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ปรอทเป็นโลหะหนกัท่ีมีความเป็นพิษสงูเม่ือมีการสะสมปนเปือ้นในสิ่งแวดล้อม ซึ่งเป็น
อนัตรายหากร่างกายได้รับการสะสมในปริมาณท่ีมากเกินไป วิธีการหนึ่งท่ีสามารถตรวจจบัไอออน
ปรอทได้รวดเร็ว สะดวก และราคาไมแ่พง คือ การใช้สารฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์ ในงานวิจยันีจ้งึได้
น าเสนอการสงัเคราะห์และการประยกุต์ใช้สารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ 2 ชนิด ส าหรับการดกัจบั
ไอออนปรอทอย่างจ าเพาะเจาะจง โดยฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ I ใช้หมู่ฟลอูอเรสซีน จ านวน 1 หมู่
เป็นฟลอูอโรฟอร์ เช่ือมต่อกบั 2-[4-2-aminothylsulfanyl)butylsulfanyl]ethmine ท าหน้าท่ีเป็นไอ
โอโนฟอร์ ซึ่งเซ็นเซอร์ CFC4 มีพฤติกรรมการดักจับไอออนปรอทได้อย่างจ าเพาะเจาะจงใน
สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์กับตัวท าละลายอินทรีย์ แม้ในสภาวะท่ีมีไอออน
รบกวนอ่ืนๆปนเปือ้น โดยมีค่าความสามารถต ่าสุดของการตรวจวัดไอออนปรอทต ่ากว่าค่า
มาตรฐานส าหรับน า้ดื่ม ท่ีก าหนดโดย US EPA การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ต่อไอออนปรอทของ
เซ็นเซอร์ CFC4 มีลักษณะคล้ายการ “เปิด-ปิด” สวิตซ์ (ON-OFF switch) ส าหรับเซ็นเซอร์ 
T10RhB ประกอบด้วยส่วนของโรดามีนบี ท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ เช่ือมต่อกับ ไฮดราซีน ท า
หน้าท่ีเป็นไอโอโนฟอร์ โดยเซ็นเซอร์ชนิดนีไ้ด้ถูกเช่ือมต่อกับ polyoctahedral silsesquioxanes 
(POSS) ซึง่เป็นอนภุาคขนาดนาโน โดยเซ็นเซอร์ T10RhB จะถกูศกึษาระบบตวัท าละลายท่ีท าให้
เกิดสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์เม่ือมีไอออนปรอทอยู่ในสารละลายและมีความจ าเพาะเจาะจงกับ
ไอออนปรอทเพียงชนิดเดียว พบว่าในสารละลายผสมระหว่างเมทานอลกบัไดคลอโรมีเทน เป็นตวั
ท าละลายท่ีดีท่ีสุดส าหรับการศึกษาของเซ็นเซอร์ T10RhB ซึ่งการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ต่อ
ไอออนปรอทมีลักษณะคล้ายการ “ปิด-เปิด” สวิตซ์ (OFF-ON switch) และสามารถตรวจจับ
ไอออนปรอทได้ดีเม่ือเทียบกบัไอออนโลหะหนกัชนิดอ่ืน 
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Mercury is a highly toxic metal ion which is hazard for environment. 
Fluorescence sensor was technique that has high sensitivity, high selectivity, inexpensive 
cost, rapid respond and could be applied for mercury ion detection in real field. In this 
study, two fluorescence macromolecules were synthesized for the selective detection of 
mercury ions. Sensor CFC4 based on fluorescein moieties covalently bound to 2-[4-(2-
aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine. The sensor CFC4 exhibited a selective ON-
OFF fluorescence quenching behavior toward Hg2+ in the presence of various interfering 
ions in aqueous methanol solution. Detection limit of this sensor was approximate 1.48 
ppb for Hg2+ ion which is lower than the maximum level of mercury ion in drinking water 
specified by U.S. EPA. Sensor T10RhB based on rhodamine B moieties covalently bound 
to hydrazine and then was prepared on polyoctahedral silsesquioxanes (POSS) as 
nanomolecules. The sensor T10RhB exhibited Hg2+ selective OFF-ON type behavior in 
organic solution with low detection limit.  
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 
ปัจจบุนัโรงงานอตุสาหกรรมภายในประเทศขยายจ านวนเพิ่มมากขึน้  เพื่อผลิตผลิตภณัฑ์

ตา่งๆ ท่ีท าให้ชีวิตและความเป็นอยู่ของมนษุย์มีความสะดวกสบายมากขึน้ ซึง่ในกระบวนการผลิต
ตา่งๆ นัน้ มกัใช้สารเคมีในขัน้ตอนใดขัน้ตอนหนึ่งอยู่เสมอ ท าให้สารเคมีท่ีเหลืออยู่ หรือของเสียท่ี
เกิดจากกระบวนการผลิตนี ้อาจตกค้างจนเป็นพิษตอ่คนและสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะมลพิษท่ีอยู่ใน
รูปของสารประกอบไอออนโลหะหนกั เช่น ตะกัว่ (ใช้ในอตุสาหกรรมแบตเตอร่ี อตุสาหกรรมสีและ
พลาสติก) เม่ือตะกั่วเข้าสู่ร่างกายของมนุษย์ ท าให้เกิดอาการมึนงง นอนไม่หลบั ตื่นตระหนก มี
อาการโลหิตจาง หากได้รับในปริมาณมากถึงแก่ความตายได้ หรือแคดเมียมท่ีปนเปือ้นในน า้
บริเวณเหมือง หากเข้าสู่ห่วงโซ่อาหารของมนุษย์แล้ว จะท าให้เกิดโรคอิไตอิไต (Itai Itai) รวมถึง
ปรอท เป็นโลหะหนกัท่ีอยูใ่นรูปของเหลวท่ีระเหยกลายเป็นไอได้ สามารถปนเปือ้นได้ในสิง่แวดล้อม
ทัง้ใน ดิน น า้ อากาศ  ในสิ่งมีชีวิต และสะสมในเนือ้เยื่อสตัว์น า้ ปรอทอนินทรีย์ท่ีอยู่ในธรรมชาติ 
สามารถเปลี่ยนรูปกลายไปเป็นปรอทอินทรีย์ในรูปของเมธิลเมอคิวรี  โดยมีเชือ้จุลินทรีย์ในดิน
ตะกอนเป็นตวัเร่งในการเกิดปฏิกิริยา ท าให้ปรอทในรูปของเมธิลเมอคิวรี สามารถละลายน า้ได้ดี
มากจึงมีโอกาสเข้าไปสะสมในร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้เป็นอย่างดี  หากร่างกายมนุษย์เรามีการ
สะสมปริมาณปรอท จะส่งผลให้ DNA สมอง ระบบประสาทถกูท าลาย และก่อให้เกิดโรคมินามา
ตะ [1-4] 

ทัง้นีมี้การก าหนดปริมาณสูงสุดของปรอทท่ีอาจตกค้างในแหล่งธรรมชาติโดยสถาบัน
ตา่งๆ แสดงดงัตารางท่ี 1 
 

ตารางท่ี 1 ปริมาณปรอทสงูสดุท่ีสามารถปนเปือ้นในแหลง่ธรรมชาตติามมาตรฐานการควบคมุ  
    มลพิษของสถาบนันานาชาต ิ

 

แหลง่ท่ีมา ปริมาณปรอทสงูสดุไม่เกิน 

น า้ด่ืม (EPA) [5] 2 ppb 
อาหารทะเล (FDA) [6] 1 ppm 
อากาศ (OSHA) [7] 0.1 mg/m3 
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จากตารางข้างต้นจะเห็นได้ว่า ปริมาณปรอทสงูสดุท่ีสามารถปนเปือ้นในแหล่งท่ีมาต่างๆ 
มีปริมาณน้อยมาก และเน่ืองจากการปนเปือ้นของไอออนโลหะหนกัสู่สิ่งแวดล้อมสามารถเกิดได้
จากหลายสาเหตุ ด้วยเหตนีุจ้ึงต้องให้ความส าคญักบัสิ่งแวดล้อมรอบตวั โดยเฉพาะสิ่งแวดล้อม
ทางน า้ ท่ีเป็นแหล่งปนเปือ้นท่ีส าคญัอนัจะน ามาสู่การปนเปือ้นในห่วงโซ่อาหารของมนษุย์ได้ง่าย
มากท่ีสดุ  ดงันัน้การท่ีมีเคร่ืองมือหรือวิธีตรวจจบัความเป็นพิษของสิ่งแวดล้อมใกล้ตวัท่ีไม่ยุ่งยาก
ซบัซ้อน ประหยัดค่าใช้จ่าย และมีประสิทธิภาพ  ถือว่าเป็นสิ่งท่ีมีประโยชน์ต่อชีวิตมนุษย์และ
สิง่แวดล้อมมาก 

การใช้เซ็นเซอร์เพื่อตรวจจบัโมเลกุลหรือไอออน โดยตรวจวดัด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปีเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีได้รับความสนใจอย่างแพร่หลายในการตรวจวิเคราะห์ไอออน
โลหะชนิดตา่งๆ ทัง้ด้านคณุภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์ เน่ืองจากมีข้อดีคือเป็นเทคนิคท่ีมี
สภาพไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์สงู ใช้สารตวัอย่างเพียงเล็กน้อยก็สามารถแสดงผลในเวลา
อนัรวดเร็ว จึงสามารถใช้วิเคราะห์อย่างต่อเน่ือง (continuous monitoring) อีกทัง้ไม่ท าลายสาร
ตัวอย่างอีกด้วย ซึ่งนับเป็นข้อดีเหนือการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  flame photometry atomic 
absorption spectrometry (AAS) ห รื อ  inductively coupled plasma-atomic emission 
spectrometry (ICP-AES)  เน่ืองจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค AAS และ ICP-AES มีข้อเสียคือ
ต้องใช้ปริมาณสารตวัอย่างในการวิเคราะห์มาก เคร่ืองมือท่ีใช้มีราคาค่อนข้างสงู และขนาดใหญ่ 
ท าให้มีข้อจ ากดัในการน าไปวิเคราะห์ปริมาณโลหะหนกัในภาคสนาม นอกจากนีเ้ทคนิคดงักล่าว
ต้องค านึงถึงการก าจดัสารรบกวนในกรณีท่ีสารตวัอย่างเป็นน า้กร่อย น า้ทะเล สิ่งมีชีวิตจากทะเล 
หรือดินตะกอน ท่ีมีเกลือปนเปือ้นเป็นจ านวนมาก ซึง่อาจท าให้เกิดการอดุตนัของเคร่ืองมือขณะท า
การวิเคราะห์ (salt-clogging)  

การออกแบบเซ็นเซอร์ให้สามารถตรวจจบัไอออนโดยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรสโก
ปีได้อย่างมีประสิทธิภาพนัน้ จ าเป็นต้องออกแบบให้ระบบโครงสร้างโมเลกลุ (molecular system) 
ของเซน็เซอร์ท างานได้ โดยใช้แสงเหน่ียวน าให้เกิดสภาวะกระตุ้น (light-induced logic operation) 
เพื่อสงัเกตการเปลี่ยนแปลงของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ หรือการเปลี่ยนแปลงการดดูกลืนแสง
อลุตร้าไวโอเลต และภายในโครงสร้างควรมีสว่นของโมเลกลุท่ีแสดงอนัตรกิริยาจ าเพาะ (selective 
interaction) ตอ่ไอออนท่ีต้องการวิเคราะห์ด้วย 
 โดยทั่วไปโครงสร้างโมเลกุลของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ (fluorescence sensor) 
ประกอบด้วย 2 ส่วนหลกั ได้แก่ 1. ฟลอูอโรฟอร์ (fluorophore) คือส่วนท่ีแสดงคณุสมบตัิการคาย
แสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือมีการดดูกลืนพลงังานในช่วงความยาวคลื่นท่ีเหมาะสม 2. ไอโอโนฟอร์ 
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(ionophore) เป็นสว่นท่ีสามารถตรวจจบัโมเลกลุหรือไอออนท่ีต้องการตรวจวดั ดงันัน้จงึเรียกสารท่ี
ใช้วิเคราะห์โดยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีนีว้่า “ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์” หรือ “ฟลอูอ
โรไอโอโนฟอร์ (fluoroionophore)” โดยส่วนท่ีแสดงสัญญาณเปรียบเสมือนตัวแปลงสัญญาณ
เปลี่ยนข้อมูลของกลไกการตรวจจับของไอออน  (recognition event) ไปสู่การเปลี่ยนแปลง
สัญญาณทางแสง (optical signal) ดังนัน้การพัฒนาประสิทธิภาพของเซ็นเซอร์จึงขึน้กับการ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างสว่นฟลอูอโรฟอร์ เพื่อพฒันาสภาพไวของการวิเคราะห์ (sensitivity) และการ
ปรับเปลี่ยนโครงสร้างส่วนไอโอโนฟอร์เพื่อพฒันาความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) ตอ่ไอออนท่ี
ต้องการวิเคราะห์ 

วิทยานิพนธ์นีไ้ด้เสนอการสงัเคราะห์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจจบัไอออนปรอทชนิดใหมเ่พื่อให้
มีสภาพไวสูง (high sensitivity) และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนชนิดใดชนิดหนึ่ง (high 
selectivity) โดยมีหลกัการตา่งๆ เช่น การสงัเคราะห์เซ็นเซอร์ส าหรับปรอท เน่ืองจากไอออนปรอท 
(Hg2+) มีขนาดอะตอมใหญ่และโพลาไรซ์ได้ง่าย จดัเป็น soft acid (จาก Pearson’s principle หรือ 
ทฤษฎี Hard and Soft Acid and Base) [8] ซึ่งชอบเกิดอันตรกิริยาและสร้างพันธะ (bond 
binding) กบัอะตอมหรือหมู่ฟังก์ชนั (functional group) ท่ีเป็น soft base  เช่น อะตอมไนโตรเจน 
และอะตอมซลัเฟอร์ ท่ีมีขนาดใหญ่และมีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสงู ดงันัน้วิทยานิพนธ์นีจ้ึง
เลือกสงัเคราะห์สว่นไอโอโนฟอร์ท่ีมีอะตอมไนโตรเจนและอะตอมซลัเฟอร์เป็นองค์ประกอบ [9-11] 
เพื่อท าหน้าท่ีเป็น soft donor ligand ให้อิเล็กตรอนแก่ไอออนปรอท เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดและเพิ่มความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนโลหะหนัก และเลือกสังเคราะห์โมเลกุลให้มี
ลกัษณะเป็นสายโซย่าว (long chain) เพื่อให้เกิดอนัตรกิริยากบัไอออนในต าแหน่งท่ีเหมาะสมโดย
การม้วนตวัล้อมรอบไอออนโลหะหนกัได้อย่างอิสระ (self assembly) เพื่อขจดัปัญหาเร่ืองขนาด
ของช่องว่างท่ีไม่เหมาะสม ส าหรับงานวิจัยนีไ้ด้เลือกใช้ฟลูออโรฟอร์ชนิดหมู่ฟลูออเรสซีน 
(fluorescein group) และโรดามีนบี  (rhodamine B group) ซึ่งเป็นสารประกอบอะโรมาติก 
(aromatic compound) ท่ีมีค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence 
quantum yield; Фf) สงู จึงให้ฟลอูอเรสเซนต์ได้ดี โดยฟลอูอโรฟอร์ทัง้สองชนิดคายแสงฟลอูอเรส
เซนต์ในช่วงการมองเห็นได้ (visible region) [12-15] ซึ่งมีประโยชน์ต่อการน าไปพัฒนาใช้ใน
อุปกรณ์ในภาคสนามต่อไป นอกจากนีฟ้ลูออโรฟอร์ทัง้สองชนิดมีโครงสร้างท่ีง่ายต่อการ
ปรับเปลี่ยนจงึเหมาะท่ีจะน ามาศกึษาและพฒันาเป็นเซน็เซอร์ชนิดใหม่ตอ่ไป 
 จากการศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลโฮสต์-เกสต์ (host-guest chemistry) เพื่อการ
ออกแบบและสร้างเคร่ืองมือน าไปใช้งาน โดยออกแบบโมเลกลุโฮสต์ (host) ให้จบักบัโมเลกลุเกสต์ 
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(guest) ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงนัน้ต้องพิจารณาถึงความเหมาะสมในด้าน 1. อันตรกิริยา 
(interaction) ท่ีจะเกิดขึน้ระหวา่งไอโอโนฟอร์กบัไอออนท่ีต้องการตรวจจบั ซึง่สามารถเกิดได้หลาย
ลกัษณะ เช่น อนัตรกิริยาไอออน-ไอออน (ion-ion interaction) อนัตรกิริยาไอออน-ไดโพล์ (ion-
dipole interaction) อันตรกิริยาไดโพล์-ไดโพล์ (dipole-dipole interaction) พันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bonding) อันตรกิริยาไพ-ไพ (π- π interaction) และ อันตรกิริยาแคทไอออน-ไพ 
(cation- π interaction) เป็นต้น ซึง่อนัตรกิริยาดงักลา่วมีความแข็งแรงของพนัธะแตกตา่งกนั หาก
พนัธะท่ีเกิดขึน้มีความแข็งแรงมาก การตรวจจบัก็จะมีประสิทธิภาพท่ีดี และ/หรือ 2. โครงสร้าง
โมเลกุลของโฮสต์ควรมีขนาดรูปร่างหรือขนาดช่องว่างท่ีเหมาะสม (size fit requirement) ต่อ
โมเลกลุเกสต์ เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของการวิเคราะห์ได้อีกด้วย   
 

 

ภาพท่ี 1 การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหวา่งไอโอโนฟอร์และไอออน 
 

ในท่ีนีส้่วนไอโอโนฟอร์เปรียบเสมือนโฮสต์  และไอออนท่ีต้องการตรวจจบัเปรียบเสมือน
เกสต์ ซึง่กระบวนการเกิดอนัตรกิริยาระหวา่งโฮสต์กบัเกสต์ในสารละลายสามารถแสดงดงัภาพท่ี 1
เม่ืออยู่ในสารละลาย ตวัท าละลายจะจดัตวัล้อมรอบโมเลกลุโฮสต์ด้วยอนัตรกิริยาแวนเดอร์วาลส์ 
(van der Waals) และอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) และล้อมรอบโมเลกุลเกสต์ด้วย
อนัตรกิริยาโคออร์ดิเนต (coordination) เพื่อให้สารทัง้สองสามารถคงตวัอยู่ได้ในสารละลาย ซึ่ง
การเกิดการตรวจจบัหรือการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอโอโนฟอร์และไอออนนัน้ โมเลกลุ
ของสารทัง้สองชนิดจ าเป็นต้องใช้พลังงานเพื่อท าลายแรงยึดเหน่ียวท่ีเกิดจากโมเลกุลของ
สารละลาย เพื่อให้ได้โมเลกุลอิสระ จากนัน้โมเลกุลโฮสต์อิสระจะเกิดการปรับเปลี่ยนโครงสร้าง
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เพื่อให้มีขนาดและรูปร่างท่ีเหมาะสมกบัเกสต์ จึงสามารถตรวจจบัไอออนท่ีต้องการได้ ในขณะท่ี
สารประกอบท่ีเกิดขึน้จะถูกโมเลกุลของสารละลายล้อมรอบไว้เช่นเดียวกัน[16]  ซึ่งกระบวนการ
ตรวจจบัไอออนของเซ็นเซอร์ท่ีสงัเคราะห์ได้ในงานนี ้เสนอกระบวนการท างานท่ีท าให้เซ็นเซอร์เกิด
การเปลี่ยนแปลงการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์นี ้สามารถอธิบายได้ 2 แบบด้วยกนั  

1. การเปลี่ยนแปลงแสดงสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ในลกัษณะคล้ายการปิด-เปิดสวิตซ์ไฟ 
(OFF-ON system) แสดงดงัภาพท่ี 2  

 

ภาพท่ี 2  ลกัษณะการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ ก่อนไอโอโนฟอร์ตรวจจบัไอออนโลหะ (ซ้าย) และ
ภายหลงัตรวจจบัไอออนโลหะ (ขวา) 

 
จากภาพท่ี 2 สามารถอธิบายได้ว่า ในภาวะท่ีสารละลายไม่มีไอออนโลหะ เซ็นเซอร์

สามารถคายแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมาได้ในปริมาณความเข้มแสงต ่า ในทางตรงข้ามหากมี
ไอออนโลหะอยู่ในสารละลาย ไอออนโลหะจะเข้าจบักบัไอโอโนฟอร์ท าให้เซ็นเซอร์คายแสงฟลอูอ
เรสเซนต์ออกมาได้มากขึน้ โดยความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์จะเพิ่มขึน้ในลกัษณะแปรผนัตาม
กบัปริมาณไอออนโลหะในสารละลาย 

โดยการเปลี่ยนแปลงดงักล่าว อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์ภาย 
หลงัการตรวจจบัไอออน [17] : กระบวนการท างานของเซน็เซอร์แบบแรกเกิดจากการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของเซ็นเซอร์เม่ือมีการตรวจจับไอออน แสดงได้ดงัภาพท่ี 3 กล่าวคือ ในภาวะท่ีสาร 
ละลายไม่มีไอออน เซ็นเซอร์จะมีการปิดวง spirolactam ท าให้เกิดการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ได้
น้อยมาก (OFF state) เน่ืองจากระบบคอนจเูกต (conjugation system) ในโครงสร้างของเซน็เซอร์
ไม่ต่อเน่ือง และค่อนข้างสัน้ แต่เม่ือเซ็นเซอร์เกิดอันตรกิริยากับไอออน ท าให้เกิดการเปิด วง 
spirolactam และเหน่ียวน าให้อิเล็กตรอนในโครงสร้างเคลื่อนท่ีเข้าสูร่ะบบคอนจเูกต จึงสงัเกตเห็น
การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ออกมาในปริมาณท่ีเพิ่มขึน้ (ON state) 

 



6 

 

 
ภาพท่ี 3 กระบวนการปิด (OFF state) และเปิดวง spirolactam (ON state) [17] 

 

2. การเปลี่ยนแปลงแสดงสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ในลกัษณะคล้ายการเปิด-ปิดสวิตซ์ไฟ 
(ON-OFF system) แสดงดงัภาพท่ี 4  

 
ภาพท่ี 4  ลกัษณะการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ ก่อนไอโอโนฟอร์ตรวจจบัไอออนโลหะ (ซ้าย) และ

ภายหลงัตรวจจบัไอออนโลหะ (ขวา) 
 

