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การตรวจวัดกลูตาไธโอนด้วยคัลลอริเมตริกเซนเซอร์โดยใช้สารประกอบเชิงซ้อน 
ไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II) กับอินดเิคเตอร์ไพโรแกลลอล เรด 
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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีน้ าสารประกอบเชิงซ้อนไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ ( II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของเมตาไซลีน (L)                     

มาศกึษาการเลอืกจบักบัแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ โดยใช้ไพโรแกลลอล เรด เป็นหนว่ยให้สญัญาณในสารละลาย HEPES buffer 
ความเข้มข้น 10 mM pH 6 พบว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ไพโรแกลลอล เรด (pyrogallol 
red หรือ PGR) มีความจ าเพาะในการตรวจวดักลตูาไธโอน (GSH) เนื่องจากมีเพียงกลตูาไธโอนเท่านัน้ที่สามารถเปลี่ยนสี
สารละลายของเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] จากสีน า้เงินไปเป็นสีส้มซึ่งเป็นสีของอินดิเคเตอร์ PGR ขีดจ ากัดการตรวจวดั              
กลตูาไธโอนด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มีค่าเท่ากับ 0.85 µM นอกจากนีย้งัสามารถใช้เอนเซมเบิลดงักล่าวมาใช้ในการ
ตรวจวดัหาปริมาณกลตูาไธโอนในยาประเภทแคปซูลได้ 
 

ค าส าคัญ  :  ไพโรแกลลอล เรด; สารประกอบเชิงซ้อนไดนิวเคลยีร์ของคอปเปอร์ (II); กลตูาไธโอน; เอนเซมเบิล 
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Abstract 

 In this research, the dinuclear copper (II) complex containing m-xylene units (Cu2L2) was applied to study 
the sensing abilities towards anions using Pyrogallol Red (PGR) as sensory unit in 10 mM HEPES buffer pH 6. The 
results demonstrated that the [Cu2L2•PGR] ensemble can be able to sense glutathione (GSH) selectively over than 
other anions, the color of [Cu2L2•PGR]  change from blue to orange color of PGR in the present of GSH.  The 
detection limit of GSH was 0. 85 µM.  The proposed ensemble was successfully applied to determination of 
glutathione in drug capsule. 
 

Keywords :  pyrogallol Red ; dinuclear copper (II) complex ; glutathione; ensemble 
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บทน า 
 ปัจจุบนักลตูาไธโอน (Gluththione หรือ GSH) ได้รับความสนใจจากศาสตร์มากมายหลายแขนง เนื่องจากมีบทบาท
ส าคญัในการเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ (Gaucher et al., 2018) สามารถพบได้ทัว่ไปในเซลล์ตา่งๆ ของร่างกายโดยเฉพาะอยา่ง
ยิ่งในเซลล์ตับ ในภาวการณ์เกิดโรคหรือภาวะความผิดปกติของร่างกายบางอย่าง เช่น โรคพาร์กินสัน โรคอัลไซเมอร์
โรคเบาหวาน (Mischley et al., 2016) โรคมะเร็ง (Kennedy et al., 2020) การได้รับรังสี สารพิษ สารเคมี โลหะหนกับางชนิด 
เป็นต้น ภาวะเหลา่นีจ้ะท าให้ร่างกายเข้าสูภ่าวะเครียดออกซิเดชนั (Oxidative stress) ซึง่จะน าไปสูก่ารเพิ่มขึน้ของอนมุลูอิสระ 
กลตูาไธโอนจึงมีความส าคญัในบทบาทของการเป็นสารต้านอนุมลูอิสระดงัที่ได้กลา่วมาแล้วข้างต้น นอกจากนีย้งัมีแนวคิด              
ในการน ากลูตาไธโอนมาใช้ในด้านความสวยงามและช่วยให้ผิวขาว อันเนื่องมาจากได้มีการค้นพบโดยบังเอิญว่าผู้ ป่วย
โรคมะเร็งระยะสดุท้ายที่ได้รับการฉีดกลตูาไธโอนเพื่อเพิ่มภมูิต้านทาน กลบัพบวา่มีผิวขาวขึน้และสผีมออ่นลง ซึง่อธิบายได้จาก
การที่ร่างกายมีปริมาณกลตูาไธโอนสงูกวา่ภาวะปกติมีผลยบัยัง้เอนไซม์ไทโรซิเนสที่เก่ียวข้องกบัเม็ดสีผิวท าให้เม็ดสผิีวเปลีย่น
จากสีน า้ตาลด าเป็น สีขาวชมพู ซึ่งจะมองดูผิวพรรณออกขาวชมพูมากขึน้ (Villarama and Maibach, 2005) แต่ปัจจุบัน                  
ยงัไม่พบงานวิจยัทางการแพทย์ที่น่าเช่ือถือใด ๆ ที่สามารถยืนยนัได้ว่ากลตูาไธโอนสามารถท าให้ผิวขาวขึน้ได้จริง ซึ่งเทคนิค                
ที่นิยมใช้ในการตรวจวดั กลตูาไธโอน ได้แก่ Resonance Elastic Light Scattering (RELS) Spectroscopy (Stobiecka et al., 
2010), Electrochemiluminescence (ECL) method (Gao et al., 2016) และ High-performance Liquid Chromatography 
(HPLC) (Yu et al., 2016) แต่การตรวจวดัด้วยเทคนิคดงักล่าวนัน้ต้องใช้เคร่ืองมือที่มีราคาแพง หรือในบางเทคนิคจ าเป็น              
ต้องอาศยัขัน้ตอนในการเตรียมตวัอยา่งที่ยุง่ยาก 

