutamine    C5H10N2O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

Glycine     C6H9N3O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Histidine    C6H14N4O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Isoleucine    C6H13NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Leucine    C6H13NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Lysine    C6H14N2O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Methionine    C5H11NO2S  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Phenylalanine   C9H11NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Proline     C5H9NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Serine    C3H7NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Threonine    C4H9NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Tryptophan     C11H12N2O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Tyrosine    C9H11NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Valine    C5H11NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

N-acetyl Histidine   C8H11N3O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

Pyrocatechol violet    C19H14O7S  A.R.Grade (FLUKA) 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีนท่ีมีหมู

ไทรโพดอลเอไมดเปนองคประกอบ (L)  การสังเคราะหลิแกนด L แสดงไดดังรูปท่ี 2.1 (7) 
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รูปท่ี 2.1  การสังเคราะหลิแกนด L 

 

2.3.2 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) กับ  ลิแกนด L (CuL)  การสังเคราะหสารประกอบ CuL แสดงไดดังรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2  การสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL  
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 2.3.3 การสังเคราะหลิแกนด L 

 การสังเคราะหสารประกอบ 25,27-(4,4’-bis(ethyl-3-butanoate))-p-tert-butylcalix 

[4]arene (a) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 
 

OHOH HOOH

O

O

OHO OOH

O

K
2
CO

3

acetone

O

(a)

O O

Br

 
 นําสารประกอบ p-tert-butylcalix-[4]arene (10.0 g, 15.4 mmol) ผลมกับ K2CO3 (21.3 

g, 154 mmol) และสารประกอบ ethyl 4-bromobutyrate (88.2 ml, 0.616 mol) ในตัวทําละลายอะ

ซิโนปริมาตร 100 มิลลิลตรและทําการรีฟลักซของผสมดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาท่ี

กําหนดใหระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ นําสวนท่ีเหลือจากการ

ระเหยมาละลายดวย CH2Cl2  และลางสารละลายดังกลาวดวยสารละลาย 1 M HCl ครั้งละ 100 

มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง และตามดวยสารละลายของน้ําเกลืออ่ิมตัวครั้งละ 100 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง  

หลังจากเติม anhydrous MgSO4 ในสารละลาย CH2Cl2 เพ่ือกําจัดน้ําและระเหยสารละลายดวยเครื่อง

ระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  นําสวนท่ีเหลือจากการระเหยมาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโท 

กราฟโดยใชซิลิกา และใชสารละลายผสมของ hexane/CH2Cl2 (50 : 50, v/v) เปนตัวชะ ไดของแข็งสี

ขาวของสารประกอบ (a) (10.5 g, 78%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) : δ  7.77 (d, 2H, Ar-OH), 7.09 (s, 4H, ArH), 6.90 

(s, 4H, ArH), 4.29 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.19 (q, 4H, J = 14.4 Hz,-O-CH2-CH3), 4.08 

(t, 4H, J = 6Hz, -CH3), 3.36 (d, 4H,  J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 2.91 (t, 4H,    J = 7.2 Hz, -CH2-

), 2.36 (t, 4H, J = 6.8 Hz, -CH2-), 1.30 (s, 18H, p-tert-butyl), 1.06 (s, 18 H, p-tert-butyl). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 173.46, 150.78, 149.61, 147.00, 141.47, 

132.75, 127.71, 125.60, 125.13, 75.14, 60.40, 32.51, 31.72, 30.76, 30.59, 25.49, 14.25. 

