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นางสาว นิฤมล ใจเหล็ก: การออกแบบและสังเคราะห์เซ็นเซอร์เรืองแสงชนิดคายแสงช่วงวิสิเบิลและใกล้
อินฟราเรดสำหรับการตรวจจับไอออนโลหะหนัก และประยุกต์ใช้เป็นแผ่นทดสอบโดยใช้เทคนิคอิเล็กโทรสปิ
นนิ่ง  อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : ศาสตราจารย์ ดร. นันทนิตย์ วานิชาชีวะ 

 
งานวิจัยนี้เกี่ยวข้องกับการออกแบบ และสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 2 ชนิดสำหรับ

ตรวจจับไอออนทองแดงจากอนุพันธ์ของไซยานีน (cyanine) ที่มีการคายแสงในช่วงใกล้อินฟราเรด และตรวจจับ
ไอออนทองปรอทจากอนุพันธ์ของเพนตะเฮลิซีน ([5]helicene) ที่มีการคายแสงในช่วงยูวี-วิสิเบิล โดยฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์ชนิดแรก (Cy7C4) ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ cyanine สามารถตรวจวัดไอออนทองแดงได้อย่าง
จำเพาะเจาะจงในตัวทำละลาย 50:50 v/v ระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES (pH 7.4): acetonitrile และสามารถสังเกต
การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีน้ำเงินเป็นใสไม่มีสีได้ด้วยตาเปล่า มีค่าความเข้มข้นที่ต่ำที่สุดที่เซ็นเซอร์
สามารถตรวจวัดไอออนทองแดงได้เท่ากับ 1.56 ppb สามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อน
ทองแดงได้ในตัวอย่างน้ำ เซลล์มะเร็งสมอง นอกจากนี้ยังสามารถนำมาใช้ในการวิเคราะห์แบบฉีดไหลได้  (flow 
injection analysis) สำหรับการตรวจวัดไอออนทองแดงแบบอัตโนมัตไิดอ้ีกด้วย ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดที่สอง 
(M201NHP) ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ [5]helicene ซึ่งมีค่า Stokes shift ที่กว้าง สามารถตรวจวัดไอออนปรอทได้
อย่างจำเพาะเจาะจงในตัวทำละลาย 40:60 v/v ระหว่าง H2O: acetonitrile มีค่าความเข้มข้นที่ต่ำที่สุดที่เซ็นเซอร์
สามารถตรวจวัดไอออนปรอทได้เท่ากับ 1.94 ppb โดยที่เซ็นเซอร์มีความว่องไวและความจำเพาะเจาะจงสูงต่อ
ไอออนปรอทเพียงชนิดเดียวเมื่อเทียบกับไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ ที่เจือปนอยู่ระบบเดียวกัน สามารถนำกลับมาใช้
ใหม่ได้หลายครั้งและสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนปรอทในตัวอย่างครีมเจล  น้ำ
ตัวอย่าง และเซลล์มนุษย์  (U251, HEK-293 และ  HaCaT) นอกจากนี้ ยังมีการนำแผ่นเยื่ออิ เล็กโทรสปัน 
PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ที่เซ็นเซอร์ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ rhodamine ที่ขึ้นรูปโดยเทคนิคอิเล็กโท
รสปินนิ่งมาทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอท พบว่าแผ่นเยื่อทั้งสองชนิดมีความสามารถในการ
ตรวจวัดไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจงในตัวกลางที่เป็นน้ำ ซึ่งสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีจากสีขาวเป็น
สีชมพูได้ด้วยตาเปล่าอย่างง่ายดาย 
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61317803 : Major CHEMISTRY 
Keyword : FLUORESCENCE SENSOR, CYANINE, [5]HELICENE, SELECTIVITY, HEAVY METAL ION 
DETECTION, NEKED EYES 

MISS NIRUMON CHAILEK : DESIGN AND SYNTHESIS OF VISIBLE AND NEAR-
INFRARED FLUORESCENCE SENSORS FOR HEAVY METAL IONS SENSING AND 
APPLICATION AS A STRIP TEST USING ELECTROSPINNING TECHNIQUE THESIS ADVISOR : 
PROFESSOR DR. NANTANIT WANICHACHEVA 

Two new fluorescence sensors were designed and synthesized. For the detection of 
Cu2+ using cyanine derivative offered the emission in the near-infrared (NIR) regions and the 
detection of Hg2+ using [5]helicene derivative offered the emission in the UV-visible regions. 
Fluorescence sensor (Cy7C4) based on cyanine derivative show high selectivity to detect Cu2+ in 
50:50 v/v HEPES buffer (pH 7.4): acetonitrile with the chromogenic change from blue to colorless 
via naked-eye observation. The detection limit was estimated to be 1.56 ppb. Cy7C4 was capable 
to distinguish the contaminated Cu2+ in real water samples and brain tumor cell. In addition, this 
sensor was adopted in flow injection analysis (FIA) for automated monitoring Cu2+ with dual 
channel detections of UV-Vis and fluorescence signaling. Fluorescence sensor (M201NHP) was 
synthesized from [5]helicene derivative with a very large Stokes shift. The sensor exhibited the 
highly selective recognition of Hg2+ in 40:60 v/v H2O: acetonitrile, with the low detection limit 
down to 1.94 ppb. Remarkably, the sensitivity and selectivity toward Hg2+ of M201NHP did not 
receive any influences from the existence of other competing ions in the system. This sensor 
showed a reversible behavior to determine Hg2+ using cysteine for several times. Morover, 
M201NHP was capable to distinguish the contaminated Hg2+ in skin-lightening gel, real water 
samples and human cell lines (U251, HEK-293 and HaCaT). Additionally, electrospun sensor strips 
(PMMA/RBH and PMMA/R6GH) containing rhodamine derivative by electrospinning technique were 
tested for detection of Hg2+. The sensor strips shows high selectivity to detect Hg2+ in aqueous 
media and show colorimetric change unique to Hg2+ (white to pink) by the naked eye. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
ด้วยประชากรมนุษย์บนโลกเพ่ิมจำนวนขึ้น ความต้องการของมนุษย์ก็เพ่ิมมากข้ึนเรื่อยๆ  เช่น 

ความต้องการด้านเทคโนโลยีเพ่ืออำนวยความสะดวกสบายในการดำรงชีวิต ความต้องการทางด้าน
ความสวยความงาม ความต้องการทางการแพทย์ รวมถึงอาหารในการดำรงชีวิต ซึ่งการตอบสนอง
ความต้องการเหล่านี้ ส่งผลให้ภาคอุตสาหกรรมขยายตัวเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว และในกระบวนการผลิต
ต่างๆ นั้น มักจะมีการใช้สารเคมีในขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งอยู่เสมอ  และสารเคมีที่เหลืออยู่หรือของ
เสียที่เกิดจากกระบวนการผลิตนี้ อาจตกค้างซึ่งเป็นอันตรายทั้งต่อระบบนิเวศน์ และร่างกายมนุษย์ 
โดยเฉพาะมลพิษที่อยู่ในรูปของสารประกอบไอออนของโลหะหนักที่ร่างกายมนุษย์สามารถรับผ่าน
ท างน้ ำดื่ ม  อ าห าร  สิ่ งแ วด ล้ อม แ ละแห ล่ งท างชี ว วิ ท ย า  ห ากปั ญ ห า เห ล่ านี้ ไม่ ได้ รั บ 
การแก้ไข อาจจะส่งผลกระทบต่อวิวัฒนาการของมนุษย์และสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ได้ เช่น ไอออนทองแดง  
เป็นไอออนโลหะหนักที่มีประโยชน์ในกระบวนการต่างๆ ของร่างกาย แต่หากร่างกายของมนุษย์ได้รับ
ทองแดงในปริมาณมาก และเกินความต้องการ จะเกิดผลเสียต่อสมดุลและกลไกต่างๆ ของร่างกาย  
ในระดับเซลล์ได้ [1, 2] เช่น ทำให้เกิดอาการอาเจียน ท้องเสีย ปวดท้อง เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อ 
ในช่องท้อง และกล้ามเนื้อ หัวใจทำงานผิดปกติ ภูมิคุ้มกันร่างกายเสื่อม และหากได้รับทองแดง
ติดต่อกันเป็นเวลานาน จะทำให้ตับทำหน้าที่บกพร่อง ไม่สามารถขับทองแดงออกจากร่างกายได้
ตามปกติ จนเกิดการสะสมอยู่ในร่างกายเป็นปริมาณมาก ส่งผลให้เกิดความผิดปกติของร่างกาย 
ตัวอย่างเช่น กลุ่มอาการวิลสัน (Wilson's diseases) ที่ ร่างกายผู้ป่วยจะแสดงอาการสั่นเทา 
อยู่ตลอดเวลา กล้ามเนื้อแข็งเกร็ง มีน้ำมูกน้ำลายไหล ควบคุมการพูดลำบาก กลุ่มอาการ Menkes 
syndrome เกิดจากความบกพร่องในยีน ATPase Copper Transporting Alpha (ATP7A) ส่งผลให้
กล้ามเนื้ออ่อนแอ ผิวหน้าหย่อนคล้อย พัฒนาการด้านสติปัญญาล่าช้า นอกจากนี้ยังพบว่า ทองแดง  
ยังเป็นหนึ่งในสาเหตุของโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) หรือโรคความจำเสื่อม และโรคพาร์กินสัน 
(Parkinson’s disease) ซึ่งเป็นโรคที่พบมากในผู้สูงอายุอีกด้วย [3-5] และไอออนปรอท เป็นไอออน
โลหะหนักที่สามารถปนเปื้อนได้ในสิ่งแวดล้อมทั้งในดิน น้ำ อากาศ ในสิ่งมีชีวิตและสะสมในเนื้อเยื่อ
สัตว์น้ำ โดยปรอทในรูปของปรอทอินทรีย์ชื่อว่า เมทิลเมอร์คิวรี่  (methyl mercury, [CH3Hg]+)  
ที่สามารถละลายน้ำได้ดีมากจึงมีโอกาสเข้าไปสะสมในร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้เป็นอย่างดี จะเป็นพิษ
ต่อร่างกายของมนุษย์มาก หากมีการสะสมปรอทในปริมาณมากจะส่งผลให้เกิดการทำลายดีเอ็นเอ 
(DNA) [6] ทำลายระบบประสาทและสมอง [6-8] รวมไปถึงทำให้เกิดโรคมินามาตะ [9] โรคนี้แสดงผล
ต่อระบบประสาทส่วนกลาง มีอาการบวมหรืออักเสบที่สมอง แขนขาเคลื่อนไหวลำบาก มีการกระตุก
ตัวแข็ง แขนขาบิดงออย่างรุนแรง ดังนั้นเพ่ือเป็นการป้องกันและแก้ไขปัญหาเหล่านี้ จึงมีความจำเป็น
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ที่จะต้องได้รับการร่วมมือทุกด้าน ทั้งทางภาคอุตสาหกรรมในการกำจัดไอออนโลหะหนักเหล่านี้ก่อน
ปล่อยทิ้งสู่ธรรมชาติ รวมถึงต้องมีการตรวจวัดปริมาณไอออนโลหะหนักต่างๆ ไม่ให้ปนเปื้อนมาก
เกินไปจนก่อให้เกิดปัญหาสุขภาพของมนุษย์ และสิ่งมีชีวิต องค์การอนามัยโลก (World Health 
Organization, WHO) และสำนักงานปกป้องสิ่งแวดล้อมสหรัฐ (U.S. Environmental Protection 
Agency, U.S. EPA) จึงได้มีการกำหนดค่ามาตรฐานความเข้มข้นของไอออนทองแดงและไอออน
ปรอทสูงสุดที่สามารถพบได้ในน้ำดื่ม [10-12] ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 แสดงปริมาณทองแดงและปรอทสูงสุดที่สามารถปนเปื้อนในน้ำดื่มได้ โดย WHO และ 
U.S. EPA 

ชนิดของโลหะหนัก 
ความเข้มข้นสูงสุดของโลหะที่มีได้ในน้ำดื่ม  

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

WHO U.S. EPA 

ทองแดง 2.0 1.3 
ปรอท 0.006 0.002 

 
จากตารางที่ 1 จะเห็นได้ว่าทั้งโลหะทองแดงและโลหะปรอทมีความเข้มข้นสูงสุดที่สามารถ

ปนเปื้อนได้ในน้ำดื่มน้อยมากๆ อยู่ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร หรือ ppm ดังนั้นการให้ความสำคัญกับ
ปัญหาสิ่งแวดล้อมรอบตัวจึงเป็นสิ่งที่ควรตระหนักอย่างยิ่ง โดยเฉพาะสิ่งแวดล้อมทางน้ำซึ่งเป็นแหล่ง
ปนเปื้อนที่สำคัญอันนำมาสู่การปนเปื้อนของไอออนอันตรายในห่วงโซ่อาหารได้ง่าย ซึ่งน้ำที่ปนเปื้อน
ด้วยสารอันตรายจัดเป็นมลพิษทางน้ำที่อยู่ในระดับรุนแรง เพราะส่งผลกระทบต่อสุขภาพของมนุษย์
และสิ่งมีชีวิต ซึ่งลักษณะของน้ำเสียนั้นจะมีลักษณะดำ ส่งกลิ่นเหม็น หรือไม่สามารถมองเห็นได้ด้วย
ตาเปล่า ดังนั้นคงจะดีไม่น้อยหากมีเครื่องมือหรือวิธีตรวจวัดความเป็นพิษของสิ่งแวดล้อมใกล้ตัวที่ไม่
ยุ่งยากซับซ้อน มีประสิทธิภาพ และประหยัดค่าใช้จ่ายให้น้อยที่สุด 

ปัจจุบันมีเทคนิคมาตรฐานมากมายในการตรวจวัดไอออนโลหะมากมาย เช่น  อินดักทีฟลี่ 
คัป เปิ ล  พลาสมา อะตอม  อิมิสชัน  สเปกโตเมทรี  (inductively coupled plasma atomic 
emission spectrometry, ICP-AES) [13], เฟรม อะตอมมิก แอปซอพชั่น สเปคโตรโฟโตเมทรี  
(flame atomic absorption spectrometry, AAS) [14, 15], เซอร์เฟส พลาสมอน เรโซแนนซ์  
สเปกโทรสโคปี  (surface plasmon resonance spectroscopy, SPR) [16],  โครมาโทกราฟี  
(chromatography) [17] และ โวลแทมเมตรี (voltammetry) [18] อย่างไรก็ตามเทคนิคเหล่านี้ต้อง
ใช้ต้นทุนอุปกรณ์สูง ต้นทุนการดำเนินงานสูง ผู้ปฏิบัติงานที่มีทักษะสูงและใช้เวลานาน [19] แต่อีก
เทคนิคทางเลือกหนึ่งที่ได้รับความสนใจอย่างแพร่หลายในการตรวจวัดไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ ที่มี
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ประสิทธิภาพมากทั้งด้านคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์ คือการใช้ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
(fluorescence sensor) เพ่ือตรวจวัดโมเลกุลหรือไอออนบางชนิด ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปี (fluorescence spectroscopy) ซึ่งมีข้อดีกว่าเทคนิคที่กล่าวข้างต้น เนื่องจากมีความ
ไวในการตรวจวัดสูง (high sensitivity) ความจำเพาะเจาะจงสูง (high selectivity) ต้นทุนการ
ทำงานต่ำ ใช้งานง่าย ใช้สารตัวอย่างเพียงเล็กน้อย (1-3 มิลลิลิตร) ก็สามารถแสดงผลได้ทันที สามารถ
ใช้วิเคราะห์ตัวอย่างได้อย่างต่อเนื่อง (continuous monitoring) และไม่ทำลายสารตัวอย่าง [20] 
จึงเหมาะกับการวิเคราะห์หาไอออนโลหะหนักท่ีปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมที่ความเข้มข้นต่ำๆ ได้ 