ในปัจจุบนัยงัมีอีกสาขางานวิจยัที่นิยมน าเทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสง มาใช้ในการตรวจวดักลตูาไธโอนซึ่งข้อดี
ของการใช้เทคนิคนีค้ือ ตรวจวดัได้ง่ายและรวดเร็ว สามารถสงัเกตได้ด้วยตาเปลา่ มีสภาพไวและความจ าเพาะที่ดี คา่ใช้จ่ายใน
การวิเคราะห์ต ่า สามารถประยกุต์ใช้ตรวจวดัในภาคสนามและไมจ่ าเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญในการวิเคราะห์ (Jia et al., 2020; 
Liu et al., 2013) ในงานวิจยันีจ้ึงได้น าสารประกอบชนิดไดนิวเคลียร์ Cu2L2 มาใช้เป็นหน่วยรีเซบเตอร์ในการตรวจวดักลตูาไธ
โอน และใช้อินดิเคเตอร์ Pyrogallol Red (PGR) ท าหน้าที่เป็นหน่วยให้สญัญาณ ซึ่งโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2, PGR 
และ Glutathione (GSH) แสดงได้ในภาพท่ี 1             
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ภาพที่ 1  โครงสร้างของ Cu2L2, PGR และ GSH 
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วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สารเคมี 
 เกลือของแอนไอออน กรดอะมิโน บัฟเฟอร์ อินดิเคเตอร์และสารเคมีอื่น ๆ ที่ใช้ในการศึกษาจากบริษัท QREC, 
Sigma-Aldrich, Fluka, TCI และ BDH ตัวท าละลายอินทรีย์ EtOH, MeOH, MeCN และ CH2Cl2 จากบริษัท RCI Labscan 
น า้กลัน่ จากบริษัท General Hospital Products Public Co., Ltd,  
2. อปุกรณ์และเคร่ืองมือ 

เคร่ืองระเหยตวัท าละลายแบบลดความดนั (Heiddolph Laborota 4000 efficient)    
ยวูี-วิสเิบิลสเปกโตรมิเตอร์ (Agilent 8453) 
ฟลอูอเรสเซนซ์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Agilent Cary Eclipse) 
เคร่ืองวดัคา่ pH (Mettler toledo) 
นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์ (Bruker Avance III HD 400 MHz) 

3. วิธีการทดลอง 
 3.1 การสงัเคราะห์ลิแกนด์ L  

ในงานวิจยันีไ้ด้ดดัแปลงการสงัเคราะห์ลิแกนด์ L มาจากงานวิจยัของ Pokharel และคณะ (Pokharel et al., 2013) 

โดยขัน้แรกท าการเตรียมสารประกอบลิแกนด์ L โดยท าการละลาย α,α’-dibromo-m-xylene (792 mg, 3.0 mmol) ในตวัท า
ละลายผสมระหวา่ง DMF/H2O ในอตัราสว่น 4:1 ปริมาตร 15 mL จากนัน้เติม NaN3 (410 mg, 6.30 mmol) ตามด้วย Na2CO3 
(312 mg, 3.0 mmol) , CuSO4·5H2O (300 mg, 1.2 mmol) , ascorbic acid (420 mg, 2.4 mmol)  และ 2-ethynylpyridine 
(640 mg, 6.0 mmol) ท าการคนสารละลายผสมที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 20 ชัว่โมง จากนัน้ท าการเติมสารละลาย NH3/EDTA 
(Na2H2EDTA·2H2O 2 g ใน 28% aqueous ammonia 5 mL และปรับปริมาตรเป็น 100 mL ด้วย H2O) ลงในสารละลายผสม
ดงักลา่ว จากนัน้ท าการสกดัสารละลายผสมด้วย chloroform (2 x 100 mL) และเก็บชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์มาก าจดัน า้ด้วย 
Anhydrous MgSO4 ท าการระเหยตวัท าละลายออกแล้วตกผลกึจะได้ของแข็งสขีาว จากนัน้ท าการกรองผลกึและล้างผลกึด้วย 
diethyl ether เย็น จะได้ลแิกนด์ L (910 mg, 77%) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  8.55 (d, J = 4.8 Hz, 2H, ArH), 8.21-8.18 (m, 4H, ArH), 7.83-7.79 (m, 2H, ArH), 7.42–
7.23 (m, 6H, ArH), 5.59 (s, 4H, -CH2-)  
13C-NMR (100 MHz, CDCl3)   149.82, 148.92, 148.41, 137.37, 135.60, 130.14, 128.63, 127.92, 123.02, 122.34, 
120.46, 53.96 
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ภาพที่ 2  แผนภาพแสดงวิธีการสงัเคราะห์ลแิกนด์ L 
 

3.2 การสงัเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชนัไดนิวเคลียร์ Cu2L2 
สารประกอบ Cu2L2 ที่ใช้ในการวิจยันีท้ าการสงัเคราะห์ตามกระบวนการในงานวิจยัของ Pokharel โดยท าการละลาย            

ลิแกนด์ L (200 mg, 0.51 mmol) ใน Chloroform (25 mL) จากนัน้คอ่ยๆ หยดสารละลายลแิกนด์ L ดงักลา่วลงในสารละลาย
ของ CuCl2.2H2O (86 mg, 0.51 mmol) ใน CH3CN (25 mL) ท าการคนสารละลายผสมเป็นเวลา 3 ชั่วโมง จะเกิดของแข็ง              
สีเขียวขึน้ ท าการกรองของแข็งดังกล่าวและล้างด้วย CH3CN และ CHCl3 ตามล าดับ จะได้สารประกอบโคออร์ดิเนชัน                 
ไดนิวเคลยีร์ Cu2L2 (242 mg, 90.2%) 
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ภาพที่ 3  แผนภาพแสดงวิธีการสงัเคราะห์สารประกอบโคออร์ดเินชนัไดนิวเคลยีร์ Cu2L2 
 