 

 

  



 

14 

 การสังเคราะหสารประกอบ   25,27-(4,4’-bis(butanoic acid))-p-tert-butyl calix[4]arene 

(b) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 574 

 

OHO OOH

O

15%
 
NaOH , EtOH

O

OHO OOH

(a) (b)

O O
OH OH

O O

 
นําสารประกอบ (a) (10.0 g, 11.4 mmol) มาละลายในสารละลาย 15% w/v NaOH ในตัว

ทําละลาย EtOH (500 mL) ทําการรีฟลักซของผสมดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาตามท่ี

กําหนดใหระเหยตัวทําระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศจนแหงไดเปน

ของแข็งสีขาว หลังจากนั้นเติมน้ําเย็นปริมาตร 300 มิลลิลิตรลงไปยังของแข็งดังกลาวและปรับ pH ของ

สารละลายเปน 1 ดวยสารละลาย 3M HCl  กรองและลางของแข็งท่ีไดดวยน้ํา ไดของแข็งสีขาวของ

สารประกอบ (b) (1.87 g, 20%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :δ  7.07 (s, 4H, ArH), 6.76 (s, 4H, ArH), 4.28  (d, 

4H, J = 12.8 Hz,  Ar-CH2-Ar), 3.94 (s, 4H, -CH2-), 3.32 (d, 4H, J = 13.2 Hz, -CH2-), 2.86 (s, 

4H, -CH2-), 2.36 (s, 4H, -CH2-), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl), 0.96 (s,18H, p-tert-butyl) 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ  179.92, 150.68, 149.69, 147.03, 132.74, 

127.67, 125.58, 125.20, 74.87, 34.01, 33.84, 32.11, 30.65, 25.44. 
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 การสังเคราะหสารประกอบ  25,27-(4,4’-bis(butanoyl chloride))-p-tert-butylcalix 

[4]arene (c) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 

 

OHO OOH OHO OOH
SOCl

2

 , Toluene

(b) (c)

OH OH
O O Cl Cl

O O

 
 ผสมสารประกอบ (b),(10.0 g, 1.2 mmol) และ SOCl2 (7 mL)  ในตัวทําละลาย toluene ท่ี

ปราศจากน้ํา (150 mL)  และรีฟลักซสารละลายดังกลาวเปนเวลา 4 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศแกส

ไนโตรเจน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดใหระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบ

สญุญากาศ ไดของแข็งของสารประกอบ (c)   
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 การสังเคราะหลิแกนด  25,27-(4,4’-bis(N-(2-((bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl) 
phenyl)butyramide)-p-tert-butylcalix[4]arene (L) (Kunthadee et al., 2013, p. 4010) 

OHO OOH

N N

N

NH
2

NEt
3

 , CH
2
Cl

2

OHO OOH

N
N

N

HN

N

N N

HN

(c)

(L)

Cl Cl
O O

O O

 
 ผสมสารประกอบเอมีน (11.0 g, 36.0 mmol) และ Et3N (6 mL, 36.2 mmol) ในตัวทํา

ละลาย CH2Cl2 ท่ีปราศจากน้ําปริมาตร 100 มิลลิลิตร มิลลิลตรภายใตบรรยากาศแกสไนโตรเจนเปน

เวลา 30 นาที หลังจากนั้นคอย ๆ หยดสารละลายของสารประกอบ (c)  ท่ีละลายใน (10.0 g, 11.2 

mmol) ในตัวทําละลาย CH2Cl2 ท่ีปราศจากน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไปยังสารละลายดังกลาว 

หลังจากนั้นคนสารละลายผสมดังกลาวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศแกส

ไนโตรเจน  เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดกรองของแข็งสีขาวท่ีเกิดข้ึนและนําสารละลายท่ีไดจากการกรองประ

เหยดวยดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  ละลายสวนท่ีเหลือจากการระเหยดวย CH2Cl2  

ปริมาตร 200 มิลลิลิตรและลางสารละลายดังกลาวดวยสารละลายอ่ิมตัวของน้ําเกลือ  3 ครั้ง ๆ ละ 200 

ปริมาตร เติม anhydrous MgSO4 ลงไปยังชั้นของ CH2Cl2 เพ่ือกําจัดน้ําและระเหยสารละลายดวย

เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  นําสวนท่ีเหลือจากการระเหยมาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโคร

มาโทกราฟโดยใชซิลิกา และใชสารละลายผสมของ 2% MeOH ใน CH2Cl2 เปนตัวชะ ไดของแข็งสีขาว

ของสารประกอบ (L) (1.85 g, 15%) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :δ 10.75 (s, 2H, -NH-), 8.54 (d, 4H, J = 0.8 Hz, ArH), 

8.33 (d, 2H, J =8 Hz, ArH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.42 ( s, 2H, -OH), 7.22 (d, 6H, J = 7.6Hz, ArH), 

7.15 (d, 2H, J =7.2 Hz, ArH), 7.06 (m, 8H, ArH), 6.99 (m, 2H, ArH), 6.79 (s, 4H, ArH), 4.33 (d, 

J =  12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 4.10 (t, J = 6.4 Hz, 4H, -CH2-), 3.76 (s, 12H, -CH2-), 3.31 (d, J 

= 12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar-), 2.92 (t, J = 7.2Hz, 4H, -CH2-), 2.44 (t, J = 6.8 Hz, 4H, -CH2-), 1.31 

(s, 18H, p-tert-butyl), 0.97 (s, 18H, p-tert-butyl) 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 171.32, 158.20, 150.66, 150.00, 149.22, 146.76, 

141.47, 138.63, 136.51, 132.50,130.48, 128.33, 127.94, 126.11, 125.50, 125.13, 123.48, 

123.11, 122.28, 121.33, 76.20, 59.78, 58.15, 33.92, 33.84, 33.80, 31.81, 31.75, 31.04,25.99  

HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [L + H]+ Calcd for C90H105N8O6, 1393.8079; Found, 

1393.8086. 
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การสังเคราะหสารประกอบ CuL  

 

OHO OOH

O O

N
N

N
NH
Cu N

N

N
NH

Cu

OHO OOH

N
N

N

HN

N

N N

HN

L

O O Cu(ClO4)2

MeOH

CuL

.4ClO4

 
 คอย ๆ หยดสารละลายของลิแกนด L (5 mmol) ในเมทานอลลงไปยังสารละลายของ 

Cu(ClO4)2 (15 mmol) หรือ Zn(ClO4)2 (15 mmol)  ท่ีละลายอยูในเมทานอล The methanolic 

solution of Zn(ClO4)2.6H2O (0.13 g, 0.36 mmol) หลังจากนั้นคนสารละลายผสมดังกลาวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง กรองและลางตอนท่ีไดดวยเมทานอลเย็น ไดของแข็งสีฟาของ CuL  

(80 %)  
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 2.3.4 การศึกษาความความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ของเอน

เซมเบิล [CuL•PV]  

 ♦ การเตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร    

 เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

 ชั่ง CuL มา  3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยอะซิโตไนไตรล 

 เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM (จากขอ 2.5.1.1) ปริมาตร 2.5  มิลลิลิตร  ใส

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O 

ใน 10 mM HEPES pH 6.4 

 ♦ การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 

HEPES pH 7.4 

 ♦ การเตรียมสารละลายของกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  

  เตรียมสารละลายกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 5 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่งกรดอะมิโนชนิดตางๆ ตามน้ําหนักท่ีแสดงในตารางท่ี 2.1 จากนั้นนําไปละลายดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 และนําสารละลายใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลายกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ปเปตกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ท่ีความเขมขน 5 mM ปริมาตร    1 มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 
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ตารางท่ี 2.1  น้ําหนักของกรดอะมิโนชนิดตางๆท่ีใชในการเตรียมเปนสารละลายท่ีมีความเขมขน 5 mM 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
   

ลําดับท่ี กรดอะมิโน น้ําหนัก (มิลลิกรัม) 