จากภาพท่ี 4 สามารถอธิบายได้ว่า ในภาวะท่ีสารละลายไม่มีไอออนโลหะ เซ็นเซอร์
สามารถคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ออกมา ในทางตรงข้าม หากมีไอออนโลหะอยู่ในสารละลาย ไอโอ
โนฟอร์จะเข้าจบัไอออนโลหะ ท าให้เซ็นเซอร์คายแสงฟลอูอเรสเซนต์ได้น้อยลง โดยความเข้มของ
แสงฟลอูอเรสเซนต์ลดลงในลกัษณะแปรผกผนักบัปริมาณไอออนในสารละลาย ซึง่สามารถเสนอ
แผนภาพเพื่ออธิบายกลไกการลดลงของแสงฟลอูอเรสเซนต์ได้ดงัภาพท่ี 5 
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ภาพท่ี 5 กระบวนการ photoinduced electron transfer ก่อนดกัจบัไอออน (ซ้าย)  
             และหลงัดกัจบัไอออน (ขวา) 
กลไกการส่งผ่านอิเล็กตรอนจากไอออนปรอทไปสู่เซ็นเซอร์เช่นนี ้เรียกว่า  กระบวนการ 

photoinduced electron transfer (PET) [18-19]  โดยในสภาวะท่ีสารละลายไม่มีไอออนปรอท 
(ภาพซ้าย) เม่ือกระตุ้นเซ็นเซอร์ด้วยแสงความยาวคลื่นท่ีเหมาะสม อิเล็กตรอนในระดบัพลงังาน 
HOMO (the highest occupied molecular orbital) ของเซ็นเซอร์จะรับพลงังานและเปลี่ยนระดบั
พลังงานไปยังระดับพลังงาน LUMO (the lowest unoccupied molecular orbital) ท าให้ระดับ
พลังงาน HOMO ของเซ็นเซอร์ว่าง เม่ือระบบต้องการลดพลังงานเพื่อกลับลงสู่สถานะพืน้ 
อิเล็กตรอนดงักลา่วจงึกลบัสูร่ะดบัพลงังานเดิม (HOMO ของเซน็เซอร์) และคายพลงังานในรูปของ
แสงฟลอูอเรสเซนต์ออกมา ในทางตรงกนัข้าม หากเซ็นเซอร์เกิดอนัตรกิริยากบัไอออนปรอท (ภาพ
ขวา) ระดบัพลงังาน LUMO ของไอออนปรอทจะมีค่าสงูกว่าระดบัพลงังาน HOMO ของเซ็นเซอร์ 
แตมี่คา่ต ่ากว่าระดบัพลงังาน LUMO ของเซ็นเซอร์ เม่ือเซ็นเซอร์ถกูกระตุ้นด้วยแสง อิเล็กตรอนใน
ระดับพลังงาน HOMO ของเซ็นเซอร์จะขึน้สู่ระดับพลังงาน LUMO และเม่ือระบบต้องการลด
พลงังานเพื่อกลบัลงสู่สถานะพืน้ อิเล็กตรอนในระดบัพลงังาน LUMO ของเซ็นเซอร์จะเคลื่อนลงสู่
ระดบัพลงังาน LUMO ของไอออนปรอท ผลของการเคลื่อนท่ีของอิเล็กตรอนเช่นนี ้ท าให้การคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ลดลง และ /หรือไม่คายแสงฟลูออเรสเซนต์เน่ืองจากเกิด 
intramolecular electron transfer quenching  
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จากภาพท่ี 6 แสดงโครงสร้างสารฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์ส าหรับวิทยานิพนธ์นี ้โดยคาดวา่
ภายหลงัการตรวจจบัไอออนปรอท เซน็เซอร์ CFC4 อาจเกิดกระบวนการ photoinduced electron 
transfer (PET) ภายหลงัการตรวจจบัไอออน ส่งผลให้เห็นสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีลดลง ส่วน
เซน็เซอร์ T10RhB ออกแบบให้เกิด open spirolactam ring ของ fluorophore เม่ือมีการจบัไอออน
โลหะหนกั สง่ผลให้เห็นสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเพิ่มขึน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 โครงสร้างสารฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์ส าหรับวิทยานิพนธ์นี ้

วิทยานิพนธ์นีถื้อได้ว่าเป็นการออกแบบและพฒันาเคร่ืองมือตรวจจบัไอออนให้มีความไว 
และมีความจ าเพาะเจาะจงตอ่ไอออนโลหะ โดยทดสอบความสามารถตรวจจบัไอออนโลหะต่างๆ 
ได้แก่ โลหะทรานซิชนั โลหะอลัคาไลน์ และโลหะอลัคาไลน์เอิร์ท ในสารละลาย ซึง่ฟลอูอเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ชนิดใหม่นีถ้กูสงัเคราะห์ขึน้จากไอโอโนฟอร์ท่ีมีอะตอมซลัเฟอร์ และ/หรือไนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบ คาดว่าเซ็นเซอร์ชนิดใหม่ สามารถตรวจจบัไอออนได้อย่างจ าเพาะเจาะจง รวมทัง้
ดดูกลืนและคายแสงในช่วง visible ซึ่งง่ายต่อการพฒันาหรือประยุกต์เป็นเคร่ืองมือท่ีมีราคาไม่
แพงตอ่ไปได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
การน าโมเลกุลของสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ หรือฟลูออโรไอโอโนฟอร์ มาใช้ในการ

ติดตามหรือตรวจจับปริมาณไอออนโลหะหนัก เป็นเทคนิคท่ีได้รับความสนใจจากนักวิจัยอย่าง
แพร่หลาย โดยนกัวิจยัมุ่งหวงัท่ีจะพฒันาการสงัเคราะห์สารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ เพื่อใช้เป็น
เซ็นเซอร์ส าหรับติดตามหรือตรวจวดัไอออนโลหะหนักท่ีมีประสิทธิภาพสูงสดุ ทัง้ในด้าน สภาพ
ความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ไอออน และความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) ต่อไอออน
โลหะหนกั รวมไปถึงการประยกุต์ใช้เซน็เซอร์ในการวิเคราะห์ไอออนในสารละลายน า้ และ/หรือ ใน
สารละลายผสมของตวัท าลายอินทรีย์กบัน า้ได้ ซึง่ในท่ีนีไ้ด้แสดงตวัอย่างบทความวิจยัท่ีเก่ียวข้อง
กบัเซน็เซอร์ส าหรับตรวจวดัไอออนโลหะ ดงันี ้

ค.ศ. 2006 Jun และคณะ [20] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด diethyl iminodiacetate มาต่อกบั 
fluorescein derivative ซึ่ง เ ป็นฟลูออโรฟอร์เพื่อท าการสัง เคราะห์ diethyl iminodiacetate 
fluorescein (ภาพท่ี 7) ซึง่สามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดกัจบัไอออนทองแดงได้ในสารละลาย HEPES 
buffer pH 7.4 โดยมี detection limit เท่ากับ 2.6x10-5 M และแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี
ความยาวคลื่นท่ี 522 nm 

  

 
เซน็เซอร์ 1 

 
ภาพท่ี 7 โครงสร้างเซน็เซอร์ 1 
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ค.ศ. 2007 Swamy และคณะ [21] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด N’-Methyl-N, N-bis-pyridin-2-
ylmethyl-ethane-1,2-diamine มาต่อกับ fluorescein derivative เพื่อท าการสงัเคราะห์เซ็นเซอร์ 
(ภาพท่ี 8) ซึง่สามารถดกัจบัไอออนปรอท, pyrophosphate และ ATP ได้ในสารละลายท่ีมีน า้เป็น
องค์ประกอบ  

 
เซน็เซอร์ 2 

ภาพท่ี 8 โครงสร้างเซน็เซอร์ 2 
 

ค.ศ. 2010 Kim และคณะ [22] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด piperazinyl-coumarin มาต่อกับ 
fluorescein derivative ซึง่เป็นฟลอูอโรฟอร์เพื่อท าการสงัเคราะห์ dichlorofluorescein–coumarin 
derivative (ภาพท่ี  9) ซึ่ งสามารถใช้ เ ป็นเซ็น เซอร์ดักจับไอออนปรอทได้ในสารละลาย 
DMSO/aqueous buffer (1:99) โดยมี detection limit เท่ากับ 4.3x10-6 M และแสดงสัญญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 527 nm 

 
 
เซน็เซอร์ 3 

ภาพท่ี 9 โครงสร้างเซน็เซอร์ 3 
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ค.ศ. 2015 Chen และคณะ [23] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด 1-(pyridin-2-yl)hydrazine มาตอ่
กับ fluorescein derivative ซึ่งเป็นฟลูออโรฟอร์เพื่อท าการสังเคราะห์ dichlorofluorescein–
coumarin monoaldehyde (ภาพท่ี 10) ซึง่สามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดกัจบั hypochlorite anion ได้
ในสารละลาย 10 mM PBS, 1% (v/v) CH3CN, pH = 7.4 โดยมี detection limit เท่ากับ 7.3 nM 
และแสดงสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 521 nm 

 
 
 
 
 
 
 

เซน็เซอร์ 4 
ภาพท่ี 10 โครงสร้างเซน็เซอร์ 4 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี hypochlorite anion  

                    กบัไอออนอ่ืนๆ 
 

ค.ศ. 2001 Lippard และคณะ [24] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด di-(2-picolyl)amine มาตอ่กบั 
fluorescein derivative ซึ่งเป็นฟลูออโรฟอร์เพื่อท าการสังเคราะห์ เซ็นเซอร์ 5 และ เซ็นเซอร์ 6 
(ภาพท่ี 11) ซึ่งสามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดกัจบัไอออนสงักะสีได้ในสารละลาย PIPES buffer (100 
mM KCl, 50 mM PIPES, pH 7) โดยมี detection limit เท่ากบั 0.1 nM และแสดงสญัญาณฟลอูอ
เรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 527 nm และ 512 nm ส าหรับ เซน็เซอร์ 5 และ เซน็เซอร์ 6 ตามล าดบั 

  
 
 
 
 
 
 

  เซน็เซอร์ 5 
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เซน็เซอร์ 6 
ภาพท่ี 11 โครงสร้างเซน็เซอร์ 5, เซน็เซอร์ 6 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี 
               ไอออนสงักะสีในปริมาณตา่งๆ 

 
ค.ศ. 2003 Lippard และคณะ [25] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด N-(2-Aminobenzyl)-3,9-

dithia-6-azaundecane มาต่อกับ  fluorescein derivative ซึ่ ง เ ป็นฟลูออโรฟอร์ เพื่ อท าการ
สงัเคราะห์ เซ็นเซอร์ 7 (ภาพท่ี 12) ซึง่สามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดกัจบัไอออนปรอทได้ในสารละลาย 
50 mM PIPES buffer, 100 mM KCl โดยมี detection limit น้อยกว่า 2 ppb และแสดงสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 528 nm  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                               เซน็เซอร์ 7 
ภาพท่ี 12 โครงสร้างเซน็เซอร์ 7 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท 

                      ในปริมาณตา่งๆ 
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ค.ศ. 2007 Lippard และคณะ [26] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด N-(2-Aminobenzyl)-3,9-
dithia-6-azaundecane มาต่อกับ seminaphthofluorescein aldehyde ซึ่งเป็นฟลูออโรฟอร์เพื่อ
ท าการสงัเคราะห์ เซ็นเซอร์ 8 (ภาพท่ี 13) ซึ่งสามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดกัจับไอออนปรอทได้ใน
สารละลาย 50 mM PIPES, 100 mM KCl, pH 7 โดย มี detection limit เท่ากบั 50 nM และแสดง
สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 530 nm  

 
 
 
 
 
 
 

เซน็เซอร์ 8 
ภาพท่ี 13 โครงสร้างเซน็เซอร์ 8 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี 

                               ไอออนปรอทและ TPEN 
 
ค.ศ. 2015 Kambam และคณะ [27] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด 1-(pyridin-2-yl)hydrazine 

มาตอ่กบั 4’,5’-fluoresceindicarboxaldehyde ซึง่เป็นฟลอูอโรฟอร์เพื่อท าการสงัเคราะห์ เซน็เซอร์ 
9 (ภาพท่ี 14) ซึ่งสามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดักจับไอออนทอง (Au3+) ได้ในสารละลาย HEPES 
buffer(10 mM, pH 7.4) โดย มี detection limit เท่ากับ 0.07 µM และแสดงสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 523 nm  

 
 
 
 
 
        เซน็เซอร์ 9 
ภาพท่ี 14  โครงสร้างเซน็เซอร์ 9 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี 

                                ไอออนทอง (Au3+) เทียบกบัไอออนอ่ืนๆ 
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ค.ศ. 2007 Wang และคณะ [28] ได้น าไอโอโนฟอร์ชนิด thiosemicarbazide มาต่อกับ 
fluorescein derivative ซึ่งเป็นฟลูออโรฟอร์เพื่อท าการสังเคราะห์ เซ็นเซอร์ 10 (ภาพท่ี 15) ซึ่ง
สามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ดักจับไอออนแคดเมียม ได้ในสารละลาย buffer solution (50 mM 
HEPES, 100 mM KCl, pH 7.0) โดยแสดงสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่นท่ี 521 nm  
 

 
 
 
 
 
 
   เซน็เซอร์ 10 
ภาพท่ี 15  โครงสร้างเซน็เซอร์ 10 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี 

                               ไอออนแคดเมียมในปริมาณตา่งๆ 
 
ค.ศ. 2014 Li และคณะ [29] สงัเคราะห์อนพุนัธ์ของ rhodamine ดงัภาพท่ี 16 โดยเซน็เซอร์

ทัง้สองชนิดสามารถดกัจบัไอออนปรอทได้ในน า้ เม่ือจบักบัปรอทสารละลายเปลี่ยนจากไมมี่สีเป็น
สีชมพ ู และแสดงความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 589 nm แตไ่ม่
พบการรายงานคา่ detection limit   

 

 
เซน็เซอร์ 11                                                              เซน็เซอร์ 12 

ภาพท่ี 16 โครงสร้างเซน็เซอร์ 11 และเซน็เซอร์ 12 
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ค.ศ. 2014 Liu และคณะ [30] สังเคราะห์เซ็นเซอร์ 13 จากปฏิกิริยาระหว่าง benzoyl 
chloride กบั rhodamine B พบว่าสารละลายเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีชมพเูม่ือมีการดกัจบัไอออน
ปรอท ในสารละลายผสม ethanol และน า้ (4:1 v/v) มีคา่ detection limit เท่ากบั 5.0×10-9 M และ
แสดงความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 583 nm 

 

 
ภาพท่ี 17 เซน็เซอร์ 13 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทและไอออนอ่ืนๆ 

 
ค.ศ. 2013 Park และคณะ  [31] สังเคราะห์อนุพันธ์ของ rhodamine ท่ีประกอบด้วย 

thiophene ส าหรับเซน็เซอร์ 14 และ bisthiophene ส าหรับเซน็เซอร์ 15 พบวา่เซน็เซอร์ทัง้สองชนิด
สามารถดกัจบัไอออนปรอทได้ ในสารละลายผสม ethanol และน า้ (1:1 v/v) โดยแสดงความเข้ม
ของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 582 nm และมีคา่ detection limit เท่ากบั 
2.58×10-8 M และ 2.31×10-2 M ส าหรับเซน็เซอร์ 14 และเซน็เซอร์ 15 ตามล าดบั 

 

 
เซน็เซอร์ 14                                                              เซน็เซอร์ 15 

ภาพท่ี 18 เซน็เซอร์ 14 และเซน็เซอร์ 15 
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ค.ศ. 2014 Aydin และคณะ [32] น า rhodamine มาต่อกบั 5-bromo-2,2’-bithiophene-
5’-carboxaldehyde เพื่อใช้เป็นปรอทเซน็เซอร์ (เซน็เซอร์ 16) ท่ีมีความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรส
เซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 595 nm ในสารละลายผสม acetonitrile และสารละลายบฟัเฟอร์ 
MOPS เข้นข้น 10 mM pH 7.3 (1:1 v/v) แตไ่ม่พบการรายงานคา่ detection limit 

 

 
ภาพท่ี 19 เซน็เซอร์ 16 

 
ค.ศ. 2015 Erdemir และคณะ [33] สงัเคราะห์เซ็นเซอร์ 17 ท่ีประกอบด้วย rhodamine 

จ านวน 1 หมู่ต่อกับ triazole ในสารละลายผสม DMF และน า้ (1:1 v/v) ในสารละลายบฟัเฟอร์ 
HEPES เข้มข้น 5 mM pH 6.5 พบวา่เม่ือมีการจบัไอออนปรอท สารละลายเปลี่ยนจากไมมี่สีเป็นสี
ชมพ ูและแสดงความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 580 nm โดยมีคา่ 
detection limit เท่ากบั 1.7×10-6 M  

 
 

ภาพท่ี 20 เซน็เซอร์ 17 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทในปริมาณตา่งๆ 
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ค.ศ. 2015 Wang และคณะ [34] สงัเคราะห์เซน็เซอร์ 18 จากปฏิกิริยาของ rhodamine B 
และ 2-thiophenecarboxaldehyde พบว่าเซ็นเซอร์ 18 สามารถใช้เป็นปรอทเซ็นเซอร์ได้ใน
สารละลายผสม methanol และน า้ (7:3 v/v) ในสารละลายบฟัเฟอร์ HEPES เข้มข้น 20 mM pH 
7.2 แตไ่ม่พบการรายงานคา่ detection limit   

 
 

ภาพท่ี 21 เซน็เซอร์ 18 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทในปริมาณตา่งๆ 
 

ค.ศ .  2012 Lui และคณะ [35] น า  rhodamine B มาท าปฏิ กิ ริยากับ  cysteamine 
hydrochloride ได้เป็นปรอทเซ็นเซอร์ดงัภาพท่ี 29 ในสารละลายผสม ethanol และน า้ เม่ือมีการ
ดกัจบัไอออนปรอท สารละลายจะเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีชมพ ูและแสดงความเข้มของสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 578 nm แตไ่ม่พบการรายงานคา่ detection limit   

 

 
 

ภาพท่ี 22 เซน็เซอร์ 19 และการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทกบัไอออนอ่ืนๆ 
 

ค.ศ. 2012 Rode และคณะ [36] สังเคราะห์เซ็นเซอร์ 20 ท่ีประกอบด้วย S,S0-diallyl 
carbohydrazonodithioate และ rhodamine เพื่อใช้เป็นปรอทเซ็นเซอร์ พบว่าความเข้มของ
สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์มากท่ีสดุท่ีความยาวคลื่น 576.5 nm ในสารละลายผสม ethanol และน า้ 
(80:20 v/v) และเม่ือเซ็นเซอร์ 20 จบักบัไอออนปรอท สารละลายเปลี่ยนจากไม่มีสีเป็นสีชมพ ูโดย
มีคา่ detection limit เท่ากบั 2.0×10-8 M  
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ภาพท่ี 23 เซน็เซอร์ 20 
 

ค.ศ. 2009 Huang และคณะ [37] สงัเคราะห์เซน็เซอร์ 21 โดยเตรียมจาก rhodamine ท่ี
ท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ ส าหรับปรอทเซ็นเซอร์ ในสารละลายผสม acetonitrile และน า้ (15:85 
v/v) พบว่าสามารถตรวจจับไอออนปรอทได้อย่างเฉพาะเจาะจง โดยแสดงความเข้มของ
สญัญาณฟลูออเรสเซนต์มากท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น 597 nm และมีค่า detection limit เท่ากับ 
1.0×10-6 M 

 
ภาพท่ี 24 เซน็เซอร์ 21 

 
ค.ศ. 2010 Wanichacheva และคณะ [38] ได้สงัเคราะห์เซ็นเซอร์ 22 ท่ีใช้ไอโอโนฟอร์

ชนิด 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine เช่ือมต่อกบั 5-(dimethylamino)- 
naphthalene-1-sulfonyl chloride ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นฟลูออโรฟอร์ จ านวน 2 หมู่ ดังภาพท่ี 32 
พบว่าเซ็นเซอร์ 22 น ามาใช้เป็นฟลูออโรไอโอโนฟอร์ เพื่อตรวจจับไอออนปรอท ในสารละลาย
ผสม acetonitrile และน า้ (80:20 v/v) พบวา่สามารถตรวจจบัไอออนปรอทได้อยา่งเฉพาะเจาะจง 
โดยแสดงสญัญาณฟลูออเรสเซนต์มากท่ีสุดท่ีความยาวคลื่นท่ี  525 nm และมี detection limit 
เท่ากบั 2.49x10-7 M  
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ภาพท่ี 25 เซน็เซอร์ 22 

 

ค.ศ. 2007 Dias Filho และคณะ [39] ได้มีการสงัเคราะห์ octakis[3-(3-amino-1,2,4-
triazole)propyl]octasilsesquioxane (ภาพท่ี 26) ซึง่เป็นอนภุาคระดบันาโนโมเลกลุท่ีสามารถดกั
จบัไอออนตา่งๆเช่น ทองแดง, นิกเกล, แคดเมียม, สงักะสีและเหล็ก ในสารละลายท่ีมีน า้เป็น
องค์ประกอบได้  

 

 
ภาพท่ี 26 octakis[3-(3-amino-1,2,4-triazole)propyl]octasilsesquioxane 

 

ค.ศ. 2013 Dias Filho และคณะ [40]  ได้มีการสังเคราะห์ octakis[3-(2-amino-1,3,4-
thiadiazole)propyl]octasilsesquioxane (ภาพท่ี 27) ซึง่เป็นอนภุาคระดบันาโนโมเลกลุท่ีสามารถ
ดกัจบัไอออนตา่งๆเช่น ทองแดง, นิกเกล, และโคบอลต์ ในสารละลายท่ีมีน า้เป็นองค์ประกอบได้ 
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ภาพท่ี 27 octakis[3-(2-amino-1,3,4-thiadiazole)propyl]octasilsesquioxane 

 

ค.ศ. 2015 Dias Filho และคณะ [41]  ได้มีการสงัเคราะห์ Octakis[(thiourea)propyl] 
octasilsesquioxane (ภาพท่ี 28) ซึง่เป็นอนภุาคระดบันาโนโมเลกลุท่ีสามารถดกัจบัไอออนตา่งๆ
เช่น เหลก็, โครเมียม, วาเนเดียมและสงักะสี ในสารละลายท่ีมีน า้เป็นองค์ประกอบได้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 28 Octakis[(thiourea)propyl] octasilsesquioxane 
 

ค.ศ. 2014 Wang และคณะ [42]  ได้มีการสงัเคราะห์ Thiol-rich polyhedral oligomeric 
silsesquioxane (ภาพท่ี 29) ซึง่เป็นอนภุาคระดบันาโนโมเลกลุท่ีสามารถดกัจบัไอออนตา่งๆเช่น 
ปรอทและเมทลิเมอคิวรี ในสารละลายท่ีมีน า้เป็นองค์ประกอบได้  
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ภาพท่ี 29 Thiol-rich polyhedral oligomeric silsesquioxane 
 

จากบทความวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่า โครงสร้างโมเลกุลของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์
ประกอบด้วย 2 สว่นหลกั สว่นแรกจะเป็นสว่นท่ีใช้ในการดกัจบัไอออนโลหะหนกั (ไอโอโนฟอร์) ซึง่
จะมีคุณสมบัติในการให้อิเล็กตรอน และส่วนท่ีสอง คือส่วนท่ีแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ 
(ฟลอูอโรฟอร์) ซึง่จะมีความสามารถในการรับอิเล็กตรอน โดยน าทัง้สองสว่นมาตอ่กนั และเพื่อให้
การส่งผ่านอิเล็กตรอนเกิดได้ดีขึน้ จึงต้องเพิ่มระบบคอนจเูกตให้ยาวขึน้ และยงัเป็นการเพิ่มความ
เข้มของฟลอูอเรสเซนต์ ท าให้ได้ฟลอูอเรสเซนต์สเปกตรัมท่ีมีการคายแสงในช่วงความยาวคลื่นท่ี
มากขึน้ อีกด้วย  ฟลูออโรฟอร์  ส่วนใหญ่มักเป็นสารประกอบอะโรมาติกท่ีมีคอนจูเกชัน 
(conjugation) จ านวนมาก เพื่อให้สารเกิดการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ได้ดี และส าหรับไอโอโนฟอร์
มีทัง้ลกัษณะท่ีเป็นวง (cyclic compound) ซึง่การเลือกใช้ต้องค านึงถึงอนัตรกิริยาระหว่างอะตอม
ภายในวงและขนาดของวงท่ีเหมาะสมกบัไอออนเปา้หมาย และไอโอโนฟอร์ชนิดสายโซ่ยาว  (long 
chain compound) ทัง้นีจ้ะเห็นได้ว่าการปรับเปลี่ยนโครงสร้างเพียงส่วนใดส่วนหนึ่งของเซ็นเซอร์
จะสง่ผลตอ่ความจ าเพาะเจาะจงตอ่ไอออนได้อีกด้วย 

