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บทคัดยอ 

 

 ไดพัฒนาเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ใน

อาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร        โดยทําการสังเคราะหสารประกอบ

โคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) และสังกะสี (II) กับลิแกนด L1 และ L2  หลังจากนั้น

นําสารประกอบท่ีสังเคราะหไดท้ัง 4 ชนิด มาศึกษาความเปนไปไดในการเลือกจับกับ PPi ดวยเทคนิค

การถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชอินดิเคเตอรไพโรแคทีคอล ไวโอเลต หรือ PV  เปนหนวยให

สัญญาณ  ในตัวทําละลาย 10 mM HEPES บัฟเฟอรท่ี pH 7.4  จากการศึกษาพบวามีเพียงเอนเซมเบิล

ท่ีเตรียมจากสารประกอบ ZnL2 กับ PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจาก

มีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ [ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียว

ของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของ

สารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] สามารถถูก

แทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึงสามารถนําเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV] ไปตรวจวัด PPi     ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดอ่ืนอยูในระบบ เม่ือ

นําเอนเซมเบิลดังกลาวมาตรวจสอบปริมาณของ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็ง พบวามีปริมาณ PPi ท่ี

สัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ 
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Abstract 

 

 Four dinuclear complexes copper (II) and zinc(II) with ligand L1 and L2 (ML1 and 

ML2, where M = Cu2+ or Zn2+) have synthesized and employed as optical chemical 

sensor for determination of pyrophosphate (PPi) in frozen seafood using indicator 

displacement assay or IDAs. The sensing process was performed in 10 mM HEPES buffer 

at pH 7.4. The pyrocatechol violet or PV have used as the sensing indicator. It was found 

that only [ZnL2•PV] showed the highly selective sensing for PPi over the others 

ensembles. Because PPi displaced PV from [ZnL2•PV] ensembles resulted in the color 

changed from blue color of [ZnL2•PV] to green color of PV in the free form whereas 

the others anions could not. Therefore, [ZnL2•PV] have used for determination of PPi 

in frozen sea food. The results showed that  the quantity  of PPi  related to the value 

of PPi specified on the package. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

ในปจจุบันประเทศไทยอยูในกลุมประเทศท่ีเปนผูนําในการสงออกผลิตภัณฑอาหารทะเลของ

โลกและการสงออกดังกลาวไดนํารายไดเขาสูประเทศไทยเปนจํานวนมาก โดยผลิตภัณฑท่ีสงออก

สวนมากอยูในรูปอาหารทะเลแชแข็ง แตในชวงระยะเวลา 2-3 ป ท่ีผานมาประเทศไทยตองเผชิญกับ

ปญหาการแขงขันท่ีสูงมากข้ึนท้ังจากคูแขงท่ีสําคัญคือประเทศเวียดนามท่ีมีอัตราการเจริญเติบโตทาง

เศรษฐกิจอยางรวดเร็วและการท่ีประเทศไทยไมสามารถเพ่ิมปริมาณการสงออกเพ่ิมไดอันเปนผลมาก

จากขอจํากัดทางดานปญหาสิ่งแวดลอมรวมถึงปญหาของตนทุนการผลิตท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นการเพ่ิมมูลคา

ของสินคารวมท้ังการรักษาคุณภาพของอาหารทะเลแชแข็งจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกของอุตสาหกรรมการ

สงออกอาหารทะเลแชแข็งของไทย(1)  

ปญหาหนึ่งท่ีมักจะพบบอยในอาหารทะเลแชแข็งคือ กอนท่ีเราจะนําอาหารทะเลแชแข็งมาปรุง

อาหารเพ่ือการบริโภคจะตองผานข้ันตอนการละลายและการปรุง ซ่ึงในข้ันตอนนี้เนื้อจะสูญเสียน้ําหนัก

ไปเปนปริมาณมากโดยสาเหตุมาจากขณะท่ีเปนน้ําแข็ง น้ําจะถูกเปลี่ยนโครงสรางเกิดผลึกซ่ึงมีความคม

และเนื้อเยื่อมีการหดตัวกลไกนี้ทําใหผนังเซลลถูกทําลาย เม่ือนํามาละลายของเหลวท่ีอยูภายในเซลลก็

จะไหลออกมาดวยทําใหเกิดการสูญเสียน้ําหนักในปริมาณมากกวาปกติ นอกจากนี้โครงสรางของ

เนื้อเยื่อก็เปลี่ยนแปลงไปดวยทําใหรสชาดความเหนียวนุมเปลี่ยนแปลงไป จากปญหานี้ทําใหมีการนํา

สารกลุมโพลีฟอสเฟตเขามาใชจุมเคลือบผิวของอาหารกอนนําไปแชแข็งเพ่ือชวยลดการสูญเสีย

น้ําหนัก(6,19) เชน โซเดียมไฟโรฟอสเฟต (pyrophosphate หรือ PPi), โซดียมไตรพอลีฟอสเฟต และ 

โซเดียมเฮกซะเมตาฟอสเฟต เนื่องจากสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตเหลานี้มีคุณสมบัติรักษาคุณภาพ

ของเนื้อสัตวได เชน ชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ ชวยใหเนื้อมีคุณภาพทางเนื้อสัมผัสและ

ประสาทสัมผัสท่ีดีข้ึน (ความนุม ความฉํ่าน้ํา สี กลิ่นและรส)(7,13)  

ถึงแมวาจะมีการอนุญาตใหใชสารประกอบฟอสเฟตในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลายแตก็

มีการกําหนดปริมาณท่ีอนุญาตใหใชไดในระดับท่ีไมมีอันตรายตอผูบริโภค โดยมีรายงานพบวา หาก

ผูบริโภคไดรับฟอสเฟตในปริมาณมากจะสงผลใหเกิดอาการระคายเคืองบริเวณผิวหนังและเยื่อบุตางๆ 

ซ่ึงความรุนแรงของอาการจะข้ึนอยูกับปริมาณสารโพลีฟอสเฟตท่ีเรารับประทานเขาไป และภูมิตานทาน

ของรางกายในแตละบุคคล และนอกจากนั้นยังพบวาการไดรับฟอสเฟตปริมาณมากทําใหเกิดโรคกระดูก

พรุนไดงายในผูท่ีมีภาวะไตทํางานไมปกติ (4,14) สําหรับการวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตในอาหารทะเลแช
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แข็งท่ีใชกันอยูในปจจุบันไดแก การวิเคราะหดวยเทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี(10) และเทคนิค High 

Performance Liquid Chromatography หรือ HPLC(23) แตอยางไรก็ตามการวิเคราะหฟอสเฟตใน

อาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคเหลานี้ลวนมีขอจํากัด เชน ไมสามารถวิเคราะหจําแนกชนิดของ

สารประกอบฟอสเฟตได ตองอาศัยข้ันการเตรียมตัวอยางวิเคราะหท่ียุงยากและจําเปนตองใชเครื่องมือท่ี