1 L-Alanine 2.23 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

L-Arginine 

L-Asparagine 

L-Aspartic acid 

L-Glutamic acid 

L-Glutamine 

Glycine  

L-Histidine 

L-Isoleucine 

L-Leucine 

L-Lysine  

L-Methionine 

L-Phenylalanine 

L-Proline 

L-Serine 

L-Threonine 

L-Tryptophan 

L-Tyrosine  

L-Valine 

N-acetyl Histidine 

4.36 

3.30 

3.33 

3.03 

6.15 

1.88 

3.88 

3.28 

3.28 

4.57 

3.73 

4.13 

2.88 

2.63 

2.98 

5.11 

4.53 

2.93 

4.93 

  

วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในคิวเวท จากนั้น        

ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวทดังกลาว      คน

สารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น  250-900 

nm หลังจากนั้นเติมสารละลายของกรดอะมิโนชนิดความเขมขน 1 mM ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไป

ในคิวเวทคนสารละลายใหเขากัน และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง   นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระ   และสารละลายของเอนเซม

เบิลเม่ือเติมกรดอะมิโนแตละชนิดกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  การพิจารณาวากรดอะมิโนชนิด

ใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้นสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีสารละลายของเอนเซมเบิลจากสีเขียวไปเปนสี

เหลืองของ PV อิสระ  
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 ♦ การหาอัตราสวนโมลของ CuL กับ PV ท่ีใชในการเกิดเอนเซมเบิล] ดวยเทคนิคยูวี-วิสิ

เบิลสเปกโทรสโคป   

  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่ง CuL 3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย  PV ค ว า ม เ ข ม ข น  400  µM ป ริ ม า ต ร  5 มิ ล ลิ ลิ ต ร 

  ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน         

10 mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM (จากขอ 2.5.1.2) ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   

ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) 

MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  วิธีการทดลอง 

  ปเปตสารละลาย  PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และคอย ๆ ไทเทรต

สารละลาย  CuL ความเขมขน 400 µM  ตามปริมาตรตาง ๆ กันเพ่ือใหไดเศษสวนโมลตามท่ีกําหนด 

จากนั้นคนสารละลายใหเขากัน  นําสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 250-900 nm นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับ

อัตราสวนโมลของ CuL : PV 

 

  ♦ การศึกษาผลของกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีมีผลตอการแทนท่ี PV ในเอนเซมเบิล [CuL•PV] 
ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรช่ัน 
  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ชั่ง ZnL  3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน

10 mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 2.5  มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร   10 mM  HEPES pH 7.4 
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เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 และนํา

สารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  10 mM 

HEPES pH 7.4 

เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 

10 มิลลิลิตร และปรับปรมิาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM  HEPES pH 7.4 

 เตรียมสารละลาย L-Histidine ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ปเปตกรดอะมิโนชนิดตางๆท่ีความเขมขน 5 mM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM  HEPES pH 7.4 

วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในคิวเวทจากนั้น  ปเปต

สารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวทดังกลาว คนสารละลาย

ใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น 250-900 nm จากนั้น

เติมนําสารละลายของกรดอะมิโนฮิสทิดีนความเขมขน 1 mM ครั้งละ 0.05 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวท

ดังกลาว คนสารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น 

250-900 nm  

 

 ♦การเตรียมอุปกรณกระดาษสําหรับใชตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเอนเซมเบิล 

[CuL•PV] 

 ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด 1.5 × 1.5 cm  หลังจากนั้นหยดสารละลายของเอนเซมเบิลท่ีมี

ความเขมขน 0.25 mM ครั้งละ 4 µL ลงไปบนกระดาษกรองท่ีเตรียมไว  เม่ือกระดาษกรองแหงใหหยด

สารละลายของกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ความเขมขน 5.6 mM ลงไปบนกระดาษกรองและสังเกตการ

เปลี่ยนสีของกระดาษกรอง 
 

 

 



 
 

บทท่ี 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
3.1 การสังเคราะหลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL  

  ไดทําการสังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ไดเปน

ผลสําเร็จ โครงสรางของสารประกอบท้ัง 2 ชนิดแสดงไดในรูปท่ี 3.1  
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รูปท่ี 3.1 โครงสรางของ L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ท่ีสังเคราะหได 