ในการพิจารณาว่าสารละลาย [Cu2L2•PGR] จะมีความจ าเพาะต่อแอนไอออนชนิดใดนัน้ นอกจากการสงัเกตการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายแล้ว ยังสามารถท าได้โดยการสงัเกตว่าแอนไอออนชนิดใดที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
สเปกตรัมมากที่สดุ โดยน าสารละลาย [Cu2L2•PGR] ในขณะที่ยงัไม่เติมสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ และในขณะที่               
เติมแล้ว น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 250-900 nm จากนัน้น าข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์
ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงและความยาวคลืน่ 
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3.4 การหาค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิคยู
วี-วิสิเบิลไทเทรชนั 

ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์ PGR ที่มีความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์
ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในคิวเวทและท าการวดัคา่การดดูกลนืแสง จากนัน้ท าการไทเทรตด้วยสารละลายสารประกอบ
เชิงซ้อน Cu2L2 ความเข้มข้น 400 µM ครัง้ละ 5.00 ไมโครลิตร (0.05 equivalent) ในตัวท าละลาย HEPES บัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 จากนัน้คนสารละลายเป็นเวลา 1 นาที และน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงด้วยเคร่ืองยวูี-วิสเิบิลสเปกโตร
โฟโตมิเตอร์ น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงและความยาวคลืน่ 

3.5 การหาอตัราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบั PGR โดยวิธี Job’s method 
บรรจุสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 และ 

สารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในบิวเรต จากนัน้           
ท าการไขสารละลายทัง้สองชนิดลงในขวดวดัปริมาตร 10.00 มิลลลิติร โดยเตรียมในอตัราสว่นโมลระหวา่ง Cu2L2/PGR ในช่วง 
0 – 1 equivalent เขยา่ให้เข้ากนัเป็นเวลา 1 นาที และน าไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 567nm จากนัน้น าข้อมลูมา
สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 567 nm กบัเศษสว่นโมลของ Cu2L2 

3.6 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กบั GSH โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั 
ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบั PGR [Cu2L2•PGR] (1:1 equivalent) ความเข้มข้น 20 µM 

ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ในตัวท าละลาย HEPES บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่  pH 6 ลงในคิวเวทและท าการวัด                   
ค่าการดดูกลืนแสง จากนัน้ท าการไทเทรตสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ครัง้ละ 0.025 มิลลิลิตร (0.625 equivalent) 
ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในคิวเวทท่ีมีสารละลาย [Cu2L2•PGR] คนสารละลายให้เข้า
กันเป็นเวลา 3 นาที และน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทุกครัง้ที่มีการเติมสารละลาย GSH ลงไป จนกระทัง่ไทเทรตครบ 0.35 
มิลลลิติร (8.75 equivalent) น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงและความยาวคลืน่ 

3.7 การศึกษาการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมทรี
ภายใตส้ภาวะทีมี่ออกซิเจนและปราศจากออกซิเจน 

การทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจนท าโดยปิเปตสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 
2.00 มิลลิลิตร ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในคิวเวทแล้วท าการวดัค่าการดดูกลืนแสง 
จากนัน้ปิเปตสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM 0.35 มิลลิลิตร ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM                  
ที่ pH 6 ลงในคิวเวทท่ีมีสารละลาย [Cu2L2•PGR] คนสารละลายให้เข้ากนั น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงทกุ ๆ 30 วินาที สงัเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย และน าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงกบั
เวลา (นาที) 

ในสว่นการทดลองในสภาวะที่ไมม่ีออกซิเจนปิสามารถท าโดยท าการผ่านแก๊สไนโตรเจนลงในสารละลายเอนเซมเบิล 
[Cu2L2•PGR] และสารละลาย GSH ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 เป็นเวลา 15 นาที (Butler 
et al., 1994) และท าการทดลองตอ่ไปเช่นเดียวกบัในกรณีสภาวะมีออกซิเจน 
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3.8 การศึกษาผลการรบกวนของไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้
เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

ปิเปตสารละลายเชิงซ้อน [Cu2L2•PGR] + GSH ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร  2.00 มิลลิลิตร ลงในคิวเวท จากนัน้             
ปิเปตสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 350.00 ไมโครลิตร ลงในคิวเวทที่มีสารละลายเชิงซ้อน 
[Cu2L2•PGR] + GSH คนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 3 นาที และน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 567 nm              
ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ จากนัน้น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงที่มีความ
ยาวคลืน่ 567 nm กบัแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ ที่เติมลงไป 

3.9 การวิเคราะห์ปริมาณกลูตาไธโอนในตวัอย่างยาแคปซูลโดยใช้ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ในตวัท าละลาย HEPES 

บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในคิวเวท แล้วท าการวดัค่าการดดูกลืนแสง จากนัน้ปิเปตสารละลายตวัอย่าง  0.1 
มิลลิลิตร ในตวัท าละลาย HEPES บฟัเฟอร์ความเข้มข้น 10 mM ที่ pH 6 ลงในคิวเวทดงักล่าว และท าการเติมสารละลาย
มาตรฐาน GSH ความเข้มข้น 500 µM ปริมาตรต่างกันตามล าดับให้ได้ความเข้มข้น 1, 3, 5 และ 7 µM ปรับปริมาตร               
ให้ปริมาตรรวมเท่ากับ 2.35 มิลลิลิตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6  คนสารละลายให้เข้ากัน               
จับเวลา 3 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่า                  
การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 420 nm กบัความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน GSH (µM) 
 
ผลการวิจัย 
1. การสงัเคราะห์ลิแกนด์ L และสารประกอบโคออร์ดิเนชนัไดนิวเคลียร์ Cu2L2 
 ลิแกนด์ L ที่จะน ามาใช้ในการเตรียมสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu(II) สามารถเตรียมได้จากการท าปฏิกิริยา