มีราคาแพง ดังนั้นนักวิจัยจึงมุงหวังท่ีจะพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดสารประกอบฟอสเฟตแบบใหมท่ีมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน โดยเทคนิคหนึ่งท่ีไดรับความสนใจอยางมากคือ เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเค

เตอร (Indicator Displacement Assays หรือ IDAs)(16,22) เปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอร

เคมีในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเค

เตอรท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณ (sensory unit)  การตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการ

ถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวางสารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะ

เกิดข้ึนเม่ือสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรท่ีเชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดย

สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจาก

การเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบตางๆ  โดยใชเครื่องมือวิเคราะหท่ีไมยุงยาก  หรืออาจสังเกตไดจาก

การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายดวยตาเปลา  ซ่ึงการตรวจวัดสารท่ีสนใจดวยวิธีการดังกลาวจะมี

ความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไดเปนอยางดี 

ภาคตะวันออกของประเทศไทยเปนแหลงอาหารทะเลท่ีสําคัญแหลงหนึ่งของประเทศ และ 

เนื่องจากทางคณะผูวิจัยไดประสบความสําเร็จในการพัฒนาเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการการ

ตรวจวัดแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (20,21)   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษา

การตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (pyrophosphate anion หรือ PPi) ในอาหารทะเลแชแข็งดวย

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร

(II) และซิงก(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของพิโคลิลเอมีนเปนโมเลกุลรีเซบเตอร และใชอินดิเคเตอรชนิด

ตาง ๆ ท่ีมีความเหมาะสมในการตรวจวัดเปนหนวยใหสัญญาณ โครงสรางของสารประกอบโคออรดิ

เนชันท่ีใชในงานวิจัยนี้และโครงสรางของไพโรฟอสเฟตแอนไอออน แสดงไดดังรูปท่ี 1.1  โดยอาหาร

ทะเลแชแข็งท่ีนํามาใชเปนตัวอยางในงานวิจัยนี้เปนอาหารทะเลแชแข็งท่ีมีแหลงผลิตในพ้ืนท่ีภาค

ตะวันออก 

โครงการวิจัยท่ีไดเสนอนี้เปนการวิจัยในลักษณะบูรณาการเชิงยุทธศาสตรท่ีมีการบูรณาการใน 

3 มิติ ไดแก มิติงานตามยุทธศาสตรพ้ืนท่ี  มิติงานตามยุทธศาสตรกระทรวง/แรงงาน และมิติยุทธศาสตร

สําคัญของรัฐบาลท่ีตอบสนองนโยบายของการขับเคลื่อน Thailand 4.0   กลาวคือเปนงานวิจัยท่ีมีการ

ทําวิจัยและเก็บตัวอยางอาหารทะเลแชแข็งท่ีมีแหลงการผลิตในจังหวัดแถบภาคตะวันออก  และยังเปน
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งานวิจัยและพัฒนาในกลุมเทคโนโลยีในกลุมอาหาร เกษตรและเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมสาธารณสุข 

สุขภาพและเทคโนโลยีทางการแพทย   นอกจากนี้แลวขอเสนอโครงการวิจัยดังกลาวยังสอดคลองกับ

ยุทธศาสตรวิจัยของมหาวิทยาลัยบูรพามุงสูความเปนเลิศในศาสตรดานศาสตรทางทะเล 
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รูปท่ี 1.1  โครงสรางของ (ก) สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร(II) และสังกะสี(II) กับลิแกนดท่ี

เปนอนุพันธของไทรพอดัลเอมีน L1 (ข) สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร(II) และสังกะสี(II) กับ       

ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของพิโคลิลเอมีน L2 และ (ค) ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน 

 

1.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ  

 1.2.1 เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร 

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (IDAs) (16,22) เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมี

ในปจจุบัน โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเคเตอร 

(indicator) ท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณโดยท่ีอันตรกิริยาดังกลาวสามารถเกิดการผันกลับได การ

ตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวาง

สารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีตองการทําการตรวจวัดสามารถเขาไป

แทนท่ีอินดิเคเตอรท่ีเชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได โดยสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการ

เกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจากการเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบ

(ก) (ข) 

(ค) 
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ตางๆ ข้ึนอยูกับชนิดของอินดิเคเตอร หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ซ่ึงสีของ

สาระลายท่ีเกิดข้ึนในข้ันแรกจะเปนสีของสารละลายระหวางรีเซ็บเตอรกับอินดิเคเตอร  หรือท่ีเรียกวา 

เอนเซมเบิล (ensemble) โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลจะตองมีความแตกตางจากสีของอินดิเคเตอร

ในรูปอิสระอยางชัดเจน  เม่ือโมเลกุลสารท่ีสนใจเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรในสารละลายเอนเซมเบิลได 

จะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีของเอนเซมเบิลไปเปนสีของอินดิเคเตอรอิสระ  สิ่งท่ี

สําคัญท่ีจะทําใหระบบดังกลาวมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดคือการท่ีโมเลกุลของสารท่ีสนใจ

สามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรไดนั้นคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบระหวางสารท่ีสนใจกับ

หนวยเลือกจับ (KRA) จะตองมีคามากกวาคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบของเอนเซมเบิล (KRI) ซ่ึง

กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจแสดงไดดังรูปท่ี 1.2   

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 
 

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 
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รูปท่ี 1.3 โครงสรางของอินดิเคเตอร PV, PGR, ZC, FLR และ MB9 
 

เทคนิค IDA เปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจวัดสารท่ีสนใจไดท้ังแคทไอออนและแอน

ไอออน ซ่ึงเทคนิคดังกลาวเปนวิธีการตรวจวัดท่ีมีขอดีกวาการใชโมเลกุลทางเซ็นเซอรเคมีในการตรวจวัด

โดยตรง เนื่องจาก IDA เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอนโควาเลนตในการเชื่อมตอ

ระหวางโมเลกุลของรีเซ็บเตอรกับอินดิเคเตอร จึงทําใหงายและไมเสียเวลามากในการเตรียมเซ็นเซอร

เพ่ือใชในการตรวจวัด รวมท้ังยังสามารถเปลี่ยนชนิดของอินดิเคเตอรท่ีนํามาใชในการเชื่อมตอกับ

โมเลกุลของรีเซ็บเตอร ชนิดเดียวกันได ดวยประโยชนและขอดีตางๆท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหเปนท่ีนิยม

ใชเทคนิค IDA ในการตรวจวัดแอนไอออนท่ีมีความสําคัญตอกระบวนการทางชีวภาพตางๆ ไดแก การ

ตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีน เปนตน(17) 

 1.2.2 ความสําคัญของแอนไอออนไพโรฟอสเฟต 

ไพโรฟอสเฟต (P2O7
4-, PPi) เปนสารเคมีชนิดหนึ่งในกลุมสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตท่ี