ในการใช้ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ในการตรวจวัดวัดไอออนชนิดหนึ่งๆ จะอาศัยสมบัติทางแสง 

โดยจะให้แสงที่มีความยาวคลื่นที่เหมาะสม (λex) เข้าไปเป็นตัวกระตุ้น แล้วเมื่อฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ได้รับการแสงกระตุ้นเข้ามาในระบบ เซ็นเซอร์จะแสดงการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมา
เป็นความยาวคลื่นที่จำเพาะกับชนิดของเซ็นเซอร์นั้น ทำให้เกิดความจำเพาะเจาะจงในการวิเคราะห์ 
โดยทั่วไปโครงสร้างโมเลกุลของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ ประกอบด้วย 2 ส่วนหลักที่สำคัญ ได้แก่  
1) ฟลูออโรฟอร์ (fluorophore) เป็นส่วนที่แสดงคุณสมบัติฟลูออเรสเซนต์ โดยการดูดกลืนหรือคาย
แสงในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสม 2) ไอโอโนฟอร์ (ionophore) เป็นส่วนที่สามารถดักจับไอออน
ได้ โดยทั้งสองส่วนนี้จะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะโควาเลนต์ จึงเรียกสารที่ใช้วิเคราะห์โดยเทคนิคฟลูออ
เรสเซนต์สเปกโทรสโกปีนี้ว่า “ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ (fluorescence sensor)” หรือ “ฟลูออโรไอ
โอโนฟอร์ (fluoroionophore)” โดยในระบบเซ็นเซอร์เมื่อทำงานส่วนที่แสดงสัญญาณเปรียบเสมือน
ตัวแปลงสัญญาณ (transducer) ที่เปลี่ยนข้อมูลของกลไกการดักจับไอออน (recognition event) 
ไปสู่ ก าร เปลี่ ยนแปลงสัญ ญ าณ ทางแสง (optical signal) ผ่ านกระบวนการต่ าง  ๆ  เช่ น 
photoinduced electron transfer (PET), formation of monomer/excimer, energy 
transfer และ fluorescence resonance energy transfer (FRET) 
 การทำงานของเซ็นเซอร์ในการเกิดการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ จะแบ่ง
ออกเป็น 2 แบบ คือ 1) ระบบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีลักษณะคล้ายกับการปิด-เปิด สวิตซ์ไฟ 
(OFF-ON system) กล่าวคือในขณะที่ไม่มีไอออนในสารละลายเซ็นเซอร์จะแสดงสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ที่ต่ำ แต่เมื่อมีการตรวจจับไอออนในส่วนของไอโอโนฟอร์แล้วสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ก็จะเพ่ิม
สูงขึ้น ซึ่งสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จะแปรผันตรงกับปริมาณของไอออนในสารละลาย ดังแสดงในภาพ
ที่ 1 
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ภาพที่ 1 ลักษณะการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์แบบ OFF-ON system ก่อนตรวจจับ
ไอออนโลหะ (ซ้าย) และภายหลังการตรวจจับไอออนโลหะ (ขวา) 

และการทำงานอีกระบบหนึ่ง คือ 2) ระบบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีลักษณะคล้ายกับ
การเปิด-ปิด สวิตซ์ไฟ (ON-OFF system) กล่าวคือในขณะที่ไม่มีไอออนในสารละลายเซ็นเซอร์จะ
แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่สูง แต่เมื่อมีการตรวจจับไอออนในส่วนของไอโอโนฟอร์แล้วสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ก็จะลดต่ำลง ซึ่งสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จะแปรผกผันกับปริมาณของไอออนใน
สารละลาย ดังแสดงในภาพที่ 2 

 
ภาพที่ 2 ลักษณะการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์แบบ ON-OFF system ก่อนตรวจจับ
ไอออนโลหะ (ซ้าย) และภายหลังตรวจจับไอออนโลหะ (ขวา) 

ในปัจจุบันการออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีส่วนของฟลูออโรฟอร์ที่คายแสงฟลูออ
เรสเซนซ์ในช่วงใกล้อินฟราเรด (near infrared region, 650-900 nm) และในช่วงวิสิเบิล (visible 
region, 400-800 nm) กำลังได้รับความสนใจ เนื่องจากมีประโยชน์ในการนำไปประยุกต์ใช้ในงาน
ด้านต่าง ๆ เช่น ด้านชีวภาพ และวิทยาศาสตร์ทางแพทย์ เป็นต้น นอกจากนี้ความยาวคลื่นในช่วงใกล้
รังสีอินฟราเรด ยังมีประโยชน์ในการนำไปศึกษากับตัวอย่างชีวภาพและสิ่งมีชีวิต เนื่องจากแสงในช่วง
ใกล้อินฟราเรด  ถือว่ามีพลังงานต่ำเมื่อเทียบกับความยาวคลื่นในช่วงแสงที่ตามองเห็น (visible 
region) ทำให้ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตและไม่ถูกรบกวนโดยสารอื่นๆ ที่ดูดกลืนแสงได้ในเซลล์
สิ่งมีชีวิต ดังนั้นในการตรวจวัดไอออนโลหะหนักในเซลล์สิ่งมีชีวิตจึงไม่มีการทำลายเนื้อเยื่อ จึงสามารถ
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ลดขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างได้ เช่น การย่อยสลายตัวอย่าง การตรวจวัดจึงเป็นไปได้อย่างสะดวก 
รวดเร็ว สามารถใช้งานได้ง่ายเพ่ือตรวจวัดการปนเปื้อนของไอออนโลหะอันตรายในตัวอย่างจาก
ธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม ในวิทยานิพนธ์นี้ได้เสนอการออกแบบและสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดง (Cy7C4) และฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัด
ไอออนปรอท (M201NHP) ชนิดใหม่ ที่มีความว่องไวในการตรวจวัดสูง (high sensitivity) และมี
ความจำเพาะเจาะจงสูงต่อไอออนทองแดงและไอออนปรอท (high selectivity) อีกทั้งสามารถนำ
เซ็นเซอร์ทั้งสองไปประยุกต์ใช้ได้ในตัวอย่างจริง โดยจะเน้นการออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่ใช้
ฟลูออโรฟอร์เป็นอนุพันธ์ของไซยานีน (cyanine) และอนุพันธ์ของเพนตะเฮลิซีน ([5]helicence) 
และนอกจากนี้การปรับเปลี่ยนโครงสร้างของ cyanine และ [5]helicene นั้นสามารถทำได้ง่ายจึง
เหมาะสำหรับการนำมาใช้งาน  โดยเชื่อมต่อกับไอโอโนฟอร์ที่ประกอบด้วยอะตอมที่สามารถดักจับ
ไอออนทองแดงและไอออนปรอทได้ได้อย่างจำเพาะเจาะจงโดยอาศัยทฤษฏี Hard and Soft Acid 
and Base [21] จาก Pearson’s principle ดังแสดงในภาพที่ 3 โดยหลักการของ Hard Soft Acid 
Base (HSAB) กล่าวไว้ว่า hard คือ ส่วนของอะตอมหรือไอออนที่มีขนาดเล็ก มีจำนวนประจุมาก 
(high charge states) ซึ่งหมายถึงทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของประจุได้ยาก (weak polarization) 
ส่วน soft คือ อะตอมหรือไอออนที่มีขนาดใหญ่ มีจำนวนประจุน้อย (low charge states)  กล่าวคือ
ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของประจุได้ง่าย (strong polarization) โดยอะตอมหรือไอออนที่มี
คุณสมบัติเป็น hard จะสามารถจับหรือสร้างแรงกระทำระหว่างกันได้ดีกับอะตอมหรือไอออนที่เป็น 
hard เหมือนกัน เช่นเดียวกันกับ soft ก็จะสามารถจับหรือสร้างแรงกระทำระหว่างกันได้ดีกับอะตอม
หรือไอออนที่เป็น soft เหมือนกัน ดังนั้นไอโอโนฟอร์ที่มีอะตอมไนโตรเจน อะตอมออกซิเจน หรือ 
อะตอมซัลเฟอร์ (soft base) ที่มีอิเล็กตรอนมากเป็นองค์ประกอบหลัก จะเกิดการดักจับหรือเกิดแรง
กระทำได้ดีกับไอออนโลหะที่มีคุณสมบัติเป็น soft acid เช่น ไอออนทองแดง (Cu2+) และไอออน
ปรอท (Hg2+) ได้อย่างมีความจำเพาะเจาะจงมากข้ึน 

 

ภาพที่ 3 โครงสร้างของโมเลกุลเป้าหมาย (target molecules) 
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 การประยุกต์ ใช้ งาน ในเทคนิคการวิ เคราะห์ที่ เกี่ ยวข้องใน เฟสที่ เป็ น เนื้ อ เดียวกัน 
(homogeneous phase) ไม่เหมาะสำหรับการแยก และการกำจัด [22] ในวิทยานิพนธ์นี้นอกจากจะ
มีการออกแบบและสังเคราะห์ รวมถึงการประยุกต์ใช้งานได้จริงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีการ
คายแสงในช่วงใกล้อินฟาเรด และวิสิเบิลแล้วนั้น ยังมีการนำแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ขึ้นรูปโดย 
อิเล็กโทรสปินนิ่ง (electrospinning) ที่มีการผสมสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีอนุพันธ์ของโรดามีน 
(RBH และ R6GH) มีความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจง ดังภาพที่ 4 
และคายแสงในช่วงความยาวคลื่นที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) มาทำการศึกษา
สมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ต่อ เพ่ือพัฒนาต่อยอดเป็นชุดตรวจวัด (test kit) ในภาคสนามที่
สามารถใช้งานได้สะดวก ซึ่งเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่งนั้นเป็นวิธีที่เหมาะสมเนื่องจากเป็นเทคนิคการขึ้น
รูปเส้นใยที่ง่าย การจัดอุปกรณ์ง่าย ไม่ซับซ้อน มีต้นทุนการผลิตต่ำ สามารถผลิตเส้นใยที่มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางที่น้อยมากในระดับไมโครเมตรหรือนาโนเมตร จึงให้พ้ืนที่ผิวที่สูง มีความยืดหยุ่นและให้
สมบัติเชิงกลที่ดี เหมาะแก่การข้ึนรูปเป็นแผ่นเยื่อและนำใช้งานด้านการดูดซับ [23, 24] 

 

ภาพที่ 4 โครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด RBH และ R6GH 

 หลักการทำงานของอิเล็กโทรสปินนิ่งจะอาศัยแรงทางไฟฟ้าที่เกิดจากการให้ศักย์ไฟฟ้ากำลัง
สูง ทำให้เกิดแรงผลักกันของประจุในสารละลายที่บรรจุอยู่ในหลอดบรรจุสารละลายที่ติดปลายเข็ม
โลหะ เพ่ือให้เส้นใยตกลงบนวัสดุรองรับที่เป็นโลหะซึ่งเป็นอีกด้านหนึ่งของขั้วไฟฟ้าที่เชื่อมต่อกับสาย
ดิน ในระหว่างที่เส้นใยถูกดึงออกมาจากปลายเข็ม จะทำให้สารละลายยืดออกแบบสุ่ม ส่งผลให้ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยลดลง และยิ่งรอบการบิดโค้งมีจำนวนมากขึ้นจะทำให้สารละลายยืด
ออกเป็นเส้นที่เล็กลงดังแสดงในภาพที่ 5 พร้อมกับการระเหยออกไปของตัวทำละลาย ในที่สุดจะเกิด
เส้นใยในระดับนาโนได้ ซึ่งส่วนประกอบที่สำคัญของอิเล็กโทรสปินนิ่ง คือ แหล่งกำเนิดไฟฟ้ากำลังสูง  
วัสดุรองรับที่ เป็นโลหะ หลอดบรรจุสารละลายที่ติดเข็มโลหะ และเครื่องควบคุมการไหลของ
สารละลาย [23] ทั้งนี้พารามิเตอร์ที่สำคัญ 3 ประการ ที่ควบคุมขนาดของเส้นใย คือ พารามิเตอร์เชิง
สารละลายพอลิเมอร์ (polymer solution parameters) เช่น ความหนืด (viscosity), ความยืดหยุ่น 
(elasticity), การน ำไฟ ฟ้ า  (conductivity), แรงตึ งผิ ว  (surface tension) พ ารามิ เต อร์ เชิ ง
ก ระบ วนการ  (processing parameters) เช่ น  แ รงดั น ไฟ ฟ้ าสถิ ต  (hydrostatic pressure), 
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ศักย์ไฟฟ้าที่ใช้ (electric potential), ระยะห่างระหว่างปลายเข็มกับวัสดุรองรับ (tip to collector 
distance) และพารามิเตอร์เชิงสิ่งแวดล้อม (ambient parameters) เช่น อุณหภูมิของสารละลาย 
(solution temperature) ความชื้น (humidity) และความเร็วของอากาศ (air velocity) ในห้อง 
อิเล็กโทรสปินนิ่ง [24, 25] 

  

ภาพที่ 5 แสดงการผลิตแผ่นเยื่อพอลิเมอร์โดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง [22] 

 ในวิทยานิพนธ์นี้มุ่งเน้นการออกแบบและสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ เพ่ือใช้เป็น
เซ็นเซอร์ที่มีความไวสูง (high sensitivity) และมีความจำเพาะเจาะจงสูง (high selectivity) กับ
ไอออนโลหะจากฟลูออโรฟอร์ที่มีการคายแสงช่วงใกล้อินฟราเรด (near infrared) และวิสิเบิล 
(visible) เพ่ือใช้ในการตรวจวัดไอออนโลหะหนักอันตราย คือ ไอออนทองแดง และไอออนทองปรอท 
ตามลำดับ นอกจากนี้ยังมีการนำแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่มีการผสมเซ็นเซอร์ที่สามารถตรวจวัดไอออน
ปรอทและมีการคายแสงที่อยู่ในช่วงที่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า มาพัฒนาต่อยอดเป็นชุดทดสอบ
ภาคสนาม (test kit) ในรูปแบบแผ่นทดสอบ (strip test) ที่สามารถใช้งานได้สะดวก อันจะเป็น
พ้ืนฐานในการนำไปใช้ได้จริงและพัฒนาในเชิงพาณิชย์ได้ ซึ่งจะสามารถพัฒนาไปเป็นเครื่องมือหรือชุด
ตรวจวัด เพ่ือใช้ในการตรวจวัดในภาคสนามที่มีราคาไม่แพงได้อีกด้วย และวิทยานิพนธ์นี้ยังส่งเสริม
การแก้ไขปัญหาวิกฤตสิ่งแวดล้อมและพัฒนางานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ ตามแนวทางของแผนพัฒนา
เศรษฐกิจและสังคมแห่งชาติฉบับที่สิบสอง พ.ศ. 2560-2564 ยุทธศาสตร์ที่ 4 การเติบโตที่เป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อมเพ่ือการพัฒนาอย่างยั่งยืน และยุทธศาสตร์ที่ 8 การพัฒนาวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยี วิจัย 
และนวัตกรรม 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1) เพ่ือออกแบบและสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ที่คายแสงช่วงใกล้
อินฟราเรด และช่วงวิสิเบิล สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดง และไอออนปรอท ซึ่งสามารถตรวจ
วิเคราะห์ในเชิงปริมาณ และคุณภาพได้ด้วยวิธีทางฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี  
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2) เพื่อออกแบบเซ็นเซอร์ชนิดใหม่สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดง และไอออนปรอทได้ในตัวกลางที่มี