 

3.2 การศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ 

โคออรดิเนชันมาใชในการตรวจวัดฮิสทิดีนในระบบแบ็ตซ 

 เม่ือนําสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL มาศึกษาความเปนไปไดในการตรวจวัด His ดวยเทคนิค

การถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร และใชสารละลายผสม 80% (v/v) CH3CN-H2O ในสารละลาย HEPES 

buffer ความเขมขน 10 mM pH 7.4 โดยนําสารประกอบ CuL มาเตรียมเปนเอนเซมเบิลกับอินดิเค

เตอรไพโรแคทีคอลไวโอเลต (pyrocatecholviolet หรือ PV) ผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี 3.2 จะเห็น

ไดวาสารละลายของสารประกอบ CuL สารละลายใสไมมีสี (ขวดท่ี 1, cpx)  สารละลาย PV ในรูปอิสระ

สารละลายมีสีเขียว (ขวดท่ี 2, PV)   และสารละลายเอนเซมเบิลมีสีเขียว (ขวดท่ี 3, ens)   
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 จากรูปท่ี 3.2 จะเห็นไดวาเอนเซมเบิลท่ีเตรียมไดมีความจําเพาะเจาะจงกับ His ไดเปนอยางดี  

เนื่องจากมีเพียง His เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ [CuL•PV] เปลี่ยนจากสีเขียวไป

เปนสีเหลืองของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ (รูปท่ี 3.2ง) ในขณะท่ีกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิด

การเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล 

[CuL•PV] สามารถถูกแทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึง

สามารถนําเอนเซมเบิล [CuL•PV] ไปตรวจวัด His  ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโนชนิด

อ่ืนอยูในระบบ 

 

 
       

                 (1)      (2)      (3)       (4)      (5)        (6)       (7)        (8)       (9)       (10)       (11)    (12)    (13)    (14)     (15)     (16)    (17)     (18)    (19)   (20)    (21)    (22)    (23) 

 

รูปท่ี 3.2    การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากสารประกอบ CuL กับอินดิเคเตอร PV 
ในตัวทําละลายผสม 80% (v/v) CH3CN-H2O ในสารละลาย HEPES buffer ความเขมขน 10 mM pH 
7.4 เม่ือ (1) = CuL, (2) = indicators, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = 
asparagine, (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) = glycine, (11) 
= histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = lysine, (15) = methionine,   (16) = 
phenylalanine, (17) = proline, (18) = serine, (19) = threonine,    (20) = tryptophan, (21) 
= tyrosine, (22) = valine และ (23) = cysteine 
 
 

3.3 การศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL และ PV ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

เม่ือนําสารละลาย PV ท่ีมีความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทําการไทเทรตกับ

สารละลายประกอบเชิงซอน CuL ความเขมขน 400 µM ครั้งละ 0.01 มิลลิลิตร (0.1 equivalent)  

แลวนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี โดยทําการ

ทดลองจนครบ 1.0 equivalent พบวาสารละลาย PV ในรูปอิสระมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาว

คลื่น 430 nm และเม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลาย CuL ลงไปยังสารละลายดังกลาวพบวาสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีฟา โดยมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคลื่น 670 nm 

ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวาอินดิเคเตอร PV เขาไปโคออรดิเนทกับอะตอมของคอปเปอร(II) ท้ังสองของ

สารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ดังแสดงในรูปท่ี 3.3 
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รูปท่ี 3.3 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย PV เม่ือทําการไทเทรตสารละลาย CuL ลงไปยัง

สารละลายดังกลาว  

  

จากรูปท่ี 3.3  จะเห็นไดวาเม่ือความเขมขนของสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL มีคาเพ่ิมข้ึน

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm ก็มีคาเพ่ิมข้ึนตามไปดวยเชนกัน และคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาคงท่ีเม่ือจํานวนโมลของสารประกอบ CuL  มีคาเทากับจํานวนโมลของ 