นิยมนํามาใชรักษาคุณภาพของอาหารทะเลแชแข็ง เนื่องจากสารประกอบไพโรฟอสเฟตมีคุณสมบัติ

รักษาคุณภาพของเนื้อสัตวไดเชน ชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อสัตว ชวยใหเนื้อมีคุณภาพ

ทางเนื้อสัมผัสและประสาทสัมผัสท่ีดีข้ึน (ความนุม ความฉํ่าน้ํา สี กลิ่นและรส)(7,13) และชวยยืดอายกุาร

เก็บรักษา โดยลด Freezer burn ซ่ึงเกิดจากการสูญเสียน้ําของอาหารแชแข็ง ลดอัตราการเหม็นหืนอัน

เปนสาเหตุมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อสัตว แตอยางไรก็ตามหากมีการใชไพโรฟอสเฟต

ในปริมาณมากเกินไปจะสงผลใหเนื้อมีลักษณะเตงตึง โปรงใสคลายแกว (ลักษณะดังกลาวจะสังเกตุไดชัด
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ในผลิตภัณฑกุงแชแข็งและเนื้อปลาแชแข็ง) และเนื้อมีลักษณะเปนเมือก(2,8) โดยตามมาตรฐานของ

ประเทศแคนาดา สินคาประมงแชแข็งท่ีอนุญาตใหนําเขาตองมีปริมาณไพโรฟอสเฟตท่ีอนุญาตใหตรวจ

พบไดโดยอางอิงตาม background level ของผลิตภัณฑสัตวน้ําไมเกิน 0.5%(3) 

ถึงแมวาจะมีการอนุญาติใหใชสารประกอบไพโรฟอสเฟตในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลาย 

แตก็มีการกําหนดปริมาณท่ีอนุญาติใหใชไดในระดับท่ีไมมีอันตรายตอผูบริโภค โดยมีรายงานพบวาหาก

ผูบริโภคไดรับไพโรฟอสเฟตในปริมาณมากจะสงผลใหเกิดอาการระคายเคืองบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื่อ

บุตางๆ และกอใหเกิดอาการแพซ่ึงความรุนแรงจะข้ึนอยูกับปริมาณสารไพโรฟอสเฟตท่ีรางกายรับเขาไป 

นอกจากนั้นยังพบวาการท่ีรางกายไดรับฟอสฟอรัสปริมาณมากทําใหเกิดโรคกระดูกพรุนไดงายในผูท่ีมี

ภาวะไตทํางานไมปกติเนื่องจากโดยปกติแลวฟอสฟอรัสจะถูกขับออกทางไต แตเม่ือไตเสื่อมไมสามารถ

ขับฟอสฟอรัสสวนเกินออกจากรางกายไดปกติ จะสงผลใหเกิดการสะสมฟอสฟอรัสในรางกาย เม่ือระดับ

ฟอสฟอรัสในเลือดสูงรางกายจะดึงเอาแคลเซียมในกระดูกมาจับฟอสฟอรัส ซ่ึงจะเกิดในรูปผลึก

แคลเซียมไพโรฟอสเฟต (Calcium pyrophosphate dihydrate) ซ่ึงผลึกดังกลาวจะเกิดการรวมตัวกัน

ท่ีบริเวณขอตอตางๆของรางกายและสงผลใหของดังกลาวเกิดการอักเสบซ่ึงเรียกอาการผิดปกติดังกลาว

วาโรคเกาทเทียม (Pseudogout)(5,12) 
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1.3 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ  

Tobey และคณะ(18) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดโมโนนิวเคลียรของคอปเปอร(II) (1) 

และอินดิเคเตอร 5(6)-Carboxyfluorescein (5,6FLR) มาใชเปนเซ็นเซอรสําหรับตรวจวัดแอนไอออน

ฟอสเฟตหรือ Pi ในตัวอยางน้ําลายของมนุษย ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรในสารละลาย 

TRIS บัฟเฟอรท่ี pH 7.4 ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาระบบดังกลาวใหคาการตรวจวัดท่ีไมแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับอุปกรณการตรวจวัดฟอสเฟตท่ีมีขายทางการคาโดยระบบดังกลาว

สามารถตรวจวัดไดคาเทากับ 5.5 (±0.5) mM ในขณะท่ีอุปกรณการตรวจวัดฟอสเฟตท่ีมีขายทางการคา

สามารถตรวจวัดไดคาเทากับ 5.1 (±0.6) mM 

 

N
N

NH

N

N

NH

NH

NHHN

NHHN

NHHN

Cu2+

O OHO

COOH

COOH

P

O

-O
O-

O-

(1) 5,6FLR Pi  
 

Zece Zhu และคณะ(24) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของไอออนโลหะ

ซิงก(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของไดพิโคลิลเอมีน (2) มาใชในการตรวจวัดแอนไอออนซิเตรท 

(Citrate) ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรโดยใชอินดิเคเตอร Phenol Red (PR) ทําหนาท่ีเปน

สวนควบคุมการใหสัญญานฟลูออเรสเซนตของโมเลกุล (2) ผลการทดลองพบวาคาคงท่ีการเกิดสาร

เชิงซอนระหวางสารประกอบ (2) และแอนไอออนซิเตรทมีคาเทากับ 9.2 × 105M−1 และระบบดังกลาว

มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดแอนไอออนซิเตรทเปนอยางยิ่งโดยใหคาขีดจํากัดการตรวจวัด

เทากับ 0.1µM ในระบบสารละลาย HEPES บัฟเฟอร 
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O
S

OHHO

O O

O
O

N

N
N

N

N

N
Zn2+

Zn2+

Citrate

HO

O
O-

O O-

O

-O

Phenol Red

(2)

 

Hortala และคณะ (9) ไดนําวิธีการถูกแทนท่ีของฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอร eosine Y 

(EOY) มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโน และใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) เปนโมเลกุลของรีเซบเตอร (3) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.05 M HEPES ท่ี pH 7 เปนตัวทํา

ละลาย จากการศึกษาพบวาเอนเซมเบิลของ [(3).Eosin Y] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับ

กรดอะมิโนฮิสทิดีนมากท่ีสุด ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮิสทิดีนเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับอะตอม

ของคอปเปอร (II) ท้ังสองอะตอม โดยใชไนโตรเจนในวงอิมิดาโซลเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนไดเปน

สารประกอบ (4)   

 

 

EOY

O
Br

O

Br
ONa

O

Br
NaO

Br

N

N

N

Cu2+

N

N

N

Cu2+

N

N

N

Cu2+

N

N

N

Cu2+
NN

(3) (4)

  

Morgan และคณะ(15) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชัน (5) และ อินดิเคเตอร pyrocatechol 

violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตแอนไอออน ดวย

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดนั้นมีสี

เขียวซ่ึงแตกตางไปจากสารละลายของ PV ในรูปอิสระท่ีเปนสีน้ําตาล และเม่ือทําการเติมสารประกอบอ

นินทรียฟอสเฟตเขาไปในระบบจะสงผลใหสีของสารละลายเปลี่ยนกลับมาเปนสีของอินดิเคเตอร PV ใน
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รูปอิสระดังเดิม อยางไรก็ตามผลการทดลองพบวาระบบดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง 