ถึงแม้ว่าการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจจับไอออนโลหะหนักต่างๆ จะมีเป็น
จ านวนมาก แต่เซ็นเซอร์ท่ีได้หลายชนิดไม่จ าเพาะเจาะจงตอ่ไอออนใดไอออนหนึ่งเพียงชนิดเดียว 
และยงัมีค่า detection limit ท่ีสงู กล่าวคือไม่สามารถตรวจจบัไอออนโลหะท่ีปริมาณความเข้มข้น
ต ่าได้ ดงันัน้ในงานวิทยานิพนธ์นีจ้งึสนใจการพฒันาสารเซน็เซอร์ส าหรับตรวจจบัไอออนโลหะหนกั
ท่ีมีความเข้มข้นต ่า อย่างมีความจ าเพาะเจาะจงมากท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับโลหะทรานซิชัน 
โลหะอลัคาไลน์ และโลหะอลัคาไลน์เอิร์ท อีกทัง้ให้สามารถคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในช่วงการ
มองเห็นได้ (visible region) ซึ่งมีประโยชน์ต่อการน าไปพัฒนาใช้ในอุปกรณ์ตรวจสอบไอออน
ปรอทในภาคสนามตอ่ไปได้ 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และสารเคมี 

 
1. อุปกรณ์ 

1.1 เคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance 300 MHz: Bruker 300 
1.2 เคร่ือง UV-visible spectrometer: HP-8453 
1.3 เคร่ือง Fluorescence spectrometer: Perkin Elmer Luminescence spectrometer 

model LS-50B 
1.4 เคร่ือง Mass spectrometer: ESI-FT-ICR (High resolution) Bruker BioAPEX 70e 

spectrometer  
1.5 เคร่ือง Rotary evaporator: Buchi Rotavapor R-114 
1.6 เคร่ือง Vacuum pump: Tokyo Rikakikai Co., Ltd. model A-3S 
1.7 เคร่ือง Hot air oven: Binder model ED115 (E2) 
1.8 เคร่ืองชัง่ละเอียด (ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง): Denver instrument model S-234 
1.9 เคร่ืองชัง่ละเอียด (ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง): Mettler Toledo model AB204 
1.10 เคร่ือง Hotplate and stirrer: Framo model M21/1 
1.11 Micropipette: Finnpipette, HH10711 ขนำด 1-10 µL 
1.12 TLC Silica gel 60 F254 aluminium sheet, Merck 
1.13 อปุกรณ์ส ำหรับเตรียมแผ่น preparative TLC: Desaga Brinkmann 
1.14 กระดำษกรอง: Advantec ขนำดเส้นผำ่นศนูย์กลำง 110 mm 
1.15 กระดำษกรอง: Advantec ขนำดเส้นผำ่นศนูย์กลำง 70 mm   
1.16 เคร่ืองแก้วพืน้ฐำน 
1.17 ชดุกรองแบบลดควำมดนั 
1.18 Clamp และ Clamp Holder 

 
2. สารเคมี 

2.1 Acetonitrile: LAB-SCAN 
2.2 Argon gas: Masser Specialty Gas Co., Ltd. (99.999 %) 
2.3 Barium acetate: Sigma-Aldrich (99 %, MW = 255.43 g/mol) 
2.4 Barium chloride dehydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 244.27 g/mol) 
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2.5 Barium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99.9 %, Mw = 336.24 g/mol) 
2.6 Cadmium acetate dehydrate: Fluka (98 %, MW = 266.53 g/mol) 
2.7 Anhydrous cadmium chloride: Fluka (Mw = 183.31 g/mol) 
2.8 Cadmium perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 g/mol) 
2.9 Calcium chloride dehydrate: Carlo erba (Mw = 147.01 g/mol) 
2.10 Calcium acetate: Fluka (MW = 158.17 g/mol) 
2.11 Calcium perchlorate tetrahydrate: Sigma-Aldrich (99 %, Mw = 311.04 g/mol) 
2.12 Chloroform-d (contains 1% v/v of TMS): Sigma-Aldrich (99.8 atom %D) 
2.13 Cobalt acetate tetrahydrate: Fluka (MW = 249.08 g/mol) 
2.14 Cobalt perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 365.93 g/mol) 
2.15 Copper acetate monohydrate: Fluka (MW = 199.65 g/mol) 
2.16 Copper perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 370.54 g/mol) 
2.17 Cupric chloride dehydrate: Fluka (Mw = 170.48 g/mol) 
2.18 Cysteamine hydrochloride: Fluka (≥ 97.0 %, Mw = 113.61 g/mol) 
2.19 De-ionized  water: Departmentment of chemistry, Silpakorn University 
2.20 1,4-Dibromobupane: Fluka (> 99%, d = 1.989 g/mL, Mw = 201.89 g/mol) 
2.21 Dichloromethane (distillation)  
2.22 Dichloromethane (for analysis): MERCK (99.8 %) 
2.23 Dimethyl sulfoxide: Ridel-de-Haen (99.5 %, d = 1.10 g/mL, Mw = 78.13 g/mol) 
2.24 Ethanol (distillation)  
2.25 Ethanol (absolute for analysis): MERCK 
2.26 Ethylacetate (distillation) 
2.27 Anhydrous ferric chloride: Fluka (Mw = 162.21 g/mol)Hexane (distillation) 
2.28 Fluorescein dibenzoate: Strem chemical (Mw = 726.36 g/mol) 
2.29 Fluorescein standard: BDH (Mw = 332.31 g/mol) 
2.30 Hydrazine hydrate (80 %, d = 1.03 g/mL, Mw = 50.06 g/mol) 
2.31 Hydrochloric acid: J.T. Baker (37% , d = 1.18 g/mL, Mw = 36.46 g/mol) 
2.32 Iron acetate: Fluka (MW = 232.98 g/mol) 
2.33 Iron perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 354.20 g/mol) 
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2.34 Lead acetate: Carlo (MW = 235.29 g/mol) 
2.35 Lead chloride: Unilab (Mw = 278.10 g/mol) 
2.36 Lead perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 406.09 g/mol) 
2.37 Anhydrous lithium chloride: Fluka (Mw = 42.39 g/mol) 
2.38 Lithium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 g/mol) 
2.39 Magnesium perchlorate hydrate: Fluka (98 %, Mw = 223.21 g/mol)  
2.40 Magnesium chloride hexahydrate: Fluka (Mw = 203.31 g/mol) 
2.41 Manganese acetate tetrahydrate: Fluka (MW = 245.09 g/mol) 
2.42 Manganese chloride monohydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 143.86 g/mol) 
2.43 Manganese perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 253.84 g/mol) 
2.44 Mercuric acetate: Fluka (MW = 318.68 g/mol) 
2.45 Mercuric chloride: Carlo erba (Mw = 471.50 g/mol) 
2.46 Mercuric perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 372.06 g/mol) 
2.47 Mercuric perchlorate trihydrate: Strem chemical (99+ %, Mw = 399.46 g/mol) 
2.48 Methanesulfonylchloride: KANTO CHEMICAL (MW = 114.56 g/mol) 
2.49 Methanol (distillation)  
2.50 Methanol (for analysis): MERCK (99.9 %) 
2.51 Nickel acetate tetrahydrate: BDH (MW = 248.84 g/mol) 
2.52 Nickel chloride hexahydrate: Fluka (Mw = 237.71 g/mol) 
2.53 Nickel perchlorate hexahydrate: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 365.69 g/mol) 
2.54 Potassium acetate: Fluka (MW = 98.14 g/mol) 
2.55 Potassium chloride: Fluka (Mw = 74.55 g/mol) 
2.56 Potassium perchlorate: Sigma-Aldrich (99+ %, Mw = 138.55 g/mol) 
2.57 Rhodamine B: Fluka (Mw = 479.02 g/mol) 
2.58 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) ส ำหรับ column chromatography, Merck 
2.59 Silica gel 60 F254 containing gypsum ส ำหรับ preparative thin layer 

chromatography, Merck 
2.60 Silver acetate: BDH (MW = 166.91 g/mol) 
2.61 Silver perchlorate monohydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 207.32 g/mol) 
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2.62 Sulfuric acid: LAB-SCAN (98% w/w, 1.84 g/mL, Mw = 98.08 g/mol) 
2.63 Sodium acetate: Fluka (MW = 82.03 g/mol) 
2.64 Sodium bicarbonate: Sigma-Aldrich (Mw = 84.01 g/mol) 
2.65 Sodium chloride (Mw = 58.5 g/mol) 
2.66 Sodium hydroxide: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 40.00 g/mol) 
2.67 Sodium methoxide: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 54.02 g/mol) 
2.68 Sodium perchlorate: Fluka (98 %, Mw = 82.03 g/mol) 
2.69 Sodium sulfate anhydrous: Sigma-Aldrich (99.0 %) 
2.70 Tetrahydrofuran (Analytical reagent; A.R.): LAB-SCAN (99.8 %) 
2.71 Triethanolamine: CARLO (MW = 149.19 g/mol) 
2.72 Triethylamine: Ridel-de-Haen (99 %, d = 0.73 g/mL, Mw = 101.19 g/mol) 
2.73 Tris(hydroxymethyl)aminomethane buffer: Sigma-Aldrich (Mw = 121.41 g/mol) 
2.74 Zinc acetate dehydrate: Fluka (MW = 219.51 g/mol) 
2.75 Zinc perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 372.36 g/mol) 
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บทที่ 4 
วิธีการทดลอง 

 
1. การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ 

งานวิจยันีไ้ด้ท าการสงัเคราะห์สารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ส าหรับตรวจวดัไอออนปรอท
ใหม่ทัง้หมด 2 ชนิด เซ็นเซอร์ CFC4 ประกอบด้วย 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]-
ethanamine ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นไอโอโนฟอร์ เช่ือมต่อกับหมู่ฟลูออเรสซีน (fluorescein group) 
จ านวน 1 หมู่ ซึง่ท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ และเซ็นเซอร์ T10RhB ประกอบด้วยสว่นของโรดามีน
บี (rhodamine B group) ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ เช่ือมต่อกบั ไฮดราซีน ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นไอ
โอโนฟอร์ โดยเซ็นเซอร์ชนิดนีไ้ด้ถกูเช่ือมตอ่กบั polyoctahedral silsesquioxanes (POSS) ซึง่เป็น
อนภุาคขนาดนาโน โครงสร้างของเซน็เซอร์ทัง้ 2 ชนิดแสดงดงัภาพท่ี 30  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 30 โครงสร้างฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์ชนิดใหม ่2 ชนิด 
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1.1 การสังเคราะห์ไอโอโนฟอร์ชนิด 2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl) 
ethanamine (I-3) 

 

 
 

ภาพท่ี 31 สมการปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine   
               (I-3) 
 

วิธีการสงัเคราะห์ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3) ได้ศกึษา
ตามวิธีของ Wanichacheva และคณะ [38] ดงัภาพท่ี 31 โดยชั่ง sodium methoxide (NaOMe) 
ปริมาณ 0.68 กรัม (12.0 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้นกลมขนาด  50 มิลลิลิตร จากนัน้ละลายด้วย 
dry methanol (MeOH) ปริมาณ 3.0 มิลลิลิตร และเติมซิสเตเอมีนไฮโดรคลอไรด์ (cysteamine 
hydrochloride; I-1) ปริมาณ 1.14 กรัม (10.0 มิลลิโมล) ลงในสารละลาย แล้วจึงกวนปฏิกิริยา
ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (argon atmosphere) ท่ีอุณหภูมิห้อง (room temperature) เป็น
ระยะเวลา 30 นาที แล้วจึงเติม 1,4-ไดโบรโมบิวเทน (1,4-dibromobutane; I-2) ปริมาณ 0.50 
มิลลิลิตร  (4.19 มิลลิโมล) แล้วกวนปฏิกิริยาพร้อมให้ความร้อนจนอุณหภูมิถึง 40 oC เป็น
ระยะเวลา 10 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาจึงน าไปก าจดัตวัท าละลายออก โดยใช้เคร่ือง rotary 
evaporator จากนัน้เติมสารละลาย sodium hydroxide (NaOH) เข้มข้น 30% w/v ปริมาณ 15.0 
มิลลิลิตร ลงในขวดปฏิกิริยาข้างต้นและกวนเบาๆ ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 18 ชัว่โมง แล้วน าไป
สกดัด้วย dichloromethane (CH2Cl2) ปริมาณ 20.0 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครัง้ โดยเก็บสารละลาย
ชัน้ CH2Cl2 ท่ีได้รวมกนั  

น าสารละลายชัน้ CH2Cl2 ท่ีได้ มาสกัดด้วยน า้ปราศจากไอออน (deionized water; น า้ 
DI) ปริมาณ 60.0 มิลลลิติร อีกหนึง่ครัง้ โดยเลือกเก็บชัน้ CH2Cl2 มาก าจดัน า้ออกโดยเตมิ sodium 
sulfate anhydrous (anh. Na2SO4) ลงไปปริมาณเล็กน้อย และน าไปก าจัด CH2Cl2 ออกโดยใช้
เคร่ือง rotary evaporator ได้สาร I-3 มีลกัษณะเป็นน า้มนัสีเหลืองอ่อน ปริมาณ 0.44 กรัม (2.11 
มิลลิโมล) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากบั 60% (น าไปใช้ในปฏิกิริยาขัน้ตอนต่อไปโดยไม่ผ่าน
การแยกบริสทุธ์ิ) 
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1.2 การสังเคราะห์ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 32 สมการปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
 

การสงัเคราะห์ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) ได้ศึกษาตามวิธีของ Lippard และ
คณะ [24] ผู้วิจยัได้รับสารตัง้ต้น fluorescein dibenzoate (I-4) จากบริษัท strem chemical ดงันัน้
ก่อนการสังเคราะห์ผู้ วิจัยจึงน าสารตัง้ต้นดังกล่าวไปพิสูจน์โครงสร้างด้วยเทคนิค nuclear 
magnetic resonance spectroscopy และ mass spectroscopy ก่อนน ามาใช้ 

วิ ธีการสัง เคราะห์  fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) แสดงไ ด้ดังภาพ ท่ี  32 ชั่ ง 
fluorescein dibenzoate (I-4) ปริมาณ 0.40 กรัม (0.50 มิลลิโมล) ใส่ขวดก้นกลมขนาด 100 
มิลลิลิตร ซึง่ละลายด้วย dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาณ 40 มิลลิลิตร จากนัน้เติม โซเดียม
ไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) ปริมาณ 0.40 กรัม (4.80 มิลลิโมล) ลงในสารละลาย กวน
ปฏิกิริยาท่ีอุณหภมูิ 150 oC เป็นเวลา 4 ชัว่โมง (จะได้สารละลายสีแดงเข้ม) เม่ือครบเวลา ท าให้
สารละลายเย็นตวัลงเท่ากบัอณุหภมูิห้อง เติมสารละลายไฮโดรคลอริกเจือจาง (2M HCl) ปริมาณ
280 มิลลลิติร กวนสารละลาย ณ อณุหภมูิห้องนาน 2 ชัว่โมง 

น าสารละลายท่ีได้มาสกัดด้วย dichloromethane ปริมาณ 40 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครัง้
เลือกเก็บสารละลายชัน้ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) และน าไปก าจัดตวัท าละลายออกด้วย rotary 
evaporator จากนัน้เติมน า้ DI ปริมาณ 60 มิลลิลิตร ลงในขวดข้างต้น จะได้ตะกอนสีส้มอ่อน 
กรองตะกอนท่ีได้โดยวิธีลดความดนั และล้างตะกอนด้วยน า้ DI ปริมาณเลก็น้อย 

ละลายตะกอนด้วย ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2)  แล้วเติมโซเดียมซลัเฟต (anh. Na2SO4) 
ปริมาณเลก็น้อยเพื่อก าจดัน า้ท่ีอาจปนเปือ้นอยู ่จากนัน้ก าจดั ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2)   ออกด้วย 
rotary evaporator และแยกบริสทุธ์ิสารท่ีได้ด้วยเทคนิค preparative thin layer chromatography 
ในท่ีมืด โดยใช้ตวัท าละลายผสมระหว่าง CH2Cl2 และ MeOH ในอตัราส่วน 33:1 v/v ตามล าดบั 
เป็น mobile phase ได้สารประกอบ I-5 เป็นของแข็งสีส้มเข้ม ปริมาณ 76 มิลลิกรัม (0.20 มิลลิ
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โมล) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากบั 39.2% มีคา่จดุหลอมเหลวเท่ากบั 301.4-303.9 °C โดย
การแยกด้วยเทคนิคนีมี้อตัราการเคลื่อนท่ีของสารบนตวัดดูซบั (Retention factor; Rf) เท่ากบั 0.79  

 
1.3 การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ CFC4 (Sensor CFC4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 33 สมการปฏิกิริยาการสงัเคราะห์เซน็เซอร์ CFC4 (Sensor CFC4) 

 
เน่ืองจาก fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) ท่ีได้หลงัผา่นการท าให้บริสทุธ์ิ (pure I-5) 

มีปริมาณน้อย ดงันัน้ในการสงัเคราะห์ขัน้ตอนตอ่ไปจึงเลือกใช้สาร I-5 โดยไม่ผ่านการท าให้บริสทุธ์ิ 
(crude I-5) ดงันี ้

วิ ธีการสัง เคราะห์ เซ็นเซอร์  CFC4 (Sensor CFC4) แสดงได้ดังภาพท่ี  33 ชั่งสาร 
fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) ปริมาณ 0.10 กรัม (0.30 มิลลิโมล) ใส่ขวดก้นกลมขนาด 
50  มิลลิลิ ต ร  ละลาย ด้วย  dry dichloromethane 8 .0 มิลลิลิ ต ร  จากนั น้ เติม  2 - (4 - (2 -
aminoethylthio)-butylthio)ethanamine (I-3) ปริมาณ 0.06 กรัม (0.30 มิลลิโมล) ท่ีละลายอยู่ใน 
dry dichloromethane 5 .0 มิลลิลิตร  และ  dry methanol 9 .0 มิลลิลิตร  กวนสารละลาย ท่ี
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนัน้เพิ่มอณุหภมูิเป็น 60 oC และกวนปฏิกิริยาตอ่อีก 2 ชัว่โมง 

เม่ือครบเวลา ท าให้สารละลายเย็นลงท่ี 0 oC เป็นเวลา 30 นาที คอ่ยๆเติม NaBH4 ปริมาณ 
0.09 กรัม  (2.00 มิลลิโมล) ลงในสารละลาย กวนปฏิกิริยาท่ี 0 oC นาน 1 ชั่วโมงและกวน
สารละลายตอ่ ณ อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้เติมน า้ DI เลก็น้อย เพื่อก าจดั NaBH4 ท่ี
เหลือจากการท าปฎิกิริยาและน าไปก าจดัตวัท าละลายออกโดยใช้เคร่ือง rotary evaporator 

ละลายสารท่ีได้ด้วยน า้ DI และสกัดด้วย dichloromethane (15 มิลลิลิตร) น าสารในชัน้
น า้ ไปก าจดัน า้ออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator และท าให้บริสทุธ์ิโดยเทคนิค preparative thin 
layer chromatography (ใช้ 100% methanol เป็น mobile phase) ได้เซ็นเซอร์ CFC4 (Sensor 
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CFC4) มีลักษณะเป็นของแข็งสีแดงอมน า้ตาล 0.082 กรัม (0.15 มิลลิโมล) คิดเป็นเปอร์เซ็น

ผลผลิตเท่ากบั 48% ค่าจุดหลอมเหลวเท่ากบั 247.1-249.3°C โดยการแยกด้วยเทคนิคนีมี้อตัรา
การเคลื่อนท่ีของสารบนตวัดดูซบั (Retention factor; Rf) เท่ากบั 0.30 

 
1.4 การสังเคราะห์โรดามีนบีไฮดราไซด์ (rhodamine B hydrazide; II-3) 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 34 สมการปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ rhodamine B hydrazide; II-3 
 

การสงัเคราะห์โรดามีนบีไฮดราไซด์ (rhodamine B hydrazide; II-3) [43-44] ดงัภาพท่ี 34 
ชัง่โรดามีนบี (II-1) ปริมาณ 0.20 กรัม (0.42 มิลลิโมล) ใสข่วดก้นกลมขนาด 25 มิลลิลิตร จากนัน้
ละลายด้วย dry ethanol ปริมาณ 10.0 มิลลิลิตร และเติม dry Et3N ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นเบส ปริมาณ 
0.20 มิลลิลิตร (3.40 มิลลิโมล) กวนปฏิกิริยาภายใต้บรรยากาศอาร์กอนท่ีอุณหภูมิห้องเป็น
ระยะเวลา 30 นาที แล้วเติมไฮดราซีน (hydrazine: II-2) ปริมาณ 0.13 มิลลิลิตร (2.10 มิลลิโมล) 
จากนัน้ให้ความร้อนจนอณุหภมูิถึง 78 oC เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดเวลาทิง้ให้เย็น
จนถึงอุณหภูมิห้อง แล้วจึงน าไปกรองและก าจัด ethanol ออกด้วยเคร่ือง rotary evaporator 
จากนัน้เติม CH2Cl2 ปริมาณ 30.0 มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีน าไปใสเ่คร่ือง rotary evaporator ข้างต้น 
แล้วน าไปสกัดด้วยน า้ DI ปริมาณ 30.0 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครัง้ โดยเลือกเก็บสารละลายชัน้ 
CH2Cl2 มาก าจดัน า้ออกโดยเติม โซเดียมซลัเฟต (anh. Na2SO4) ลงไปปริมาณเลก็น้อย และน าไป
ก าจัด CH2Cl2 ออกโดยใช้เคร่ือง rotary evaporator จากนัน้แยกบริสุทธ์ิสารท่ีได้ด้วยเทคนิค 
column chromatography โดยใช้ตัวท าละลายผสมระหว่าง CH2Cl2 และ MeOH ในอัตราส่วน 
97:3 v/v ตามล าดับ เป็น mobile phase พบว่าได้สาร II-3 มีลักษณะเป็นของแข็งสีชมพูอ่อน
ปริมาณ 138 มิลลิกรัม (0.303 มิลลิโมล) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากบั 72% โดยการแยกด้วย
เทคนิคนีมี้อตัราการเคลื่อนท่ีของสารบนตวัดดูซบั (Retention factor; Rf) เท่ากบั 0.44 
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1.5 การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ T10RhB (Sensor T10RhB) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 35 สมการปฏิกิริยาการสงัเคราะห์เซน็เซอร์ T10RhB (Sensor T10RhB) 
 
  การสงัเคราะห์เซ็นเซอร์ T10RhB (Sensor T10RhB) ในขัน้ตอนนี ้ท าการสงัเคราะห์โดย 
นางสาว รุ่งทิพย์ ขนัถม นกัศกึษาปริญญาโท ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 
 
2. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะหนักของเซน็เซอร์ CFC4 

การศึกษาคณุสมบตัิในการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ ของฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ CFC4 
เร่ิมต้นโดยตรวจสอบ excitation spectrum และ emission spectrum ของสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์แตล่ะชนิดในสารละลายอินทรีย์ และสารละลายผสมท่ีมีตวัท าละลายอินทรีย์ผสมน า้ เพื่อ
หาตัวท าละลายท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์การดักจับไอออน เม่ือได้ระบบตัวท าละลายท่ี
เหมาะสมแล้ว ขัน้ตอนตอ่มา คือ การศกึษาประสทิธิภาพในการท างานเก่ียวกบัการตรวจจบัไอออน
ปรอท (Hg2+) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี  เพื่อหาความไวในการวิเคราะห์  
(sensitivity) ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอท (selectivity) เปรียบเทียบกับไอออนรบกวน
ชนิดอ่ืนๆ รวมทัง้น าไปศึกษาถึงประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออน
รบกวนอ่ืนๆ อัตราส่วน และค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออนปรอท (Association constant; 
Kassoc)  