น้ำเป็นองค์ประกอบ (aqueous solution) มีความไวในการตรวจวัดสูง (high sensitivity) และมีจำเพาะ

เจาะจงสูง (high selectivity) 
3) เพ่ือนำเซ็นเซอร์ชนิดใหม่ที่สังเคราะห์ได้ไปตรวจวัดไอออนทองแดง และไอออนปรอท 

ในตัวอย่างจริง 
4) เพ่ือนำแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน (test kit) ที่ขึ้นรูปโดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่งในรูปแบบ

แผ่นทดสอบ (strip test) ที่มีการเติมฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ลงไป สามารถตรวจวัดไอออนปรอทได้
อย่างจำเพาะเจาะจง และมีความไวในการตรวจวัดสูง และมองเห็นการเปลี่ยนแปลงได้ด้วยตาเปล่า  

 
ประโยชน์ที่ได้รับจากงานวิจัย 

1) สามารถสังเคราะห์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ทั้งสองชนิด และสามารถตรวจวัดไอออนทองแดง
และไอออนปรอทได้เทียบเท่ากับเครื่องมือที่มีราคาแพง  

2) สามารถนำเซ็นเซอร์ชนิดใหม่ทั้งสองชนิดมาตรวจวัดหาไอออนทองแดงและไอออน
ปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจงและมีความว่องไวสูง มีค่า detection limit ที่ต่ำ และสามารถนำไป
ประยุกต์ใช้กับตัวอย่างจริงในสิ่งแวดล้อมได้ 

3) สามารถนำแผ่นเยื่อที่มีการเติมเซ็นเซอร์ที่ขึ้นรูปโดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่งในรูปแบบ
แผ่นทดสอบ (strip test)  มาตรวจวัดไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจง และสามารถมองเห็นการ
เปลี่ยนแปลงได้ด้วยตาเปล่า 

 
ขอบเขตของงานวิจัย 

1) ออกแบบ สังเคราะห์และแยกบริสุทธิ์สารฟลูออเรสเซนซ์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 2 ชนิด  
2) นำฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ที่สังเคราะห์ได้ไปทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออ

เรสเซนต์ (fluorescence properties) ในตัวทำละลายอินทรีย์ หรือสารละลายผสมของสารละลาย
อินทรีย์และน้ำได้  

3) นำเซ็นเซอร์ใหม่ที่สังเคราะห์ได้ไปทดสอบสมบัติการเรืองแสง ในสภาวะที่มีไอออน
เป้าหมายเทียบกับไอออนรบกวนตัวอ่ืนๆ 

4) นำเซ็นเซอร์ใหม่ที่สังเคราะห์ได้ไปทดสอบสมบัติการเรืองแสงในสภาวะที่มีไอออนโลหะ
หนักในตัวอย่างจริงในสิ่งแวดล้อม 

5) นำแผ่นเยื่อที่มีการเติมเซ็นเซอร์ที่ขึ้นรูปโดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่งในรูปแบบแผ่น
ทดสอบ (strip test) มาทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence properties)  
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
ในปัจจุบันการออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีส่วนของฟลูออโรฟอร์คายแสงฟลูออเรส

เซนต์ ในช่วงใกล้อินฟราเรด (near infrared region, 650-900 nm) และวิสิเบิล (visible region, 
400-800 nm) กำลังได้รับความสนใจ เนื่องจากมีประโยชน์ในการนำไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆ 
เช่น ด้านชีวภาพ และวิทยาศาสตร์ทางแพทย์ เป็นต้น นอกจากนี้ความยาวคลื่นในช่วงใกล้รังสี
อินฟราเรด ยังมีประโยชน์ในการนำไปศึกษากับตัวอย่างชีวภาพและสิ่งมีชีวิต เนื่องจากแสงในช่วงใกล้
อินฟราเรด  ถือว่ามีพลังงานต่ำเมื่อเทียบกับความยาวคลื่นในช่วงแสงที่ตามองเห็น (visible region) 
ทำให้ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตและไม่ถูกรบกวนโดยสารอ่ืน ๆ ที่ดูดกลืนแสงได้ในเซลล์
สิ่งมีชีวิต ดังนั้น ในการตรวจวัดไอออนโลหะหนักในเซลล์สิ่งมีชีวิตจึงไม่มีการทำลายเนื้อเยื่อ สามารถ
ลดขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างได้ เช่น การย่อยสลายตัวอย่าง การตรวจวัดจึงเป็นไปได้อย่างสะดวก 
รวดเร็ว สามารถใช้งานได้ง่ายเพ่ือตรวจวัดการปนเปื้อนของไอออนโลหะอันตรายในตัวอย่างจาก
ธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม ในงานวิจัยนี้จะออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีอนุพันธ์ของ cyanine 
และอนุพันธ์ของ [5]helicene ชนิดใหม่เพ่ือใช้เป็นเซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดโลหะหนักด้วยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี  

สำหรับในงานวิจัยนี้มีเป้าหมายในการพัฒนาเซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดไอออนโลหะหนัก ที่มี
ความไว (sensitivity) และจำเพาะเจาะจง (selectivity) สูง ซึ่งการออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์
จะต้องคำนึงถึงส่วนฟลูออโรฟอร์ เนื่องจากเป็นส่วนที่แสดงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์และฟลูออโร
ฟอร์จะเป็นส่ วนที่ แสดงผลโดยตรงกับความไวของเซ็น เซอร์  ทำให้ เซ็น เซอร์ที่ สั งเคราะห์  
มีความสามารถตรวจวัดไอออนโลหะด้วยค่าขีดจํากัดการตรวจวัด (detection limit) ต่ำๆ ได้ ซึ่งใน
วิทยานิพนธ์นี้ ผู้วิจัยได้ให้ความสนใจฟลูออโรฟอร์ 2 ชนิด ได้แก่ อนุพันธ์ของ cyanine ที่ดูดกลืนและ
คายแสงในช่วงใกล้อินฟราเรด (near infrared region) และอนุพันธ์ของ [5]helicene ที่ดูดกลืนและ
คายแสงในช่วงยูวี-วิสิเบิล (UV-visible region) และ นอกจากนี้การปรับเปลี่ยนโครงสร้างของ 
cyanine และ [5]helicene นั้นสามารถทำได้ง่าย จึงเหมาะสำหรับการนำมาใช้งาน  โดยในช่วงหลาย
ปีที่ผ่านมามีรายงานไว้ในงานวิจัยหลายฉบับที่เกี่ยวข้องกับอนุพันธ์ของ cyanine และ [5]helicene ที่
ใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะต่างๆ  

โดยงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับอนุพันธ์ของ cyanine ที่ใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะต่างๆ 
ซึ่งมีการคายแสงในช่วงใกล้อินฟาเรด ดังนี้ ในปี ค.ศ. 2012 Zheng และคณะ [26] ได้เสนอการ
สังเคราะห์อนุพันธ์ของ cyanine สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนเงิน (Ag+)  ดังภาพที่ 6 พบว่า
เซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจำเพาะเจาะจงต่อไอออนเงินในสารละลายผสมระหว่าง MeOH:H2O  
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ในอัตราส่วน 1 :4 v/v ที่ pH 5.40 โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดที่ 
731 nm และมี detection limit เท่ากับ 34 nM 

   

ภาพที่ 6 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Zheng และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
เงิน) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน 

นอกจากนั้นภายในปีเดียวกัน Guo และคณะ [27] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ 
cyanine สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนสังกะสี (Zn2+) ดังภาพที่ 7  พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มี
ความจำเพาะเจาะจงต่อไอออนสังกะสีในสารละลาย 10% acetonitrile ใน HEPES buffer (pH 7.4) 
โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดที่ 730 nm และยังมีการนำเซ็นเซอร์ไป
ทดสอบการใช้งานในเซลล์สิ่งมีชีวิตชนิด C2C12 และ NIH3T3 อีกดว้ย 

  

ภาพที่ 7 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Guo และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
สังกะสี) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน 

ปี ค.ศ. 2013 Wang และคณะ [28] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ cyanine สำหรับใช้
เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนแพลเลเดียม (Pd2+)  ดังภาพที่ 8 พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจำเพาะ
เจาะจงต่อไอออนแพลเลเดียมในสารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์  PBS:PEG400 (1:1) กับ NaBH4 
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(100 mM) ที่ pH 7.40 มีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดที่ 750 nm และยัง
มีการนำเซ็นเซอร์ไปทดสอบการใช้งานในเซลล์ชนิด HeLa cells และหนูอีกด้วย 

    

ภาพที่ 8 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Wang และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
แพลเลเดียม) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มี ไอออน  (ภาพ inset แสดงการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ ก่อนและหลังตรวจวัดไอออนแพลเลเดียมภายใต้แสงปกติ) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2015 Datta และคณะ [29] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ cyanine 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนอะลูมิเนียม (Al3+)  ดังภาพที่ 9  พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มี
ความจำเพาะเจาะจงต่อไอออนอะลูมิเนียมในสารละลายผสมระหว่าง MeOH:H2O ในอัตราส่วน 2:3 
v/v ที่ pH 7.4 (บัฟเฟอร์ HEPES) โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดที่ 
730 nm และได้มีการนำเซ็นเซอร์ไปทดสอบการใช้งานในเซลล์ชนิด HeLa cells นอกจากนี้ยังพบว่า
เซ็นเซอร์ชนิดนี้สามารถเกิดอันตรกิริยากับ CT-DNA ซึ่งสามารถนำไปพัฒนาเป็นตัวติดตามการทำงาน
ของนิวเคลียสได้ 

    

ภาพที่ 9 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Datta และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
อะลูมิเนียม) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน (ภาพ inset แสดงการเปลี่ยนแปลง
เรืองแสงของสารละลายเซ็นเซอร์ ก่อนและหลังตรวจวัดไอออนอะลูมิเนียมภายใต้แสงยูวี) 
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 ในปี ค.ศ. 2019  Zhang และคณะ [30] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ cyanine 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนเงิน (Ag+)  ดังภาพที่ 10  พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจำเพาะ
เจาะจงต่ อ ไอออน เงิน ในสารละลายผสมระหว่าง EtOH/PBS buffer (pH = 7.0, 10 mM)  
ในอัตราส่วน 1:9 v/v โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดที่ 760 nm  
และสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงปกติ (แสงขาว)  
โดยในสภาวะที่ไม่มีไอออนเงินสารละลายจะมีสีฟ้า เมื่อมีการเติมไอออนเงินลงไปสารละลาย 
จะเปลี่ยนเป็นใสไม่มีสี นอกจากนี้ยังได้มีการนำเซ็นเซอร์ไปทดสอบการใช้งานในน้ำตัวอย่างจริง พบว่า
เซ็นเซอร์ชนิดนี้สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนเงินในน้ำตัวอย่างจริงได้อีกด้วย 
 

  
 
ภาพที่ 10 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Zhang และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนเงิน) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน (ภาพ inset แสดงการเปลี่ยนแปลง
สีของสารละลายเซ็นเซอร์ ก่อนและหลังตรวจวัดไอออนเงินภายใต้แสงปกติ) 

 โดยงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับอนุพันธ์ของ [5]helicene ที่ใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะ
ต่างๆ ซึ่งมีการคายแสงในช่วงวิสิเบิล (visible region) ดังนี้ ในปี ค.ศ. 2012 Li และคณะ [31] ได้
เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ [5]helicene สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะ 3 ชนิด 
ได้แก่ ไอออนสังกะสี (Zn2+), ไอออนแคดเมียม (Cd2+) และไอออนปรอท (Hg2+)  ในสารละลาย 
HEPES buffer (10 mM, pH=7.2) ดังภาพที่ 11  โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงวิสิเบิล 
แต่หากในสารละลายบัฟเฟอร์มี cysteine ร่วมด้วยจะทำให้เซ็นเซอร์สามารถจับกับไอออนสังกะสีได้
อย่างจำเพาะเจาะจง 
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ภาพที่ 11 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Li และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
สังกะสี, แคดเมียม และปรอท) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออนต่างๆ 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2014 Li และคณะ [32] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ [5]helicene 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะปรอท (Hg2+) ดังภาพที่ 12  ในสารละลายผสม CH3CN/ 
HEPES buffer (10 mM, pH=5) อัตราส่วน 19:1 v/v โดยเซ็นเซอร์นี้สามารถตรวจวัดไอออนปรอท
ได้อย่างจำเพาะเจาะจง โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงวิสิเบิลที่ 517 nm มีค่าความ
เข้มข้นของไอออนปรอทต่ำที่สุดที่สามารถวิ เคราะห์ได้ (detection limit) เท่ากับ 5.0×10-7 M 
นอกจากนี้ยังสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ก่อนและหลังจับไอออนปรอท
ได้ทั้งภายใต้แสงปกติ และใต้แสงยูวีได้อีกด้วย 

           

ภาพที่ 12 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Li และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
ปรอท) และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง และการเปลี่ยนแปลงสีภายใต้แสงปกติและใต้แสงยูวี 

ในปี ค.ศ. 2018 Petdum และคณะ [33] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ [5]helicene 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะเงิน (Ag+) ดังภาพที่ 13  ในสารละลายผสม H2O/MeOH 
ในอัตราส่วน 1:9 v/v โดยเซ็นเซอร์นี้สามารถตรวจวัดไอออนเงินได้อย่างจำเพาะเจาะจง มีค่า Stokes 
shift ที่กว้างมาก (187 nm) โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงวิสิเบิลที่ 534 nm มีค่า
ความเข้มข้นของไอออนเงินต่ำที่สุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ (detection limit) เท่ากับ 10 ppb 
นอกจากนี้ยังสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ก่อนและหลังจับไอออนเงินได้
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ภายใต้แสงยูวี นอกจากนี้ยังสามารถใช้เซ็นเซอร์สำหรับการตรวจวัดอนุภาคนาโนเงิน (AgNPs) ด้วย
ปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยใช้ H2O2 ในสภาวะที่เป็นกรดเพียงขั้นตอนเดียว ดังนั้นจึงสามารถใช้เซ็นเซอร์
ตรวจวัด AgNPs/Ag+ ในสินค้าอุปโภคบริโภคและในสิ่งแวดล้อมได้ 

 

ภาพที่ 13 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Petdum และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนเงิน) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน 

ในปี 2020 Petdum และคณะ [12] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ [5]helicene 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะปรอท (Hg2+) ดังภาพที่ 14 โดยสามารถตรวจวัดไอออน
ปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจงในสารละลายผสม MeOH:HEPES buffer (pH = 7.2) อัตราส่วน 1:1 
v/v เมื่อเกิดการตรวจวัดไอออนปรอทเซ็นเซอร์ชนิดนี้จะแสดงการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์แบบปิด-เปิด (OFF-ON) และเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเหลืองเป็นสีชมพูเข้มใต้แสงปกติ  
มีค่าความเข้มข้นของไอออนปรอทต่ำที่สุดที่สามารถวิเคราะห์ได้ (detection limit) เท่ากับ 1.5 nM 
อีกทั้งยังสามารถนำไปวิเคราะห์หาปริมาณไอออนปรอทในตัวอย่างจริงได้หลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์
ครีมบำรุงผิวขาว อาหารทะเล เนื้อเยื่อพืช และเซลล์มะเร็งตับ 