Pi และ PPi ได 

 

 

N

N

O

N

N

NN

Zn2+Zn2+

 
(5) 

 

 

 

Jae Han Lee และคณะ (11) ไดนําสารประกอบโคออรดิ เนชัน (6) และ อินดิเคเตอร  

pyrocatechol violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน หรือ PPi 

ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร  จากการศึกษาพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสี

เหลือง แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (6) จะเปลี่ยนเปนสีฟา  และมีคาคงท่ี

ความเสถียรของเอนเซมเบิล [6·PV] เทากับ  (1.4 ± 0.1) × 105 M-1 นอกจากนั้นยังพบวาสารละลาย  

เอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง เนื่องจาก PPi 

สามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ในเอนเซมเบิลดังกลาวได  และเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลาย

จากสีฟากลับมาเปนสีเหลืองดั้งเดิมของ PV ในรูปอิสระ  โดยจากการคํานวณคาคงท่ีความเสถียร

ระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน (6) กับ PPi มีคาเทากับ (5.39 ± 0.03) × 1010  M-1  ซ่ึงมีคา

มากกวาคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล 
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                                                  (6)     
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Sarayut Watchasit และคณะ (20) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรคอป

เปอร (II) กับ ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (7) 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 เม่ืออยูในรูปอิสระจะ

มีสีเหลือง แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (7) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว และมีคาคงท่ี

ความเสถียรของเอนเซมเบิลเทากับ 1.30 × 104 M-1 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซมเบิลดังกลาวสามารถ

นํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง โดยพบวาเม่ือมี PPi อยูในระบบ PPi 

สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (7) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ทําให

เกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเขียวกลับไปเปนสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระได โดยมีคาคงท่ีความ

เสถียรของการเกิดสารประกอบเทากับ 5.2 × 105 M-1 

 

O O
HO OH
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(7) 

 

Sarayut Watchasit และคณะ (21) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรซองก

(II) กับ ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของไทรโพดัลเอมีน (8) มาใชเปนโมเลกุลของรีเซ็บเตอรในการตรวจวัด 

PPi ดวยเทคนิค IDA โดยใช Methylhtymol blue (MTB) เปนอินดิเคเตอร ในสารละลายบัฟเฟอร 

80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES ท่ี pH 7.4 จากการทดลองพบวาสารละลาย MTB 

เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสีเขียว แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดเินชัน (8) จะเปลี่ยนเปนสี
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ฟา และมีคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล (log β) เทากับ 6.05 ± 0.16 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซม

เบิลดังกลาวสามารถนํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง โดยพบวาเม่ือมี PPi 

อยูในระบบ PPi สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (8) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเค

เตอร MTB ทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีฟากลับไปเปนสีเขียว PV ในรูปอิสระได โดยได

สารประกอบ (9) เปนผลิตภัณฑ 
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1.4 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพ่ือพัฒนาการตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในอาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอร 

 

1.5  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 1. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนดท่ีเปนอนุพันธพิโคลิลเอมีน (L1)   

 2. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนดท่ีเปนอนุพันธไทรพอดัลเอมีน (L2) 

 3. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรกับลิแกนด 

L1 (CuL1 และ ZnL1) และลิแกนด L2 (CuL2 และ ZnL2)  

 4. ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบโคออร

ดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตใน

ระบบแบ็ตซ (batch system)   

 5. นําสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการ

ตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในตัวอยางอาหารทะเลแชแข็ง  

 

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ดานวิชาการ : ไดชุดตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในอาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอรท่ีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  

ดานสังคมและขุมชน : เพ่ิมความปลอดภัยใหแกผูบริโภค 



 

บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

2.1  เครื่องมือและอุปกรณ 

 1.  ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร (HP Hewlett Packard G1103A) 

 2.  เครื่อง Nuclear magnetic Resonance, NMR (broker, Advance Ultrashield  

400 MHz) 

 3. เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสูญญากาศ  

 

2.2  สารเคมี 

Acetonitrile     C2H3N    A.R.Grade (FLUKA) 

Adenosine monophosphate (AMP)  C10H14N5O7P   A.R.Grade (ALDRICH) 

Adenosine diphosphate (ADP)  C10H15N5O10P2   A.R.Grade (ALDRICH) 

Adenosine triphosphate (ATP)  C10H16N5O13P3   A.R.Grade (ALDRICH) 

Hydroxyethylpiperazineethane sulfonic acid (HEPES) C8H18N2O4S  A.R.Grade (FLUKA) 

Pyrogallol red (PV)    C19H12O8S   A.R.Grade (FLUKA) 

Sodium acetate    C2H3NaO2 หรือ NaOAc   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium benzoate    C7H5NaO2 หรือ NaOBz   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium carbonate   Na2CO3   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium cyanide   NaCN   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium iodide    NaI   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium bromide    NaBr   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium chloride    NaCl   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium fluoride    NaF   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium hydrogen carbonate  NaHCO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium hydroxide   NaOH   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium nitrate    NaNO3   A.R.Grade (ALDRICH) 
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Sodium phosphate    NaH2PO4   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium sulfate   Na2SO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium thiocyanate   NaSCN   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sterile water     General Hospital Products Public Co., Ltd 

Tetrasodium pyrophosphate   Na4(P2O7)   A.R.Grade (ALDRICH) 

2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1  การสังเคราะหลิแกนด L1  

N
H
N

N

Br

Br

N

N

N N

N N

(L1)  
 ละลายสารประกอบ dipicolylamine 5.86 กรัม (29.41 มิลลิโมล) ดวยอะซิโตรไนไตรตท่ี

ปราศจากน้ํา 150 มิลลิลิตรในขวดกนขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 1,4-

bis(bromomethyl)benzene 3.25 กรัม (12.32 มิลลิโมล) Cs2CO3 9.58 กรัม (29.40 มิลลิโมล) และ

เติม KI 3.06 กรัม (18.43 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายดังกลาว คนสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมงท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศแกสไนโตรเจน หลังจากนั้นกรองสารละลายและนําสาระ

ละลายไประเหยตัวทําละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน และนําไปสกัดดวย CH2Cl2 และน้ําสามครั้ง 

เก็บชั้น CH2Cl2 มากําจัดน้ําดวย MgSO4 กรองและนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก และทําการ

แยกสารดวย column chromatography โดยใช (10/90) MeOH : CH2Cl2 ผลิตภัณฑท่ีไดเปน

ของเหลวสีน้ําตาลข จากนั้นตกตะกอนดวยน้ําและอะซิโตน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของแข็งสีเหลืองซีดของ 

L1 รอยละผลิตภัณฑเทากับ 2.36 (0.23 กรัม)  

 1H-NMR (400 MHz, CD3CN, ppm): δ 8.47-8.45 (m, 4H, ArH), 7.73-7.69 (m, 4H, ArH), 

7.61 (s, 2H, ArH), 7.59 (s, 2H, ArH), 7.37 (s, 4H, ArH), 7.20-7.16 (m, 4H, ArH), 3.73 (s, 8H, -

CH2-), 3.63 (s, 4H, -CH2-). 
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 13C-NMR (100 MHz, CD3CN, ppm): δ 159.73, 148.78, 137.99, 136.43, 128.76, 122.77, 

100.02, 59.66, 57.84. 