 
 

 

 

 



 
32 

 

2.1 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) 
การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ CFC4 นัน้ ได้ศกึษาด้วยเทคนิคฟลอูอเรส

เซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์จากการไตเตรตด้วยสารละลายปรอทลง
ในสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมขึน้ 3.0 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี
เกิดขึน้จากการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนอ่ืนๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์  สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ระหว่างการไตเตรตด้วยสารละลายปรอทและการไต
เตรตด้วยสารละลายไอออนรบกวนอ่ืนๆ 

 
2.1.1 การเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ 
เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 ในสารละลายผสมระหว่างตัวท าละลายอินทรีย์ 

(methanol) และสารละลายบัฟเฟอร์ (buffer) pH 7.2 ซึ่งเป็นค่า pH เฉลี่ยในเลือดของมนุษย์ 
สารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 เข้มข้น 1.0x10-4 M ใน สารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris-HCl buffer) เข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ methanol 
ในอตัราส่วน 95:5 v/v ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 ด้วยวิธี 
serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลงครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1.0x10-8 

M ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ 
methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งการเจือจางทุกครัง้ปรับปริมาตรด้วย
สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ 
methanol ในอตัราสว่น 95:5 v/v  

 
2.1.2 การเตรียมสารละลายปรอทและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 
ในการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ CFC4 ในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ methanol ในอตัราสว่น 95:5 
v/v จะเตรียมสารละลายปรอทและไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดตา่งๆ ในน า้ DI ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
จากนัน้เจือจางสารละลายปรอทและไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ ด้วยวิธี serial dilution 

เช่นเดียวกบัการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความเข้มข้นลดลงครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความ
เข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1.0x10-5 M ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ส าหรับการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง
ของเซน็เซอร์ CFC4  
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  ไอออนท่ีใช้ในการทดสอบ 
ไอออนปรอท (Hg2+) ไอออนอะลมูิเนียม (Al3+) ไอออนแบเรียม (Ba2+) ไอออนแคลเซียม 

(Ca2+) ไอออนแคดเมียม (Cd2+) ไอออนทองแดง (Cu2+) ไอออนเหล็ก (Fe3+) ไอออนโพแทสเซียม 
(K+) ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+) ไอออนแมงกานีส (Mn2+) ไอออนโซเดียม (Na+) ไอออนนิกเกิล 
(Ni2+) และไอออนตะกัว่ (Pb2+) 

 
2.1.3 การทดสอบ 
น าสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีเตรียมขึน้ไปวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ สงัเกตการเปลี่ยนแปลง

ของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ โดยเปรียบเทียบระหว่างการไตเตรตสารละลายปรอท กับ
การไตเตรตสารละลายไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ โดยก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการ
ทดสอบตามตารางท่ี 2  

 
ตารางท่ี 2 คา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ส าหรับการทดสอบความไวของเซน็เซอร์ CFC4 

 

เซน็เซอร์ 
เซน็เซอร์ CFC4 

ในสารละลาย Tris-HCl buffer:MeOH (95:5 v/v) 

ex (nm) 493 

Scan speed (nm/min) 300 
Slit width (nm) 5.0 

ช่วงความยาวคลื่นท่ีศกึษา (nm) 500-600 

 
 

2.2 การทดสอบความไว (sensitivity) 
การทดสอบความไวของเซน็เซอร์ CFC4 นัน้ ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีนัน้

จะท าการศกึษาสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีเปลี่ยนไป เม่ือมีการเติมไอออน
ปรอทเพิ่มขึน้ โดยการปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถกูเตรียมขึน้ 3.0 มิลลิลิตร วดัสญัญาณฟลอูอ
เรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ก่อนการเติมไอออนปรอท จากนัน้จึงไตเตรตด้วยสารละลายปรอทท่ีเตรียมไว้ 
แล้ววดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ภายหลงัการเติมไอออนปรอทในแตล่ะครัง้ จะสงัเกตเห็น
การลดลงของความเข้มสญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ นอกจากนีผ้ลการทดลองท่ีได้จาก



 
34 

 

การทดสอบนี ้ได้น าไปใช้ในการหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออน  (Kassoc) จากสมการ 
Benesi-Hildebrand [45-47] ตามสมการท่ี (1) 

 
ตามสมการ Benesi-Hildebrand;   

 

          (1) 
 

  
จากสมการท่ี (1) มีลกัษณะความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรง ดงันัน้การสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์
ระหว่าง               ในแนวแกน y และ             ในแนวแกน x จะหาค่าคงท่ีสมดลุของการจบักับ
ไอออนปรอทได้ เมื่อก าหนดให้  

A 0  = ความเข้มแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เร่ิมต้น 
A    = ความเข้มแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซน็เซอร์หลงัเตมิไอออนท่ีความเข้มข้น

ใดๆ 
Amax= ความเข้มแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซน็เซอร์มากท่ีสดุ 
n     = จ านวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2 และ 3 

 
พบวา่คา่คงท่ีสมดลุของการจบักบัไอออนค านวณได้จากความชนัของกราฟท่ีสร้างขึน้ ดงันี ้

 

slope =
K  (Amax-A0)

1

slope  (Amax-A0)
K

1
=

 
 
 
2.2.1 การเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ 
สารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 จะเตรียมขึน้ในลกัษณะเดียวกบัการทดสอบความไว โดยใช้

ความเข้มข้นเร่ิมต้นและความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากนั แตก่ารทดสอบความจ าเพาะเจาะจงจะเจือจาง
ความเข้มข้นสดุท้ายในปริมาณ 10 มิลลลิติร  

 
 
 

1

(A-A0)
[Hg2+]n

1
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2.2.2 การเตรียมสารละลายปรอท 
ในการทดสอบความไวของเซน็เซอร์ CFC4 ในสารละลายผสมระหวา่งสารละลายบฟัเฟอร์ 

Tris-HCl buffer เ ข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 95:5 v/v จะเตรียม
สารละลายปรอทคลอไรด์เข้มข้น 1.0x10-2 M ในน า้ DI ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจาง
สารละลายปรอท ด้วยวิธี serial dilution เช่นเดียวกบัการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความ
เข้มข้นลดลงครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1.0x10-5 M ปริมาตร 10 มิลลลิติร  

 
2.2.3 การทดสอบ 
สารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 ท่ีเตรียมส าหรับวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ โดยสงัเกตการ

เปลี่ยนแปลงของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ เม่ือมีการไตเตรตสารละลายปรอท ซึง่ก าหนด
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบส าหรับเซ็นเซอร์  CFC4 ตามตารางท่ี 2 ในการทดสอง
ความจ าเพาะเจาะจง 

 
2.3 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวน

ชนิดอื่นๆ (competitive) 
การทดสอบความสามารถในการตรวจจบัไอออนปรอท ในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิด

อ่ืนๆ ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของ
สารละลายเซน็เซอร์แตล่ะชนิด ในขณะก่อนเติมและหลงัเตมิสารละลายปรอท ลงในเซน็เซอร์แตล่ะ
ชนิดท่ีถกูเตรียมขึน้ ปริมาณ 3.0 มิลลิลติร จนสงัเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์
ชดัเจนท่ีความเข้มค่าหนึ่ง จากนัน้เติมสารละลายไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ในปริมาณ 10 เท่าของ
สารละลายปรอทท่ีเติมลงไป และวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ภายหลงัการเติมไอออนรบกวนอ่ืนๆ 
อีกครัง้ โดยสารละลายเซ็นเซอร์แต่ละชนิด สารละลายปรอทและสารละลายไอออนรบกวนชนิด
ตา่งๆ นัน้ สามารถเตรียมได้เช่นเดียวกบัการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซน็เซอร์แตล่ะชนิด 

 
2.3.1 การเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ 
สารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 จะเตรียมขึน้ในลกัษณะเดียวกับการทดสอบความจ าเพาะ 

โดยใช้ความเข้มข้นเร่ิมต้นและความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากัน แต่การทดสอบความสามารถในการ
ตรวจจับไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ จะเจือจางความเข้มข้นสุดท้ายใน
ปริมาณ 10 มิลลลิติร เช่นเดียวกบัการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง 
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2.3.2 การเตรียมสารละลายปรอทและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 
ส าหรับเซ็นเซอร์ CFC4 จะเตรียมสารละลายปรอท และไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ 

เพื่อใช้ทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ 
เช่นเดียวกบัการเตรียมเพื่อใช้ทดสอบความจ าเพาะเจาะจง  

 
2.3.3 การทดสอบ 
น าสารละลายเซน็เซอร์ ท่ีเตรียมขึน้ไปวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ สงัเกตการเปลี่ยนแปลง

ของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ เม่ือมีการเติมสารละลายปรอทและสารละลายไอออนเกลือ
คลอไรด์ชนิดตา่งๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ โดยก าหนดคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ในการทดสอบตาม
ตารางท่ี 2 เช่นเดียวกบัการทดสอบความไว จากนัน้สร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างคา่ IF/I0 

ท่ีความยาวคลื่นท่ีความเข้มมากท่ีสุด ในแนวแกน y และชนิดของสารต่างๆ ในแนวแกน x เม่ือ
ก าหนดให้                  

  
I0 = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเตมิไอออน  
IF = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายหลงัเตมิไอออน 

  
 
3. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะหนักของเซน็เซอร์ T10RhB 

การศกึษาคณุสมบตัิในการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์ ของฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์ T10RhB 
เร่ิมต้นโดยตรวจสอบ excitation spectrum และ emission spectrum ของสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์แตล่ะชนิดในสารละลายอินทรีย์ และสารละลายผสมท่ีมีตวัท าละลายอินทรีย์ผสมน า้ เพื่อ
หาตัวท าละลายท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์การดักจับไอออน เม่ือได้ระบบตัวท าละลายท่ี
เหมาะสมแล้ว ขัน้ตอนตอ่มา คือ การศกึษาประสทิธิภาพในการท างานเก่ียวกบัการตรวจจบัไอออน
ปรอท (Hg2+) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี  เพื่อหาความไวในการวิเคราะห์  
(sensitivity) ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอท (selectivity) เปรียบเทียบกับไอออนรบกวน
ชนิดอ่ืนๆ  

 
 
 

 



 
37 

 

3.1 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) 
การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ T10RhB นัน้ ได้ศึกษาด้วยเทคนิคฟลอูอ

เรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์จากการไตเตรตด้วยสารละลายปรอท
ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถกูเตรียมขึน้ 3.0 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกบัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ี
เกิดขึน้จากการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนอ่ืนๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ระหว่างการไตเตรตด้วยสารละลายปรอทและการไต
เตรตด้วยสารละลายไอออนรบกวนอ่ืนๆ 

 
3.1.1 การเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ 
เต รียมสารละลาย เซ็น เซอ ร์  T10RhB ในระบบตัวท าละลายชนิดต่ างๆ  ดัง นี  ้

dichloromethane (CH2Cl2), methanol (MeOH), สารละลายผสม methanol และน า้ (90:10 v/v 
และ 50:50 v/v) และสารละลายผสม dichloromethane และ methanol (90:10 v/v และ 50:50 
v/v) โดยเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ T10RhB เข้มข้น 1.0x10-4 M ใน CH2Cl2 ปริมาตร 10 มิลลลิติร 
จากนัน้เจือจางสารละลายเซน็เซอร์ T10RhB ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลงครัง้
ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0x10-6 M ในสารละลายต่างดังนี  ้methanol 
(MeOH), acetonitrile (MeCN), ethanol (EtOH), สารละลายผสม methanol และน า้ (90:10 v/v 
และ 50:50 v/v) และสารละลายผสมระหว่าง CH2Cl2:MeOH (90:10 v/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
และความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1.0x10-7 M ในตวัท าละลาย dichloromethane (CH2Cl2) ปริมาตร 
10 มิลลลิติร 

 
3.1.2 การเตรียมสารละลายปรอทและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 
ในการทดสอบความจ า เพาะเจาะจงของ เซ็น เซอ ร์  T10RhB ในตัวท าละลาย 

dichloromethane (CH2Cl2) และสารละลายผสมระหว่าง CH2Cl2:MeOH (90:10 v/v) จะเตรียม
สารละลายปรอทและไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ (ไอออนทองแดง (Cu2+) ไอออนเงิน 
(Ag2+) และไอออนตะกัว่ (Pb2+)) ใน THF ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางสารละลายปรอท
และไอออนเกลือเปอร์คลอเรต ชนิดต่างๆ ด้วยวิ ธี serial dilution เช่นเดียวกับการเตรียม
สารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความเข้มข้นลดลงครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากับ 
1.0x10-5 M ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ส าหรับในสารละลายตา่งดงันี ้methanol (MeOH), acetonitrile 
(MeCN), ethanol (EtOH), สารละลายผสม methanol และน า้ (90:10 v/v และ 50:50 v/v) จะ
เตรียมสารละลายปรอทและไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในน า้ จากนัน้เจือจางสารละลาย
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ปรอทและไอออนเกลือเปอร์คลอเรต ชนิดต่างๆ ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง
ครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 1.0x10-4 M ปริมาตร 10 มิลลลิติร 

 
3.1.3 การทดสอบ 
น าสารละลายเซ็นเซอร์ T10RhB ท่ีเตรียมขึน้ไปวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ สงัเกตการ

เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ โดยเปรียบเทียบระหว่างการไตเตรต
สารละลายปรอท กับการไตเตรตสารละลายไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ โดยก าหนด
คา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ในการทดสอบตามตารางท่ี 3  

 
ตารางท่ี 3 คา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ส าหรับการทดสอบความไวของเซน็เซอร์ T10RhB 

 

เซน็เซอร์ 
เซน็เซอร์ T10RhB 

ในระบบตวัท าละลายชนิดตา่งๆ 

ex (nm) 558 

Scan speed (nm/min) 300 
Slit width (nm) 5.0 

ช่วงความยาวคลื่นท่ีศกึษา (nm) 560-650 

 
 

3.2 การทดสอบความไว (sensitivity) 
การทดสอบความไวของเซ็นเซอร์ T10RhB นัน้ ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี

นัน้จะท าการศึกษาสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีเปลี่ยนไป เม่ือมีการเติม
ไอออนปรอทเพิ่มขึน้ โดยการปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถกูเตรียมขึน้ 3.0 มิลลิลิตร วดัสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ก่อนการเติมไอออนปรอท จากนัน้จงึไตเตรตด้วยสารละลายปรอทท่ีเตรียม
ไว้ แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ภายหลังการเติมไอออนปรอทในแต่ละครัง้ จะ
สงัเกตเห็นการเพิ่มขึน้ของความเข้มสญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์  
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3.2.1 การเตรียมสารละลายเซน็เซอร์ 
สารละลายเซ็นเซอร์ T10RhB จะเตรียมขึน้ในลกัษณะเดียวกบัการทดสอบความจ าเพาะ

เจาะจง  
 
3.2.2 การเตรียมสารละลายปรอท 
ในการทดสอบความไวของเซน็เซอร์ T10RhB จะเตรียมสารละลายปรอทเปอร์คลอเรตเข้ม

ข้น 1.0x10-2 M ในTHF ส าหรับในระบบท าละลาย dichloromethane (CH2Cl2) และสารละลาย
ผสมระหว่าง CH2Cl2:MeOH (90:10 v/v) และในน า้ส าหรับ methanol (MeOH), acetonitrile 
(MeCN), ethanol (EtOH), สารละลายผสม methanol และน า้  (90:10 v/v และ 50:50 v/v) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัน้เจือจางสารละลายปรอท ด้วยวิธี serial dilution เช่นเดียวกับการ
เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความเข้มข้นลดลงครัง้ละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากบั 1.0x10-5 M ปริมาตร 10 มิลลลิติร  

 
3.2.3 การทดสอบ 
สารละลายเซ็นเซอร์ T10RhB ท่ีเตรียมส าหรับวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ โดยสงัเกตการ

เปลี่ยนแปลงของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีเกิดขึน้ เม่ือมีการไตเตรตสารละลายปรอท ซึง่ก าหนด
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบส าหรับเซ็นเซอร์ T10RhB ตามตารางท่ี 3 ในการทดสอบ
ความจ าเพาะเจาะจง 
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บทที่ 5 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
จากการสงัเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ชนิดใหม่ 2 ชนิด ได้มีการน าเซ็นเซอร์ท่ี

สังเคราะห์ได้มาศึกษา เพื่อยืนยันโครงสร้างของเซ็นเซอร์ด้วยเทคนิค nuclear magnetic 
resonance spectroscopy (NMR) และ  high resolution mass spectroscopy (HR-ESI MS) 
จากนัน้จึงน าเซ็นเซอร์ CFC4 ท่ีได้ มาทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทใน
สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris-HCl 
buffer) เข้มข้น 2.62 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 95:5 v/v และส าหรับเซ็นเซอร์ 
T10RhB ท่ีได้ มาทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในสารละลายอินทรีย์ และ
สารละลายน า้ผสมกบัสารอินทรีย์ ได้ผลการทดลองดงันี ้
 
1. การยืนยันโครงสร้าง 

จากผลการสงัเคราะห์สารเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์เซน็เซอร์แตล่ะชนิดตามวิธีการทดลองท่ี
ได้กล่าวไว้แล้วนัน้ พบว่าได้ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจจบัไอออนโลหะหนกัชนิดใหม่ 2 
ชนิด ซึง่สามารถวิเคราะห์และยืนยนัโครงสร้างของสารท่ีสงัเคราะห์ได้แต่ละชนิดด้วยวิธีทางสเปก
โทรสโกปีดงันี ้

 
1.1 โครงสร้างของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3) 

 
 

 

 

ภาพท่ี 36 โครงสร้างทางเคมีของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3) 
 
จากการศกึษาโครงสร้างทางเคมีของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl] 

ethanamine (I-3) โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยนัโครงสร้างได้ดงันี ้ 

1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.54 (br s, 4NH2), 1.65-1.73 (m, 4H), 2.53 (t, J = 6.0 
Hz, 4H), 2.62 (t, J = 6.0 Hz, 4H), 2.88 (t, J = 6.0 Hz, 4H) ppm (ภาพ ท่ี  37).; 13C NMR (75 
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MHz, CDCl3):  32.5 (2CH2), 35.2 (2CH2), 39.2 (2CH2), 44.4 (2CH2) ppm (ภาพท่ี 38).; HR-
ESI MS จากการค านวณ  C8H21N2S2 (M+H)+ 209.1073 m/z จากการทดสอบ  209.1146 m/z  
(ภาพท่ี 39).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 37 1H NMR ของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3)  
 
 

 
ภาพท่ี 38 13C NMR ของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3) 
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ภาพท่ี 39 HR-ESI MS ของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3) 

 

จากผล 1H NMR สเปกตรัม แสดงให้เห็นลักษณะสัญญาณของโปรตอน 5 กลุ่ม ดังนี ้

สญัญาณลกัษณะ singlet ท่ีต าแหน่ง  1.54 ppm เกิดจากโปรตอนของหมู่เอมีน (-NH2 ) ถดัมา 

บริเวณ  1.65-1.73 ppm มีลักษณะเป็น multiplet เกิดจากเอธิลีนโปรตอนต าแหน่ง 1 (H-1) 
เน่ืองจากเม่ือเทียบกบัเอทิลีนโปรตอนต าแหน่งอ่ืน เอธิลีนโปรตอนกลุ่มนีจ้ะอยู่ห่างจากอะตอมท่ีมี 
ความสามารถดึงอิเล็กตรอน (S และ N โดยท่ีค่า ENN มากกว่า ENS ) มากท่ีสุด จึงปรากฏ 
สญัญาณบริเวณท่ีมีสนามแม่เหลก็สงูท่ีสดุ (up field) สว่นเอธิลีนโปรตอนบนคาร์บอน 2 (H-2) อยู่ 
ใกล้อะตอมซัลเฟอร์ (S) มากกว่าจึงปรากฏสัญญาณบริเวณสนามแม่เหล็กต ่ากว่า โดยแสดง 

สญัญาณ triplet ท่ี  2.53 ppm และมีคา่ coupling constant (J) เท่ากบั 6.0 Hz ถดัมาสญัญาณ

ท่ี  2.62 ppm และ 2.88 ppm ต่าง แสดงลกัษณะเป็น triplet และมีค่า coupling constant (J) 
เท่ากับ 6.3 Hz แสดงว่าโปรตอนทัง้สองชนิดเกิด coupling กัน โดยท่ีโปรตอนชนิดหนึ่งได้รับ
อิทธิพลของแรงดึงอิเล็กตรอนมากกว่าจึง ปรากฏสัญญาณบริเวณสนามแม่เหล็กต ่ากว่า เม่ือ
พิจารณาโครงสร้างโมเลกุลจะเห็นว่า เอธิลีน  โปรตอนบนคาร์บอน 4 (H-4) อยู่ใกล้อะตอม
ไนโตรเจนมากกว่า ดงันัน้จึงสรุปได้ว่าสญัญาณทัง้ สองเกิดจากเอธิลีนโปรตอนบนคาร์บอน 3 (H-
3) และ 4 (H-4) ตามล าดบั นอกจากนี ้ได้ยืนยนัโครงสร้างจาก HR-ESI MS ได้ผลเท่ากบั 209.1073 
m/z จากการค านวณ C8H21N2S2 (M+H)+ เท่ากับ 209.1146 m/z  โดยสามารถเสนอกลไกการ
เกิดปฏิกิริยาดงัภาพท่ี 40 



 
43 

 

 
ภาพท่ี 40 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ 4’, 5’-bis(bromomethyl)fluorescein 

                      dibenzoate (I-3) 
 

1.2 โครงสร้างของสารประกอบ 4’, 5’-bis(bromomethyl)fluorescein dibenzoate(I-4) 
 

 

 

 

ภาพท่ี 41 โครงสร้างของสารประกอบ 4’, 5’-bis(bromomethyl)fluorescein dibenzoate (I-4) 
 จากการศกึษาโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ I-4 โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปีสามารถ

ยืนยนัโครงสร้างได้ดงันี ้ 
1H NMR (300 MHz, CDCl3)  4.87 (s, 4H), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.07 (d, J = 8.7 

Hz, 2H), 7.31 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.57 (t, J = 7.5 Hz, 4H), 7.66-7.78 (m, 4H), 8.07 (d, J = 

7.2 Hz, 1H), 8.27 (d, J = 8.4 Hz, 4H) (ภาพ ท่ี  42); 13C NMR (75 MHz, CDCl3)  81.4 (C), 
116.9 (C), 119.02 (CH), 119.2 (C), 119.3 (CH), 124.3 (CH), 125.4 (CH), 125.6 (C), 126.2 
(C), 128.5 (C), 128.8 (CH), 128.9 (CH), 130.4 (CH), 130.4 (CH), 130.7 (CH), 131.8 (CH), 
134.3 (CH), 134.5 (CH), 135.5 (CH), 135.8 (CH), 149.4 (C), 150.6 (C), 152.3 (C), 164.2 
(C), 168.8 (2C) (ภาพท่ี 43-44). HR-ESI MS calcd for C36H22Br2O7 (M)+ 726.3637 m/z, found 
726.9681 m/z (ภาพท่ี 45). 
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ภาพท่ี 42 1H NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 43 13C NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 
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ภาพท่ี 44 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 45 HR-ESI MS สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 
 

 เม่ือพิจารณาจากโครงสร้างของสารประกอบ I-4 (ภาพท่ี 41) และ 1H NMR สเปกตรัม 
(ภาพท่ี 42) แสดงให้เห็นสญัญาณของโปรตอน 8 ชนิดท่ีแตกต่างกนั โดยสญัญาณท่ีสามารถระบุ

ได้ชดัเจนมีดงันีส้ญัญาณ singlet ท่ี  4.87 ppm เกิดจากโปรตอน ต าแหน่ง 1 (H-1) เน่ืองจากมี
อะตอมโบรมีนเกาะบนคาร์บอนในต าแหน่งท่ีอยู่ถัดไปจึงท าให้มีค่า chemical shift ค่อนข้างสูง 

สองสญัญาณถดัมา ท่ี chemical shift  6.91 และ 7.07 ppm ตา่งแยกเป็น doublet และมีคา่ J-
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Coupling เท่ากนั คือ 8.7 Hz ควรจะเกิดจาก coupling ของอะโรมาติกโปรตอนท่ีอยู่ในต าแหน่ง 
ortho- ซึง่กนัและกนั จากโครงสร้าง สญัญาณดงักล่าวควรเกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 3 (H-3) และ 

2 (H-3) ตามล าดบั โดย H-3 มีคา่  มากกวา่ เน่ืองจากอยูใ่นต าแหน่ง ortho- กบัหมูเ่อสเทอร์ (-O-

COPh) จึงได้รับอิทธิพลของแรงดึงอิเล็กตรอนมากกว่า ถดัมาสญัญาณ doublet ท่ี  7.31 ppm 

(J = 7.8 Hz, 1H) เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 4 (H-4) ถดัมาสญัญาณ doublet ท่ี  8.07 (d, J = 

7.2 Hz, 1H) เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 7 (H-7) และสญัญาณ doublet ท่ี  8.27 ppm (J = 8.4 
Hz, 4H) เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 8 (H-8) (ซึ่งอยู่ในสภาพแวดล้อมเหมือนกัน) เน่ืองจากอยู่ใน
ต าแหน่ง ortho- กบัหมู่เอสเทอร์จึงได้รับอิทธิพลจากแรงดึงอิเล็กตรอนของหมู่คาร์บอนิลของเอส
เทอร์โดยตรง สญัญาณท่ีได้ จึงปรากฏท่ีบริเวณสนามแม่เหล็กต ่าท่ีสุด (down field) นอกจากนี ้
สามารถยืนยัน โครงส ร้างจาก HR-ESI MS ไ ด้ เท่ ากับ  726.9681 m/z (จากการค านวณ 
C36H22Br2O7 (M)+ เท่ากบั 726.3637 m/z) 

 
1.3 โครงสร้างของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 46 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
 

จากการศกึษาโครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยนัโครงสร้างได้ดงันี ้

1H NMR (300 MHz,  CDCl3):  6.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 
7.63-7.79 (m, 3H), 8.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 10.66 (s, 2H), 12.12 (s, 2H); (ภาพท่ี 47).; 13C 

NMR (75 MHz, CDCl3):  77.2 (C), 109.1 (2C), 109.6 (C), 113.5 (2C), 115.2 (2CH), 123.7 
(CH), 125.6 (CH), 126.6 (C), 130.5 (CH), 135.6 (CH), 137.0 (2CH), 151.7 (2C), 152.0 (2C), 
164.7 (C), 191.8 (2C); (ภาพท่ี 48-49).; HR-ESI MS จากการค านวณ C22H13O7

+ (MH)+ เท่ากบั
389.0661 m/z และจากการทดสอบ 389.0757 m/z (ภาพท่ี 50). 