 

ภาพที่ 14 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนซ์เซ็นเซอร์ของ Petdum และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนปรอท) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน   (ภาพ inset แสดงการ
เปลี่ยนแปลงเรืองแสงของสารละลายเซ็นเซอร์ ก่อนและหลังตรวจวัดไอออนปรอทภายใต้แสงยูวี) 
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 ต่อมาในปี 2021 Kaewnok และคณะ [34] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ [5]helicene 
สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโลหะปรอท (Hg2+) ดังภาพที่ 15 โดยเซ็นเซอร์สามารถตรวจวัด
ไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจงในสารละลายผสม MeOH:H2O อัตราส่วน 3:2 v/v และเมื่อ
เซ็นเซอร์นี้ตรวจจับไอออนปรอทจะแสดงการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบปิด -เปิด 
(OFF-ON) มีค่าความเข้มข้นของไอออนปรอทต่ำที่สุดที่วิเคราะห์ได้ (detection limit) เท่ากับ 6.0 nM 
และเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความสามารถในการวิเคราะห์ไอออนปรอทที่ปนเปื้อนในตัวอย่างจริงได้หลาย
ชนิด ได้แก่ น้ำดื่ม น้ำทะเล เนื้อเยื่อต้นอ่อนของต้นผักกาดขาว และเซลล์เนื้องอกในสมอง นอกจากนี้ 
ยังประยุกต์ใช้เป็นชุดทดสอบแบบแถบกระดาษ (paper test strips) เพ่ือใช้วิเคราะห์ไอออนปรอทใน
น้ำได้ท้ังในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณได้อีกด้วย 

  

ภาพที่ 15 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนซ์เซ็นเซอร์ของ Kaewnok และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนปรอท) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน  (ภาพ inset แสดงการ
เปลี่ยนแปลงเรืองแสงของสารละลายเซ็นเซอร์ ก่อนและหลังตรวจวัดไอออนปรอทมภายใต้แสงยูวี) 

นอกจากนี้ งาน วิจั ยนี้ ยั งมี การนำแผ่ น เยื่ อที่ ขึ้ น รูป โดย เทคนิ ค อิ เล็ ก โท รสปิ นนิ่ ง 
(electrospinning) ที่มีการผสมเมทริกซ์พอลิเมอร์และเซ็นเซอร์ที่สามารถตรวจวัดไอออนปรอทได้ใน
รูปแบบแผ่นทดสอบ (strip test) มาทำการศึกษาสมบัติการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เพ่ิมเติม เพ่ือให้
ง่ายต่อการนำไปใช้งาน ซึ่งมีรายงานก่อนหน้าที่เกี่ยวกับการนำเซ็นเซอร์มาผสมกับเมทริกซ์พอลิเมอร์
แล้วขึ้นรูปเป็นแผ่นเยื่อที่ใช้ในการตรวจวัดไอออนโลหะต่างๆ และขึ้นรูปแผ่นเยื่อด้วยเทคนิคอิเล็กโทร 
สปินนิ่งดังรายละเอียดต่อไปนี้ 
 ในปี ค.ศ. 2011 Wang และคณะ [35] ได้เสนอการสังเคราะห์ poly (MMA-co-NAAP) จาก
โคพอลิเมอไรเซชัน (copolymerization) ระหว่าง 1,8-naphthalimide functionalized (NAAP) 
และ methyl methacrylate (MMA) ใช้การเบลนด์โดยตรงและขึ้นรูปแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันโดยใช้
เทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่งดังภาพที่ 16 สำหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดเฉพาะไอออนทองแดง (Cu2+)  
เมื่อเติมแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันลงในสารละลาย CH3CN: H2O (1:1 v/v) ได้แสดงให้เห็นถึงความไวต่อ
การตรวจวัด เนื่องจากโครงสร้างของเส้นใยที่มีพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตรที่สูง มี detection limit เท่ากับ 
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20 µM นอกจากนี้วัสดุที่เตรียมได้สามารถนำไปใช้ประโยชน์เพ่ือเป็นตัวดูดซับในการกำจัด Cu2+  
ในสารละลายที่เป็นน้ำได้อย่างมีประสิทธิภาพ มีประสิทธิภาพในการดูดซับ (adsorption capacity) 
คือ 10.39 mg/g (มิลลิกรัมของ Cu2+ ต่อกรัมของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน) แสดงให้เห็นว่าแผ่นเยื่อ 
อิเล็กโทรสปันมีความไวและมีคุณสมบัติตัวดูดซับที่ดีเยี่ยมต่อ Cu2+ มากกว่าไอออนของโลหะอ่ืน ๆ 

 

ภาพที่ 16 ภาพประกอบสำหรับการเตรียมแผ่นเยื่อ poly (MMA-co-NAAP) โดยวิธีอิเล็กโทรสปินนิ่ง
สำหรับการตรวจวัดไอออนทองแดง (Cu2+)  

 ในปี ค.ศ. 2013 Ongun และคณะ [36] ได้เสนอการสังเคราะห์อนุพันธ์ของ carbozole คือ 
2-(9-methyl-9H-carbazol-3-yl)-5-(pyridin-4-yl)-1,3,4-oxadiazole (ODC-3) ซึ่ ง ใ ช้ ต ร ว จ วั ด
ไอออนปรอท (Hg2+) ได้เติมลงในเมทริกซ์พอลิเมอร์ที่เป็น ethyl cellulose (EC) โดยการเบลนด์
โดยตรง จากนั้นขึ้นรูปเป็นแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันโดยวิธีอิเล็กโทรสปินนิ่งดังภาพที่ 17 และแบบฟิล์ม
บาง โดยผลการทดลองพบว่า ODC-3 สามารถตรวจวัดปริมาณ Hg2+ ในช่วงความเข้มข้น 1.0×10-11 

ถึง 1.0×10-3 M และพบว่าแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน EC/ODC-3 มีความไวในการวิเคราะห์ที่มากกว่า, 
ค่า LOD ที่ต่ำกว่า และใช้เวลาในการตรวจวัด Hg2+ ที่เร็วกว่าแบบฟิล์มบาง EC/ODC-3 
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ภาพที่ 17 ภาพกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน 
EC/ODC-3  ภายใต้กำลังขยายที่แตกต่างกัน  

ในปี ค.ศ. 2014 Saithongdee และคณะ [37] ได้เสนอการขึ้นรูปแผ่นเยื่อด้วยเทคนิคอิเล็ก   
โทรสปินนิ่ง โดยใช้ zein เป็นเมทริกซ์ผสมกับสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด curcumin ลงไป จากนั้นจึง
นำไปทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนโลหะ พบว่าแผ่นเยื่อนี้มีความสามารถในการ
ตรวจวัดไอออนเหล็กได้อย่างจำเพาะเจาะจง โดยเมื่อแช่แผ่นเยื่อลงในสารละลายไอออนเหล็ก (Fe3+) 
แผ่นเยื่อจะเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นสีน้ำตาล ซึ่งสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงปกติ และค่า 
pH ก็ส่งผลต่อสีที่ปรากฏอีกด้วย โดยสีที่ได้จากการตรวจวัดจะชัดเจนมากขึ้นเมื่ออยู่ในสารละลาย
โลหะเหล็กที่มี pH ต่ำๆ ดังแสดงในภาพที่ 18 นอกจากนี้ยังมีการนำแผ่นเยื่อที่ได้ไปวิเคราะห์เชิง
คุณภาพและเชิงปริมาณในน้ำตัวอย่างต่างๆ อีกด้วย 
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ภาพที่ 18 แสดงการเปลี่ยนแปลงสีในการตรวจวัดไอออนโลหะเหล็กที่ความเข้มข้นของไอออนเหล็ก
และ pH ต่างๆ ด้วยแผ่นเยื่อของ Saithongdee และคณะ  

ในปี ค.ศ. 2016 Cho และคณะ [38] ได้เสนอการขึ้นรูปแผ่นเยื่อด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง
โดยมี poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-N-methylolacrylamide) เป็นเมทริกซ์พอลิเมอร์ 
ผสมกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของอนุพันธ์โรดามีน บี ดังภาพที่ 19 ที่มีความจำเพาะเจาะจงต่อ
ไอออนปรอท พบว่าแผ่นเยื่อเมื่อมีการตรวจวัดไอออนปรอทจะสามารถสังเกตเห็นการเปลี่ยนสีของ
แผ่นฟิล์มได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) 

  

ภาพที่ 19 ภาพลักษณะสัณฐานวิทยาของเส้นใยโดย SEM ของแผ่นเยื่อของ Cho และคณะ และการ
คายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออน 

ในปี ค.ศ. 2017 Chen และคณะ [39] ได้เสนอการขึ้นรูปแผ่นเยื่อด้วยเทคนิคอิเล็กโทร  
สปินนิ่ งโดยมี poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-N-methylolacrylamide) เป็นเมทริกซ์ 
พอลิเมอร์ ผสมกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของอนุพันธ์โรดามีนดังภาพที่ 20 ซึ่งแผ่นเยื่อที่ได้มี
ความจำเพาะเจาะจงต่อไอออนปรอท (Hg2+) และก่อนแช่ลงในสารละลายไอออนปรอทแผ่นเยื่อจะมีสีขาว 
เมื่อมีการตรวจวัดไอออนปรอทจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูซึ่งสามารถสังเกตเห็นการได้ด้วยตาเปล่าภายใต้
แสงปกติ (แสงขาว) 
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ภาพที่ 20 แสดงการเปลี่ยนแปลงสีของแผ่นเยื่อของ Chen และคณะก่อนและหลังแช่ลงใน
สารละลายไอออนปรอท  

 ในปี ค.ศ. 2019 Rijin และคณะ [40] ได้เสนอการสังเคราะห์แผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน 
polycaprolactone (PCL)/ 4 ,4’-fluoresceinoxy bisphthalonitrile (FPN) เป็นแถบเซ็น เซอร์  
(sensor strips) สำหรับตรวจวัดไอออนเหล็ก (Fe3+) ซึ่งใช้ PCL เป็นเมทริกซ์พอลิเมอร์ โดยการ     
เบลนด์โดยตรง แล้วขึ้นรูปแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันโดยวิธีอิเล็กโทรสปินนิ่งดังภาพที่ 21 จากนั้นนำแผ่น
เยื่ อที่ ได้ ไป วิ เค ราะห์ โด ย เท คนิ ค  SEM, FTIR, contact angle, mechanical strength และ 
emission properties โดยใช้เทคนิค fluorescence spectroscopy การทดสอบความจำเพาะ
เจาะจงต่อไอออน Fe3+ ของแถบเซ็นเซอร์อเิล็กโทรสปัน PCL/FPN โดยวิเคราะห์จากความสามารถใน
สารละลายโลหะไอออนต่างๆ ค่า LOD ของการตรวจหาไอออนเหล็กถูกตรวจสอบที่ช่วงความเข้มข้น 
10-70 nM และพบว่ามีค่าเป็น 2.94 nM จากค่า LOD ที่ต่ำพิสูจน์ได้ว่าแผ่นเซ็นเซอร์อิเล็กโทรสปัน 
PCL/FPN มีความจำเพาะเจาะจงและมีความไวในการวิเคราะห์ต่อไอออนเหล็กท่ีสูง 

 

ภาพที่ 21 แสดงการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอออนโลหะกับแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน 
PCL/FPN  



  20 

 และในปี 2021 Tonsomboon และคณะ [41] ได้เสนอการสังเคราะห์แผ่นเยื่ออิเล็กโทรส
ปั น  cellulose acetate (CA)/ polycaprolactone (PCL)/ mercury-sensitive organic dye 
(NF06) เป็นแถบทดสอบ (test strips) สำหรับตรวจวัดไอออนปรอท (Hg2+) ซึ่งใช้ CA/PCL เป็น  
เมทริกซ์พอลิเมอร์ โดยการทำ NF06-coated strips พบว่าแผ่นเยื่อที่ได้มีความจำเพาะเจาะจงต่อ
ไอออนปรอท สามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงได้ด้วยตาเปล่า ทั้งใต้แสงปกติและใต้แสงยูวีดังภาพที่ 
22  นอกจากนี้ยังมีการนำแผ่นเยื่อไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนปรอทในน้ำตัวอย่างจริงและใน
เซรั่มบำรุงผิวอีกด้วย 

 

ภาพที่ 22 แสดงการเปลี่ยนแปลงสีของแผ่นเยื่อของ Tonsomboon และคณะ ก่อนและหลังแช่ลงใน
สารละลายไอออนปรอทภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) และภายใต้แสงยูวี  และภาพลักษณะสัณฐาน
วิทยาของเส้นใยโดย SEM 

 จากตัวอย่างงานวิจัยข้างต้นที่ได้กล่าวมาจะเห็นได้ว่ามีผู้วิจัยหลายกลุ่มที่ให้ความสนใจและ
ศึกษาเกี่ยวกับการพัฒนาโครงสร้างโมเลกุลของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีการคายแสงในช่วงใกล้
อินฟราเรดและวิสิเบิล อย่างไรก็ตาม ในวิทยานิพนธ์นี้จะเน้นการออกแบบและปรับปรุงความไวในการ
วิเคราะห์ของเซ็นเซอร์โดยการใช้อนุพันธ์ของ cyanine และ [5]helicene เป็นส่วนของฟลูออโรฟอร์
ซึ่งแสดงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในช่วงความยาวคลื่นใกล้รังสีอินฟาเรดและวิสิเบิล  
โดยใช้ความรู้ทาง ion recognition concept รวมทั้งทำการทดสอบด้วยระบบสารละลายน้ำหรือ
สารละลายผสมของสารละลายอินทรีย์และน้ำ ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าจะสามารถสังเคราะห์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่
ที่สามารถนำมาพัฒนาต่อยอดเป็นชุดทดสอบสำหรับใช้ตรวจวัดและติดตามการปนเปื้อนของทองแดง
และปรอทในแหล่งน้ำ และสิ่งแวดล้อมในภาคสนามได้ และจะเห็นว่ามีงานวิจัยก่อนหน้าที่สามารถ
เตรียมแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่มีเมทริกซ์เป็นพอลิเมอร์โดยมีการเติมโมเลกุลอินทรีย์เข้าไปในการ
ตรวจวัดไอออนโลหะต่างๆ ดังนั้นในงานวิจัยนี้คาดว่าจะสามารถนำแผ่นเยื่อที่ผสมเซ็นเซอร์ที่
ความสามารถตรวจวัดไอออนปรอท ตรวจวัดการปนเปื้อนไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจง 