 ESI-MS (positive mode); 501.2785 [L1+H]+, 523.2606 [L1+Na]+. 
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 2.3.2  การสังเคราะหลิแกนด L2 

N
N

N

H2N
H

O

H

O

N
N

N

N

NaBH4

N

N

N

N

H
N

N
H

N

N

N

N

N

N

(L2)

 ละลายสารประกอบ tripodalamine 7.56 กรัม (24.84 มิลลิโมล) ดวยอะซิโตรไนไตรตท่ี

ปราศจากน้ํา150 มิลลิลิตรในขวดกนขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติม terephthalaldehyde 1.11 

กรัม (8.28 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายดังกลาว คนสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศแกสไนโตเจน หลังจากนั้นกรองสารละลายและนําสาระละลายไป

ระเหยตัวทําละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของเหลวสีน้ําตาลดํา นํา

สารละลายท่ีไดมาละลายดวย MeOH 100 มิลลิลิตร ในขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นคอยๆ

เติม NaBH4 7.62 กรัม (201.44 มิลลิโมล) ลงในสารละลายดังกลาว และทําการคนสารละลายท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสภายใตบรรยากาศแกสไนโตเจนเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรอง

สารละลายและเติมน้ํา 150 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลายท่ีไดจากการกรอง และนําไประเหยตัวทํา

ละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน และนําไปสกัดดวย CH2Cl2 150 มิลลิลิตร สามครั้ง เก็บชั้น 

CH2Cl2 มากําจัดน้ําดวย MgSO4 กรองและนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก และทําการแยก

สารดวย column chromatography โดยใช (20/80) MeOH : CH2Cl2 ผลิตภัณฑท่ีไดเปนของเหลวสี
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น้ําตาลของสารประกอบ (9) จากนั้นตกตะกอนดวยน้ําและอะซิโตน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของแข็งสี

เหลืองซีด รอยละผลิตภัณฑเทากับ 30  

 1H-NMR (400 MHz, CD3CN, ppm): δ 8.41 (d, J=4.4 Hz, 4H, ArH) 7.50-7.45 (m, 4H, 

ArH) 7.35 (s, 4H, ArH) 7.25 (d, J=8.0 Hz, 4H ArH) 7.09-7.02 (m, 8H, ArH) 6.53 (d, J=8.0 Hz, 

4H ArH) 4.43 (s, 4H, -CH2-) 3.70 (s, 8H, -CH2-) 3.63 (s, 4H, -CH2-). 

 13C-NMR (100 MHz, CD3CN, ppm): δ 159.11, 149.01, 148.02, 139.12, 136.32, 131.04, 

128.52, 127.59, 123.14, 122.00, 115.43, 109.99, 59.57, 57.87, 46.33. 

 

 2.3.3  การสังเคราะหสารประกอบ CuL1 และ ZnL1 

N
N

N

N
N

N

N
N

N

N

NM

N M

M(ClO4)2
.
6H2O

MeOH

M= 
Cu2+/Zn2+

(ML1)(L1)

 

ละลาย M(ClO4)2.6H2O (2 mmol) ในน้ํา 10 มิลลิลิตร และละลายลิแกนด L1 (0.2 g, 0.40 

mmol) ในอะซิโตรไนไตรต 10 มิลลิลิตร จากนั้นคอยๆ เติมสารละลาย M(ClO4)2.6H2O ลงใน

สารละลาย    ลิแกนด L1 1และใหความรอนแกสารละลาย 10 นาที จากนั้นคนสารละลายอยาง

ตอเนื่องท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง จะเกิดตะกอนสีฟาออนของ CuL1 หรือสีขาวของ ZnL1 

กรองและลางดวยไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร รอยละผลิตภัณฑของ CuL1 และ ZnL1 มีคาเทากับ 60 

และ 50 ตามลําดับ 
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 2.3.4  การสังเคราะหสารประกอบ CuL2 และ ZnL2 

 

N
N M N

N
N

N

NN

M

N

N

NH

HN

N

N

N

N

M(ClO4)2
.
6H2O

MeOH

M= 
Cu2+/

 
Zn2+

(ML2)

(L2)

 ละลายลิแกนด L2 (0.28 มิลลิโมล) ในไดคลอโนมีเทนปริมาตร 10 มิลลิลิตร และละลาย 

Cu(ClO4)2 0.52 กรัม (1.41 มิลลิโมลในเมทนอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายของ 

M(ClO4)2 ลงในสารละลายลแิกนด L2 อยางชาๆ คนและใหความรอน 10 นาที ปลอยใหสารละลายเย็น

ลงและคนสารละลายอยางตอเนื่อง จะไดตะกอนสีฟาของ CuL2 หรือสีขาวของ ZnL2 กรองและลาง

ตะกอนดวย MeOH รอยละผลิตภัณฑของ CuL2 และ ZnL2 มีคาเทากับ 70 และ 50 ตามลําดับ 

 

 2.3.5  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร HEPES pH 7.4 ความเขมขน 10 mM ปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร 

ชั่ง HEPES 12.6165 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่นและปรับ pH ของสารละลายจนมีคาเทากับ 7.4 

หลังจากนั้นนําสารละลายดังกลาวถายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวย

น้ํากลั่นจนถึงขีดบอกปริมาตร 

 

 2.3.6  การหาคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวางอินดิเคเตอร PV กับ

สารประกอบโคออรดิเนชัน ML ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคป 

   2.3.6.1  การเตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuL 26.79 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร   5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตรใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

   2.3.6.2  การเตรียมสารละลาย ZnL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ชั่ง Zn2B 38.45 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 
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   2.3.6.3  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง PV 4.00 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES แลวปรับใสขวดวัด

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.50 มิลลิลิตรใสขวดวัดปริมาตร 50 

มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  

  2.3.6.4  วิธีการทดลอง 

  ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในคิวเวท  จากนั้น

คอยๆไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิด  ความเขมขน 400 µM  ลงใน       

คิวเวทดังกลาว  โดยใชปริมาตรท่ีแสดงดังตารางท่ี 3.1  หลังจากนั้นคนสารละลายใหเขากัน   นํา

สารละลายเอนเซมเบิลท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 250-900 nm  นําขอมูลท่ีไดมา

สรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  และ

คํานวณหาคาคงท่ีของการเกิดเอนเซมเบิลโดยใชโปรแกรม SPECFIT (SPECFIT/32, 2004) 

 