ระหว่าง α,α’-dibromo-m-xylene กับ 2-ethynylpyridine  ในตัวท าละลาย DMF : H2O อัตราส่วน 4:1 และท าการคน
สารละลายที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้บรรยากาศของแก็สไนโตรเจน ได้สารผลิตภณัฑ์เป็นของแข็งสีขาวร้อยละของผลิตภณัฑ์
เทา่กบั 77 จากนัน้ท าการการพิสจูน์โครงสร้างของลแิกนด์ L โดยใช้เทคนิค 1H-NMR ได้ผลการวิเคราะห์ดงัภาพท่ี 4 และ 5 
 ส าหรับสารประกอบ Cu2L2 ท าการสงัเคราะห์ตามกระบวนการในงานวิจยัของ Pokharel และคณะ โดยเตรียมจาก
การท าปฏิกิริยาระหว่างลิแกนด์ L และ CuCl2.2H2O ได้สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 ที่มีลกัษณะเป็นของแข็งสีเขียว              
ร้อยละของผลติภณัฑ์เทา่กบั 90.2 
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ภาพที่ 4  1H-NMR สเปกตรัมของลแิกนด์ L ในตวัท าละลาย CDCl3 

 
 

ภาพที่ 5  13C-NMR สเปกตรัมของลแิกนด์ L ในตวัท าละลาย CDCl3 
 

2. การศึกษาความจ าเพาะในการตรวจวดัแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ของเอนเซมเบิลทีเ่ตรียมจากสารประกอบ Cu2L2  
   กบัอินดิเคเตอร์ PGR โดยใชเ้ทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

จากการศึกษาความจ าเพาะของแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อสารประกอบ Cu2L2 ในสารละลาย HEPES buffer ความ
เข้มข้น 10 mM pH 6 โดยท าการปิเปตสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลลิติร ลงในขวดแก้วและปิเปต
สารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ตามลงในขวดดงักลา่ว คนสารละลายให้เข้ากนัเป็นเวลา 1 
นาที สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากใสไม่มีสีไปเป็นสีน า้เงิน จากนัน้ท าการปิเปตแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น  1mM 
ปริมาตร 0.35 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วที่มีสารละลายของเอนเซนเบิล [Cu2L2•PGR] คนสารละลายให้เข้ากนัเป็นเวลา 3 นาที 
และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ผลการทดลองที่ได้แสดงดังภาพที่ 6 และเมื่อน าสารละลายเอนเซมเบิล 
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[Cu2L2•PGR]  ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ  มาวดัคา่การดดูกลนืแสงโดยใช้เทคนิคยวูี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรีจะได้
สเปกตรัมการดดูกลนืแสงของเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ดงัภาพท่ี 7 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่6  การเปลีย่นแปลงสขีองสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ ในสารละลาย  
               HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 
 
 

 
ภาพที ่7  สเปกตรัมการดดูกลนืแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] (20 µM) ที่มีแอนไอออนชนิดตา่งๆ (1 mM)  
               ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 
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3. การหาค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิค 
   ยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั 

การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิค                   
ยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั ท าได้โดยน าสารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร มาไทเทรตด้วยสารละลาย 
Cu2L2 ความเข้มข้น 400 µM ครัง้ละ 5.00 ไมโครลิตร (0.05 equivalent) แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิค                      
ยวูี-วิสเิบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี โดยท าการทดลองจนครบ 0.10 มิลลลิติร (1 equivalent) ได้ผลการทดลองดงัภาพท่ี 8  

 
 

ภาพที ่8  ยวู-ีวิสเิบิลไทเทรชนัสเปกตรัมของสารละลาย PGR (20 µM) ด้วยสารละลาย Cu2L2 (400 µM) ในสารละลาย  
               HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 
 

 
4. การหาอตัราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบั PGR โดยวิธี Job’s method 

การหาอตัราสว่นในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบั PGR โดยวิธี Job’s method โดยใช้เทคนิคยวูี-วิ
สเิบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี ท าได้โดยเตรียมสารละลายผสมระหวา่งสารละลาย Cu2L2 และสารละลาย PGR ที่เศษสว่นโมลตา่ง
กัน แล้วน าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm จากนัน้น าข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์
ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 567 nm กบัเศษสว่น โมลของ Cu2L2 ดงัแสดงในภาพท่ี 9 
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ภาพที ่9   การหาอตัราสว่นในการเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหวา่งสารละลาย Cu2L2 (20 µM) กบัสารละลาย PGR  

               (20 µM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 โดยวิธี Job’s  
 
5. การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กบั GSH โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั 

การศกึษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหวา่ง Cu2L2 กบั GSH  โดยใช้เทคนิคยวูี-วิสเิบิลไทเทรชนั ท าได้โดยไทเทรต
สารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ความเข้มข้น 20 µM 2.00 มิลลิลิตร ด้วยสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ครัง้ละ 
0.025 มิลลิลิตร (0.625 equivalent) แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงจนครบ 0.35 มิลลิลิตร (8.75 equivalent) จากนัน้              
น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงและความยาวคลืน่ ดงัภาพท่ี 10  

 
 

ภาพที ่10  ยวูี-วิสเิบิลไทเทรชนัสเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] (20µM) ด้วยสารละลาย GSH (1mM)  
                 ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 
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6. การศึกษาการรบกวนของไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อการตรวจวดั GSH ดว้ยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิค 
   ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

การศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดต่างๆ ต่อการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้
เทคนิคยวูี-วิสเิบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี โดยเตรียมสารละลายผสมของ [Cu2L2•PGR] + GSH ความเข้มข้น 20 µM จากนัน้เติม
สารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ลงไป และน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 567 nm ในสภาวะที่มีแอนไอออน
ชนิดต่าง ๆ จากนัน้น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดดูกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 567 nm กบั
แอนไอออนชนิดตา่ง ๆ ที่เติมลงไปแสดงได้ดงัภาพท่ี 11  

 
 

 
ภาพที ่11 คา่การดดูกลนืแสงของสารละลาย [Cu2L2•PGR]+GSH (20 µM ) กบัสารละลายแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ (1 mM )    
                ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ที่ความยาวคลืน่ 567 nm 
 
7. การหาขีดจ ากดัการในการตรวจวดั GSH ดว้ยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิค ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
 การหาขีดจ ากดัในการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยวูี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
สามารถค านวณหาคา่ขีดจ ากดัการตรวจวดั ดงัสมการท่ี 1 (Watchasit et al., 2014) 
 

                                                                 Detection limit = 3/k                            (1) 
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 โดยที่  คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายที่วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงจ านวน 10 ครัง้ k คือ ความชันของกราฟที่ได้จากการสร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่าการ
ดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 567 nm กบัความเข้มข้น GSH  
 

 
 

ภาพที่ 12 การหาขีดจ ากดัในการตรวจวดัสารละลาย GSH โดยใช้เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] 
 

8. การวิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในตวัอย่างยาแคปซูลดว้ยโดยใช้ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมทรี 
จากการทดลองวิเคราะห์หาปริมาณกลตูาไธโอนในตวัอย่างยาแคปซูลโดยท าการเติมสารละลายมาตรฐานลงไปใน

สารละลายตวัอย่างและน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสง จากนัน้น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืน
แสงและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (µM) พบวา่สามารถวิเคราะห์หาปริมาณกลตูาไธโอนได้แสดงดงัตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1  ผลการวิเคราะห์ปริมาณกลตูาไธโอนในตวัอยา่งยาแคปซูลโดยใช้ยวูี-วิสเิบิลสเปกโตรโฟโตเมทรีเทียบกบัปริมาณ 
                  ทีว่ิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐานโดยใช้เทคนิคฟลอูอเรสเซนซ์สเปกโตรโฟโตเมทรี 

ตัวอย่าง 

Fluorescence  
Spectrophotometry* 

UV-Visible  
spectrophotometry 

ปริมาณที่พบ 
 (mg/เมด็) 

% Recovery 
ปริมาณที่พบ  
(mg/เม็ด) 

% Recovery 

G01 332.81 101.0-135.0 326.50 101.0-111.3 

G02 208.29 100.8-117.5 199.48 99.8-109.2 

G03 229.73 72.52-98.75 230.05 81.6-102.8 

*ใช้วิธีตามมาตรฐานของ Roman Kandar (Kandar et al., 2007)  
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
1. การสงัเคราะห์ลิแกนด์ L และสารประกอบโคออร์ดิเนชนัไดนิวเคลียร์ Cu2L2 

จากผลการสงัเคราะห์ลแิกนด์ L ที่ดดัแปลงจากงานวิจยัของ Pokharel และคณะ (Pokharel et al., 2013) ปรากฏวา่
สามารถสงัเคราะห์สารผลิตภณัฑ์เป็นของแข็งสีขาวร้อยละของผลิตภณัฑ์เท่ากับ 77 จากนัน้ท าการการพิสจูน์โครงสร้างของ               
ลิแกนด์ L โดยใช้เทคนิค 1H-NMR ได้ผลการวิเคราะห์ดงัภาพที่ 4 พบว่าปรากฏพีคของ -ArH (a) ของวง pyridine ที่มีลกัษณะ

เป็น doublet ที่  เทา่กบั 8.55 ppm  มีจ านวนโปรตอนเทา่กบั 2 โปรตอน พีค –ArH (b) ที่มีลกัษณะเป็น multiplet ที่  เทา่กบั 

8.21 ppm มีจ านวนโปรตอนเท่ากบั 1 โปรตอน และพีค –CH2- (c) ท่ีมีลกัษณะเป็น singlet ที่  เท่ากบั 5.59 ppm มีจ านวน
โปรตอนเท่ากบั 4 โปรตอน ซึ่งเป็นการยืนยนัได้ว่าสารประกอบที่สงัเคราะห์ได้เป็นลิแกนด์ L นอกจากนัน้เมื่อท าการวิเคราะห์
โครงสร้างด้วยเทคนิค 13C-NMR ก็ปรากฏสญัญานของอะตอมคาร์บอนทัง้ 22 ต าแหน่ง ดงัแสดงในภาพที่ 4 และ 5 ส าหรับ
สารประกอบ Cu2L2 ท าการสงัเคราะห์ตามกระบวนการในงานวิจยัของ Pokharel และคณะ โดยเตรียมจากการท าปฏิกิริยา
ระหวา่งลแิกนด์ L และ CuCl2.2H2O ได้สารประกอบโคออร์ดิเนชนั Cu2L2 ที่มีลกัษณะเป็นของแข็งสเีขียว ร้อยละของผลติภณัฑ์
เทา่กบั 90.2 
2. การศึกษาความจ าเพาะในการตรวจวดัแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ของเอนเซมเบิลทีเ่ตรียมจากสารประกอบ Cu2L2  
   กบัอินดิเคเตอร์ PGR โดยใชเ้ทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