  21 

บทที่ 3 
อุปกรณ์และสารเคมี 

 
1. อุปกรณ์ 

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

model LS-55 
1.4 เ ค รื่ อ ง  Mass spectrometer: ESI-FT-ICR (High resolution) Bruker BioAPEX 70e 

spectrometer  
1.5 เครื่อง Rotary evaporator: Buchi Rotavapor R-114 
1.6 เครื่อง Vacuum pump: Tokyo Rikakikai Co., Ltd. model A-3S 
1.7 เครื่อง Hot air oven: Binder model ED115 (E2) 
1.8 เครื่องชั่งละเอียด (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง): Denver instrument model S-234 
1.9 เครื่องชั่งละเอียด (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง): Mettler Toledo model AB204 
1.10 เครื่อง Hotplate and stirrer: Framo model M21/1 
1.11 Micropipette: Finnpipette, HH10711 ขนาด 1-10 µL 
1.12 TLC Silica gel 60 F254 aluminium sheet, Merck 
1.13 อุปกรณ์สำหรับเตรียมแผ่น preparative TLC: Desaga Brinkmann 
1.14 กระดาษกรอง: Advantec ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 110 mm 
1.15 กระดาษกรอง: Advantec ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 70 mm   
1.16 เครื่องแก้วพ้ืนฐาน 
1.17 ชุดกรองแบบลดความดัน 
1.18 Clamp และ Clamp Holder 
1.19 เครื่อง peristaltic pump: Ismatec model ISM827 
1.20 Fibre optic coupler 

 
2. สารเคมี 

2.1 Acetonitrile: RCI Labscan (99.7 %) 
2.2 Argon gas: Masser Specialty Gas Co., Ltd. (99.999%)  
2.3 Barium chloride dihydrate: Strem chemical (99.999%, Mw = 244.27 g/mol) 
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2.4 Barium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99.9%, Mw = 390.29 g/mol) 
2.5 Aluminum chloride, anhydrous: Strem chemical (99.99%, Mw = 133.34 g/mol) 
2.6 Aluminum perchlorate nonahydrate: Sigma-Aldrich (98%, Mw = 487.47 g/mol) 
2.7 1-Butanol: BHD (Mw = 74.12 g/mol) 
2.8 Cadmium chloride, anhydrous: Strem chemical (99.995 %, Mw = 183.32 g/mol) 
2.9 Cadmium perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99%, Mw = 419.39 g/mol) 
2.10 Calcium acetate: Fluka (Mw = 158.17 g/mol) 
2.11 Calcium chloride hydrate: Strem chemical (99.999+%, Mw = 147.01 g/mol)  
2.12 Calcium perchlorate hydrate: Strem chemical (99%, Mw = 238.98 g/mol) 
2.13 Chloroform-d : Cambridge Isotope Laboratories (D, 99.8%)+silver foil  
2.14 Cobalt (II) chloride, anhydrous: Strem chemical (99.999+%, Mw = 129.84 

g/mol) 
2.15 Cobalt (II) perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (98+%, Mw = 365.93 g/mol) 
2.16 Copper acetate monohydrate: Fluka (Mw = 199.65 g/mol) 
2.17 Copper (II) perchlorate hexahydrate: Strem chemical (98+%, Mw = 370.53 

g/mol)  
2.18 Copper (II) chloride dihydrate: Strem chemical (99.999%, Mw = 170.40 g/mol) 
2.19 Cysteamine hydrochloride: Fluka (≥ 97.0%, Mw = 113.61 g/mol)  
2.20 L-Cysteien: Sigma-Aldrich (97%, Mw = 240.30 g/mol) 
2.21 Cyclohexanone: Fluka  (d = 0.779 g/mL, Mw = 84.16 g/mol) 
2.22 De-ionized water: Departmentment of chemistry, Silpakorn University  
2.23 1,4-Dibromobutane: Fluka (> 99%, d = 1.989 g/mL, Mw = 201.89 g/mol) 
2.24 Dichloromethane (distillation)  
2.25 N,N-Dimethylformamide: LAB-SCAN (analytical reagent; A.R., Mw 73.10 g/mol)  
2.26 Electrospun/sensor strips ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ. ดร. สุธินี เกิดเทพ 
2.27 Ethylenediamine: Sigma-Aldrich (≥99 %, Mw = 60.10 g/mol) 
2.28 Ethylenediaminetetraacetic acid: Fluka (Mw = 292.24 g/mol) 
2.29 Glacial acetic acid: Sigma-Aldrich (Mw = 60.65 g/mol)  
2.30 Hydrazine hydrate: Sigma-Aldrich (80%, d = 1.03 g/mL, Mw = 50.06 g/mol)  
2.31 Hydrochloric acid: RCI Labscan (Mw = 36.46 g/mol) 
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2.32 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid: PubChem (Mw = 238.31 
g/mol) 

2.33 [5]helicence derivertive (M201) ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร. ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง 
(MTEC)  

2.34 Iron (II) acetate: Fluka (Mw = 232.98 g/mol) 
2.35 Iron (II) acetate: Fluka (Mw = 650.90 g/mol) 
2.36 Iron (II) chloride, anhydrous: Sigma-Aldrich (98%, Mw = 126.75 g/mol)  
2.37 Iron (II) perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98%, Mw = 254.74 g/mol)  
2.38 Lead (II) acetate: Carlo (Mw = 235.29 g/mol) 
2.39 Lead (II) chloride: Strem chemical (99%, Mw = 278.10 g/mol) 
2.40 Lead (II) perchlorate trihydrate: Strem chemical (97+%, Mw = 460.15 g/mol) 
2.41 Lithium chloride: Strem chemical (99%, Mw = 42.39 g/mol)  
2.42 Lithium perchlorate trihydrate: Strem chemical (98%, Mw = 160.45 g/mol) 
2.43 Magnesium chloride: Strem chemical (97.5%, Mw = 95.22 g/mol) 
2.44 Magnesium perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99%, Mw = 331.33 

g/mol)  
2.45 Manganese (II) chloride, anhydrous: Strem chemical (99.995+%, Mw = 125.84 

g/mol) 
2.46 Manganese (II) perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99%, Mw = 361.93 

g/mol) 
2.47 Mercuric acetate: Fluka (Mw = 318.68 g/mol) 
2.48 Mercury (II) chloride: Strem chemical (99+%, Mw = 217.50 g/mol) 
2.49 Mercury (II) perchlorate trihydrate: Strem chemical (99+%, Mw = 453.51 g/mol) 
2.50 Methanol (distillation)  
2.51 Methanol (for analysis): MERCK (99%) 
2.52 Nickel (II) chloride, anhydrous: Strem chemical (98%, Mw = 129.62 g/mol) 
2.53 Nickel (II) perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99%, Mw = 365.70 g/mol) 
2.54 Potassium acetate: Fluka (Mw = 98.14 g/mol) 
2.55 Potassium chloride: Strem chemical (99+%, Mw = 74.56 g/mol) 
2.56 Potassium perchlorate: Sigma-Aldrich (99+%, Mw = 138.55 g/mol)  
2.57 Phosphoryl trichloride: Sigma-Aldrich (99%, Mw = 137.33 g/mol) 
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2.58 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) สำหรับ column chromatography, Merck  
2.59 Silica gel 60 F254 containing gypsum ส ำ ห รั บ  preparative thin layer 

chromatography, Merck  
2.60 Silver acetate: BDH (Mw = 166.91 g/mol) 
2.61 Silver chloride: Strem chemical (99.9%, Mw = 143.32 g/mol) 
2.62 Silver perchlorate, anhydrous: Strem chemical (97%, Mw = 207.32 g/mol) 
2.63 Sodium acetate: Fluka (Mw= 82.03 g/mol) 
2.64 Sodium chloride: Strem chemical (99.999%, Mw = 58.44 g/mol) 
2.65 Sodium hydroxide: Fluka (≥98.0%, Mw = 40.00 g/mol)  
2.66 Sodium methoxide: Fluka (≥98.0%, Mw = 54.02 g/mol)  
2.67 Sodium perchlorate, anhydrous: Strem chemical (98%, Mw = 122.44 g/mol) 
2.68 Sodium sulfate anhydrous: Sigma-Aldrich (99.0%)  
2.69 Sodium sulfide: Sigma-Aldrich (Mw = 78.04 g/mol)  
2.70 Tetraethylammonium iodide: BDH 
2.71 Triethanolamine (TEA) : CARLO ERBA (d = 1.124 g/mL, Mw = 149.19 g/mol) 
2.72 Triethylamine: Fluka (>98%, d = 0.726 g/mL, Mw = 101.19 g/mol)  
2.73 1,2,3,3-tetramethyl-3H-indol-1-ium iodide: Sigma-Aldrich (Mw = 301.17 g/mol) 
2.74 Toluene: MERCK (99%, Mw = 92.14 g/mol) 
2.75 Zinc acetate dehydrate: Fluka (Mw= 219.51 g/mol) 
2.76 Zinc chloride: Strem chemical (97%, Mw = 136.28 g/mol) 
2.77 Zinc perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 372.36 g/mol) 
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บทที่ 4 
วิธีการทดลอง 

 
งานวิจัยนี้ได้ออกแบบและสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีความสามารถในการ

ตรวจวัดไอออนทองแดงและไอออนปรอทชนิดใหม่ 2 ชนิด ดังแสดงภาพที่ 23 ได้แก่ ฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ชนิดที่  1 (Cy7C4) และฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดที่  2 (M201NHP) โดยเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 ประกอบด้วยอนุพันธ์ของไซยานีน (cyanine) ทำหน้าที่เป็นฟลูออโรฟอร์เชื่อมต่อกับไอโอโนฟอร์
ช นิ ด  2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl)ethanamine ส่ ว น เซ็ น เซ อ ร์  M201NHP 
ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ [5]helicene anhydrous ทำหน้าที่เป็นฟลูออโรฟอร์เชื่อมต่อกับไอโอโนฟอร์ 
phenyl isothiocyanate รวมทั้งนำแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ขึ้นรูปโดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง 
(electrospinning) ที่ทำการผสมสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีความจำเพาะเจาะจงต่อไอออน
ปรอท นำไปทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ 

 

ภาพที่ 23 โครงสร้างของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 และ M201NHP 

1.  สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
  การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดงชนิดใหม่ ที่มีการคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรด และมีความจำเพาะเจาะจงสูงต่อไอออนทองแดงนั้น   
ในโครงสร้างจะประกอบด้วยส่วนของไอออโนฟอร์ที่มีอะตอมซัลเฟอร์ และอะตอมไนโตรเจนเป็น
องค์ประกอบ ได้แก่ 2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl)ethanamine เชื่อมต่อกับสาร
ฟลูออเรสเซนต์ชนิดไซยานีน (cyanine dye) ซึ่งทำหน้าที่เป็นฟลูออโรฟอร์  โดย Retrosynthesis 
ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 แสดงได้ดังภาพที่ 24 
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ภาพที่ 24 Retrosynthesis ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

 ในขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ Cy7C4 นั้นจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน กล่าวคือ จะต้อง
สังเคราะห์ส่วนของไอออโนฟอร์ และส่วนของฟลูออโรฟอร์ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงจะนำทั้งสองส่วนมา
เชื่อมเข้าด้วยกันโดยผ่านปฏิกิริยาการแทนที่แบบนิวคลีโอฟิลิก (nucleophilic substitution) 

1.1 การสังเคราะห์ไอโอโนฟอร์ 2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl) 
ethanamine (I-1) 

  การสังเคราะห์สารไอออโนฟอร์นั้นสามารถทำได้ เพียง 1 ขั้นตอน โดยอาศัยการ
เกิดปฏิกิริยาการแทนท่ีแบบนิวคลีโอฟิลิก ในสภาวะเบส ดังภาพที่ 25 

 

ภาพที่ 25 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl)ethanamine (I-1) 
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 วิ ธี ก า ร สั ง เค ร า ะ ห์  2-(4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl)ethanamine (I-1)  
ได้ศึกษาตามวิธีของ Wanichacheva และคณะ [42] โดยชั่ งโซเดียมเมทออกไซด์  (sodium 
methoxide, NaOMe) 0.68 กรัม หรือ 12 มิลลิโมล ลงในขวดก้นกลมขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้น
ละลายด้วย เมทานอลปราศจากน้ำ (dry methamol) ปริมาณ 3.00 มิลลิลิตร และเติม cysteamine 
hydrochloride (1a) 1.14 กรัม หรือ 10 มิลลิโมล ลงในสารละลาย และกวนผสมภายในบรรยากาศ
อาร์กอน (argon atmosphere) ที่อุณหภูมิห้อง (room temperature) เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
เ ติ ม  1,4-dibromobutane ( 1b) ป ริ ม า ณ  0.50 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ห รื อ  4.19 มิ ล ลิ โ ม ล  
แล้วกวนปฏิกิริยาพร้อมให้ความร้อน 40 องศาเซลเซียส (oC) เป็นเวลาต่อเนื่อง 10 ชั่วโมง เมื่อครบ
เวลาแล้วนำสารละลายมากรอง แล้วล้างตะกอนด้วยเมทานอล (methanol) แล้วนำไปกำจัดตัวทำ
ละลายออก โดยการระเหยแบบลดความดัน (rotary evaporator)  

 จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide, NaOH) เข้มข้น 30% 
น้ำหนักโดยปริมาตร (w/v) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร ลงในขวดปฏิกิริยาข้างต้นจากนั้นกวนเบาๆ  
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 18 ชั่วโมง แล้วนำไปสกัดด้วยไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) 3 ครั้ง 
ครั้งละ 20 มิลลิลิตร โดยเก็บเฉพาะสารละลายชั้นไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) รวมไว้
ด้วยกัน แล้วนำมาสกัดด้วยน้ำปราศจากไอออน  (deionized water, น้ำ DI) 2 ครั้ง ครั้งละ 60 
มิลลิลิตร โดยเลือกเก็บชั้นไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) และมากำจัดน้ำออกโดยการเติม
โซเดียมซัลเฟตปราศจากน้ำ (sodium sulfate anhydrous, anh. Na2SO4) ลงไปปริมาณเล็กน้อย 
จากนั้นนำสารไประเหยไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) ออกแบบลดความดัน จะได้สาร I-1 ที่มี
ลักษณะเป็นน้ำมันสีเหลืองอ่อน คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตเกือบ 100% (นำไปใช้ในปฏิกิริยาขั้นต่อไป 
โดยไม่ผ่านการแยกบริสุทธิ์) 

1.2 การสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน (Cyanine dye, F-2) 
การสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีนนั้นสามารถทำได้ภายใน 2 ขั้นตอน ในขั้นแรก

นั้นจะอาศัยการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้  Vilsmeier Haack reagents ทำปฏิกิริยากับ cyclohexanone  
ได้สาร F-1 ดังภาพที่ 26 และในขั้นตอนที่ 2 จะเป็นการทำปฏิกิริยา alkylation ระหว่างสาร F-1 กับ 
Indolium Iodide ดังภาพที่ 27 จึงเกิดเป็นสารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน F-2 ซึ่งสามารถแสดง
รายละเอียดการสังเคราะห์ได้ดังต่อไปนี้ 
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1.2.1 การสังเคราะห์สาร F-1 

 