 



 
47 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 47 1H NMR สเปกตรัมของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 48 13C NMR สเปกตรัมของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
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ภาพท่ี 49 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
 
 

 

 

 

 

ภาพท่ี 50 HR-ESI MS สเปกตรัมของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5)  

  
จากผล 1H NMR สเปกตรัม แสดงให้เห็นลกัษณะสญัญาณของโปรตอน 6 กลุม่ ดงันี ้สอง

สญัญาณแรกแสดงเป็น doublet ท่ี  6.79 และ 7.94 ppm ท่ีมีคา่ J-Coupling เท่ากนั คือ 9.0 Hz 
แสดงวา่โปรตอนทัง้สองชนิด ตา่ง coupling กบัโปรตอนข้างเคียงหนึง่โปรตอน และเป็นอะโรมาติก
โปรตอนท่ีอยู่ในต าแหน่ง ortho- ซึง่กนัและกนั จากโครงสร้างคือ โปรตอนต าแหน่ง 1 (H-1) และ 2 

(H-2) ตามล าดบั (โดยท่ี H-1 มีค่า  ต ่ากว่าเน่ืองจากได้รับอิทธิพลจากหมู่ให้อิเล็กตรอน  (หมู่ -

OH) มากกวา่) สญัญาณท่ี  7.63-7.79 ppm มีลกัษณะเป็น multiplet เกิดจาก coupling ระหวา่ง
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โปรตอนต าแหน่ง 3 (H-3) ทัง้สามตัว ถัดมาเป็นสัญญาณของโปรตอนต าแหน่ง 4 (H-4) ท่ีเกิด
coupling กับโปรตอนต าแหน่ง 3 (H-3) หนึ่งตวัท่ีอยู่ในต าแหน่งข้างเคียง จึงแสดงสญัญาณเป็น 

doublet ท่ี  8.07 ppm (J = 6.6 Hz) สญัญาณกลุ่มท่ีห้าเกิดจากโปรตอนของหมู่อลัดีไฮด์ (H-5) 

มีลักษณะเป็น singlet ท่ี  10.66 ppm ซึ่งเป็นต าแหน่งส าคัญท่ีบอกถึงปฏิกิริยาท่ีสังเคราะห์

สามารถเปลี่ยน –CH2Br (H 4.87) เป็น –CHO (H 10.66) ได้จริง และสญัญาณสดุท้ายเกิดจาก

โปรตอนของหมู่ –OH (H-6) จึงปรากฏสญัญาณลกัษณะ singlet ท่ี  12.12 ppm จากนัน้ยืนยนั
โครงสร้างด้วยผล HR-ESI MS พบค่า  389.0757 m/z (จากการค านวณ  C22H13O7 (M+H)+ 
389.3344 m/z) โดยสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดงัภาพท่ี 51-52 
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ภาพท่ี 51 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) 
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ภาพท่ี 52 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ fluorescein dicarboxaldehyde (I-5) ตอ่ 
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1.4 โครงสร้างของเซ็นเซอร์ (Sensor CFC4) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 53 โครงสร้างทางเคมีของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) 
 

จากการศกึษาโครงสร้างทางเคมีของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปี
สามารถยืนยนัโครงสร้างได้ดงันี ้

1H NMR (300 MHz,  MeOD):  1.68-1.84 (m, 4H), 2.50-2.68 (m, 4H), 2.68-2.83 (m, 
4H), 2.90-3.06 (m, 4H), 4.08-4.24 (m, 4H), 6.50-6.60 (m, 2H), 6.98-7.11 (m, 2H), 7.12-7.24 

(m, 1H), 7.48-7.63 (m, 2H), 7.95-8.07 (m, 1H); (ภาพ ท่ี  54) 13C NMR (75 MHz, MeOD):  
28.8 (2CH2), 31.7 (2CH2), 32.4 (2CH2), 43.2 (2CH2), 50.4 (2CH2), 112.4 (C), 112.7 (2C), 
123.9 (2CH), 130.1 (2CH), 130.7 (CH), 131.0 (CH), 132.2 (2CH), 134.8 (2C), 141.9 (C), 
157.5 (2C), 161.2 (C), 174.4 (2C), 181.5 (C); (ภาพท่ี 55-56)  HR-ESI MS จากการค านวณ 
C30H33N2O5S2

+ (MH)+ 565.1831 m/z, จากการทดสอบ 565.1824 m/z. (ภาพท่ี 57) 
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ภาพท่ี 54 1H NMR สเปกตรัมของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4)  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 55 13C NMR สเปกตรัมของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) 
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ภาพท่ี 56 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 57 HR-ESI MS สเปกตรัมของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) 
 
จาก 1H NMR สเปกตรัม แสดงให้เห็นสญัญาณของโปรตอน 10 กลุ่มท่ีแตกต่างกัน โดย

สัญญาณท่ีสามารถระบุได้ชัดเจนมีดังนี  ้สัญญาณกลุ่มแรกปรากฏท่ี  1.68–1.84 ppm เป็น 

multiplet เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 1 (H-1) ถดัมาท่ี  2.50-2.68 ppm เป็นสญัญาณของโปรตอน

ต าแหน่ง 2 (H-2) สญัญาณ multiplet สองกลุม่ถดัมาปรากฏท่ี  2.68-2.83 และ 2.90-3.06 ppm 
โดยเกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 3 (H-3) และ 4 (H-4) ตามล าดบั ดงัเหตุผลท่ีได้กล่าวไว้ในหัวข้อ 

NMR ของสาร 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-3)  สญัญาณท่ี  4.08-
4.24 ppm มีลกัษณะเป็น multiplet เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 5 (H-5) ซึง่การปรากฏของโปรตอน
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ต าแหน่งนีเ้ป็นการชีใ้ห้เห็นวา่ปฏิริยาท่ีสงัเคราะห์สามารถเปลี่ยน –CHO (H 10.66) เป็น –CH2NH 

(H 4.08-4.24) ได้จริง สัญญาณลักษณะ multiplet สองกลุ่มถัดมาท่ี  6.50-6.60 และ 6.98-

7.11 ppm เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 6 (H-6) และ 7 (H-7) ตามล าดบั (โดยท่ี H-7 มีคา่  ต ่ากว่า

เน่ืองจากได้รับอิทธิพลจากหมู่ให้อิเล็กตรอน (-OH) มากกว่า) สญัญาณสองกลุม่ถดัมาท่ี  7.11-
7.24 และ 7.48-7.63 ppm มีลักษณะ muliplet เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 8 (H-8) และ 9 (H-9) 

ตามล าดับ และสัญญาณล าดับสุดท้ายท่ี  7.95-8.07 ppm  มีลักษณะ multiplet เกิดจาก
โปรตอนต าแหน่ง 10 (H-10) ซึ่งอยู่ใกล้หมู่คาร์บอนิลมากท่ีสดุจึงปรากฏท่ีบริเวณสนามแม่เหล็ก
ต ่าสดุ (down field) ทัง้นีส้ามารถยืนยนัโครงสร้างจาก HR-ESI MS ได้เท่ากบั 565.1831 m/z (จาก
การค านวณ C30H33N2O5S2 (MH)+ เท่ากับ 565.1824 m/z) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกันจึงสามารถยืนยนั
ได้ว่าเซ็นเซอร์ CFC4 (Sensor CFC4) เกิดขึน้จริงจากการสงัเคราะห์ โดยสามารถเสนอกลไกการ
เกิดปฏิกิริยาดงัภาพท่ี 58 
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ภาพท่ี 58 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของเซน็เซอร์ (Sensor CFC4) 
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1.5 โครงสร้างของโรดามีนบีไฮดราไซด์ (II-3) 

 

ภาพท่ี 59 โครงสร้างทางเคมีโรดามีนบีไฮดราไซด์ (II-3) 
 
 จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสาร II-3 โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยนั
โครงสร้างได้ดงันี ้

1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.14 (t, J = 6.9 Hz, 12H), 3.31 (q, J = 6.9 Hz, 8H), 
3.62 (br s, 2H, NH2), 6.27 (dd, J1 = 8.7 Hz, J2 = 2.4 Hz, 2H), 6.43-6.46 (m, 4H), 7.06 (dd, 
J1 = 5.4 Hz, J2 = 3.0 Hz, 1H), 7.39 (dd, J1 = 5.4 Hz, J2 = 3.6 Hz, 2H), 7.92 (dd, J1 = 5.7 

Hz, J2 = 3.0 Hz, 1H) ppm (ภาพ ท่ี  60).; 13C NMR (75 MHz, CDCl3):  12.6 (4CH3), 44.3 
(4CH2), 65.8 (C), 98.0 (2CH), 104.6 (2C), 108.0 (2CH), 122.8 (CH), 123.7 (CH), 127.9 (CH), 
128.0 (2CH), 129.9 (2C), 132.4 (CH), 148.8 (2C),151.5 (C), 153.8 (C), 166.0 (C) ppm (ภาพ
ท่ี 61-62).; HR-ESI MS จากการค านวณ C28H33N2O2 (M+H)+ 457.2604 m/z, จากการทดสอบ 
457.2366 m/z (ภาพท่ี 63). 
 



 
58 

 

 

ภาพท่ี 60 1H NMR สเปกตรัมของโรดามีนบไีฮดราไซด์ (II-3) 

 

ภาพท่ี 61 13C NMR สเปกตรัมของโรดามีนบไีฮดราไซด์ (II-3) 
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ภาพท่ี 62 13C Dept 135 สเปกตรัมของโรดามีนบีไฮดราไซด์ (II-3) 
 

 
ภาพท่ี 63 HR-ESI MS สเปกตรัมของโรดามีนบีไฮดราไซด์ (II-3) 

 
เม่ือพิจารณาจากโครงสร้างสาร II-3 (ภาพท่ี 59) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพท่ี 60) 

แสดงให้เห็นสญัญาณของโปรตอน 8 ชนิดท่ีแตกต่างกนั แต่ไม่สามารถยืนยนัโครงสร้างท่ีแน่นอน
ได้อยา่งชดัเจน เน่ืองจากโครงสร้างเร่ิมต้นของโรดามีนบีคลอไรด์ (II-1) แสดงผล 1H NMR แตกตา่ง

กบัผลโรดามีน บี ไฮดราไซด์ (II-3) เพียงแคส่ญัญาณของหมูเ่อมีนในต าแหน่ง  เท่ากบั 3.62 ppm 
เท่านัน้ ส่วนสัญญาณท่ีเหลือไม่สามารถบอกได้อย่างชัดเจน จึงต้องอาศัยผลของ 13C NMR 
สเปกตรัม (ภาพท่ี 59) มาอธิบายเพิ่มเติม โดยสญัญาณท่ีสามารถระบุได้ชดัเจนคือ สญัญาณท่ี

ปรากฏต าแหน่ง  เท่ากบั 166.0 ppm ซึง่เกิดจากสญัญาณคาร์บอน ของหมู่คาร์บอนิล (C=O) ท่ี
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เกิดพนัธะกบัอะตอมไนโตรเจนได้เป็นหมูเ่อไมด์ (N-C=O; C-1) ซึง่ได้เปลี่ยนต าแหน่งของสญัญาณ
จากเดิมโรดามีนบีคลอไรด์ (II-3) หมู่คาร์บอนิล (C=O) จะมีพนัธะอยู่กบัอะตอมออกซิเจนได้เป็น

หมู่คาร์บอกซิลิก (O-C=O) ซึง่จะแสดงสญัญาณปรากฏท่ี  167.29 ppm ทัง้นีส้ามารถใช้ผลจาก
การตรวจสอบน า้หนกัโมเลกุลยืนยนัร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพท่ี 56) ในสตูร
โมเลกุล C28H33N2O2 (M+H)+  ได้เท่ากับ 457.2366 m/z มีค่าใกล้เคียงจากการค านวณโดยมีค่า
เท่ากบั 457.2604 m/z  จึงยืนยนัได้ว่าได้สาร II-3 เกิดขึน้จริงจากการสงัเคราะห์ โดยสามารถเสนอ
กลไกการเกิดปฏิกิริยาดงัภาพท่ี 64 
 

 
ภาพท่ี 64 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ โรดามีนบีไฮดราไซด์ (II-3) 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะและไอออนรบกวนอื่นๆ ของ
เ ซ็ น เ ซ อ ร์  CFC4 ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ผ ส ม ร ะ ห ว่ า ง ส า ร ล ะ ล า ย บั ฟ เ ฟ อ ร์  
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris-HCl buffer) เ ข้ ม ข้น  2.62 mM pH 7.2 และ 
methanol ในอัตราส่วน 95:5 v/v 

เม่ือฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ CFC4 ได้รับการยืนยันโครงสร้างแล้ว จึงได้น าเซ็นเซอร์ 
CFC4 มาศกึษาถึงประสิทธิภาพในการท างานเก่ียวกบัการตรวจจบัไอออนโลหะหนกั ด้วยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีในสภาวะท่ีเป็นสารละลายอินทรีย์ และสารละลายน า้ผสม
สารละลายอินทรีย์ เพื่อหาความว่องไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ความจ าเพาะเจาะจงกับ
ไอออน (selectivity) เปรียบเทียบกบัไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ รวมทัง้น าไปศึกษาถึงประสิทธิภาพ
ในการตรวจจบัไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนอ่ืนๆ (competitive) ค่าคงท่ีสมดลุของการ
จบักบัไอออน (Association constant; Kassoc)  

โดยการน าเซ็นเซอร์ I ท่ีสงัเคราะห์ได้มาศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจจบัไอออนปรอท
และไอออนรบกวนอ่ืนๆ ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 
2.62 mM pH 7.20 และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v ทัง้นีไ้อออนปรอท ไอออนโลหะทรานซิ
ชนั ไอออนโลหะอลัคาไลน์ และไอออนโลหะอลัคาไลน์เอิร์ทชนิดตา่งๆ เตรียมโดยน าเกลือคลอไรด์
ของโลหะแตล่ะชนิด ละลายในน า้ DI 

 
2.1. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบัฟเฟอร์ Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris-HCl buffer) เข้มข้น 
2.62 mM และ methanol ในอัตราส่วน 95:5 v/v ที่  pH ต่างกันก่อนและหลังการ
เตมิไอออนปรอท 
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ CFC4 จะศึกษาในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v ท่ี 
pH ต่างกัน โดยติดตามสเปกตรัมของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (fluorescence emission 

spectra) ก่อนและหลงัการเติมไอออนปรอท ในช่วงความยาวคลื่น 514 nm (em = 514 nm) เม่ือ 

ex เท่ากบั 493 nm ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ CFC4 เท่ากบั 0.01 µM และใช้ไอออนปรอทในรูป
ของเกลือคลอไรด์ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 65 
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ภาพท่ี 65 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 493 nm และ em = 514 nm) ของเซ็นเซอร์ CFC4 

(0.01 µM) ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 
mM และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v ท่ี pH ต่างๆ ก่อนและหลงัเติมไอออนปรอท
คลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 3.33 µM. 

 
 จากผลการทดลองพบว่า เม่ือ pH ของสารละลายบฟัเฟอร์ เข้มข้น 2.62 nM Tris-HCl 
buffer เปลี่ยนไป คา่ Fluorescence Intensity ของเซน็เซอร์ CFC4 ก็มีคา่ท่ีเปลี่ยนแปลงตามไป
ด้วย เม่ือ pH ของสารละลายเพิ่มขึน้ ประสทิธิภาพในการจบัไอออนปรอทลดลง ซึง่ได้ท าการศกึษา 
pH ในช่วง pH 6.10-9.90 โดยท่ีสารละลาย pH 6.10-7.20 เซน็เซอร์ I สามารถจบัไอออนปรอทได้
ดีกวา่สารละลายท่ีมี pH สงูกวา่ (pH >7.20) โดยสารละลายท่ี pH 6.10 และ 7.20 ท าให้คา่ 
Fluorescence Intensity ของเซน็เซอร์ I มีการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสดุ ดงันัน้ในงานวจิยันีจ้งึเลือการ
ละลายผสมระหวา่งสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ใน
อตัราสว่น 95:5 v/v pH 7.20 มาใช้ในการทดลองตอ่ๆ ไป เน่ืองจากท่ี pH 7.20 เป็นคา่เฉลี่ยในเลือด
ของมนษุย์ ซึง่คาดหวงัวา่เซน็เซอร์ชนิดนีจ้ะสามารถประยกุต์ใช้ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้ 
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2.2. ผลการทดสอบสมบัติการดูดกลืนแสงในภาวะที่ มีไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ 
CFC4 
การดดูกลืนแสงของเซน็เซอร์ CFC4 ศกึษาในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ 

Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอัตราส่วน 95:5 v/v pH 7.20 โดยติดตาม
สเปกตรัมของการดดูกลืนแสง (absorption spectra) ซึง่ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ CFC4 เท่ากบั 
3.00 µM และใช้ไอออนปรอทในรูปของเกลือคลอไรด์ ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 66 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 66 การดดูกลืนแสงของเซน็เซอร์ CFC4 (3.00 µM) ในสารละลายผสมระหวา่ง 2.62 mM 

Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 v/v pH 7.20) ก่อนและหลงัเตมิไอออนปรอทคลอ
ไรด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ a: 0 µM, b: 0.06 µM, c: 0.13 µM, d: 0.20 µM, e: 0.27 µM, f: 
0.40 µM, g: 0.53 µM, h: 0.73 µM, i: 0.93 µM, j: 1.20 µM. 

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ CFC4 กับไอออนปรอทแสดง

สญัญาณการดดูกลืนแสงในช่วงยูวี-วิซิเบิล (UV-Vis absortion) แบบระบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจาก
กลไกการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์ภายหลังการ
ตรวจจบัไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer 
เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอตัราสว่น 95:5 v/v pH 7.20 โดยพบว่าในภาวะท่ีไม่มีไอออน
ปรอท ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ CFC4 จะดดูกลืนแสงได้สงูสดุท่ีความยาวคลื่น 495 nm แต่เม่ือมี
การเติมปรอทคลอไรด์ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  เซ็นเซอร์ CFC4 จะแสดงสญัญาณการดูดกลืนแสง
ลดลงและเกิด red-shift ท าให้การดูดกลืนแสงสงูสุดท่ีความยาวคลื่น 502 nm อีกทัง้ยงัสามารถ
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เห็นการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายได้ด้วยตาเปล่าโดยเม่ือไม่มีไอออนปรอท สารละลายของ
ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ CFC4 มีสีเหลือง และเปลี่ยนเป็นสารละลายสีส้มเม่ือมีการเติมไอออน
ปรอท  

 
2.3. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่ มีไอออนปรอท 

เปรียบเทยีบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ CFC4 
การทดสอบการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ CFC4 ในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v pH 
7.20 ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทในรูปของเกลือคลอไรด์ เปรียบเทียบกบัในภาวะท่ีมีไอออนรบกวน
ชนิดตา่งๆ ได้แก่ Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, Ni2+ และ  Pb2+ ได้ผล
ดงัภาพท่ี 67 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

ภาพท่ี 67 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 493 nm และ em = 514 nm) ของเซ็นเซอร์ CFC4 
(0.01 µM) ในสารละลายผสมระหว่าง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 
v/v pH 7.20) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือคลอไรด์ชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั   
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ภาพท่ี 68 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 493 nm และ em = 514 nm) ของเซ็นเซอร์ CFC4 
(0.01 µM) ในสารละลายผสมระหว่าง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 
v/v pH 7.20) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือคลอไรด์ชนิดตา่งๆ เข้มข้น 10.38 µM 

 

ภาพท่ี 67 แสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า normalized Fluorescence Intensity (แกน y) 
ของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่น 514 nm และความเข้มข้นของไอออนชนิดต่างๆ 
(แกน x) พบวา่เซน็เซอร์ CFC4 มีความจ าเพาะเจาะจงท่ีดีกบัไอออนของปรอท เม่ือเปรียบเทียบกบั
ไอออนตัวอ่ืนๆ ท่ีท าการทดลอง โดยค่า normalized Fluorescence Intensity มีแนวโน้มลดลง
อย่างเห็นได้ชดัเจนและคงท่ีในท่ีสดุ ทัง้นีผ้ลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเม่ือมีการเติมไอออนปรอท 
จะท าให้เกิดการลดลงของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์อย่างชดัเจน ในขณะท่ีสญัญาณการคายแสง
ฟลอูอเรสเซนต์หลงัเติมไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ ไอออนอะลมูิเนียม (Al3+), ไอออนแบเรียม 
(Ba2+), ไอออนแคลเซียม (Ca2+), ไอออนแคดเมียม (Cd2+), ไอออนทองแดง (Cu2+), ไอออนเหล็ก 
(Fe3+), ไอออนโพแทสเซียม (K+), ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+), ไอออนแมงกานีส  (Mn2+), ไอออน
โซเดียม (Na+), ไอออนนิกเกิล (Ni2+) และ  ไอออนตะกัว่ (Pb2+) ในความเข้มข้น 10.38 µM เท่ากนั
กบัไอออนปรอท (เท่ากบัความเข้มข้นสงูสดุของไอออนปรอทท่ีท าให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ของ
เซ็นเซอร์มีค่าต ่าสดุ) ไม่แสดงการเปลี่ยนแปลงหรือมีการเปลี่ยนแปลงน้อยกว่า 2% เม่ือเทียบกับ
ความเข้มของสญัญาณเร่ิมต้น (เม่ือไม่มีไอออนโลหะเจือปนในสารละลายเซน็เซอร์) ภาพท่ี 68 
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2.4. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนปรอทของ
เซ็นเซอร์ CFC4 
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ CFC4 ศึกษาในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v pH 
7.20 โดยติดตามสเปกตรัมของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence emission spectra) 

เม่ือ ex เท่ากบั 493 nm ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ CFC4 เท่ากบั 0.01 µM และใช้ไอออนปรอท
ในรูปของเกลือคลอไรด์ ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 64 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 69 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 493 nm และ em = 514 nm) ของเซน็เซอร์ CFC4 
(0.01 µM) ในสารละลายผสมระหวา่ง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 
v/v pH 7.20) ก่อนและหลงัเตมิไอออนปรอทคลอไรด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ a: 0 M, b: 
0.013 µM, c: 0.027 µM, d: 0.043 µM, e: 0.11 µM, f: 0.71 µM, g: 10.38 µM. 