ตารางท่ี 2.1  สภาวะการทดลองสําหรับการหาคาคงท่ีของการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโค

ออรดิเนชัน ML1 และ ML2 (R) กับอินดิเคเตอร PV 

 

ครั้งท่ี ปริมาตร 

PV 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 

R 

(มิลลิลิตร) 

โมลของ 

PV 

โมลของ 

R 

อัตราสวน 

โมลของ R ตอ   

โมลของ PV 

1 2.0 0.00 4 x 10-8 0.0 0.0 

2 2.0 0.01 4 x 10-8 4.0 x 10-9 0.1 

3 2.0 0.02 4 x 10-8 8.0 x 10-9 0.2 

4 2.0 0.03 4 x 10-8 1.2 x 10-8 0.3 

5 2.0 0.04 4 x 10-8 1.6 x 10-8 0.4 

6 2.0 0.05 4 x 10-8 2.0 x 10-8 0.5 

7 2.0 0.06 4 x 10-8 2.4 x 10-8 0.6 

8 2.0 0.07 4 x 10-8 2.8 x 10-8 0.7 

9 2.0 0.08 4 x 10-8 3.2 x 10-8 0.8 

10 2.0 0.09 4 x 10-8 3.6 x 10-8 0.9 

11 2.0 0.10 4 x 10-8 4.0 x 10-8 1.0 
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12 2.0 0.12 4 x 10-8 4.4 x 10-8 1.1 

13 2.0 0.13 4 x 10-8 4.8 x 10-8 1.2 

14 2.0 0.14 4 x 10-8 5.2 x 10-8 1.3 

15 2.0 0.15 4 x 10-8 5.6 x 10-8 1.4 

16 2.0 0.16 4 x 10-8 6.0 x 10-8 1.5 

 

 

 

2.7  การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดตางๆ ของ         

เอนเซมเบิล 

 2.7.1  การเตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuL 13.40 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.7.2  การเตรียมสารละลาย ZnL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง ZnL 19.22 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.7.3  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 ชั่ง PV 16.01 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES แลวปรับใสขวด

วัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั้นปเปตสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร  

 2.7.4  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร 

   2.7.4.1  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ  ความเขมขน 0.01 M 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

   ชั่งแอนไอออนชนิดตางๆตามน้ําหนักท่ีแสดงไวในตารางท่ี 2.2 จากนั้นนําไปละลาย

ดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน  และปรับใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 2.2  น้ําหนักของแอนไอออนชนิดตางๆท่ีใชในการเตรียมเปนสารละลายท่ีมีความเขมขน    

0.01 M ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

ลําดับท่ี ชนิดของแอนไอออน ชนิดเกลือของ 

แอนไอออน 

น้ําหนัก (มิลลิกรัม) 

1 HPO4
2- Na2HPO4 13.40 

2 P2O7
4-หรือ PPi Na4(P2O7) 28.20 

3 SO4
2- Na2SO4 16.76 

4 NO3
- NaNO3 8.51 

5 CO3
2- Na2CO3 10.60 

6 HCO3
- NaHCO3 9.10 

7 AcO- NaOAc 13.34 

8 BzO- NaOBz 14.58 

9 SCN- NaSCN 8.11 

10 CN- NaCN 5.59 
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11 OH- NaOH 15.51 

12 I- NaI 14.94 

13 Br- NaBr 10.28 

14 Cl- NaCl 5.84 

15 F- NaF 4.20 

16 AMP AMP 36.52 

17 ADP ADP 39.10 

18 ATP ATP 41.50 

 

   2.7.4.2  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ  ความเขมขน 1 mM 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

   ปเปตแอนไอออนชนิดตางๆท่ีความเขมขน 0.01 M (จากขอ 2.5.4.1)  ปริมาตร 1.0 

มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES 

pH 7.4 

 2.7.5 การเตรียมสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันกับสารละลาย 

PV  

 ปเปตสารละลาย PV 400 µM (จากขอ 3.5.3) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ลงในสารละลายของ

สารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดท่ีมีความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  

 2.7.6  วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดกับสารละลาย PV 

ท่ีเตรียมไวในขอ 2.3.6.3  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ใสลงในขวดแกว  จากนั้นปเปตสารละลายแอนไอออน

แตละชนิด  ความเขมขน 1 mM  ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลงในขวดแกวดังกลาว  เขยาใหเขากันและ

สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิลในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดตางๆอยูในระบบ 

 ในการพิจารณาวาแอนไอออนชนิดใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้น  สามารถสังเกตไดจากการ

เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล  และการพิจารณาวาเอนเซมเบิลใดมีความจําเพาะเจาะจงใน

การเลือกจับกับแอนไอออนชนิดใดนั้น  สามารถทําไดโดยสังเกตวาแอนไอออนชนิดใดทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของสเปกตรัมมากท่ีสุด  โดยทําการทดลองดังนี้ 
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 ปเปตสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดกับสารละลาย PV 

ท่ีเตรียมไวในขอ 2.5.5 ใสลงในคิวเวท  และนําสารละลายเอนเซมเบิลดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 250-900 nm  จากนั้นปเปตสารละลายแอนไอออน 1 mM  ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรลง

ในคิวเวท  คนสารละลายใหเขากันและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง  นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระ  และสารละลายของเอนเซม

เบิลเม่ือเติมแอนไอออนแตละชนิดกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  การพิจารณาวาแอนไอออนชนิด

ใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้นสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลจากสีน้ําเงินไปเปนสี

ชมพูของ PV อิสระ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.8  การหาคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชันระหวางสารประกอบโคออรดิ

เนชัน ZnL2 กับแอนไอออนไพโรฟอสเฟต ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

 2.8.1  การเตรียมสารละลาย ZnL2 ความเขมขน 20 µM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 เตรียมเหมือนขอ 2.5.1 
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 2.8.2  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลายสต็อก  โดยชั่ง PV 8.00 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 

mM HEPES แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  และปเปตสารละลายสต็อก 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวด

วัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  

 2.8.3  การเตรียมสารละลาย PPi ความเขมขน 400 µM  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 ปเปต PPi ความเขมขน 0.01 M (จากขอ 2.5.4.1)  ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.8.4  วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  

ใสลงในคิวเวท  จากนั้นปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรใสลงในคิว

เวทดังกลาว  คนสารละลายใหเขากัน  นําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนเเสงท่ีความยาวคลื่น 

250-900 nm หลังจากนั้นเติมสารละลายของ PPi ความเขมขน 400 µM ครั้งละ 0.01 มิลลิลิตร  ลงใน

คิวเวทดังกลาว  คนสารละลายใหเขากันและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 250-900 nm 

นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความยาวคลื่นท่ีใชในการ

ทดลอง  และคํานวณหาคาคงท่ีการเกิดของสารประกอบโคออรดิเนชันโดยใชโปรแกรม SPECFIT 

(SPECFIT/32, 2004) 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

3.1 การสังเคราะหลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 และ ML2 

  ไดทําการสังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 

และ ML2 (เม่ือ M คือไอออน Cu2+ และ Zn2+) ไดเปนผลสําเร็จ โครงสรางของสารประกอบท้ัง 4 ชนิด