ภาพที่ 26 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์สาร F-1 

 วิธีการสังเคราะห์สาร F-1 สามารถทำได้ตามสมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดังภาพที่ 26 โดย
ได้ศึกษาตามวิธีของ Reynolds และคณะ [43] เริ่มจากเติมตัวทำละลายไดคลอโรมีเทนปราศจากน้ำ 
(dry dichloromethane) ปริมาณ 4 มิลลิลิตรในขวดก้นกลมและเติมไดเมทิลฟอร์มาไมด์ปราศจากน้ำ 
(dry dimethylformide) ปริมาณ 4 มิลลิลิตร ทำการกวนผสมกันภายใต้บรรยากาศอาร์กอน  
(argon atmosphere) ในอ่างควบคุมความเย็นด้วยน้ำแข็ง (ขวดที่ 1) จากนั้นเตรียมขวดก้นกลมใหม่ 
(ขวดที่  2) เติมไดคลอโรมีเทนปราศจากน้ำ  (dry dichloromethane) ปริมาณ 2.00 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมฟอสฟอริล ไตรคลอไรด์ (phosphoryl trichloride) 3.00 มิลลิลิตร ในตู้ดูดควัน (fume 
hood) ทำการกวนผสมกันภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (argon atmosphere) จากนั้นค่อยๆ ดูด
สารละลายผสมในขวดที่ 2 เติมลงในสารละลายในขวดที่ 1 อย่างช้าๆ จนครบ 2.00 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมไดร์ ไดคลอโรมีเทน (dry dichloromethane) ลงไปในขวดที่ 2 อีกประมาณ 1.50 มิลลิลิตร  
แล้วทำการดูดสารละลายในขวดที่ 2 เติมลงในสารละลายในขวดที่ 1 จนหมด และตั้งทิ้งไว้จนไม่เห็น
ไอสารข้างขวด จากนั้นเติม cyclohexanone ปริมาณ 1 มิลลิลิตร นำไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
40oC เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นรอให้เย็น แล้วเทลงในบีกเกอร์ที่บรรจุน้ำแข็งที่ปราศจากไอออน 
(ประมาณ 20 กรัม) แล้วกวนเบาๆ ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที (ระวังอย่าให้ไดคลอโรมีเทนแห้ง) 
จากนั้นนำไปเก็บในตู้เย็นเป็นเวลา 12 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาแล้วนำไปกรองด้วยสุญญากาศ แล้วเก็บ
ตะกอนที่กรองได้ในตู้ดูดความชื้น (desiccator) ประมาณ 3-4 ชั่วโมงจนสารแห้ง สารที่ได้ออกมาคือ
สารระหว่างกลางเป็นสารประกอบ F-1 ซึ่งมีความเสถียรน้อยมาก จึงมาทำปฏิกิริยาต่อโดยไม่ผ่านการ
ทำให้บริสุทธิ์ 
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1.2.1 การสังเคราะห์สาร F-2 

 

ภาพที่ 27 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารไซยานีน F-2 
 

 วิธีการสังเคราะห์สาร F-2 สามารถทำได้ตามสมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดังภาพที่ 27 โดย
ได้ศึกษาตามวิธีของ Narayanan และคณะ [44] เริ่มจากทำได้โดยชั่ง F-1 มา 0.06 กรัม หรือ 0.3 
มิลลิโมล แล้วเติมตัวทำละลายผสมระหว่างโทลูอีน (toluene) และบิวทานอล (n-butanol) ใน
อัตราส่วน (7:3 v/v) และเติม 1,2,3,3-tetramethyl-3H-indol-1-ium iodide 0.18 กรัม หรือ 0.6 
มิลลิโมล ในขวดก้นกลมขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปรีฟลักซ์ (reflux) 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 
100oC สารละลายที่ได้จะมีสีเขียว จากนั้นรอให้เย็น แล้วนำไปกำจัดตัวทำละลายออก โดยการระเหย
แบบลดความดัน จะได้สารผลิตภัณฑ์ที่ยังไม่บริสุทธิ์ จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ที่ได้ทำการแยกบริสุทธิ์โดย
การใช้วิธีโครมาโทกราฟี โดยใช้ตัวทำละลายผสม 3% โดยปริมาตร (v/v) เมทานอล (methanol, 
MeOH): ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane, CH2Cl2) มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของสารบนตัวดูดซับ 
(retention factor, Rf) เท่ากับ 0.3 ได้ผลิตภัณฑ์ที่ได้เป็นฟลูออโรฟอร์ F-2 มีลักษณะเป็นของแข็งสีเขียว 
0.13 มิลลิกรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากับ 99% 

1.3 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
 การสังเคราะห์สารสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 นั้นสามารถทำได้ภายในขั้นตอนเดียว  

โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยา alkylation ดังภาพที่ 28 

  

ภาพที่ 28 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
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 การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ Cy7C4 ดังภาพที่ 28 โดยชั่ง F-2 0.21 กรัม หรือ 0.43 มิลลิโมล 
ละลายในไดเมทิลฟอร์มาไมด์ (dimethylformamide) 10 มิลิลิตร จากนั้นเติม I-1 0.18 กรัมหรือ 
0.86 มิลลิโมล นำไปทำการกวนผสมกันภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (argon atmosphere) 3 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 90oC จากนั้นนำไประเหยเอาตัวทำละลายออกแบบลดความดัน จะได้สารผลิตภัณฑ์ที่ยัง
ไม่บริสุทธิ์ จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ที่ได้ทำการแยกบริสุทธิ์โดยการใช้วิธีทิน เลเยอร์โครมาโทกราฟี 
(preparative thin layer chromatography) โดยใช้ตัวทำละลายผสม 2 %โดยปริมาตร (%v/v)  
เมทานอล (methanol): ไดคลอโรมีเทน (dichloromethane) มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของสารบนตัว
ดูดซับ (retention factor, Rf) เท่ากับ 0.2 ได้ผลิตภัณฑ์ที่ได้เป็นฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 มี
ลักษณะเป็นของแข็งสีน้ำเงิน 57.9 มิลลิกรัม คิดเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากับ 19.5% 

2.  สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 
 การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดไอออนปรอทชนิดใหม่ ที่มีการคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ ในช่วงยูวี -วิสิ เบิล และมีความจำเพาะเจาะจงสูงต่อไอออนปรอทนั้น   
ในโครงสร้างจะประกอบด้วยส่วนของไอออโนฟอร์ที่มีอะตอมซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ 
phenyl isothiocyanate เชื่อมต่อกับสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด เพนตะเฮลิซีน ([5]helicene) ซึ่งมี
หน้าที่เป็นฟลูออโรฟอร์  โดย Retrosynthesis ของเซ็นเซอร์ M201NHP แสดงได้ดังภาพที่ 29 

 
ภาพที่ 29 Retrosynthesis ของเซ็นเซอร์ M201NHP 
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 ในขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ M201NHP นั้นจะแบ่งออกเป็นสองส่วน กล่าวคือ 
จะต้องสังเคราะห์ส่วนของฟลูออโรฟอร์ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงนำมาเชื่อมกับไอโอโนฟอร์เข้าด้วยกัน
โดยผ่านปฏิกิริยาการสร้างไธโอยูเรีย (formation of thiourea) 

2.1 การสังเคราะห์ฟลูออโรฟอร์ [5]helicene imide (M201NH) 
 การสังเคราะห์ฟลูออโรฟอร์ [5]Helicene imide (M201NH) สามารถสังเคราะห์ได้ผ่าน

ปฏิ กิ ริยา imidation ระหว่าง  [5]helicene anhydride (M201) กับ  hydrazine hydrate ใน
สภาวะที่มี glacial acetic acid ทำหน้าที่เป็นกรด ในตัวทำละลาย dimethylformamide (DMF) 
โดยมีสมการปฏิกิริยาสังเคราะห์แสดงดังภาพที่ 30 

 

ภาพที่ 30 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ M201NH 

 วิธีการสังเคราะห์ [5]Helicene imide (M201NH) ได้ศึกษาตามวิธีของ Kaewnok และ
คณะ [45]  โดยเริ่มจากการชั่ ง  [5]helicene anhydride (M201) 0.10 กรัม  (0.24 มิลลิ โมล ) 
จากนั้นละลายด้วยไดเมทิลฟอร์มาร์ไมด์ปราศจากน้ำ (dry dimethylformamide; dry DMF) 3.0 
มิลลิลิตร ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (Ar) ต่อมาเติมกรดอะซิติกปราศจากน้ำ (glacial acetic acid) 
0.8 มิลลิลิตร และเติมไฮดราซีน (NH2NH2.H2O) ปริมาณ 0.8 มิลลิลิตร (16.40 มิลโมล) จากนั้น    
รีฟลักซ์ (reflux) ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (Ar) เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดเวลา  
รอสารละลายให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง แล้วทำการเทสารละลายที่ได้ลงไปในน้ำกลั่นปราศจากไอออน 
(deionized water) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และกวนสารละลายอย่างรุนแรงเป็นเวลา  15 นาที      
จะพบว่ามีตะกอนสีเหลืองค่อยๆ เกิดขึ้น (M201NH) เมื่อครบกำหนดเวลาจึงกรองแบบลดความดัน
เพ่ือเก็บตะกอนที่ได้และล้างตะกอนด้วยน้ำกลั่นปราศจากไอออนเย็นปริมาณ 40 มิลลิลิตร จากนั้นจึง
ทิ้งตะกอนไว้ให้แห้งและใช้เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 

2.2 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 
 การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ M201NHP สามารถสังเคราะห์ได้ผ่านปฏิกิริยาการสร้างไธโอยูเรีย 

(formation of thiourea) ระหว่าง  [5]helicene imide (M201NH) กับ phenyl isothiocyanate 
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ในสภาวะที่มีไตรเอทิลเอมีน ทำหน้าที่เป็นเบส ในตัวทำละลาย acetonitrile โดยมีสมการปฏิกิริยา
สังเคราะห์แสดงดังภาพที่ 31 

 

ภาพที่ 31 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ M201NHP 

 การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ M201NHP ดังภาพที่ 31 เริ่มจากการชั่ง M201NH ปริมาณ 0.98 
กรัม (0.23 มิลลิโมล) ละลายด้วยอะซีโตไนไตรล์ (CH3CN) ปริมาณ 4.0 มิลลิลิตร ภายใต้บรรยากาศ
อาร์กอน (Ar) เติมเบสไตรเอทิลเอมีน ปริมาตร 130 ไมโครลิตร และเติมฟีนิลไอโซไธโอไซยาเนต 
ปริมาณ 110 ไมโครลิตร (0.92 มิลลิโมล) นำไปกวนสารละลายที่อุณหภูมิห้องภายใต้บรรยากาศ
อาร์กอน (Ar) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดเวลา นำสารละลายที่ได้ไประเหยตัวทำละลาย
ออกแบบลดความดัน จากนั้นเทไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) 20 มิลลิลิตร เพ่ือละลายสารที่ได้นำมาสกัด
ด้วยน้ำกลั่นปราศจากไอออน (deionized water) 3 ครั้ง ครั้งละ 20 มิลลิลิตร เก็บสารละลายชั้น 
CH2Cl2 จากนั้นนำไประเหย CH2Cl2 ออก ต่อมานำผลิตภัณฑ์ที่ได้ทำการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค
โครมาโตกราฟี โดยใช้สารละลายผสม เมทานอล (MeOH) : ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) อัตราส่วน 1:99 
v/v ได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง 0.11 กรัม คิดเป็น
ผลผลิตเท่ากับ 86%  

3. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนทองแดงและไอออนรบกวนอ่ืนๆ ของเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 

 การศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะหนักของเซ็นเซอร์ Cy7C4 เริ่มจาก
การศึกษาสมบัติ ในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์  โดยศึกษาคุณสมบัติ ในการดูดกลืนแสง
อัลตราไวโอเลต (excitation spectrum) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (emission spectrum) 
ของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในตัวทำละลายอินทรีย์แต่ละชนิด และสารละลายผสมที่มีตัวทำ
ละลายอินทรีย์กับน้ำ เพ่ือหาระบบตัวทำละลายที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์การดักจับไอออนที่มีความ
ไวและความจำเพาะเจาะจงกับไอออนทองแดง เมื่อได้ระบบตัวทำละลายที่เหมาะสมแล้ว ต่อไปคือ
ศึกษาประสิทธิภาพในการทำงานของเซ็นเซอร์เกี่ยวกับการตรวจจับไอออนทองแดง (Cu2+) ด้วย
เทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี เพ่ือหาความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ค่าคงที่สมดุลของ



  33 

การจับกับ ไอออนทองแดง (association constant; Kassoc) จากสมการ Benesi-Hildebrand 
ความจำเพาะเจาะจงกับไอออนทองแดง (selectivity) เปรียบเทียบกับไอออนรบกวน ชนิดอ่ืนๆ 
รวมทั้งศึกษาถึงประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนทองแดงในภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนๆ 
(competitive) และอัตราส่วนของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ต่อปริมาณไอออนทองแดง (Job’s plot) 
นอกจากนี้ยังมีการนำเซ็นเซอร์ Cy7C4 มาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนทองแดงในเซลล์สมอง 
(U251) ในน้ำตัวอย่างจริง และการวิเคราะห์หาปริมาณไอออนทองแดงเชิงปริมาณในตัวอย่างจริงด้วย
ระบบโฟลอินเจคชั่นอะนาลิซิส (flow injection analysis, FIA) อีกด้วย 

3.1 การทดสอบความไว (sensitivity) 
  การศึกษาความว่องไวในการตรวจจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ทำได้โดย
เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรสโกปี และเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยศึกษาความสามารถ
ในการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการดูดกลืนแสงและการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เมื่อมีการเติมไอออน
ทองแดง โดยจะทำการวัดการดูดกลืนแสงและการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลาย เซ็นเซอร์
ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ในสภาวะที่ไม่เติมและเติมไอออนทองแดงที่ความเข้มข้นต่างๆ 

3.1.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
   เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 เข้มข้น 1.0×10-3  M ใน dicloromethane 10.00 
มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้น
ลดลง 10 เท่าในตัวทำละลาย acetonitrile จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ด้วยวิธี 
serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง 10 เท่าในตัวทำละลายผสมระหว่างตัวทำละลายอินทรีย์ 
(acetonitrile) และสารละลายบัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
(HEPES buffer) เข้มข้น 5 mM pH 7.2 ซึ่งเป็นค่า pH เฉลี่ยในเลือดของมนุษย์ในอัตราส่วน 50:50 
v/v จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0×10-5 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร สำหรับการไทเทรตด้วย
ไอออนทองแดงโดยวิธีฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี และความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  6.0×10-5 M 
ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร สำหรับการไทเทรตด้วยไอออนทองแดงโดยวิธียูวี-วิสิเบิล สเปกโตรสโกปี  

3.1.2 การเตรียมสารละลายไอออนทองแดง 
  การศึกษาความไวของเซ็นเซอร์ Cy7C4 จะเตรียมสารละลายทองแดงเปอร์คลอเรต ในน้ำ
ปราศจากไอออน (DI water) ความเข้มข้น 1.0×10-2 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจาง
สารละลายทองแดงด้วยวิธี serial dilution เช่นเดียวกับการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความ
เข้มข้นลดลงครั้งละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0×10-3 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 
ซึ่งการเจือจางทุกครั้งปรับปริมาตรด้วย DI water 
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3.1.3 การทดสอบด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรสโกปี 
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ความเข้มข้น 6.0×10-5 M ในตัวทำละลายผสมระหว่าง 
acetonitrile และสารละลาย HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 ในอัตราส่วน 50:50 v/v ไปวัด
สัญญาณการดูดกลืนแสง ในสภาวะที่ไม่มีไอออนทองแดง โดยใช้ตัวทำละลายชนิดนั้นเป็น blank 
จากนั้นทำการไทเทรตสารละลายไอออนทองแดง ลงในสารละลายเซ็นเซอร์แล้วสัง เกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่สูงที่สุด 