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ CFC4 กับไอออนปรอทแสดง

สญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์แบบระบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจากกลไกการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์ภายหลังการตรวจจับไอออนปรอทของ
เซ็นเซอร์ใน สารละลายผสมระหว่าง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 v/v pH 
7.20) โดยพบว่าในภาวะท่ีไม่มีไอออนปรอท เซ็นเซอร์ CFC4 จะคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีสงู แต่
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ในทางตรงข้ามภายหลงัการเติมปรอทคลอไรด์ท่ีความเข้มข้นต่างๆ  เซ็นเซอร์จะแสดงสญัญาณ
คายแสงฟลูออเรสเซนต์ลดลงในช่วงความยาวคลื่น 500-600 nm โดยความยาวคลื่นมากท่ีสุด 

(max) ของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์เท่ากบั 514 nm ซึง่การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซน็เซอร์ 
CFC4 จะลดลงเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณไอออนปรอทท่ีเพิ่มขึน้ในสารละลาย พบว่าหากใน
สารละลายมีไอออนปรอทคลอไรด์มากกว่าความเข้มข้นของสารละลายเซ็นเซอร์ 10,371 เท่า จะ
ท าให้สญัญาณฟลูออเรสเซนต์ลดลงจนคงท่ี ซึ่งลดลงจากสญัญาณเดิมของเซ็นเซอร์ (เม่ือไม่มี
ไอออนปรอท) 84% โดยสามารถวัดค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัม (quantum yield: Qf) ของ
เซ็นเซอร์ได้เท่ากบั 0.56 (ใช้ fluorescein เป็นสารอ้างอิง) [48] มีความสมัพนัธ์ระหว่างสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์กบัความเข้มข้นของไอออนปรอทเป็นเส้นตรงในช่วง 2-12 ppb ซึง่ถือเป็นช่วงการ
ท างาน และมีค่าต ่าสุดของการตรวจวดัไอออนปรอท (detection limit) เท่ากับ 7.38 nM or 1.48 
ppb 

 
2.5. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนปรอทรวม

กับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ CFC4 
การทดสอบการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์  CFC4 ในสารละลายผสมระหว่าง

สารละลายบฟัเฟอร์ Tris-HCl buffer เข้มข้น 2.62 mM และ methanol ในอตัราส่วน 95:5 v/v pH 
7.20 ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทละลายรวมอยู่กบัไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, 
Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, Ni2+ และ  Pb2+ ซึง่ได้ตรวจวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ในขณะท่ี
มีปริมาณไอออนรบกวนต่างๆ เท่ากบั 10 เท่า ของปริมาณไอออนปรอทในสารละลาย โดยความ
เข้มข้นของเซ็นเซอร์ CFC4 เท่ากบั 0.01 µM และใช้ไอออนชนิดต่างๆในรูปของเกลือคลอไรด์ ซึ่ง
ผลการทดลองแสดงในรูปของกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างค่า IF/I0 (แกน y) และชนิดของไอออน
ชนิดตา่งๆ (แกน x) ได้ผลดงัแสดงในภาพท่ี 70 
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ภาพท่ี 70 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 493 nm และ em = 514 nm) ของเซ็นเซอร์ CFC4 
(0.01 µM) ในสารละลายผสมระหว่าง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ methanol (95:5 
v/v pH 7.20) ในภาวะท่ีมีความเข้มข้นไอออนรบกวนต่างๆ เจือปนในสารละลายเท่ากบั 
0.3 µM (10 equiv.) ของความเข้มข้นไอออนปรอท 0.03 µM.  

 
การทดลองนีเ้ป็นการทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ 

CFC4 ในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ ไอออนอะลูมิเนียม (Al3+), ไอออนแบเรียม (Ba2+), 
ไอออนแคลเซียม (Ca2+), ไอออนแคดเมียม (Cd2+), ไอออนทองแดง (Cu2+), ไอออนเหล็ก (Fe3+), 
ไอออนโพแทสเซียม (K+), ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+), ไอออนแมงกานีส  (Mn2+), ไอออนโซเดียม 
(Na+), ไอออนนิกเกิล (Ni2+) และ  ไอออนตะกั่ว (Pb2+) ซึ่งมีความเข้มข้นของไอออนรบกวนต่างๆ 
(เข้มข้น 0.3 µM) เป็น 10 equiv. ของความเข้มข้นของไอออนปรอท (เข้มข้น 0.03 µM) โดย
ตรวจวดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีความยาวคลื่น 514 nm จากภาพท่ี 65 สงัเกตได้ว่าสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซนต์ท่ีได้หลงัจากเติมไอออนรบกวนอ่ืนๆ รวมกบัไอออนปรอท ไม่มีการเปลี่ยนแปลง เม่ือ
เทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์หลังการเติมไอออนปรอทเพียงชนิดเดียว แสดงให้เห็นว่า 
เซน็เซอร์ I มีประสิทธิภาพในการท างานท่ีดี แม้ในสภาวะท่ีมีไอออนอ่ืนๆรบกวน ดงันัน้หากในระบบ
ท่ีตรวจจับมีไอออนชนิดอ่ืนๆ เท่ากับปริมาณไอออนปรอท หรือมากกว่าไอออนปรอท เซ็นเซอร์ 
CFC4 ยงัคงแสดงสญัญาณฟลูออเรสเซนต์แบบ ON-OFF ได้โดยประสิทธิภาพของเซ็นเซอร์ไม่
ลดลง และสามารถดกัจบัไอออนปรอทอยา่งจ าเพาะเจาะจงสงู  
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2.6. ค่าความสามารถต ่าสุดของการตรวจจับไอออนปรอท (detection limit) 
การค านวณคา่ความสามารถต ่าสดุของการตรวจจบั (detection limit) กระท าโดยพลอต-

กราฟคา่ log ของความเข้มข้นของปรอทท่ีเติมลงไป (แกน X) กบั Relative value ท่ีจดุใดๆ (แกน y) 
    Relative Value = (Imax –I) / (Imax – I min) 
  
 เม่ือ Imax = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 

ก่อนเตมิไอออนปรอท 
  Imin  = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมีคา่น้อยสดุ 
  I   = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 

หลงัเตมิไอออนปรอทท่ีความเข้มข้นใด้ 
 ข้อมลูตา่งๆ ของเซน็เซอร์ I แสดงดงัตารางท่ี 4-8 และสร้างกราฟแสดงดงัภาพท่ี 66-70 
 
ตารางท่ี 4 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายเซน็เซอร์ (M), คา่ log ของ

ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป และค่าเชิงสัมพันธ์ของเซ็นเซอร์ CFC4 
ส าหรับสมการ 1 

 

[Hg2+], M log[Hg2+] Relative value 

0 0 0 

1.00x10-8 -8.00000 0.10241 

1.33x10-8 -7.87506 0.17358 

1.67x10-8 -7.77815 0.26082 

2.33x10-8 -7.63202 0.32307 

3.00x10-8 -7.52288 0.44801 
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ภาพท่ี 121 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ log ของความเข้มข้นของไอออน 

ปรอทคลอไรด์ท่ีเติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ I, ex เทา่กบั 493 nm 

ภาพท่ี 71 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ี

เติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 
การค านวณ 
 จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 0.6985x + 5.6831; R2= 0.9794 
หาจดุตดัแกน x ; ก าหนดให้ y = 0 
   ดงันัน้            0 = 0.6985x + 5.6831       
                x = -5.6831/0.6985 
                x = -8.1361 
แต ่  x = log [Hg2+];        จะได้                 log [Hg2+] = -8.1361 
                              [Hg2+] = 10 -8.1361    
                                                                                = 7.31x10-9 M 
                                                                                = 1.47 ppb. 
ดงันัน้จากสมการท่ี 1 detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.31x10-9 M 
หรือ 1.47 ppb. 

ในการค านวณหาค่าความสามารถต ่าสุดของการตรวจจับ (detection limit) จะมีการ
ค านวณหาค่าความคลาดเคลื่อนของค่าความสามารถต ่าสุดของการตรวจจบั (detection limit) 
จาก 5 สมการท่ีแตกตา่งกนั เพื่อให้คา่ท่ีได้ใกล้เคียงความถกูต้องมากท่ีสดุ 

โดยการค านวณอีก 4 แบบจะค านวณวิธีเดียวกนักบัท่ีกลา่วแล้วข้างต้น 
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ตารางท่ี 5 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายเซน็เซอร์ (M), คา่ log ของ
ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป และค่าเชิงสัมพันธ์ของเซ็นเซอร์ CFC4 
ส าหรับสมการ 2 

 
[Hg2+], M log[Hg2+] Relative value 

0 0 0 

1.00x10-8 -8.00000 0.10241 

1.33x10-8 -7.87506 0.17358 

3.00x10-8 -7.52288 0.44801 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 72 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ี

เติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 
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การค านวณ 
 จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 0.7363x + 5.9841; R2= 0.9965 
หาจดุตดัแกน x ; ก าหนดให้ y = 0 
   ดงันัน้            0 = 0.7363x + 5.9841       
                x = -5.9841/0.7363 
                x = -8.1273 
แต ่  x = log [Hg2+];        จะได้                 log [Hg2+] = -8.1273 
                              [Hg2+] = 10 -8.1273    
                                                                                = 7.46x10-9 M 
                                                                                = 1.50 ppb. 
ดงันัน้จากสมการท่ี 2 detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.46x10-9 M 
หรือ 1.50 ppb. 

 
ตารางท่ี 6 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายเซน็เซอร์ (M), คา่ log ของ

ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป และค่าเชิงสัมพันธ์ของเซ็นเซอร์ CFC4 
ส าหรับสมการ 3 

 
[Hg2+], M log[Hg2+] Relative value 

0 0 0 

1.00x10-8 -8.00000 0.10241 

1.33x10-8 -7.87506 0.17358 

2.33x10-8 -7.63202 0.32307 

3.00x10-8 -7.52288 0.44801 
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ภาพท่ี 73 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ี

เติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 
 
การค านวณ 
 จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 0.7001x + 5.6924; R2= 0.9814 
หาจดุตดัแกน x ; ก าหนดให้ y = 0 
   ดงันัน้            0 = 0.7001x + 5.6924       
                x = -5.6924/0.7001 
                x = -8.1308 
แต ่  x = log [Hg2+];        จะได้                 log [Hg2+] = -8.1308 
                              [Hg2+] = 10 -8.1308    
                                                                                = 7.40x10-9 M 
                                                                                = 1.48 ppb. 
ดงันัน้จากสมการท่ี 3 detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.40x10-9 M 
หรือ 1.48 ppb. 
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ตารางท่ี 7 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายเซน็เซอร์ (M), คา่ log ของ  
ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป และค่าเชิงสัมพันธ์ของเซ็นเซอร์ CFC4 
ส าหรับสมการ 4 

 
[Hg2+], M log[Hg2+] Relative value 

0 0 0 

1.00x10-8 -8.00000 0.10241 

1.33x10-8 -7.87506 0.17358 

1.67x10-8 -7.77815 0.26082 

3.00x10-8 -7.52288 0.44801 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 74 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ี

เติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 
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การค านวณ 
 จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 0.7368x + 5.989; R2= 0.9964 
หาจดุตดัแกน x ; ก าหนดให้ y = 0 
   ดงันัน้            0 = 0.7368x + 5.989       
                x = -5.989/0.7368 
                x = -8.1284 
แต ่  x = log [Hg2+];        จะได้                 log [Hg2+] = -8.1284 
                              [Hg2+] = 10 -8.1284    
                                                                                = 7.44x10-9 M 
                                                                                = 1.49 ppb. 
ดงันัน้จากสมการท่ี 4 Detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.44x10-9 M 
หรือ 1.49 ppb. 
 
ตารางท่ี 8 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายเซน็เซอร์ (M), คา่ log ของ  

ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป และค่าเชิงสัมพันธ์ของเซ็นเซอร์ CFC4 
ส าหรับสมการ 5 

 
[Hg2+], M log[Hg2+] Relative value 

0 0 0 

1.00x10-8 -8.00000 0.10241 

1.33x10-8 -7.87506 0.17358 

3.00x10-8 -7.52288 0.448014 
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ภาพท่ี 75 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ี

เติมลงไป กบั Relative Value ของ เซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 
 
การค านวณ 
 จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 0.6927x + 5.6375; R2= 0.9791 
หาจดุตดัแกน x ; ก าหนดให้ y = 0 
   ดงันัน้            0 = 0.6927x + 5.6375       
                x = -5.6375/0.6927 
                x = -8.1384 
แต ่  x = log [Hg2+];        จะได้                 log [Hg2+] = -8.1384 
                              [Hg2+] = 10 -8.1384    
                                                                                = 7.27x10-9 M 
                                                                                = 1.46 ppb. 
ดงันัน้จากสมการท่ี 5 detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.27x10-9 M 
หรือ 1.46 ppb. 
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ตารางท่ี 9 สรุป คา่ detection limit ในการตรวจจบัไอออนปรอทคลอไรด์ ของเซน็เซอร์ CFC4 

 
สมการ Detection limit (M) Detection limit (ppb) 

1 7.31 x 10-9 1.47 

2 7.44 x 10-9 1.49 

3 7.46 x 10-9 1.50 

4 7.40 x 10-9 1.48 

5 7.27 x 10-9 1.46 

คา่เฉลี่ย (average) 7.38 x 10-9 1.48 

คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 8.26 x 10-11 0.016 

 
 เพราะฉะนัน้จากการค านวณข้างต้นพบว่า ค่า Detection limit ในการตรวจจับไอออน
ปรอทคลอไรด์ เท่ากบั 7.38 x 10-9 ± 8.26 x 10-11 M หรือ 1.48 ± 0.016 ppb 
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2.7. การหาช่วงความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรง (linear range) 
Linear range คือ ช่วงความสมัพนัธ์ระหว่างความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์และความ

เข้มข้นของไอออนปรอท ท่ีมีลักษณะเป็นเส้นตรง ซึ่งถือเป็นช่วงการใช้งาน (working range) 
สามารถหาโดยพลอตกราฟระหว่างค่าเชิงสมัพทัธ์ (สมการ 1) บนแกน y และความเข้มข้นของ
ไอออนปรอทท่ีเติมลงในสารละลายบนแกน x โดยข้อมลูตา่งๆของเซ็นเซอร์ CFC4 แสดงดงัตาราง
ท่ี 3 และสร้างกราฟแสดงดงัภาพท่ี 73 
 ข้อมลูตา่งๆ ของเซ็นเซอร์ CFC4 แสดงดงัตารางท่ี 10 และสร้างกราฟแสดงดงัภาพท่ี 73 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตารางท่ี 10 ข้อมลูค่าความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป (M), ค่า log ของความเข้มข้นของ
ไอออนปรอทท่ีเติมและ Relative value ของเซน็เซอร์ CFC4, ex เท่ากบั 493 nm 

 
 
 
 
 
 

[Hg2+], M log[Hg2+] [Hg2+], ppb Relative Value Fluorescence Intensity 

0 0 0 0 53.44 

1.00x10-8 -8.00000 2.01 0.10 48.85 

1.33x10-8 -7.87506 2.67 0.17 45.66 

1.67x10-8 -7.77815 3.34 0.26 41.75 

3.00x10-8 -7.52288 6.02 0.45 33.36 

4.33x10-8 -7.36318 8.69 0.56 28.31 

6.00x10-8 -7.22185 12.04 0.67 23.21 
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ภาพท่ี 76 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างค่า relative value ของ เซ็นเซอร์ CFC4, ex เท่ากับ 
493 nm กบัความเข้มข้นของไอออนปรอทคลอไรด์ท่ีเติมลงไปในหน่วย ppb (log [Hg2+]) 

 

จากภาพท่ี 76 จะเห็นว่า  ค่า Relative Value กับความเข้มข้นของไอออนปรอท มี
ความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 2.01 ppb ถึง 12.04 ppb มีค่า R2 = 0.9989 ซึ่งใกล้เคียง 1 
มาก ดงันัน้ ช่วงความเข้มข้นดงักล่าวจึงเป็นช่วงท่ีเหมาะสมต่อการน าไปใช้ตรวจวดัไอออนปรอท
คลอไรด์ได้ 
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2.8. อัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนและค่าคงที่สมดุลของการเกิดไออออน
เชิงซ้อน 
การทดลองเพื่อหาอตัราส่วนระหว่างโมเลกลุของเซ็นเซอร์ CFC4 กบัไอออนปรอทท่ีใช้ใน

การเกิด binding ศกึษาโดยวิธี Job’s plot ได้ผลการทดลองดงัภาพท่ี 77 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 77 กราฟแสดงอตัราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ CFC4 กบัไอออนปรอทท่ีใช้ในการ
เกิด binding ศกึษาโดยวิธี Job’s plot 

 
จากผล Job’s plot แสดงให้เห็นว่า เซ็นเซอร์ CFC4 หนึ่งโมเลกุลสามารถดกัจับไอออน

ปรอทคลอไรด์ 1 โมเลกลุ (CFC4: Hg2+ = 1:1) จากนัน้จึงศกึษาค่าคงท่ีสมดลุของการเกิดไอออน
เชิงซ้อน (Association constant; Kassoc) โดยใช้สมการ Benesi-Hildebrand [45-47] สามารถ
แสดงดงัภาพท่ี 69 และสามารถค านวณคา่ Kassoc ได้เท่ากบั 6.40 x 1010 M-1  

 
การค านวณคา่คงท่ีสมดลุของการเกิดไอออนเชิงซ้อน (Association constant; Kassoc) โดย

ใช้สมการ Benesi-Hildebrand [45-47]  กระท าโดยพลอตตกราฟค่า 1/ความเข้มข้นของปรอทท่ี
เติมลงไป [Hg2+] (แกน X) กบั 1/(Io-Iobs) ท่ีจดุใดๆ (แกน y) 
    Kassoc = 1/slope*(Imax-Imin) 
  เม่ือ Imax  = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ของสารละลายเซน็เซอร์             
                                                     CFC4 ก่อนเตมิไอออนปรอท 
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  Imin   = ความเข้มของแสงฟลอูอเรสเซนต์ท่ีมีคา่น้อยสดุ 
I0  = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ 
CFC4 เร่ิมต้น ไม่มีไอออนปรอทในสารละลาย 

Iobs  = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ 
CFC4 ณ ความเข้มข้นตา่งๆของไอออนปรอทในสารละลาย 

 

ตารางท่ี 11 ข้อมลูคา่ความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป [Hg2+], คา่ 1/[Hg2+] (ความเข้มข้น
ของไอออนปรอทท่ีเติมลงไป) ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลาย

เซ็นเซอร์ CFC4 และ ค่า 1/(I0-Iobs) ท่ีได้จากการค านวณ ของเซ็นเซอร์ CFC4, ex 
เท่ากบั 493 nm 

 
[Hg2+] ,M intensity(Iobs) 1/[Hg2+]n, (n=1) 1/(I0-Iobs) 

0 53.44 0 0 

4.3333 x10-8 28.31 2.31 x107 0.0398 

6.0000 x10-8 23.21 1.67 x107 0.0331 

7.6667 x10-8 21.88 1.30 x107 0.0317 

1.1000 x10-7 19.14 9.09 x106 0.0292 

1.7667 x10-7 16.87 5.66 x106 0.0273 

2.4333 x10-7 15.03 4.11 x106 0.0260 

3.7667 x10-7 13.43 2.65 x106 0.0250 

7.1000 x10-7 12.09 1.41 x106 0.0242 

1.0433 x10-6 10.93 9.58 x105 0.0235 
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[Hg2+] ,M intensity(Iobs) 1/[Hg2+]n, (n=1) 1/(I0-Iobs) 

1.7100 x10-6 10.27 5.85 x105 0.0232 

2.3767 x10-6 10.99 4.21 x105 0.0236 

3.7100 x10-6 10.25 2.70 x105 0.0232 

1.0377 x10-5 9.36 9.64 x104 0.0227 

2.3710 x10-5 9.56 4.22 x104 0.0228 

3.7043 x10-5 9.54 2.70 x104 0.0228 

7.0377 x10-5 8.71 1.42 x104 0.0224 

1.0371 x10-4 8.62 9.64 x103 0.0223 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 78 กราฟจากการค านวณตามสมการ Benesi-Hildebrand ของเซน็เซอร์ CFC4 เม่ือ n = 1 
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การค านวณ 
Kassoc = 1/slope*(Imax-Imin) 

จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ    y = 7.0x10-10x + 0.0228; R2 = 0.989 
ซึง่  slope  = 7.0x10-10, Imax = 53.44,       Imin = 8.62  

 ดงันัน้  Kassoc  = 1/(7.0x10-10)*(53.44-8.62) 
   = 6.40 x 1010 M-1 

 
ดงันัน้ อตัราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน ของเซ็นเซอร์ CFC4 ต่อการดกัจบัไอออน

ปรอทเป็น หนึ่งต่อหนึ่ง (CFC4: Hg2+ = 1:1) และสามารถค านวณค่าคงท่ีสมดุลของการเกิด
ไออออนเชิงซ้อน, Kassoc ได้เท่ากบั 6.40 x 1010 M-1  
 
 

2.9. ผลการท านายการเปล่ียนแปลงของเซ็นเซอร์ CFC4 ก่อนและหลังการจับไอออน
ปรอท โดยเทคนิค Molecular modeling 

 

a)                                                    b) 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพท่ี 79 แสดงลกัษณะโครงสร้างด้วยเทคนิค Molecular modeling ของ a) เซน็เซอร์ CFC4 และ 
b) เซน็เซอร์ CFC4:Hg2+ อตัราสว่น 1:1  

 
 ในภาวะก่อนเตมิไอออนปรอทลงไปในสารละลาย เซน็เซอร์ CFC4 มีลกัษณะโครงสร้างดงั

ภาพท่ี 79a เม่ือเติมไอออนปรอทลงไปในสารละลาย ไอออนปรอทจะไปโคออดิเนตกบัอะตอมของ
ไนโตรเจน (N), อะตอมของซลัเฟอร์ (S) และ อะตอมออกซิเจน (O) ท่ีใจกลางของโครงสร้างท่ีมี
ลกัษณะเป็นวง ด้วยกระบวนการ electrostatic interactions โดยไอออนปรอทเกิดโคออร์ดิเนตกบั 
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2 อะตอมไนโตรเจน (N), 1 อะตอมของซัลเฟอร์ (S) และ 1 อะตอมออกซิเจน (O) ในระยะทาง
เท่ากบั 2.285 Å, 3.337 Å, 2.462 Å และ 3.144 Å ตามล าดบั ดงัภาพท่ี 79b ซึ่งจากการศกึษานี ้
สามารถช่วยยืนยนัวา่เซ็นเซอร์ CFC4 สามารถดกัจบัไอออนปรอทได้ในอตัราสว่น 1:1 ตรงตามผล
การศึกษาด้วยเทคนิค Job’s plot และในการค านวณค่าคงท่ีสมดลุของการเกิดไออออนเชิงซ้อน, 
Kassoc 

 
2.10 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 ในภาวะที่มีไอออนปรอท เปรียบเทียบ

กับไอออนรบกวนอื่นๆ  
 
 
 
 

ภาพท่ี 80 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 (3.0 µM) ในภาวะท่ีไม่มีและมีไอออน Hg2+,  
Mg2+, Cu2+, Cd2+, Fe3+, K+, Mn2+, Ba2+, Pb2+, Ca2+, Al3+, Na+ และ Ni2+ (20.0 µM) 
ภายใต้แสง UV. 