แสดงไดในรูปท่ี 3.1  

 

 

ML2; M
 = 

Cu2+ 
(50%)

 and
 
Zn2+ 

(40%)

N

N N

NH
M2+

N

NN

HN
M2+

N
N

NN

M2+

N N

M2+

ML1 ; M
 = 

Cu2+ 
(75%)

 and
 
Zn2+ 

(60%)

N
N

NN

N N

N

N N

H
N

N

NN

N
H

L1
 
(15%) L2

 
(10%)

 
 

รูปท่ี 3.1 โครงสรางของลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 และ ML2 (เม่ือ M คือ

ไอออน Cu2+ และ Zn2+)   
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3.2 การศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ 

โคออรดิเนชันมาใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟต (PPi) ในระบบแบ็ตซ 

      เม่ือนําสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL1, ZnL1, CuL2 และ ZnL2 มาศึกษาความเปนไป

ไดในการตรวจวัด PPi ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร และใชสารละลายบัฟเฟอร HEPES 

ความเขมขน 10 mM pH 7.4 เปนตัวทําละลายโดยนําสารประกอบท้ัง 4 มาเตรียมเปนเอนเซมเบิลกับ

อินดิเคเตอรไพโรแคทีคอลไวโอเลต (pyrocatecholviolet หรือ PV) ผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี 3.2 

จะเห็นไดวาสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันท้ัง 4 ชนิดเปนสารละลายใสไมมีสี (ขวดท่ี 1, cpx)  

สารละลาย PV ในรูปอิสระสารละลายมีสีเขียว (ขวดท่ี 2, PV)   และสารละลายเอนเซมเบิลของ

สารประกอบโคออรดิเนชันท้ัง 4 ชนิดมีสีฟา (ขวดท่ี 3, ens)   

  จากรูปท่ี 3.2 จะเห็นไดวาเอนเซมเบิลของสารประกอบท้ัง 4 ชนิดใหผลความจําเพาะเจาะจงใน

การเลือกจับกับแอนไอออนไดตางกัน โดยมีเพียงเอนเซมเบิลของสารประกอบ ZnL2 กับอินดิเคเตอร 

PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจากมีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของ

สารละลายเอนเซมเบิลของ [ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ 

(รูปท่ี 3.2ง) ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวา

อินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] สามารถถูกแทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิ

เคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึงสามารถนําเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ไปตรวจวัด PPi  ใน

ตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดอ่ืนอยูในระบบ 
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pyrocatecholviolet หรือ PV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 3.2  การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากอินดิเคเตอร PV กับสารประกอบโคออร

ดิเนชัน  (ก) CuL1, (ข) ZnL1, (ค) CuL2 และ (ง) ZnL2 ในสภาวะท่ีมีไอออนลบชนิดตาง ๆ อยูใน

ระบบ โดยใชสารละลายบัฟเฟอร HEPES ความเขมขน 10 mM pH 7.4 เปนตัวทําละลาย 
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3.3 การศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน ZnL2 และ PV ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

เม่ือนําสารละลาย PV ท่ีมีความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทําการไทเทรตกับ

สารละลายประกอบเชิงซอน ZnL2 ความเขมขน 400 µM ครั้งละ 0.01 มิลลิลิตร (0.1 equivalent)  

แลวนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี โดยทําการ

ทดลองจนครบ 1.0 equivalent พบวาสารละลาย PV ในรูปอิสระมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาว

คลื่น 429 nm และเม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลาย ZnL2 ลงไปยังสารละลายดังกลาวพบวาสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีฟา โดยมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคลื่น 659 nm ดัง

แสดงในรูปท่ี 3.3 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

  

 

 

รูปท่ี 3.3 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย PV เม่ือทําการไทเทรตสารละลาย ZnL2 ลงไปยัง

สารละลายดังกลาว  

  

เม่ือทําการหาอัตราสวนในการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวาง ZnL2 และสารละลาย PV 

ดวยวิธี Job’s method โดยทําการเตรียมสารละลายผสมระหวางสารละลาย ZnL2 กับ สารละลาย PV 

ท่ีเศษสวนโมลตางกัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร จากนั้นนําขอมูล

ท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร พบวาคาการ
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ดุดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นดังกลาวมีคาสูงสุดท่ีเศ็สวยโมลของ ZnL2 : PV คือ 0.5 : 0.5 แสดงวา

อัตราสวนในการเกิดเปนเอนเซมเบิลของ ZnL2 : PV คือ 1:1 ดังแสดงในรูปท่ี 3.4 

 

 

 

 
รูปท่ี 3.4 การหาอัตราสวนในการเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางสาร ZnL2 ความเขมขน 20 µM 

กับสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM โดยวิธ ี Job’s Method ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทรี  

                                                                                                                                                                                              

3.4 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนของเอนเซมเบิล [ZnL2·PV] ดวย

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

 

จากรูปท่ี 3.5 เม่ือนําสารละลาย [ZnL2•PV] มาวัดคาการดูดกลืนแสง พบวามีคาการดูดกลืน

แสงสูงท่ีสุดคือ 659 นาโนเมตร และเม่ือพิจารณาสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV] 

ในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดตางๆ พบวามีเพียงแอนไอออน PPi ท่ีสงผลทําใหสเปคตรัมการดูดกลืน

แสงของสารละลาย [ZnL·PV] ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร มีคาลดลงอยางเห็นไดชัด โดยสังเกตได

จากคาการดูดกลืนแสงท่ีลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับแอนไอออนชนิดอ่ืนๆ แสดงวาเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับ PPi ไดเปนอยางดี 
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รูปท่ี 3.5 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ท่ีมีแอนไอออนชนิดตาง ๆ อยูในระบบ 

 

เม่ือทําการไทเทรตสารละลายเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ดวย PPi พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 659 nm มีคาลดลงและคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 429 nm มีคาเพ่ิมข้ึน และสี

ของสารละลายเปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของ PV ในรูปอิสระ แสดงวา PPi เขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร 

PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิลได ดังแสดงในรูปท่ี 3.6 
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รูปท่ี 3.6 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV] เม่ือเติมสารละลาย PPi ความเขมขน 

1 mM ในตัวทําละลาย 10 mM pH 7.4 HEPES   

     

 3.5 การศึกษาผลการรบกวนของไอออนชนิดตางๆ ตอการตรวจวัด PPi โดยใชเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทร ี

 จากการศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดตางๆ ตอการตรวจวัด PPi โดยใชเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   โดยทําการเตรียมสารละลายเชิงซอน [ZnL2•PV]   + PPi ท่ีมีความเขมขน 20 µM 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในคิวเวท จากนั้นทําการปเปตสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 