จากผลการศึกษาความจ าเพาะของแอนไอออนชนิดต่าง  ๆ ต่อสารประกอบ Cu2L2 จะเห็นได้ว่าสารละลาย                
เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มีความจ าเพาะกับแอนไอออน GSH เพียงชนิดเดียว เนื่องจากมีเพียง GSH เท่านัน้ที่ท าให้สี                 
ของสารละลายเปลี่ยนจากสีน า้เงินไปเป็นสารละลายสีแดงของ PGR ในขณะที่แอนไอออนชนิดอื่นๆ ไม่ส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิลแต่อย่างใด และเมื่อน าสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ในสภาวะที่มี                 
แอนไอออนชนิดต่าง ๆ  มาวดัคา่การดดูกลนืแสงโดยใช้เทคนิคยวูี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี พบว่ามีเพียง GSH ที่สง่ผลท าให้
สเปกตรัมการดดูกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ที่ความยาวคลื่น 567 nm มีค่าลดลงและที่ความยาวคลืน่ 
420 nm มีค่าเพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชดั ในขณะที่แอนไอออนชนิดอื่น ๆ สง่ผลให้เกิดการลดลงของสเปกตรัมการดดูกลืนแสงของ
เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  มีคา่ลดลงเพียงเลก็น้อย 
3. การหาค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิค 
   ยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั 

จากผลการทดลองการหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR 
โดยใช้เทคนิคยวูี-วิสเิบิลไทเทรชนั จากภาพท่ี 8 เมื่อเติมสารละลาย Cu2L2 ลงไป 0 ถึง 1.0 equivalent จะสงัเกตเห็นได้วา่สขีอง
สารละลายเปลี่ยนจากสารละลายสีแดงของ PGR ไปเป็นสารละลายสีน า้เงินของเอนเซมเบิล โดยพบว่าค่าการดดูกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 567 nm มีค่าเพิ่มขึน้และที่ความยาวคลื่น 420 nm มีค่าการดูดกลืนแสงลดลง เมื่อน าข้อมูลที่ได้จากการท า            
ยวูี-วิสเิบิลไทเทรชนัไปค านวณหาคา่คงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวา่งสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR 

โดยใช้โปรแกรม SPECFIT พบวา่มีคา่ log K = 4.32 ± 0.21  ซึง่สอดคล้องกบัการเกิดเอนเซมเบิลสปีชีส์ [Cu2L2•PGR] 
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4. การหาอตัราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบั PGR โดยวิธี Job’s method 
 จากผลการศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลระหว่าง Cu2L2 และ PGR ด้วยวิธี Job’s method ดังภาพที่ 9 พบว่าเมื่อ                  
ท าการลากเส้นสมัผสัจะเกิดจุดตดัที่เศษสว่นโมลของ Cu2L2 ที่ประมาณ 0.44 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า PGR เกิดเป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนกับ Cu2L2 ด้วยอัตราส่วน 1:1 โครงสร้างที่เป็นไปได้ของสีชีส์ที่เกิดขึน้แสดงได้ดังภาพที่ 13 ซึ่งสอดคล้องกับผล
การศึกษาของ Ruangpornvisuti และคณะ (Ruangpornvisuti  et al., 2019) ที่แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์ PGR จะให้คู่
อิเลคตรอนของอะตอมออกซิเจนเกิดพนัธะโคออร์ดิเนทโควาเลนต์กบัอะตอมของ Cu(II)  
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ภาพที ่13  โครงสร้างที่เป็นไปได้ของสปีชีส์ [Cu2L2•PGR] 
 
5. การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กบั GSH โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชนั 
 จากผลการศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กบั GSH ด้วยเทคนิคยวูี-วิสิเบิลไทเทรชนัดงัภาพที่ 
10 จะเห็นได้ว่าเมื่อท าการเติมสารละลาย GSH ลงไปในสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] สารละลายดงักลา่วจะค่อย ๆ 
เปลีย่นจากสนี า้เงินไปเป็นสแีดง และคา่การดดูกลนืแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ที่ความยาวคลืน่ 567 nm มี
ค่าลดลง ในขณะที่คา่การดดูกลืนแสงความยาวคลื่น 420 nm มีค่าเพิ่มขึน้ แต่อย่างไรก็ตามเมื่อเวลาผ่านไปประมาณ 15 นาที 
พบวา่สขีองสารละลายเปลีย่นจากสีแดงกลบัมาเป็นสนี า้เงินคล้ายกบัสขีองเอนเซมเบิลอีกครัง้ จากปรากฎการณ์ดงักลา่วผู้วิจยั
จึงคาดวา่เป็นไปได้ที่เมื่อท าการเติม GSH เข้าไปในระบบ GSH จะไปรีดิวซ์ Cu(II) ไอออน ในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 
ไปเป็น Cu(I) ไอออนและเมื่อ GSH ถูกออกซิไดซ์ด้วยแก๊สออกซิเจนในอากาศจะเปลี่ยนไปเป็น GSSG (Freedman et al., 
1989; Filomeni et al., 2005) นอกจากนีอ้อกซิเจนยังมีผลท าให้ Cu(I) ไอออน เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกลายเป็น Cu(II) 
ไอออน กลับมาดังเดิม (Milne et al. , 1993) ดังนัน้ทางผู้ วิจัยจึงได้ท าการศึกษาการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล 
[Cu2L2•PGR]  ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและปราศจากออกซิเจน โดยท าการวดัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายทุก ๆ              
30 วินาที จนครบ 1 ชัว่โมง สงัเกตสีของสารละลายและน าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้ไปสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่าการ
ดดูกลนืแสงกบัเวลา (นาที) 