 

 
 
 
 

ภาพท่ี 81 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 (10.0 µM) ในภาวะท่ีไม่มีและมีไอออน Hg2+, 
Mg2+, Cu2+, Cd2+, Fe3+, K+, Mn2+, Ba2+, Pb2+, Ca2+, Al3+, Na+ และ Ni2+ (45.0 µM) ใน
สภาวะปกต ิ

 
จากภาพถ่าย แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ CFC4 มีจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทสูงเม่ือ

เทียบกบัไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ โดยการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซนเซอร์ CFC4 จะลดลงเม่ือ
มีการเติมไอออนปรอทลงในสารละลาย (ภาพท่ี 80) ในขณะท่ีเม่ือมีการเติมไอออนชนิดอ่ืนได้แก่ 
Hg2+, Mg2+, Cu2+, Cd2+, Fe3+, K+, Mn2+, Ba2+, Pb2+, Ca2+, Al3+, Na+ และ Ni2+ ลงในสารละลาย 
การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซนเซอร์ CFC4 ไมมี่การเปลี่ยนแปลง อีกทัง้ยงัสามารถสงัเกตการ
เปลี่ยนแปลงนีไ้ด้ด้วยตาเปล่า โดยจะเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีเหลืองเม่ือไม่มี
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ไอออนปรอท เกิดการเปลี่ยนเป็นสีส้มเม่ือท าการเติมไอออนปรอทลงในสารละลาย ซึ่งเม่ือ
เปรียบเทียบสีของสารละลายท่ีมีการเติมไอออนชนิดอื่นๆพบว่าสารละลายยงัคงมีสีเหลืองเช่นเดิม 
(ภาพท่ี 81) 

 

2.11 ภาพถ่ายกระดาษกรองที่เคลือบด้วยสารละลายเซน็เซอร์ CFC4 ในภาวะที่ไม่มี
และมีไอออนปรอท ในความเข้มข้นต่างๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 82 ภาพถ่ายของกระดาษกรองท่ีเคลือบด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 (0.1 µM) ใน
สารละลาย methanol ก่อนและหลงัเติมไอออนปรอทคลอไรด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ a: 0 
M, b: 0.01 µM, c: 0.1 µM, d: 1.0 µM ภายใต้แสง UV. 

 

จากภาพถ่าย แสดงให้เห็นวา่เซน็เซอร์ CFC4 สามารถน ามาประยกุต์การใช้งานให้มีความ
สะดวกมากขึน้ได้ โดยการใช้กระดาษกรองเคลือบด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ CFC4 และจากนัน้
น าไปทดสอบในสารละลายไอออนปรอทในความเข้มข้นตา่งๆ (ภาพท่ี 82)  พบว่า เม่ือน ากระดาษ
กรองท่ีได้ไปส่องภายใต้แสง UV สงัเกตเห็นการคายแสงท่ีแตกต่างกนัในความเข้มข้นของไอออน
ปรอทท่ีตา่งกนั ซึง่การคายแสงจะลดลงแปรผกผนักบัความเข้มข้นของไอออนปรอทท่ีเพิ่มขึน้ จาก
ความสามารถนีท้ าให้เซ็นเซอร์ CFC4 มีโอกาสพัฒนาเป็นอุปกรณ์ทดสอบไอออนโลหะปรอท
ภาคสนามได้ 
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3. การศึกษาระบบตัวท าละลายที่ มีผลต่อกระบวนการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของ 
เซ็นเซอร์ T10RhB 

หลงัจากยืนยนัโครงสร้างของเซ็นเซอร์ T10RhB จึงน ามาศกึษาความสามารถในการคาย
แสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือมีการเติมไอออนปรอทลงไป ด้วยเทคนิคฟลอูอเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี ใน
ตัวท าละลายอินทรีย์และสารละลายน า้ผสมสารละลายอินทรีย์โดยสังเกตการเปลี่ยนแปลง
สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ในช่วงการคายแสงของหมูโ่รดามีน  

 
3.1 ผลการทดสอบคุณสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์  ในสารละลาย 

dichloromethane ในสภาวะที่มีไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ T10RhB 
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถูกศึกษาใน dichloromethane โดย

ติดตามสเปกตรัมของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB 

เท่ากบั 0.10 µM และใช้ไอออนปรอทในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต โดยก าหนด ex เท่ากบั 558 nm 
ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 83 

 
 

ภาพท่ี 83 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm, em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์ T10RhB 
(0.1 µM) ในสารละลาย CH2Cl2 ก่อนและหลงัเติมไอออนปรอทเปอร์คลอเรตท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ เม่ือความเข้มข้นปรอทเท่ากับ a: 0 µM, b: 0.007 µM, c: 0.010 µM, d: 
0.017 µM, e: 0.023 µM, f: 0.043 µM, g: 0.103 µM, h: 0.303 µM, i: 0.437 µM, j: 
0.567 µM, k: 0.703 µM, l: 0.837 µM, m: 0.967 µM n: 1.103 µM, o: 1.237 µM, p: 
1.370 µM, q: 1.503 µM, r: 1.637 µM, s: 2.303 µM 
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ภาพท่ี 84  การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์ 

T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย dichloromethane ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของ
เกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั  

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง

สญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON ซึ่งเกิดจากกลไกการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนโดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์ภายหลงัการตรวจจบัไอออนของเซ็นเซอร์ใน  
dichloromethane  โดยพบว่าในภาวะท่ีไม่มีไอออนปรอท ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ T10RhB จะ
คายแสงฟลอูอเรสเซนต์น้อยมาก แต่ในทางตรงข้ามภายหลงัการเติมปรอทเปอร์คลอเรตท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ  เซ็นเซอร์จะแสดงสญัญาณคายแสงฟลูออเรสเซนต์เพิ่มขึน้ในช่วงความยาวคลื่น 

560-650 nm โดยความยาวคลื่นมากท่ีสดุ (max) ของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์เท่ากบั 578 nm 
ซึ่งการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB จะเพิ่มขึน้เป็นสดัส่วนโดยตรงกับปริมาณ
ไอออนปรอทท่ีเพิ่มขึน้ในสารละลาย ซึง่มีคา่ detection limit เท่ากบั 0.04 ppb ถึงแม้ในระบบนีจ้ะ
สามารถตรวจวดัไอออนปรอทได้ในความเข้มข้นท่ีต ่ามาก แต่พบว่าเซ็นเซอร์ไม่มีความจ าเพาะ
เจาะจงกบัไอออนปรอท จงึได้ท าการศกึษาในระบบตวัท าละลายอื่นๆ 
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3.2. ผลการทดสอบคุณสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในสารละลาย acetonitrile 
ในสภาวะที่ มีไอออนปรอท เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ 
T10RhB 
การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถกูศึกษาใน acetonitrile โดยติดตาม

สเปกตรัมของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB เท่ากบั 
1.00 µM ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท (Hg2+) ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกบัในภาวะท่ี

มีไอออนรบกวนชนิดต่างๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ โดยก าหนด ex เท่ากบั 558 nm และคาย
แสงท่ีความยาวคลื่น 578 nm ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 85  

 
ภาพท่ี 85  การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซน็เซอร์ 

T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย acetonitrile ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือเปอร์
คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั  

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง

สญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON เช่นเดียวกบัใน dichloromethane แต่
การตอบสนองไม่ดีเท่ากับเซ็นเซอร์ T10RhB ใน dichloromethane ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจาก ตวัท า
ละลายชนิดนีค้อ่นข้างมีขัว้ท าให้การจดัเรียงตวัของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่อยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการดักจับไอออนปรอทได้ และในสารละลาย acetonitrile พบว่า เซ็นเซอร์ T10RhB ไม่มี
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ความจ าเพาะเจาะจง กับไอออนโลหะชนิดใดชนิดหนึ่งจึงท าให้ระบบตัวท าละลายชนิดนีไ้ม่
เหมาะสมในการท างานของเซน็เซอร์ T10RhB กบัการดกัจบัไอออนโลหะ 

 
3.3 ผลการทดสอบคุณสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในสารละลาย ethanol ใน

สภาวะที่ มีไอออนปรอท เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ 
T10RhB 
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถูกศึกษาใน ethanol โดยติดตาม

สเปกตรัมของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB เท่ากบั 
1.00 µM ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท (Hg2+) ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกบัในภาวะท่ี

มีไอออนรบกวนชนิดต่างๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ โดยก าหนด ex เท่ากบั 558 nm และคาย
แสงท่ีความยาวคลื่น 578 nm ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 86  

 
 

ภาพท่ี 86 การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซน็เซอร์ T10RhB 
(1.0 µM) ในสารละลาย ethanol ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือเปอร์คลอเรตชนิด
ตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั  

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง

สญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON เช่นเดียวกบัใน dichloromethane แต่
การตอบสนองไม่ดีเท่ากับเซ็นเซอร์ T10RhB ใน dichloromethane ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจาก ตวัท า
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ละลายชนิดนีค้อ่นข้างมีขัว้ท าให้การจดัเรียงตวัของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่อยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการดักจับไอออนปรอทได้  และในสารละลาย ethanol พบว่า เซ็นเซอร์ T10RhB ไม่มี
ความจ าเพาะเจาะจง กับไอออนโลหะชนิดใดชนิดหนึ่งจึงท าให้ระบบตัวท าละลายชนิดนีไ้ม่
เหมาะสมในการท างานของเซน็เซอร์ T10RhB กบัการดกัจบัไอออนโลหะ 

 
3.4. ผลการทดสอบคุณสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในสารละลาย methanol 

ในสภาวะที่ มีไอออนปรอท เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ 
T10RhB 
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถูกศึกษาใน methanol โดยติดตาม

สเปกตรัมของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB เท่ากบั 
1.00 µM ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท (Hg2+) ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกบัในภาวะท่ี

มีไอออนรบกวนชนิดต่างๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ โดยก าหนด ex เท่ากบั 558 nm และคาย
แสงท่ีความยาวคลื่น 578 nm ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 87  

 
ภาพท่ี 87 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์  

T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย methanol ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือเปอร์
คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั 
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จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง
สญัญาณการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON เช่นเดียวกบัใน dichloromethane แต่
การตอบสนองไม่ดีเท่ากับเซ็นเซอร์ T10RhB ใน dichloromethane ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจาก ตวัท า
ละลายชนิดนีค้อ่นข้างมีขัว้ท าให้การจดัเรียงตวัของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่อยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการดักจับไอออนปรอทได้ แต่ในระบบสารละลาย methanol พบว่า เซ็นเซอร์ T10RhB มี
ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทเม่ือเปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ 
และ Ag+  จึงคาดหวงัว่าระบบตวัท าละลายชนิดนีจ้ะมีความเหมาะสมในการท างานของเซ็นเซอร์ 
T10RhB กบัการดกัจบัไอออนปรอท 
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3.5. ผลการทดสอบคุณสมบัตกิารคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในสารละลายผสมระหว่าง 
methanol กับน า้ ในสภาวะที่มีไอออนปรอท เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ 
ของเซ็นเซอร์ T10RhB 
การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถูกศึกษาในสารละลายผสมระหว่าง 

methanol กับน า้ ในอตัราส่วน MeOH:H2O (90:10 v/v) และ (50:50 v/v) โดยติดตามสเปกตรัม
ของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB เท่ากบั 1.00 µM 
ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท (Hg2+) ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกบัในภาวะท่ีมีไอออน

รบกวนชนิดต่างๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ โดยก าหนด ex เท่ากับ 558 nm และคายแสงท่ี
ความยาวคลื่น 578 nm ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 88 และภาพท่ี 89  ตามล าดบั 

 
 

ภาพท่ี 88 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์  
T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย MeOH:H2O (90:10 v/v) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะ
ของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั 
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ภาพท่ี 89 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์  
T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย MeOH:H2O (50:50 v/v) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะ
ของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั 

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง

สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON เช่นเดียวกับในระบบสารละลาย 
dichloromethane แตก่ารตอบสนองไมด่ีเท่ากบัเซน็เซอร์ T10RhB ใน dichloromethane ทัง้นีอ้าจ
เน่ืองมาจาก ตวัท าละลายทัง้สองชนิดคอ่นข้างมีขัว้ท าให้การจดัเรียงตวัของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่
อยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสมในการดักจับไอออนปรอทได้ ถึงแม้จะพบว่าระบบสารละลายนีท้ัง้ 
MeOH:H2O (90:10 v/v) และ  (50:50 v/v) จะท า ใ ห้การท า งานของ เซ็น เซอ ร์  T10RhB มี
ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทเม่ือเปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ 
และ Ag+ แต่ในระบบสารละลายนี  ้พบว่า ความว่องไวในการดกัจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ 
T10RhB ไม่ดี  ต้องใ ช้ไอออนปรอทในความเ ข้มข้นสูง  เ ม่ือเ ทียบกับระบบสารละลาย  
dichloromethane  จึงท าให้ระบบตัวท าละลายชนิดนีไ้ม่เหมาะสมในการท างานของเซ็นเซอร์ 
T10RhB กบัการดกัจบัไอออนโลหะ 
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3.6. ผลการทดสอบคุณสมบัตกิารคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในสารละลายผสมระหว่าง 
methanol กับ dichloromethane ในสภาวะที่ มีไอออนปรอท  เปรียบเทียบกับ
ไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ T10RhB 
การคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ T10RhB ถูกศึกษาในสารละลายผสมระหว่าง 

methanol กบั dichloromethane ในอตัราส่วน MeOH:CH2Cl2 (10:90 v/v) และ (50:50 v/v) โดย
ติดตามสเปกตรัมของการคายแสงฟลอูอเรสเซนต์ เม่ือเตรียมความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ T10RhB 

เท่ากบั 1.00 µM ในภาวะท่ีมีไอออนปรอท (Hg2+) ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกบัใน

ภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดต่างๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ โดยก าหนด ex เท่ากับ 558 nm 
และคายแสงท่ีความยาวคลื่น 578 nm ผลการทดลองแสดงดงัภาพท่ี 90 และภาพท่ี 91  ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 90 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์  
T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย MeOH:CH2Cl2 (10:90 v/v) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะ
ของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั 
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ภาพท่ี 91 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 558 nm และ em = 578 nm) ของเซ็นเซอร์  
T10RhB (1.0 µM) ในสารละลาย MeOH:CH2Cl2 (50:50 v/v) ในภาวะท่ีมีไอออนโลหะ
ของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดตา่งๆ ในปริมาณท่ีตา่งกนั 

 
จากผลการทดลองพบว่า การตรวจจับของเซ็นเซอร์ T10RhB กับไอออนปรอทแสดง

สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบระบบ OFF-ON เช่นเดียวกับในระบบสารละลาย 
CH2Cl2 แต่การตอบสนองไม่ดีเท่ากับเซ็นเซอร์ T10RhB ใน CH2Cl2 ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจาก ตวัท า
ละลายทัง้สองชนิดค่อนข้างมีขัว้ท าให้การจัดเรียงตวัของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่อยู่ในสภาวะท่ี
เหมาะสมในการดกัจับไอออนปรอทได้ ถึงแม้จะพบว่าระบบสารละลาย MeOH:CH2Cl2 (50:50 
v/v) จะท าให้การท างานของเซ็นเซอร์ T10RhB มีความจ าเพาะเจาะจงกบัไอออนปรอทได้บ้างเม่ือ
เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ Cu2+, Pb2+ และ Ag+ แต่ในระบบสารละลายนี  ้พบว่า 
ความว่องไวในการดกัจบัไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ T10RhB ไม่ดี ต้องใช้ไอออนปรอทในความ
เข้มข้นสงู เม่ือเทียบกบัระบบสารละลาย CH2Cl2  จึงท าให้ระบบตวัท าละลายชนิดนีไ้ม่เหมาะสม
ในการท างานของเซ็นเซอร์ T10RhB กับการดกัจับไอออนโลหะ แต่ส าหรับในระบบสารละลาย 
MeOH:CH2Cl2 (10:90 v/v) พบว่าจะท าให้การท างานของเซ็นเซอร์ T10RhB มีความจ าเพาะ
เจาะจงกับไอออนปรอท และมีความว่องไวของการดักจับไอออนปรอทไม่ต่างกับในระบบ
สารละลาย dichloromethane  ซึง่พบวา่มี detection limit เท่ากบั 13.5 ppb  



96 
 

บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 
วิทยานิพนธ์นีส้ามารถสงัเคราะห์ฟลอูอเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 2 ชนิด ได้จากเส้นทาง

การสงัเคราะห์สัน้ ใช้สารตัง้ต้นท่ีมีราคาถกู ท าให้ลดต้นทนุในการสงัเคราะห์ โดยเซ็นเซอร์ CFC4 
ประกอบด้วยไอโอโนฟอร์ชนิด 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine เช่ือมต่อ
กับฟลูออโรฟอร์ชนิดฟลูออเรสซีน  (fluorescein group) จ านวน  1 หมู่  จากผลการทดสอบ
ความสามารถในการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนต์เม่ือจบักบัไอออนแสดงได้ดงัตารางท่ี 11  

 

sensor CFC4 

สภาวะท่ีท างาน 
ในสาระลาย ผสมระหวา่ง 2.62 mM Tris-HCl buffer และ 

methanol (95:5 v/v pH 7.20) 
ชนิดของไอออน Hg2+ 

ex (nm) 493 

em (nm) 514 

Detection limit 
(ppb) 

1.48 ส าหรับ Hg2+ 

Kassoc 6.40 x 1010 M-1 

quantum yield: ɸf 0.56 

Ratio[sensor:ion(s)] 1:1 
working range 

(ppb) 
2-12 

 

ตารางท่ี 12 สรุปผลการทดลองของเซน็เซอร์ CFC4 
 

 เซ็นเซอร์ CFC4 ท่ีสงัเคราะห์ได้สามารถตรวจจบัไอออนปรอทในสารละลายท่ีมีน า้เป็น
องค์ประกอบได้อย่างจ าเพาะเจาะจงสงู โดยมีค่า detection limit อยู่ในช่วง 2-12 ppb ซึ่งต ่ากว่า
ความเข้มข้นต ่าสดุของปรอทท่ีสามารถปนเปือ้นน า้ดื่ม โดยเซ็นเซอร์ CFC4 แสดงการเปลี่ยนแปลง
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในลักษณะ ON-OFF ในช่วงความยาวคลื่นการมองเห็นได้ และยัง



97 

 

สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีสารละลายจากสารละลายสีเหลืองเป็นสารละลายสีส้มเม่ือมี
การจบัไอออนปรอท ท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปลา่  

และเซ็นเซอร์ T10RhB ท่ีประกอบด้วยส่วนของหมู่โรดามีนบี (rhodamine B group) ซึ่ง
ท าหน้าท่ีเป็นฟลอูอโรฟอร์ เช่ือมตอ่กบั ไฮดราไซด์ ซึง่ท าหน้าท่ีเป็นไอโอโนฟอร์ โดยเซ็นเซอร์ชนิดนี ้
ได้ถูกเช่ือมต่อกับ polyoctahedral silsesquioxanes (POSS) ซึ่งเป็นอนุภาคขนาดนาโน โดย
เซ็นเซอร์ T10RhB สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงสีเป็นสีชมพูจากสารละลายใสไม่มีสีเม่ือมีการ
ตรวจจับไอออนปรอท และแสดงการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ลักษณะ OFF-ON 
ในช่วงความยาวคลื่นการมองเห็นได้ โดยสภาวะในการตรวจจับไอออนปรอทได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง และมีความวอ่งไวในการตรวจวดัได้ดีใน MeOH:CH2Cl2 (10:90 v/v) ซึง่เซน็เซอร์ T10RhB 
สามารถตรวจจับไอออนปรอทได้ดีเม่ือเปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอ่ืนๆ เช่น Cu2+, Pb2+, Ag+ 
และ Zn2+ เป็นต้น 

 

System Selectivity 

Dichloromethane Hg2+, Cu2+, Ag+, Zn2+ 

Acetonitrile Hg2+, Cu2+, Ag+, Pb2+ 

Ethanol Hg2+, Cu2+ 

Methanol Hg2+ 

MeOH : H2O  
(90:10, 50:50 v/v) 

Hg2+ 

MeOH : CH2Cl2  
(10:90 v/v) 

Hg2+ 

MeOH : CH2Cl2  
( 50:50 v/v) 

Hg2+, Cu2+, Pb2+ 

 

ตารางท่ี 13 สรุปผลการทดลองของเซน็เซอร์ T10RhB 
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a  b  s  t  r  a  c  t

A  new  fluorescent  sensor  (FC4)  based  on  fluorescein  dithia-cyclic  skeleton  was  designed  and  prepared  as
a  fluoroionophore  for  the  optical  and  visual-eye  detections  of  Hg2+ in  aqueous  buffer  solution.  FC4  was
prepared  via  Kornblum  oxidation,  ester  hydrolysis,  alkylation,  imine  formation  and  imine  reduction.  The
sensor  provided  highly  sensitive  and  selective  ON–OFF  fluorescence  sensing  toward  Hg2+ and  was  shown
to  discriminate  various  interfering  metal  ions,  particularly  Cu2+ and  Pb2+ as  well  as  Al3+,  Ba2+, Ca2+, Cd2+,
Fe3+,  K+,  Mg2+, Mn2+, Na+ and  Ni2+. Sensor  FC4  also  exhibited  chromogenic  change  upon  binding  to Hg2+,
eywords:
luorescein
ercury

luorescent
hromogenic

which  served  as a “visual-eye”  indicator  which  could  be observed  as a noticeable  change  of the  solution
color  from  yellow  to orange.  The  Hg2+ detection  limit  of the  sensor  was  7.38  ×  10−9 or  1.48  ppb  which
was  lower  than  a permissible  concentration  of  Hg2+ in drinking  water  regulated  by the  United  States
Environmental  Protection  Agency  (U.S.  EPA).