1 mM ปริมาตร 350 µL ลงในคิวเวทท่ีมีสารละลายเชิงซอน [ZnL2•PV] + PPi เขยาใหเขากันเปน

เวลา 1 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง จากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับแอนไอออนชนิดตางๆ ท่ีเติมลงไป ซ่ึง

ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.7 

 
 

 [ZnL2•PV] + PPi + anions;    [ZnL2•PV] + anions 
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รูปท่ี 3.7 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 nm ของสารละลายเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   กับยแอนไอออนชนิดตางๆในตัวทําละลาย HEPES บัฟเฟอร ความเขมขน 10 mM pH 

7.4 เม่ือกําหนดให (1) Pi , (2) = PPi , (3) = ACO , (4) = AMP , (5) = ADP , (6) = ATP , (7) = CN- , 

(8) = NaOx , (9) = Na2SO4 , (10) = Na2NO3 , (11) = Na2CO3 , (12) = NaHCO3 ,  

(13) = AcO , (14) = BzO , (15) = KSCN , (16) = NaOH , (17) = NaI , (18) = NaBr ,  

(19) = NaCl , (20) = NaF  

 

 จากรูปท่ี 3.7 พบวาไมมีแอนไอออนชนิดใดท่ีมีผลรบกวนตอการตรวจวัดสารละลาย PPi   

โดยใช [ZnL2•PV] เนื่องจากคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 nm  ไมลดลงแตอยางใด แสดงวา

เอนเซมเบิล [ZnL2•PV] นี้ สามารถนํามาใชเปนเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงในการตรวจวัด PPi ไดดี โดย

ไมถูกรบกวนจากแอนไอออนชนิดอ่ืนๆ 

3.6 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัด (Detection of limit) สารละลาย PPi ดวยเอนเซมเบิล ZnL2 

โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทรี 

 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทร ี  สามารถหาไดจาก

การนําขอมูลการทําไทรเทรชันของสารละลาย [ZnL2•PV] ดวย PPi มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลาย PPi ดังแสดง

ในรูปท่ี 3.8 และนําไปคํานวณหาคาขีดจํากัดการตรวจวัด ดังสมการท่ี (3.1) 

 

                                Detection of limit = 3σ/k                                                (3.1)                                                                

 

โดยท่ี 15σ คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) ของสารละลายแบลงคท่ีวัดคาความเขมขน      

                 ของสารละลาย PPi ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร จํานวน 10 ครั้ง 

        k  คือ ความชันของกราฟท่ีไดจากการสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง  

                 ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลาย PPi 
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รูปท่ี 3.8 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัดสารละลาย PPi โดยใชสารเชิงซอน [ZnL2•PV]  ดวยเทคนิค   

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรสโคป เม่ือ A คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV]  ท่ีมีสารละลาย PPi 

ความเขมขนตางๆ 

 

          จากการทดลองหาคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารละลาย PPi โดยใชเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] 

ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรสโคป เม่ือคา 15σ เทากับ 150.4097 พบวาสารละลายประกอบเชิงซอน 

[ZnL2•PV] สามารถใชในการตรวจวัดสารละลาย PPi ได ซ่ึงมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.60 µM 
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3.7  การตรวจวัด PPi ในอาหารทะเลแชแข็งท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคาจังหวัดชลบุรี 

 จากการนําเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi มาตรวจวัด 

PPi ท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารทะเลแชแข็งท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคาจังหวัดชลบุรี พบวา PPi ท่ี

ใช ในอุตสาหกรรมแชแข็งอาหารทะเลจะอยู ในกลุมสารท่ี มี  INS 450 (INS คือ International 

numbering system for food additive) และการรายงานปริมาณ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งจะ

รายงานรวมอยูในรูปของสารท่ีทําใหเกิดความชุมชื้นกลุมฟอสเฟตชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงจากการตรวจสอบ

ปริมาณของ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งแตละชนิดโดยใชเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] พบวามีคาท่ี

สัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

 

ตารางท่ี 3.1  ปริมาณ PPi ท่ีตรวจพบในอาหารทะเลแชแข็งบางชนิดท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคา

จังหวัดชลบุร ี

 

ชนิดของอาหารทะเล     

แชแข็ง 

สารที่ทําใหเกดิความชุมชื้น  

ที่ระบุขางภาชนะที่บรรจ ุ

ปริมาณที่ระบุขาง

ภาชนะบรรจ ุ

ปริมาณ PPi ที่ตรวจพบ 

(เฉพาะกลุม INS 450) 

กุงดิบผาหลังแชแข็ง INS 451(i) 

INS 339(ii) 

INS 450 (iii) 

          0.4 %  

0.2% 

กุงขาวแชแข็ง INS 451(i) 

INS 330 

INS 450 (iii) 

ไมไดระบ ุ  

0.1% 

ปลาทะเลแชแข็ง INS 451(i) 

INS 450 (iii) 

0.2% 0.15% 

หมายเหตุ  

INS 339 = sodium phosphate 

INS 450 = Diphosphate  

INS 450 (iii) = tetrasosium diphosphate  

INS 451 = triphosphate 

INS 451(i) = Pentasodium Triphosphate 
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บทท่ี 4 

สรุปผลการวิจัย 

 

4.1  สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ไดสังเคราะหลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของ

คอปเปอร (II) และสังกะสี (II) กับลิแกนดท้ัง 2 ชนิดไดเปนผลสําเร็จ (ML1 และ ML2 เม่ือ M คือ Cu2+ 

และ Zn2+)  หลังจากนั้นนําสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดท้ัง 4 ชนิด มาศึกษาความจําเพาะ

เจาะจงกับแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชอินดิเคเตอรไพโรแคทีคอล ไวโอ

เลต หรือ PV  เปนหนวยใหสัญญาณ  ในตัวทําละลาย 10 mM HEPES บัฟเฟอรท่ี pH 7.4   จาก

การศึกษาพบวามีเพียงเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากสารประกอบ ZnL2 กับ PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะ

เจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจากมีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ 

[ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน 

ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซม

เบิล [ZnL2•PV] สามารถถูกแทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึง

สามารถนําเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ไปตรวจวัด PPi  ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิด

อ่ืนอยูในระบบ จะเห็นไดวาท้ังโครงสรางของลิแกนดและชนิดของไอออนโลหะตางก็เปนปจจัยสําคัญใน

การควบคุมความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi ในงานวิจัยนี้ โดยท่ีคาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi 

ดวยเอนเซมเบิลดังกลาวมีคาเทากับ 0.60 µM เม่ือนําเอนเซมเบิลดังกลาวมาตรวจสอบปริมาณของ PPi 

ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งพบวามีปริมาณท่ีสัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ 

 

4.2 ขอเสนอแนะ 

 สังเคราะหลิแกนดชนิดใหมท่ีทําใหคาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi มีคานอยกวานี้ เพ่ือนําไป

ตรวจวัด PPi ท่ีมีอยูในเซลลของสิ่งมีชีวิต 
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