ผลการทดลองจากภาพท่ี 14(ก) พบวา่ในสภาวะที่มีออกซิเจน คา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 420 และ 567 nm 
มีค่าคงที่ในช่วง 3-15 นาที และสีของสารละลายเปลีย่นจากสีน า้เงินเป็นสีแดง จากนัน้เมื่อเวลาผ่านไป 15 นาทีค่าการดดูกลนื
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แสงที่ความยาวคลื่น 420 nm จะลดลงและที่ 567 nm จะเพิ่มขึน้ก่อนจะคงที่ทัง้สองความยาวคลื่น โดยสีของสารละลายเร่ิม
เปลี่ยนจากสีแดงไปเป็นสีน า้เงินของเอนเซมเบิลจนเมื่อครบ 1 ชั่วโมง สีของสารละลายจะเปลี่ยนกลับไปเป็นสีน า้เงิน                
ของเอนเซมเบิล ดงัภาพท่ี 14(ข)เมื่อท าการทดลองภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน พบวา่เมื่อเวลาผา่นไปประมาณ 3 นาที
ค่าการดดูกลืนแสงทัง้สองความยาวคลื่นจะค่อนข้างคงที่ สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีน า้เงินไป เป็นสีส้มและเมื่อครบ 1 
ชัว่โมงสขีองสารละลายจะเปลีย่นไปเพียงเลก็น้อย ดงัภาพท่ี 15  

จากผลการทดลองดงัที่ได้กลา่วมาแล้วจึงเป็นไปได้วา่เมื่อท าการเติม GSH ลงไปยงัสารละลายของเอนเซมเบิล GSH 
จะไปท าการรีดิวซ์ Cu2+ ไอออนในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ไปเป็น Cu+ ไอออนและสีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสี
น า้เงินของเอนเซมเบิลไปเป็นสีแดงของอินดิเคเตอร์ PGR ในขณะเดียวกัน GSH จะถูกออกซิไดซ์ไปเป็นกลตูาไธโอนในรูป 
GSSG โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนอยู่ในระบบ ออกซิเจนจะไปออกซิไดซ์ Cu+ ไอออนในโครงสร้างของ Cu2L2 ไปเป็น Cu2+ 
ไอออนสง่ผลให้สขีองสารละลายกลบัมาเป็นสนี า้เงินของสารละลายเอนเซมเบิลอีกครัง้ ตามกลไกที่แสดงดงัภาพท่ี 14(ค) 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
ภาพที่ 8 ผลของ pH ตอ่ความเข้มสขีองฟิล์มที่ความเข้มข้นของคอปเปอร์ (II) ไอออน 3 ppm 

 
ภาพที ่14  กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่การดดูกลนืแสงกบัเวลา (นาท)ี ของสารละลาย [Cu2L2•PGR] (20 µM) ที่ม ี
                 สารละลาย GSH  (1 mM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 (a) ภายใต้สภาวะที่ม ี
                 ออกซิเจน (b) ภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซเิจน และ (c) กลไกการตรวจวดักลตูาไธโอนด้วยเอนเซนเบิล  
              [Cu2L2•PGR] ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH6 ภายใต้สภาวะที่มีออกซเิจน 
 

0.08

0.13

0.18

0.23

0 20 40 60

Ab
so

rb
an

ce

เวลา (นาที)

Abs 420 nm Abs 567 nm

0.12

0.14

0.16

0.18

0 20 40 60

Ab
so

rb
an

ce

เวลา (นาที)

Abs 420 nm Abs 567 nm
(ก) (ข) 

(ค) 



                           
                          วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 27 (ฉบบัที่ 2) พฤษภาคม – สิงหาคม พ.ศ. 2565 

                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 27 (No.2)  May – August   2022                                                    บทความวิจยั 

 
 

 

 796 

 
 
 
 
 
 
ภาพที ่15  การเปลีย่นแปลงสขีองสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  เมื่อเตมิสารละลาย GSH เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
                 ภายใต้สภาวะ (a) ทีม่ีออกซเิจน และ (b) ท่ีปราศจากออกซิเจน ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น  
                 10 mM pH 6  
 
 
6. การศึกษาการรบกวนของไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อการตรวจวดั GSH ดว้ยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิค 
   ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

ผลการศึกษาการรบกวนของแอนไอออนชนิดต่างๆ ต่อการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ดงัภาพที่ 
11 เมื่อพิจารณากราฟแทง่สนี า้เงิน พบว่าเมื่อท าการเติมแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ ลงไปในสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] 

มีเพียงแค่ GSH เท่านัน้ที่ท าให้ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm ลดลง จากนัน้เมื่อพิจารณากราฟแท่งสีแดงที่ท า
การเติมแอนไอออนชนิดตา่ง ๆ ลงไปในระบบที่มี GSH อยูด้่วย พบวา่คา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 567 nm มีแนวโน้มที่
ลดลง ดังนัน้จึงสรุปได้ว่าไม่มีแอนไอออนชนิดใดที่สามารถรบกวนการตรวจวัด  GSH ด้วยสารละลายของเอนเซมเบิล 
[Cu2L2•PGR] ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 แสดงให้เห็นว่าสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] 
สามารถน ามาใช้เป็นเซนเซอร์ทางเคมีในการตรวจวดั GSH ได้เป็นอยา่งดีโดยไมถ่กูรบกวนจากแอนไอออนชนิดอื่น ๆ 
7. การหาขีดจ ากดัการในการตรวจวดั GSH ดว้ยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิค ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

จากการทดลองหาค่าขีดจ ากัดการตรวจวดัของสารละลาย GSH โดยใช้เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ด้วยเทคนิค                

ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมทรี เมื่อค่า 𝜎 เท่ากับ 0.00048 พบว่ามีค่าขีดจ ากัดในการตรวจวดั GSH เท่ากับ 0.85 µM หรือ 
0.26 mg/L ซึ่งเมื่อพิจารณาข้อก าหนดตามประกาศของส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาฉบบัราชกิจจานุเบกษา 18 
ตุลาคม 2549  ที่ได้ก าหนดให้ผลิตภณัฑ์อาหารเสริมควรมีส่วนประกอบของแอล-กลตู้าไธโอน (L-glutathione) ไม่เกิน 250 
มิลลกิรัม แล้วจึงแสดงให้เห็นวา่เทคนิคการตรวจวดั GSH ที่ผู้วิจยัพฒันาขึน้มีความสามารถที่จะตรวจวดั GSH ในตวัอยา่งเป็น
ผลติภณัฑ์ที่จ าหนา่ยตามท้องตลาดได้ 
8. การวิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในตวัอย่างยาแคปซูลดว้ยโดยใช้ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมทรี 
 ผลการวิเคราะห์ตวัอย่างยาเม็ดแคปซูลจากตารางที่ 1 แสดงให้เห็นว่าปริมาณกลตูาไธโอนที่วิเคราะห์ได้จากวิธี                  
ที่พฒันาขึน้มามีค่าใกล้เคียงกบัปริมาณที่วิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐาน และเมื่อท าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีโดยใช้
หลกัทางสถิติ t-Test: Paired Two Sample for Means ที่ความเช่ือมั่น 95 % พบว่าค่า t ที่ได้จากการทดลองเท่ากับ 1.68                 
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ซึ่งน้อยกว่าค่า t ทางทฤษฎีที่เท่ากับ 4.30  (tcal < tcrit) แสดงให้เห็นว่าข้อมูลไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนัน้วิธีการหา
ปริมาณกลตูาไธโอนด้วยเทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสงที่พฒันาขึน้มาจึงสามารถใช้ได้ในการวิเคราะห์หาปริมาณกลตูาไธโอน
ในยาแคปซูลได้  
 
สรุปผลการวิจัย 
 ในงานวิจัยนีไ้ด้น าสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ PGR มาใช้ส าหรับตรวจวดั glutathione (GSH)  โดยใช้
เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จากการศึกษาการเกิด                   
เอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กบัอินดิเคเตอร์ PGR นัน้พบว่าเมื่อเติมสารละลายสีแดงของอินดิเคเตอร์ PGR ลงไปยงั
สารละลายใสไมม่ีสขีองสารละลายสารประกอบ Cu2L2 สารละลายจะเปลีย่นเป็นสนี า้เงิน มีคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 
567 nm จากการหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวา่ง Cu2L2 กบั PGR ด้วยเทคนิคยวูี-วิสิเบิลไทเทรชนั โดย
ใช้โปรแกรม SPECFIT พบว่ามีค่าคงที่ความเสถียรเท่ากับ log K = 4.32 ± 0.21 ซึ่งสอดคล้องกับการเกิดเอนเซมเบิล 
[Cu2L2•PGR] จากการศึกษาหาอตัราสว่นในการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเค-เตอร์ PGR โดยวิธี 
Job’s method พบวา่มีอตัราสว่นของการเกิดเอนเซมเบิล คือ 1:1  
 เมื่อน าเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มาศึกษาความจ าเพาะในการตรวจวดัแอนไอออนชนิดต่าง ๆ พบว่ามีเพียง GSH 
เท่านัน้ที่ท าให้สีน า้เงินของสารละลายเอนเซมเบิลเปลี่ยนเป็นสีส้มของอินดิเคเตอร์ PGR แสดงว่ามีเพียงแค่ GSH เท่านัน้ที่
จ าเพาะกับเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  โดยคาดว่าเมื่อเติม GSH เข้าไปในระบบ GSH จะท าการรีดิวซ์ Cu2+ ไอออนใน
โครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ไปเป็น Cu+ ไอออนและสขีองสารละลายจะเปลีย่นจากสนี า้เงินของเอนเซมเบิลไปเป็นสีแดง
ของอินดิเคเตอร์ PGR  ในขณะเดียวกนั GSH จะถกูออกซิไดซ์ไปเป็นกลตูาไธโอนในรูป GSSG โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนอยู่
ในระบบ ออกซิเจนจะออกซิไดส์ Cu+ ไอออนในโครงสร้างของ Cu2L2 ไปเป็น Cu2+ ไอออนสง่ผลให้สขีองสารละลายกลบัมาเป็น
สนี า้เงินของสารละลายเอนเซมเบิลอีกครัง้  

เมื่อท าการศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อการตรวจวดั GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] 
พบว่าไม่มีแอนไอออนชนิดใดสง่ผลรบกวนต่อการตรวจวดั GSH เนื่องจากไม่ท าให้ค่าการดดูกลืนแสงที่  567 nm มีค่าลดลง 
แสดงให้เห็นว่าเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] สามารถน ามาใช้เป็นเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสงในการตรวจวดั GSH ได้เป็นอย่างดี 
และการตรวจวดั GSH ด้วยสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ขีดจ ากดัการตรวจวดัเทา่กบั 0.85 µM 
 นอกจากนีใ้นงานวิจยันีย้งัได้ประสบความส าเร็จในการน าเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มาใช้ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 
กลตูาไธโอนในตวัอยา่งยารูปแบบแคปซูล ซึ่งปริมาณกลตูาไธโอนที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่พฒันาขึน้มามีคา่ใกล้เคียงกบัปริมาณ
ที่วิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐาน และเมื่อท าการตรวจสอบความถกูต้องของวิธีโดยใช้หลกัทางสถิติ t-Test: Paired Two Sample 
for Means ที่ความเช่ือมัน่ 95 % แสดงให้เห็นว่าข้อมลูไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ดงันัน้วิธีการหาปริมาณกลตูาไธโอนด้วย
เทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสงที่พฒันาขึน้มาจึงสามารถใช้ได้ในการวิเคราะห์หาปริมาณกลตูาไธโอนในยาแคปซูลได้ 
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