©  2015  Published  by  Elsevier  B.V.

electivity

. Introduction

Mercury is a highly toxic metal ion which is dangerous for the
nvironment. Mercury contamination can be accumulated in the
nvironment and biota [1–3]. In the marine system, inorganic mer-
ury (Hg2+) can be converted to methyl mercury by bacteria and
hen absorbed into biological membranes and entered into human
ood chain [2–5]. Human, as the final consumer, can collect more

ercury which can lead DNA mutation, central nervous damage
nd endocrine system disorder as well as Minamata disease [4,6,7].
onsidering the high toxicity of mercury, the United States Envi-
onmental Protection Agency (U.S. EPA) specifies a standard for the

aximum allowed level of inorganic mercury in dietary sources,

uch as 0.55 ppm in edible fish and 2 ppb for Hg2+ in drinking water
8].
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E-mail addresses: pornthippiyanuch@gmail.com (P. Piyanuch),

atpathomsub.s.j.@gmail.com (S. Watpathomsub), vannajan@gmail.com
V.S. Lee), hubert@strem.com (H.A. Nienaber), wanichacheva.nantanit@gmail.com,
antanit@su.ac.th (N. Wanichacheva).
1 Present address: Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn
niversity,  Bangkok 10330, Thailand.

ttp://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2015.09.131
925-4005/© 2015 Published by Elsevier B.V.
Fluorescent sensor was  an interesting alternative technique for
qualitative and quantitative analyses of many analytes, such as pro-
tons, small molecules, anions or cations, including Hg2+ [9–12]. This
method was  well-known for high sensitivity, high selectivity, inex-
pensive cost and rapid response, and could be applied for on-site
detection of heavy metal ions [13–16]. Many fluorescent sensors
have been reported for Hg2+ detection. All of these sensors uti-
lized the ligands which responded and bound to Hg2+ to serve as
the ionophores. These ligands included hydroxyquinolines [17,18],
cyclens [19,20], cyclams [21–23], dioxocyclams [24], diazatetrathia
crown ethers [25], azines [26], and calixarenes [27–29].

However,  there was only few fluorescent sensors which could
serve as “visual-eye” indicators and capable of Hg2+ detection in
the aqueous or buffer solutions [30–32]. These properties are great
advantages for the applications in the analysis of environmental
sources and biological systems.

In order to provide the advantage of a fluorescent sensor for
application in an environment, we have designed and developed
a new aqueous fluorescent sensor, FC4, for Hg2+ detection, as a

dithia-cyclic structure that has appropriate binding site to Hg2+. The
binding portion of the sensor was covalently connected to the fluo-
rescein moiety which could serve as a signaling portion. We  have
chosen fluorescein as a fluorophore in this study due to its large
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olar extinction coefficient, high fluorescence quantum yield, rel-
tively long absorption and emission wavelength (>490 nm)  in the
isible regions and structural flexibility for derivatization [33–36].

Furthermore, the compound in this study was designed based on
n approach similar to host–guest supramolecular chemistry. The
inding site of the sensor was preorganised by semi-rigid frame-
ork for the size to fit Hg2+, and was also incorporated by sulfur

nd nitrogen atoms for strong and favorable interaction to Hg2+.
he preorganisation of a rigidly conformational host can enhance
he affinity of sensor toward guest molecule by management of
nteractions and provides no additional energetic cost arising from
ost conformational rearrangement binding to a guest molecule.
herefore, we expected that our designed sensor, FC4, would be
uitable for Hg2+ recognition which could contribute to strong and
elective binding to Hg2+.

Herein,  we reported a new aqueous chemosensor (FC4)
hich was prepared from an assembly of 2-(4-(2-aminoethylthio)

utylthio)ethanamine and fluorescein moiety for Hg2+ determina-
ion. Sensor FC4 showed high sensitivity with low detection limit,
igh Hg2+-selectivity in comparison with foreign ions in aqueous
uffer solutions. Molecular modeling of the cyclic structure illus-
rated that FC4 provided a semi-rigid framework and size fit for
g2+. In addition, FC4 did not only exhibit fluorogenic response but
lso exhibited chromogenic change upon binding to Hg2+, which
ould be observed by visual-eye as a color change of the solution
rom yellow to orange.

. Experiment

.1. Material and methods

.1.1. Materials

The  reagents and solvents were purchased from Sigma–Aldrich

orporation, Fluka Chemical Corporation while all of the metal salts
chloride salts) were purchased from Strem chemicals, Inc. 4′,5′-
is(bromomethyl)fluorescein dibenzoate was obtained from Strem

Scheme 1. Synthesis
ators B 224 (2016) 201–208

chemicals, Inc. All reagents, solvents, and metal salts were used as
received.

2.1.2. Methods
NMR  spectra in CDCl3 and MeOD solutions were recorded using

Bruker Avance 300 spectrometer operating at 300 MHz  for 1H
and 75 MHz  for 13C. Melting points of the synthetic compounds
were measured by Stuart Scientific Melting Point Apparatus SMP2.
Absorption spectra were determined on a single beam Hewlett
Packard 8453 spectrophotometer. Fluorescence spectra were mea-
sured using Perkin Elmer Luminescence spectrometer LS 50B. The
excitation and emission slit widths used in fluorescence measure-
ments were 5.0 nm with a scan rate of 300 nm/min. ThermoElectron
LCQ-DECA-XP, ESI-Ion trap mass spectrometer was used to record
mass spectra of the synthetic compounds. Molecular modeling was
performed with the Discovery Studio 2.5 program package.

2.2. Syntheses

2.2.1. Synthesis of 2-(4-(2-aminoethylthio)butylthio)
ethanamine  (I)

The  synthesis of the title compound was performed in the same
manner as described previously [37] and the synthetic steps are
outlined in Scheme 1.

2.2.2.  Synthesis of 4′,5′-fluoresceindicarboxaldehyde (II)
Modified from a previous report [38], 4′,5′-bis(bromomethyl)

fluorescein dibenzoate (0.40 g, 0.5 mmol) and NaHCO3 (0.40 g,
4.8 mmol) were combined in 40 mL  of DMSO and heated to 150 ◦C
for 4 h. When the reaction mixture was cooled down to room
temperature, it was slowly poured into 2 M hydrochloric solution
(140 mL). The acid mixture was then stirred at room temper-
ature for 2 h. The aqueous solution was extracted with CH2Cl2

(3 × 40 mL), and the organic portions were collected and removed
to yield a dark orange liquid. Deionized water (60 mL)  was added
and the mixture kept at room temperature for 18 h, then the
resulting orange precipitate was  collected by vacuum filtration

 of sensor FC4.
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red-shift of the absorption maximum from 495 nm to 502 nm and
induced a color change from yellow to orange which could be easily
seen by the visual-eye.
P. Piyanuch et al. / Sensors an

nd washed thoroughly with water. The orange solid was  dis-
olved in CH2Cl2 (40 mL)  and dried over Na2SO4. After that the
ichloromethane phase was collected and removed under vacuum.
inally, the crude product was purified by preparative thin layer
hromatography using CH2Cl2:MeOH (33:1) as the mobile phase to
rovide II 76 mg  of a yellow solid, 39.2% yield. mp = 301.4–303.9 ◦C,
H NMR  (300 MHz, CDCl3): ı 6.74 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.94 (d,

 = 9.0 Hz, 2H), 7.63–7.79 (m,  3H), 8.07 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 10.66 (s,
H), 12.12 (s, 2H); 13C NMR  (75 MHz, CDCl3): ı 77.2 (C), 109.1 (2C),
09.6 (C), 113.5 (2C), 115.2 (2CH), 123.7 (CH), 125.6 (CH), 126.6 (C),
30.5 (CH), 135.6 (CH), 137.0 (2CH), 151.7 (2C), 152.0 (2C), 164.7
C), 191.8 (2C); HR-ESI MS  calcd for C22H13O7

+ (MH)+ 389.0661 m/z,
ound 389.0757 m/z.

.2.3.  Synthesis of sensor FC4
In a round bottom flask, 4′,5′-fluoresceindicarboxaldehyde (II)

0.10 g, 0.26 mmol) was dissolved in 8 mL  of dry dichloromethane
nd then 2-(4-(2-aminoethylthio)butylthio) ethanamine I (0.06 g,
.28 mmol) dissolved in CH2Cl2:MeOH (5 mL:9 mL)  was  added into
he reaction mixture. The solution was stirred at room temper-
ture for 2 h and then heated to 60 ◦C for 2 h. The solution was
ooled down to 0 ◦C for 30 min  and then sodium borohydride
0.09 g, 2.40 mmol) was added. The solution was  stirred at 0 ◦C for

 h and further stirred at room temperature for 1 h. The solvent
as subsequently removed by a rotary evaporator. Then, 15 mL

f deionized water was added to the residue. Next, the mixture
as extracted three times, each with 15 mL  of dichloromethane.
fter that the aqueous phase was collected and removed under
acuum. Finally, the crude product was purified by preparative
hin layer chromatography using 100% MeOH as the mobile phase
o provide FC4 which appeared as the red solid with 48% yield.

p = 247.1–249.3 ◦C, 1H NMR  (300 MHz, MeOD): ı 1.68–1.84 (m,
H), 2.50–2.68 (m,  4H), 2.68–2.83 (m,  4H), 2.90–3.06 (m,  4H),
.08–4.24 (m,  4H), 6.50–6.60 (m,  2H), 6.98–7.11 (m,  2H), 7.11–7.24
m, 1H), 7.48–7.63 (m,  2H), 7.95–8.07 (m,  1H); 13C NMR  (75 MHz,

eOD): ı 28.8 (2CH2), 31.7 (2CH2), 32.4 (2CH2), 43.2 (2CH2), 50.4
2CH2), 112.4 (C), 112.7 (2C), 123.9 (2CH), 130.1 (2CH), 130.7 (CH),
31.0 (CH), 132.2 (2CH), 134.8 (2C), 141.9 (C), 157.5 (2C), 161.2 (C),
74.4 (2C), 181.5 (C); HR-ESI MS  calcd for C30H33N2O5S2

+ (MH)+

65.1831 m/z, found 565.1824 m/z.

.3. Binding studies

The binding studies of sensor FC4 were carried out in (2.63 mM)
5:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH. The chloride salt solutions
1.0 × 10−2 M)  were prepared by dissolving the desired amount of
alts in Tris–HCl buffer. The fluorescence titration was performed
sing solutions of FC4 (0.01 �M)  and the fluorescence spectra were
easured as a function of metal ions concentration over a fixed
avelength range (500–600 nm)  with the excitation wavelength

�ex) = 493 nm.

. Results and discussion

.1. Synthesis and molecular design of FC4

The synthesis of sensor FC4 was accomplished by an
mine formation between 2-(4-(2-aminoethylthio)butylthio)
thanamine and 4′,5′-fluoresceindicarboxaldehyde(II),  pre-
ared from Kornblum oxidation and ester hydrolysis of 4′,5′-bis
bromomethyl)fluorescein dibenzoate according to previously
ublished procedure [38], then following by an imine reduction

Scheme 1).

Sensor  FC4 is a cyclic host containing two sulfur atoms and
wo nitrogen atoms in a pocket for the binding sites, which are
ovalently bound to fluorescein fluorophore. Based on an approach
Fig. 1. Fluorescence responses (514 nm)  of FC4 (0.01 �M) and after addition of Hg
(3.33 �M)  in 95:5 Tris–HCl buffer:MeOH as function of pH. The excitation wave-
length was  493 nm.

similar to host–guest supramolecular chemistry, the binding site
of FC4 was preorganised by semi-rigid framework and was  incor-
porated with sulfur and nitrogen atoms as the donor atoms for
strong and favorable electrostatic interaction to Hg2+. Therefore,
we expect that the sensitive and selective binding can take place
through ion–dipole interactions between the sulfur and nitrogen
atoms of FC4 sensor and Hg2+.

3.2. Sensitivity studies

The Hg2+ sensing ability of sensor FC4 was investigated in the
aqueous buffer/methanol solutions by the UV–vis and fluorescence
experiments. In this study, the effects of pH on the fluorescence
emission of FC4 in the absence and presence of Hg2+ were sys-
tematically investigated in 95:5 Tris–HCl buffer:MeOH solutions
(Fig. 1). As pH of the buffer increased, the fluorescence emission
of FC4 was  decreased progressively. The largest different of fluo-
rescence emissions in the absence and presence of Hg2+ was found
at pH 6.1–7.2, which was much larger compared to the of FC4 in
higher pH solution. Based on this observation and consideration of
practical use of the sensor in biological samples, we focused on the
fluorescence behavior of FC4 in the presence of various metal ions
in 95:5 Tris–HCl buffer:MeOH solution at pH 7.2.

It  was  found that FC4 provided yellow color and strong fluores-
cence signal in 95:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH solutions. The
addition of Hg2+ to the solutions of FC4 results in a chromogenic
change to an orange color as well as quenching of the fluorescence
signals. Fig. 2 shows detailed absorption of FC4 upon gradual titra-
tion of Hg2+. The addition of Hg2+ to a solution of FC4 led to a
Fig. 2. Absorption spectra of FC4 (3.0 �M)  in 95:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH
as  a function of [Hg2+]. (a) 0 �M,  (b) 0.06 �M,  (c) 0.13 �M,  (d) 0.20 �M,  (e) 0.27 �M,
(f)  0.40 �M, (g) 0.53 �M,  (h) 0.73 �M,  (i) 0.93 �M,  (j) 1.20 �M.
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Table  1
Comparison of the recently reported fluorescence sensors for determination of Hg2+.

Hg2+-sensor Working system �ex/�em (nm) Detection limit Reference

H2N
S

S
S

NH2 THF:CH3CN:H2O, 45:50:5, v/v/v 330/507 4.39 × 10−7 M (87.8 ppb) [43]

O

N
H

O

O

H
N

H
N

O O

OMe

N

EtOH/HEPES buffer (20 mM,  pH
7.2, 1:1, v/v)

445/495 1.0 × 10−7 M (20.0 ppb) [44]

N NO

N

S

N

S

MeOH/HEPES buffer (20 mM,
pH 7.2, 7:3, v/v)

550/582 1.9 × 10−7 M (38.0 ppb) [45]

EtOH/Tris–HCl buffer (0.05 M,
pH 7.01, 1:1, v/v)

420/520 2.0 × 10−6 M (0.40 ppm) [46]

MeOH/HEPES buffer (0.01 M,  pH
7.0, 3:7, v/v)

525/581 2.7 × 10−8 M (5.40 ppb) [47]

MeOH/Tris–HCl buffer
(2.62  mM,  pH 7.2, 95:5, v/v)

493/514 7.38 × 10−9 M (1.48 ppb) This work
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Fig. 3 shows detailed fluorescence emission spectra of FC4 upon
radual titration of Hg2+ in an aqueous buffer/MeOH (pH 7.2). The
olution of FC4 showed very strong fluorescence in visible region
approximately at 514 nm)  when it was excited at 493 nm. When
he Hg2+ were added, the quenching of initial fluorescence of FC4
as observed. The rapid decreasing of fluorescence signal clearly
emonstrated the “ON–OFF” switching mechanism occurred in
esponse to Hg2+ complexation. The fluorescence quenching of FC4
pon Hg2+ sensing could be attributed to the inherent quenching
ature of Hg2+, and a similar quenching was previously observed

n many Hg2+ fluorescence sensors [25,35,39–41].
The detection limit of FC4 as a Hg2+-fluorescent sensor

as determined from the correlation between the fluorescence

ntensity and Hg2+ concentration [42]. It was found to be
.38 × 10−9 ± 8.26 × 10−11 M or 1.48 ± 0.016 ppb for Hg2+, which

s lower than the maximum allowed level of inorganic mer-
ury in drinking water (2 ppb) specified by the United States

Fig. 3. Fluorescence emission spectra (�ex 493 nm)  of FC4 (0.01 �M) in 95:5 Tris–HCl
buffer (pH 7.2):MeOH as function of [Hg2+]. a: 0 M,  b: 0.013 �M,  c: 0.027 �M, d:
0.043  �M,  e: 0.11 �M,  f: 0.71 �M,  g: 10.38 �M.
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Fig. 6. (a) Fluorescence spectra (�ex 493 nm) of FC4 (0.01 �M)  in 95:5 Tris–HCl buffer
(pH  7.2):MeOH with addition of chloride salts of Hg2+, Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+,
Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, Ni2+ and Pb2+ (10.4 �M).  (b) Normalized emission intensity
(�ex 493 nm)  of FC4 (0.01 �M)  in 95:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH versus the

2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 3+ + 2+

F
1

ig. 4. Job’s plots for FC4 with Hg2+ in 95:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH. The total
oncentrations of [FC4] + [Hg2+] are 1 �M.

nvironmental Protection Agency (U.S. EPA). Some recently
eported fluorescence Hg2+-sensors which employed in aqueous
rganic or aqueous-organic buffer systems are shown in Table 1.

The fluorescence quantum yield (˚f) of FC4 with Hg2+ was
etermined to be 0.56, using fluorescein standard with a ˚f of
.95 in a 0.1 N aqueous sodium hydroxide as a reference [48]. The
ssociation constant, Kassoc, was found to be 6.04 × 1010 M−1 by the
enesi–Hildebrand plot of the signal changes in the fluorescence
itration results [20,49] and the 1:1 complex formation of FC4-Hg2+

as suggested, The result was consistent with Job’s plot analysis
Fig. 4) and molecular modeling experiments.

Molecular modeling was performed using the Discovery Studio
.5 program package, to clarify the coordination geometry of
C4 and Hg2+ upon binding. The 3D structure of fluorescein was
nitially modified from the X-ray crystal structure of fluorescein
dduct (N-(6-acetamidohexyl)-3′,6′-dihydroxy-1-oxo-spiro[2-
enzofuran-3,9′-xanthene]-5-carboxamide) (PDB ID = 2FDC).
his initial structure was optimized using CHARMm molecular
echanic force field using the “Smart Minimizer” option which

egan with the Steepest Descent method for 500 steps, followed
y the Conjugate Gradient method for another 500 steps for faster

onvergence toward a local minimum in the implicit solvent model
n 2.62 mM Tris–HCl buffer:MeOH (95:5, v/v) at pH 7.2 with the
istance-dependent dielectrics of 103.06. Then, the host–guest
omplexation was constructed by placing Hg2+ in the center of

concentration  of various metal ions: Hg , Al , Ba , Ca , Cd ,  Cu , Fe , K , Mg ,
Mn2+, Na+, Ni2+ and Pb2+.

ig. 5. Optimized structure with CHARMm force field in Tris–HCl buffer:methanol (95:5, v/v) using implicit distance-dependent dielectric of 103.06 (a) sensor FC4, and (b)
:1  complex formation of FC4:Hg2+ with the lowest interaction energy.



206 P. Piyanuch et al. / Sensors and Actuators B 224 (2016) 201–208

Fig. 7. Competitive experiments (at 514 nm)  in the FC4-Hg2+ system with common foreign metal ions: [FC4] = 0.01 �M,  [Hg2+] = 0.03 �M and [Mn+] = 0.3 �M in 95:5 Tris–HCl
buffer (pH 7.2):MeOH (�ex 493 nm). The error bars represent the standard deviation.
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ig. 8. The luminescence of FC4 (3.0 �M)  in the absence and presence of Hg2+, Mg2+

he loop in coordinated with –NH and –S. Energy minimization
as performed on the model structures prior to dynamics to relax

he conformation and remove steric overlap that produced bad
ontacts. MD  simulation was performed further to obtain the
owest complex energy configuration in the implicit solvent at
00 K for 1000 ps with time step of 1 fs under NVT ensemble with
he constraint force of 0.001 kcal/mol/Å2. The formal charge for
g2+ was assigned. The final structure of the host and host–guest
omplex was shown in Fig. 5.

The optimized structure of 1:1 complex formation of FC4:Hg2+

ndicated that ion-recognition of FC4 resulted in Hg2+ coordinated
ith nitrogen (NH), sulfur (S) and oxygen (O) in the center of

he loop through favorable electrostatic interactions as shown in
ig. 5b. From the optimization using CHARMm force field and MD
imulation, Hg2+ was coordinated to two nitrogen atoms, one sulfur
tom and oxygen atom of fluorescein with the distances of 2.285 Å,
.337 Å, 2.462 Å and 3.144 Å, respectively. Interestingly, the oxygen
tom of the fluorescein fluorophore also served as one of the bind-
ng site of the sensor to Hg2+, which was similar to crown ether
ype molecule.

.3. Selectivity studies

The selectivity of FC4 was investigated in 95:5 Tris–HCl buffer
pH 7.2):MeOH solutions in the presence of various metals ions,
uch as Hg2+, Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+,

i2+ and Pb2+. The results were clearly demonstrated high selectiv-

ty of FC4 which reflected in the fluorescence spectra after additions
f each various metal ion (Fig. 6). It was shown that the fluorescence
esponse of FC4 at 514 nm only drastically decreased as a function

Fig. 9. Chromogenic change of FC4 (10.0 �M) in the absence and presence of Hg2+, 
, Cd2+, Fe3+, K+, Mn2+, Ba2+, Pb2+, Ca2+, Al3+, Na+ and Ni2+ (20.0 �M) under a UV light.

of added Hg2+ concentrations. On the other hand, the fluorescence
response of FC4 did not indicate a significantly change after the
addition of Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+,
Ni2+ and Pb2+ under identical concentrations and conditions.

To further explore the selectivity of FC4, the competitive exper-
iment was performed in 95:5 Tris–HCl buffer (pH 7.2):MeOH
solutions. The fluorescence spectra of the FC4 solutions before and
after addition of Hg2+ in the absence and presence of 10 equiv. of
various interfering ions (Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+,
Mn2+, Na+, Ni2+ and Pb2+), were recorded. The result are shown in
Fig. 6, the bars in Fig. 7 represented the final fluorescence emission
response (IF) over the initial fluorescence emission response (I0) at
514 nm (IF/I0) and the IF/I0 reference value (intensity of FC4 in the
presence of Hg2+ only) was equal to 0.64. All of the IF/I0 values in
the presence of interfering ions were found to lie between 0.68 and
0.74, which indicated that a relatively consistent Hg2+-induced flu-
orescence quenching was  observed in the background foreign ions.
Therefore, the results illustrated that the sensor can bind specifi-
cally toward Hg2+ ion and provided selective response to Hg2+ in
the presence of competitive background metal ions. It should be
noted that, FC4, in particular, demonstrated the high selectivity for
Hg2+ over Cu2+and Pb2+, which are potential competitors due to
their similar chemical behaviors to Hg2+.

Moreover, the selective binding of FC4 to Hg2+ over other rep-
resentative ions was not only indicated by fluorescence quenching
but also chromogenic changes. The luminescence of FC4 disap-

peared when Hg2+ was  added to the solution of FC4, while the
foreign ions including Al3+, Ba2+, Ca2+, Cd2+, Cu2+, Fe3+, K+, Mg2+,
Mn2+, Na+, Ni2+ and Pb2+ still showed strong fluorescence emission
under UV light (Fig. 8). The addition of Hg2+ to the solution of FC4

Mg2+, Cu2+, Cd2+, Fe3+, K+, Mn2+, Ba2+, Pb2+, Ca2+, Al3+, Na+ and Ni2+ (45.0 �M).
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ed to a change of color of the solution from yellow to orange, which
ould be easily detected by the visual-eye (Fig. 9).

. Conclusion

In conclusion, we have used the idea of preorganisation of a
igidly conformational host for design and synthesis of a new flu-
rescent sensor (FC4) for Hg2+ detection. The sensor is based on a
ithia-cyclic construction covalently bound to a fluorescein moiety.
he sensor can be utilized in aqueous buffer solutions and exhibits
igh sensitivity and selectivity toward Hg2+ over various interfering

ons. The selective binding of FC4 to Hg2+ provides the dual opti-
al sensing through both fluorescence quenching and concurrent
isual color change from yellow to orange. The detection limit of the
ensor was 1.5 ppb for Hg2+ which is sufficient to detect the max-
mum allowed Hg2+ level in drinking water specified by U.S. EPA.
his sensor is a good candidate for future applications of mercury
nalysis in environmental samples or the biological system.
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