PV ในสารละลาย เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 670 nm กับอัตราสวนโมลของ CuL : PV  ท่ีใชในการทดลองดังแสดงในรูปท่ี  3.4 จะเห็นได

วากราฟดังกลาวมีจุดหักของกราฟอยูท่ีอัตราสวนโมลของ CuL : PV คือ 1:1  ซ่ึงก็คืออัตราสวนโมลท่ีใช

ในการเกิดเอนเซมเบิล [CuL•PV] นั่นเอง  

 

 

 
รูปท่ี 3.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความตางของคาการดูดกลืนแสงกับเศษสวนโมลของ CuL :  

PV ท่ีความยาวคลื่น 670 nm                                                                                                                                                                                              

3.4 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนของเอนเซมเบิล [CuL·PV] ดวย

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 
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 เม่ือนําสารละลายของเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีอยูในรูปอิสระและในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโน

ชนิดตาง ๆ ท่ีมากเกินพอในสารละลายท่ีมี pH 7.4 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงพบวาผลการทดลองท่ีไดมี

ความสอดคลองกับผลการทดลองในรูปท่ี 3.2 กลาวคือ สารละลายสีเขียวของเอนเซมเบิลอิสระมีคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น 670 nm สําหรับสารละลายสีเหลืองของเอนเซมเบิลในสภาวะท่ีมี 

His อยูดวยนั้นคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาลดลงแตคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 430 nm ของ PV มีคาเพ่ิมข้ึน ซ่ึงเปนการยืนยันวา His สามารถเขาไปแทนท่ีอินเคเตอร PV ได

เพียงชนิดเดียว  สําหรับกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ นั้นทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm  

เปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอยเทานั้นและสีของสารละลายก็ยังคงเปนสีเขียวคลายกับสีของสารละลาย

เอนเซมเบิลอิสระ  ดังแสดงในรูปท่ี 3.5 

 

 
 

รูปท่ี 3.5 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีมีกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ อยูในระบบ 

 

 เม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลายกรด His ความเขมขน 400 µM ลงไปในสารละลายของเอน

เซมเบิล [CuL•PV]  ความเขมขน 20 µM พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm จะคอย ๆ 

ลดลง ในขณะเดียวกันคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 430 nm จะคอย ๆ เพ่ิมข้ึนและสีของ

สารละลายจะคอย ๆ เปลี่ยนจากสีเขียวไปเปนสีเหลือง ดังแสดงในรูปท่ี 4.9  ซ่ึงแสดงวา His สามารถ

เขาไปแทนท่ี PV ในเอนเซมเบิลไดจึงทําให PV ออกมาอยูในรูปของ PV อิสระท่ีมีสีเหลือง และคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 430 nm จะมีคาคงท่ีเม่ือความเขมขนของ His  มากกวาเอนเซมเบิล 6 เทา   
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รูปท่ี 3.6 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [CuL•PV] เม่ือเติมสารละลาย His ความเขมขน 1 

mM    ท่ีมีปริมาตรตาง ๆ  

  

3.5  การตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบนอุปกรณกระดาษดวยเอนเซมเบิล [CuL•PV] 

 จากการนําเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด His มาพัฒนาเปน

ชุดตรวจวัดบนอุปกรณกระดาษ โดยตัดกระดาษกรองใหมีขนาด 1.5 × 1.5 cm และหยดสารละลาย

ของ CuL, PV และเอนเซมเบิล [CuL•PV] ลงไปบนกระดาษกรองดังกลาว ใหผลการทดลองดังแสดงใน

รูปท่ี 3.7 (ก) จะเห็นไดวาหยดของสารละลาย CuL บนกระดาษกรองจะไมมีสี  หยดของสารละลาย PV 

บนกระดาษกรองจะมีสีเหลือง และหยดของสารละลายเอนเซมเบิลมีสีเขียวอมฟา   เม่ือหยดสารละลาย

ของกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ลงไปยังหยดของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีแหงแลวพบวามีเพียงกรดอะมิโน

ฮิสทิดีนเทานั้นท่ีทําใหสีของหยดสารละลายเอนเซมเบิลเปลี่ยนจากสีเขียวอมฟาไปเปนสีเหลืองของ PV 

ในรูปอิสระอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปท่ี 3.7 (ข) แสดงวาเราอุปกรณกระดาษกรองท่ีเตรียมไดจากเอน

เซมเบิล [CuL•PV] สามารถนํามาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนได  และเม่ือคอย ๆ เพ่ิมความ

เขมขนของกรดอะมิโนฮิสทิดีนลงไปยังหยดของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีอยูบนกระดาษกรองพบวา เม่ือ

ความเขมขนของฮิสทิดีนมีคาเพ่ิมข้ึนสีเหลืองท่ีปรากฏอยูบนกระดาษกรองก็จะมีคาเขมข้ึนตามไปดวยดัง

แสดงในรูปท่ี 3.7 (ค) 
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Ala Arg Asn Asp Glu Gln Gly His Ile Leu 

          
Lys Met Phe Pro Ser Thr Typ Tyr Val Cys 

 
     

   

[His] mM 1.6 2.6 3.6 4.6 5.6    

 

รูปท่ี 3.7  การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลบนกระดาษกรองในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ 
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บทท่ี 4. 

สรุปผลการวิจัย 

 
4.1  สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ไดสังเคราะหลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) กับลิแกนด L ไดเปนผลสําเร็จ (CuL)  จากการหาอัตราสวนโมลของสารประกอบโคออรดิเนชัน

ของ CuL กับ PV  ท่ีใชในการเกิดเอนเซมเบิลโดยวิธีการหาอัตราสวนโมล พบวามีอัตราสวนโมลของ 

CuL ตอ PV  คือ 1:1    และคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล [CuL•PV]  มีคาเทากับ 1.20 

× 104  M-1 โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลดังกลาวมีสีเขียวมีคาการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น  

670   nm     ซ่ึงแตกตางจากสีของสารละลายของ PV อิสระท่ีมีสีเหลือง แสดงวา  PV สามารถเขาไป

เกิดพันธะโคออรดิเนชันกับคอปเปอร (II) ท้ังสองอะตอมในโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน 

CuL  

 เม่ือศึกษาความสามารถในการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร PV ดวยกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ท่ี 

pH 7.4 พบวามีเพียงกรดอะมิโนฮิสทิดีนเพียงชนิดเดียวเทานั้นท่ีสามารถแทนท่ี  PV ไดแสดงวาคาคงท่ี

ความเสถียรของกรดอะมิโนฮิสทิดีนกับสารประกอบโคออรดิเนชันมีคามากกวาคาคงท่ีความเสถียรของ

การเกิดเอนเซมเบิล ปจจัยสําคัญท่ีทําใหเอนเซมเบิลของ  [CuL•PV]      มีความจําเพาะเจาะจงในการ

เลือกจับกรดอะมิโนฮิสทิดีนคือ โครงสรางท่ีแข็งแรงของคาลิกซ[4]แอรีนและความเกะกะของหมูเอมีนท่ี

มีลักษณะเปนไทรพอดท่ีเปนตัวควบคุมระยะหางระหวางอะตอมของคอปเปอร (II)  เพ่ือใชในการเกิด

พันธะโคออรดิเนชั่นกับอินดิเคเตอร PV  นอกจากนี้ยังสามารถตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนโดยใชเอน

เซมเบิล [CuL•PV] บนอุปกรณกระดาษอยางงายได       

 

4.2 ขอเสนอแนะ 

 พัฒนาอุปกรณกระดาษสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีสามารถสังเกตการเปลี่ยนสี

ของเอนเซมเบิลบนกระดาษกรองท่ีชัดเจนกวานี้ 
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