3.1.4 การทดสอบด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี 
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ความเข้มข้น 1.0×10-5 M ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น โดยเปรียบเทียบระหว่างการไทเทรตสารละลาย
ทองแดง โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบตามตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ สำหรับการทดสอบความไว (sensitivity) ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 
พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่กำหนด 

สภาวะที่ทำงาน ใน HEPES buffer (5 mM pH 
7.2):acetonitrile (50:50 v/v) 

λex (nm) 640 

Scan speed (nm/min) 500 
Ex slit width (nm) 10 

Em slit width (nm) 20 
ช่วงความยาวคลื่นที่ศึกษา (nm) 630-800 

 
3.2 การหาค่าความสามารถต่ำสุดในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์  Cy7C4 

(detection limit) 
จากการทดสอบความว่องไวในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

(sensitivity) สามารถคำนวณค่าความสามารถต่ำสุดในตรวจจับไอออน (detection limit) โดยการ
พลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของทองแดงที่เติมลงไปที่ความเข้มข้นต่างๆ (แกน x) 
กับค่าเฉลี่ย fluorescence intensity (I0-I) ที่จุดใดๆ ของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ 720 nm (แกน y) 
เพ่ือหาความชันของกราฟ (slope) จากนั้นนำมาคำนวณตามสมการที่ 1 [12] 
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 Detection limit = 
3SDblank

slope
      สมการที่ 1  

โดยที่ SDblank คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ blank 

3.3 การหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (Kassoc) 
  จากการทดสอบความว่องไวในการดักจับ ไอออนทองแดงของเซ็น เซอร์  Cy7C4 
(sensitivity) จะสามารถนำค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้จากการไทเทรตด้วยไอออนทองแดงไป
ใช้ ในการหาค่าคงที่ สมดุลของการจับไอออน (Kassoc) จากสมการ Benesi-Hildebrand [46] 
ดังสมการที่ 2  
  สมการ Benesi-Hildebrand; 

1

I0-I
=

1

Kassoc(I0-Imin)[Q]n
+

1

I0-Imin
   สมการที ่2 

  จากสมการมีลักษณะความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงโดยแสดงความสัมพันธ์ ระหว่าง 
1

I0-I
 ในแกน y 

และ 
1

[Q]n
  ในแนวแกน x จะหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออนทองแดง (Kassoc) ได ้เมื่อกำหนดให ้ 

 I0  = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เริ่มต้น 
 I   = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออนที่ความเข้มข้นใดๆ 
 Imin= ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์น้อยที่สุด 
 n  = จำนวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2 และ 3 

พบว่าค่าคงที่สมดุลของการจับกับไอออนคำนวณได้จากความชันของกราฟที่สร้างขึ้น ดังนี้ 

Slope =
1

Kassoc(I0-Imin)
   สมการที่ 3 

Kassoc =
1

Slope (I0-Imin)
   สมการที่ 4 

3.4 การทดสอบความจำเพาะเจาะจงในการดักจับไอออนทองแดง และไอออนรบกวนอ่ืนๆ 
ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (selectivity) 

  การทดสอบความความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 นั้นด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปีนั้น จะทำการศึกษาสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ที่เปลี่ยนแปลงไป
เมื่อมีการเติมไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ที่เพ่ิมข้ึน โดยการปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์
ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ เกิดขึ้นจากการไทเทรตด้วย
สารละลายทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
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ระหว่างการไทเทรตด้วยสารละลายไอออนทองแดงและการไทเทรตด้วยสารละลายไอออนรบกวน
ชนิดอ่ืนๆ และยังสามารถศึกษาได้ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายภายใต้แสงปกติ 
(แสงขาว) ได้ด้วยตาเปล่าอีกด้วย 
  ไอออนที่ใช้ในการทดสอบเป็นเกลือเปอร์คลอเรต ประกอบด้วย ไอออนทองแดง (Cu2+, Cu+)  
ไอออนปรอท (Hg2+) ไอออนตะกั่ว (Pb2+) ไอออนสังกะสี (Zn2+) ไอออนแคดเมียม (Cd2+) ไอออนเงิน 
(Ag+) ไอออนเหล็ก (Fe2+) ไอออนแมงกานีส (Mn2+) ไอออนนิกเกิล (Ni2+) ไอออนโคบอลล์ (Co2+) 
ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+) ไอออนแคลเซียม (Ca2+) ไอออนแบเรียม (Ba2+) ไอออนโพแทสเซียม (K+) 
ไอออนลิเทียม (Li+) ไอออนโซเดียม (Na+) และไอออนอะลูมิเนียม (Al3+) 

3.4.1 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปี 

1) การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ 
   สารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 จะเตรียมขึ้นความเข้มข้น 1.0×10-5 M ในลักษณะ
เดียวกับการศึกษาความไว โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน แต่การศึกษา
ความจำเพาะเจาะจงจะเตรียมความเข้มข้นสุดท้ายในปริมาณ 50.00 มิลลิลิตร  

2) การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 
ในการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  Cy7C4 จะเตรียม

สารละลายไอออนทองแดง และไอออนโลหะเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ ใน DI water โดยเตรียม
ขึ้นในลักษณะเดียวกับการทดสอบความไว ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  

3) การทดสอบ 

   นำสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ที่เตรียมไว้ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น โดยเปรียบเทียบระหว่างการไทเทรตสารละลาย
ไอออนทองแดง กับการไทเทรตสารละลายไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ โดยกำหนด
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบเช่นเดียวกับการทดสอบความไว (ตามตารางที่ 2) 
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3.4.2 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนแปลง
สีของสารละลายภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) 

1) การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ 
   เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  Cy7C4 จะเตรียมขึ้นความเข้มข้น 1.0×10-5 M ใน
สารละลายผสม HEPES buffer: acetonitrile (50:50 v/v) ลักษณะเดียวกับการศึกษาความไว 

2) การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 
   ในการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  Cy7C4 จะเตรียม
สารละลายไอออนทองแดง และไอออนโลหะเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ ใน DI water โดยเตรียม
ขึ้นในลักษณะเดียวกับการทดสอบความไว ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  

3) การทดสอบ 
   ปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ลงในขวด vial ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร จากนั้นทำ
การเติมไอออนชนิดต่างๆ ที่เตรียมไว้ที่ความเข้มข้นเท่ากันลงใน vial และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสี
ของสารละลายด้วยตาเปล่า และทำการบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูป  

3.5  การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนทองแดงในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิด
อ่ืนๆ (competitive) 

 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนทองแดง ในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิด
อ่ืนๆ ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลาย
เซ็นเซอร์ Cy7C4 ในขณะก่อนเติมและหลังเติมสารละลายไอออนทองแดงลงในสารละลายเซ็นเซอร์ 
ที่ถูกเตรียมข้ึนปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร จนสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจน
ที่ความเข้มค่าหนึ่ง จากนั้นเติมสารละลายไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆในปริมาณ 10 เท่าของสารละลาย
ไอออนทองแดงที่เติมลงไป และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ภายหลังการเติมไอออนรบกวนอ่ืนๆ  
อีกครั้ง โดยสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 สารละลายไอออนทองแดง และสารละลายไอออนรบกวน
ชนิดต่างๆ นั้นสามารถเตรียมได้เช่นเดียวกับการทดสอบความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

3.5.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
  สารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 จะเตรียมที่ความเข้มข้น 1.0×10-5 M ในลักษณะเดียวกับ
การศึกษาความไว โดยใช้ ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  แต่การศึกษา
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ความสามารถในการตรวจจับไอออนทองแดงในภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนๆ  จะเตรียมความเข้มข้น
สุดท้ายในปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร  

3.5.2 การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ  
 เตรียมสารละลายไอออนทองแดง และไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ เพ่ือใช้ทดสอบ 
ความสามารถในการตรวจจับไอออนทองแดงในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ  เช่นเดียวกับการ
เตรียมเพื่อใช้ทดสอบความจำเพาะเจาะจง  

3.5.3 การทดสอบ  
  นำสารละลายเซ็นเซอร์แต่ละชนิดที่เตรียมขึ้นไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นเมื่อมีการเติมสารละลายไอออนทองแดง และ
สารละลายไอออนเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ โดยกำหนด ค่าพารามิเตอร์
ต่างๆ ในการทดสอบตามตารางที่ 2 เช่นเดียวกับการทดสอบความไว จากนั้นสร้างกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างค่า IF/I0 (Normalized fluorescence intensity) ที่ความยาวคลื่นที่ความเข้ม

มากที่สุด (λmax) ในแนวแกน y และ ชนิดของสารต่างๆ ในแนวแกน x เมื่อกำหนดให้  
 I0 = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเติมไอออน  
 IF = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายหลังเติมไอออน 

3.6 การหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออน
ทองแดง (Job’s plot) 

   การหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออน
ทองแดงด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีด้วยวิธี Job’s plot โดยเตรียมสารละลายผสม
ระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดง โดยให้มีอัตราส่วนโดยโมลของเซ็นเซอร์ตั้งแต่ 0 ถึง 1 
ในปริมาตรสารละลายทั้งหมด 3.00 มิลลิลิตร แล้วทำการวัดค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นนำผล
การทดลองมาพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนโดยโมลของเซ็นเซอร์ (แกน x) และ I0-I 
(แกน y) โดยกำหนดให้ 
  I0 = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเติมไอออน  
  I = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายหลังเติมไอออน 

  เมื่อสร้างกราฟแล้วจะแสดงอัตราส่วนการเกิดแรงกระทำระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนโลหะ
จากค่าการเปลี่ยนแปลงที่สูงที่สุดโดยในการทดลองนี้ใช้เซ็นเซอร์ Cy7C4  เข้มข้น 1.0×10-5 M และ
ไอออนทองแดงเข้มข้น 1.0×10-3 M 
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3.7 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดง
ด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ (computational molecular 
modeling) 

  การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดง 
สามารถวิเคราะห์ได้จากโครงสร้างที่มีพลังงานต่ำสุดของเซ็นเซอร์ในสภาวะก่อน และหลังจับไอออน
ทองแดง ด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ ตามระเบียบวิธี Density Functional 
Theory (DFT) เบสิกเซ็ต 6-311G** สำหรับธาตุกลุ่มหลัก และ Lan2DZ และรูปภาพจากโปรแกรม 
Visual Molecular Dynamics (VMD) 

3.8 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ใน
ตัวอย่างจริง 
ในวิทยานิพนธ์นี้มีการนำสารเซ็นเซอร์ Cy7C4 ไปศึกษาในตัวอย่างจริง เป็นการศึกษา

เบื้องต้นสำหรับการนำไปพัฒนาเป็นชุดเครื่องมือต่อไป ในที่นี้ได้ศึกษาในตัวอย่างจริง 3 ชนิดคือ การ
ทดสอบในน้ำตัวอย่าง เซลล์สิ่งมีชีวิต (U251) และการทดสอบการตรวจวัดไอออนทองแดงด้วยเทคนิค 
FIA 

3.8.1 ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในน้ำตัวอย่าง 
การทดสอบการตรวจวัดไอออนทองแดงในน้ำตัวอย่างได้แก่ น้ำดื่ม (DW), น้ำแร่ (MW), น้ำ

จากอ่างเก็บน้ำ (PW) ,น้ำจากแม่น้ำ (RW), น้ำทะเล (SW) และน้ำประปา (TW) โดยเตรียมสารละลาย
เซ็นเซอร์ Cy7C4 เข้มข้น 1.0×10-5 M ในตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำตัวอย่าง : acetonitrile 
อัตราส่วน 50:50 v/v และเตรียมไอออนทองแดงเข้มข้น 1.0×10-3 M จากนั้น เติมไอออนทองแดงที่
ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4 และ 5 µM ลงไป และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายในขณะที่ไม่มี
และมีไอออนทองแดงท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 
3.8.2 ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในเซลล์ U251 
การทดสอบกับเซลล์สิ่งมีชีวิต เป็นการศึกษาเบื้องต้นสำหรับการพัฒนาไปใช้กับร่างกายมนุษย์

โดยตัวอย่างที่นำมาใช้ คือ เซลล์เนื้องอกในสมองมนุษย์ ชนิด กลัยโอบลาสโตมา แอสโตรโซต์โตมา  
(glioblastoma astrocytoma, U251) โดยทำการศึกษาโดยบ่มเซลล์ในสภาวะที่ไม่มี และมีไอออน
ทองแดงที่ความเข้มข้นต่างๆ (50, 100 และ 200 µM)  และบ่มเซลล์ต่อด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 (10 µM)  จากนั้นจึงนำไปทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence 
microscope) 
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3.8.3 การตรวจวัดไอออนทองแดงโดยประยุกต์กับเทคนิคโฟล อินเจคชั่น อะนาลิซิส 
(flow injection analysis, FIA) 

ในวิทยานิพนธ์นี้นอกจากได้มีการได้สังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่มีการคายแสงฟลูออ
เรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรดแล้ว ยังได้มีการนำสาร  Cy7C4 ที่มีความจำเพาะเจาะจงกับไอออน
ทองแดงมาทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงด้วยเทคนิค FIA ทั้งแบบ FIA-
spectrophotometry และ FIA-spectrofluorometer และนอกจากนี้สารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 
ยังถูกนำไปใช้วิเคราะห์เชิงปริมาณ (FIA-spectrofluorometer) เพ่ือหาปริมาณของไอออนทองแดง
ในตัวอย่างสังเคราะห์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเคมี (chemical laboratory) โดยเปรียบเทียบกับการ   
ไทเทรตแบบไอโอโดเมตริก (reference iodometric titration) 

1) การเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
โดยการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 เข้มข้น 4×10-5 M ในตัวทำละลาย ใน 

HEPES buffer (5 mM pH 7.2):acetonitrile (50:50 v/v) ในขวดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร  

2) การเตรียมสารละลายไอออนทองแดง 
ในการทดสอบนี้จะเตรียมสารละลายไอออนทองแดงเปอร์คลอเรตในน้ำ ที่ความเข้มข้น

ต่าง ๆ ได้แก่  0.05 mM,  0.10 mM, 0.50 mM, 1.0 mM, 3.0 mM, 5.0 mM, 7.0 mM  และ 9.0  

mM  ความเข้มข้นละ 10 มิลลิลิตร  

3) การทดสอบการตรวจวัดไอออนทองแดงด้วยวิธีการแบบ FIA 
 ในการต่อระบบ FIA สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดงสามารถทำได้ดังภาพที่ 32 โดยใช้

ตัวพาแบบสารตัวทำละลายผสมระหว่าง HEPES buffer (5 mM pH 7.2): acetonitrile (50:50 
v/v) โดยมีปริมาตรการฉีดตัวอย่างเท่ากับ 30 µL  และอัตราการไหล (flow rate) 2.0 mL.min-1 

 



  41 

  

ภาพที่ 32 การต่อระบบ FIA สำหรับตรวจวัดไอออนทองแดง 

โดยการตรวจวัดครั้งนี้จะสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการดูดกลืนแสง และสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการฉีดไอออนทองแดงเข้าสู่ระบบ FIA-spectrophotometry และ FIA-
spectrofluorometer โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
ตารางที่ 3 

ตารางท่ี 3 ค่าพารามิเตอร์ที่กำหนดสำหรับตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

 
 
 

 

4. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทและไอออนรบกวนอ่ืนๆ ของเซ็นเซอร์ 
M201NHP  

 เริ่มจากการศึกษาสมบัติในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ โดยศึกษาคุณสมบัติในการดูดกลืน
แสงอัลตราไวโอเลต (excitation spectrum) เพ่ือให้ทราบความยาวคลื่นสูงสุดของการดูดกลืนแสง 

(λex) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (emission spectrum) เพ่ือให้ทราบความยาวคลื่นสูงสุดของ

การคายแสง (λem) ของสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ในตัวทำละลายอินทรีย์แต่ละชนิด และ
สารละลายผสมที่มีตัวทำละลายอินทรีย์กับน้ำ เพ่ือหาระบบตัวทำละลายที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์
การดักจับไอออนที่มีความไวและความจำเพาะเจาะจงกับไอออนปรอท เมื่อได้ระบบตัวทำละลายที่

พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่กำหนด 

λex (nm) 640 

λem (nm) 720 
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เหมาะสมแล้ว ต่อไปคือศึกษาการประสิทธิภาพในการทำงานของเซ็นเซอร์เกี่ยวกับการตรวจจับ
ไอออนปรอท (Hg2+) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี เพ่ือหาความไวในการวิเคราะห์ 
(sensitivity) ค่าคงที่สมดุลของการจับกับไอออนปรอท (association constant; Kassoc) จากสมการ 
Benesi-Hildebrand ความจำเพาะเจาะจงกับไอออนปรอท (selectivity) เปรียบเทียบกับไอออน
รบกวนชนิดอื่นๆ รวมทั้งศึกษาถึงประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวน
อ่ืนๆ (competitive) การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในสภาวะที่มี pH ต่างๆ 
(pH effect) อัตราส่วนของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ต่อปริมาณไอออนปรอท (Job’s plot) การหาค่า
ประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์  ( fluorescence quantum yield) และศึกษา
ความสามารถในการนำกลับมาใช้ใหม่ (reversibility study) นอกจากนี้ยังมีการนำเซ็นเซอร์ 
M201NHP มาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนปรอทในน้ำตัวอย่าง ครีมเจล และในเซลล์สิ่งมีชีวิต
อีกด้วย 

4.1 การทดสอบความไว (sensitivity) 
  การศึกษาความว่องไวในการตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์  M201NHP ทำได้โดย
เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรสโกปี และเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยศึกษาความสามารถ
ในการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการดูดกลืนแสงและการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เมื่อมีการเติมไอออน
ปรอท โดยจะทำการวัดการดูดกลืนแสงและการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์
ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ในสภาวะที่ไม่เติมและเติมไอออนปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ 

4.1.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
  เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP เข้มข้น 1.0×10-3  M ใน dicloromethane 10.00 
มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความ
เข้มข้นลดลง 10 เท่าในตัวทำละลาย acetonitrile จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP 
ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง 10 เท่าในตัวทำละลายผสม H2O (DI water): 
acetonitrile (CH3CN) ในอัตราส่วน 40:60 v/v จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ  5.0×10-5 M 
ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

4.1.2 การเตรียมสารละลายไอออนปรอท 
  การศึกษาความไวของเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมสารละลายปรอทคลอไรด์ในน้ำ
ปราศจากไอออน (DI water) ความเข้มข้น 1.0×10-2 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจาง
สารละลายปรอทด้วยวิธี serial dilution เช่นเดียวกับการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ โดยให้ความ
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เข้มข้นลดลงครั้งละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0×10-3 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 
ซึ่งการเจือจางทุกครั้งปรับปริมาตรด้วย DI water 

4.1.3 การทดสอบด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรสโกปี 
 นำสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ความเข้มข้น 5.0×10-5 M ในตัวทำละลายผสม H2O: 
acetonitrile (40:60 v/v) ไปวัดสัญญาณการดูดกลืนแสง ในสภาวะที่ไม่มีไอออนปรอท โดยใช้ตัวทำ
ละลายชนิดนั้นเป็น blank จากนั้นทำการไทเทรตสารละลายไอออนปรอท ลงในสารละลายเซ็นเซอร์
แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่สูงที่สุด 

4.1.4 การทดสอบด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี 
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ความเข้มข้น 5.0×10-5 M ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น โดยเปรียบเทียบระหว่างการไทเทรตสารละลาย
ปรอท โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบตามตารางท่ี 4 

ตารางท่ี 4 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ สำหรับการทดสอบความไว (sensitivity) ของเซ็นเซอร์ M201NHP 

พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่กำหนด 
สภาวะที่ทำงาน ใน H2O: acetonitrile (40:60 v/v) 

λex (nm) 373 

Scan speed (nm/min) 500 
Ex slit width (nm) 5 

Em slit width (nm) 5 
ช่วงความยาวคลื่นที่ศึกษา (nm) 400-700 

 
4.2 การหาค่าความสามารถต่ำสุดในการตรวจวัดไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP 

(detection limit) 
 จากการทดสอบความว่องไวในการตรวจวัดไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP 

(sensitivity) สามารถคำนวณค่าความสามารถต่ำสุดในการตรวจวัดไอออน (detection limit) โดย
การพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของปรอทที่เติมลงไปที่ความเข้มข้นต่างๆ (แกน x) 
กับค่าเฉลี่ย fluorescence intensity (I0-I) ที่จุดใดๆ ของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ 565 nm (แกน y) 
เพ่ือหาความชันของกราฟ (slope) จากนั้นนำมาคำนวณตามสมการที่ 1 [12] 
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 Detection limit = 
3SDblank

slope
      สมการที่ 1  

 โดยที่ SDblank คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ blank 

4.3 การหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP (Kassoc) 
  จากการทดสอบความว่องไวในการดักจับไอออนปรอทของเซ็น เซอร์  M201NHP 
(sensitivity) จะสามารถนำค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่วัดได้จากการไทเทรตด้วยไอออนปรอทไปใช้
ในการหาค่าคงที่สมดุลของการจับไอออน (Kassoc) จากสมการ Benesi-Hildebrand [46] โดยกำหนด
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดลองตามตารางที่ 4 
 สมการ Benesi-Hildebrand; 

1

I0-I
=

1

Kassoc(I0-Imin)[Q]n
+

1

I0-Imin
   สมการที ่2 

  จากสมการมีลักษณะความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงโดยแสดงความสัมพันธ์ ระหว่าง 
1

I0-I
 ในแกน y 

และ 
1

[Q]n
  ในแนวแกน x จะหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออนทองแดง (Kassoc) ได ้เมื่อกำหนดให ้ 

 I0  = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เริ่มต้น 
 I   = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออนที่ความเข้มข้นใดๆ 
 Imin= ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์น้อยที่สุด 
 n  = จำนวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2 และ 3 

พบว่าค่าคงที่สมดุลของการจับกับไอออนคำนวณได้จากความชันของกราฟที่สร้างขึ้น ดังนี้ 

Slope =
1

Kassoc(I0-Imin)
   สมการที่ 3 

Kassoc =
1

Slope (I0-Imin)
   สมการที่ 4 

 
4.4 การทดสอบความจำเพาะเจาะจงในการดักจับไอออนปรอท และไอออนรบกวนอ่ืนๆ 

ของเซ็นเซอร์ M201NHP (selectivity) 
  การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ M201NHP นั้นด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปีนั้น จะทำการศึกษาสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ที่เปลี่ยนแปลงไป
เมื่อมีการเติมไอออนปรอทและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ที่ความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น โดยการปิเปต
สารละลายเซ็นเซอร์ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นจากการ
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ไทเทรตด้วยสารละลายปรอทและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออ
เรสเซนต์ระหว่างการไทเทรตด้วยสารละลายไอออนปรอทและการไทเทรตด้วยสารละลายไอออน
รบกวนชนิดอ่ืนๆ และยังสามารถศึกษาได้ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงของสารละลาย
ภายใต้แสง UV ได้ด้วยตาเปล่าอีกด้วย 
 ไอออนที่ใช้ในการทดสอบเป็นเกลือคลอไรด์ ประกอบด้วย ไอออนทองแดง (Cu2+) ไอออน
ปรอท (Hg2+) ไอออนตะกั่ว (Pb2+) ไอออนสังกะสี (Zn2+) ไอออนแคดเมียม (Cd2+) ไอออนเงิน (Ag+) 
ไอออนเหล็ก (Fe2+) ไอออนแมงกานีส (Mn2+) ไอออนนิกเกิล (Ni2+) ไอออนโคบอลล์ (Co2+) ไอออน
แมกนีเซียม (Mg2+) ไอออนแคลเซียม (Ca2+) ไอออนแบเรียม (Ba2+) ไอออนโพแทสเซียม (K+) ไอออน
ลิเทียม (Li+) ไอออนโซเดียม (Na+) และไอออนอะลูมิเนียม (Al3+) 

4.4.1 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์
สเปกโทรสโกปี 

1) การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ 
    สารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมขึ้นที่ เข้มข้น 5.0×10-5 M ในลักษณะ
เดียวกับการศึกษาความไว โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน แต่การศึกษา
ความจำเพาะเจาะจงจะเตรียมความเข้มข้นสุดท้ายในปริมาณ 50.00 มิลลิลิตร  

2) การเตรียมสารละลายไอออนปรอทและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ 
   ในการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียม
สารละลายไอออนปรอทและไอออนโลหะเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ ใน DI water โดยเตรียมขึ้นใน
ลักษณะเดียวกับการทดสอบความไว ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  

3) การทดสอบ 
   นำสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ที่เตรียมไว้ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกต
การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ เกิดขึ้น โดยเปรียบเทียบระหว่างการไทเทรต
สารละลายไอออนปรอท กับการไทเทรตสารละลายไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ โดยกำหนด
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบเช่นเดียวกับการทดสอบความไวตามตารางท่ี 4 

4.4.2 การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ด้วยการสังเกตการเปลี่ยนแปลง
การเรืองแสงของสารละลายภายใต้แสง UV ด้วยตาเปล่า  

1) การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ 
   เตรียมสารละลายเซ็น เซอร์  M201NHP จะเตรียมขึ้นที่ เข้มข้น 1.0×10-5 M ใน
สารละลายผสม H2O: acetonitrile (40:60 v/v) ลักษณะเดียวกับการศึกษาความไว  
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2) การเตรียมสารละลายไอออนปรอทและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ 
   ในการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  M201NHP จะเตรียม
สารละลายไอออนปรอท และไอออนโลหะเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ ใน DI water โดยเตรียมขึ้นใน
ลักษณะเดียวกับการทดสอบความไว ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  

3) การทดสอบ 
   ปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ลงในขวด vial ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร จากนั้น
ทำการเติมไอออนชนิดต่างๆ ที่เตรียมไว้ที่ความเข้มข้นเท่ากันลงใน vial และสังเกตการณ์เปลี่ยนแปลง
การเรืองแสงของสารละลายภายใต้แสง UV ด้วยตาเปล่า และทำการบันทึกภาพด้วยกล้องถ่ายรูป  

4.5 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิด
อ่ืนๆ (competitive) 

 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอท ในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ 
ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลาย
เซ็นเซอร์ M201NHP ในขณะก่อนเติมและหลังเติมสารละลายไอออนปรอทลงในสารละลายเซ็นเซอร์ 
ที่ถูกเตรียมข้ึนปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร จนสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจน
ที่ความเข้มค่าหนึ่ง จากนั้นเติมสารละลายไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆในปริมาณ 10 เท่าของสารละลาย
ไอออนปรอทที่เติมลงไป และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ภายหลังการเติมไอออนรบกวนอ่ืนๆ อีกครั้ง 
โดยสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP สารละลายไอออนปรอท และสารละลายไอออนรบกวนชนิด
ต่างๆ นั้นสามารถเตรียมได้เช่นเดียวกับการทดสอบความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ M201NHP 

4.5.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
  สารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมขึ้นที่เข้มข้น 5.0×10-5 M ในลักษณะเดียวกับ
การศึกษาความไว โดยใช้ ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  แต่การศึกษา
ความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนๆ  จะเตรียมความเข้มข้น
สุดท้ายในปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร  

4.5.2 การเตรียมสารละลายไอออนปรอทและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ  
  จะเตรียมสารละลายไอออนปรอท และไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ เพ่ือใช้ทดสอบ 
ความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ เช่นเดียวกับการเตรียม
เพ่ือใช้ทดสอบความจำเพาะเจาะจง  

 



  47 

4.5.3 การทดสอบ  
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ที่เตรียมขึ้นไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นเมื่อมีการเติมสารละลายไอออนปรอท และสารละลายไอออนเกลือ
คลอไรด์ชนิดต่างๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ โดยกำหนด ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบตาม
ตารางที่ 4 เช่นเดียวกับการทดสอบความไว จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า IF/I0 

(normalized fluorescence intensity) ที่ความยาวคลื่นที่ความเข้มมากที่สุด (λmax) ในแนวแกน y 
และ ชนิดของสารต่างๆ ในแนวแกน x เมื่อกำหนดให้  
 I0 = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเติมไอออน  
 IF = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายหลังเติมไอออน 

4.6 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในสภาวะที่ pH ต่างๆ (pH 
effect) 

 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในสภาวะที่ pH ต่างๆ ศึกษาด้วย
เทคนิคฟลูออเรสเซนต์ในขณะก่อนและหลังเติมไอออนปรอทในระบบสารละลายผสมระหว่าง
สารละลายบัฟเฟอร์ HEPES (5 mM, pH 7.2): acetonitrile (40:60 v/v) ที่ pH ต่างๆ 

4.6.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
  สารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมขึ้นที่เข้มข้น 5.0×10-5 M ในลักษณะเดียวกับ
การศึกษาความไว โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน  แต่เตรียมในระบบ
สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES (5 mM, pH 7.2): acetonitrile (40:60 v/v) ที่ 
pH ต่างๆ คือ pH 3-10 อย่างละ 10.00 มิลลิลิตร  

4.6.2 การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ  
  จะเตรียมสารละลายไอออนปรอท ด้วยวิธีเช่นเดียวกับการเตรียมเพ่ือใช้ทดสอบความไว 

4.6.3 การทดสอบ  
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ในภาวะ pH ต่างๆ ที่ เตรียมขึ้นปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร ไปวัด
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ก่อนและหลังเติมไอออนปรอทโดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ  ในการ
ทดสอบตามตารางที่ 4 จากนั้นสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ 
565 nm ในแนวแกน y และ pH ต่างๆ ของสารละลายเซ็นเซอร์ในแนวแกน x 
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4.7 การหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับ
ไอออนปรอท (Job’s plot) 

 การหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออน
ปรอทด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีด้วยวิธี Job’s plot โดยเตรียมสารละลายผสม
ระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอท โดยให้มีอัตราส่วนโดยโมลของเซ็นเซอร์ตั้งแต่ 0 ถึง 1 
ในปริมาตรสารละลายทั้งหมด 3.00 มิลลิลิตร แล้วทำการวัดค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นนำผล
การทดลองมาพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนโดยโมลของเซ็นเซอร์ (แกน x) และ I0-I 
(แกน y) โดยกำหนดให้ 
 I0 = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเติมไอออน  
 I = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายหลังเติมไอออน 

  เมื่อสร้างกราฟแล้วจะแสดงอัตราส่วนการเกิดแรงกระทำระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนโลหะ
จากค่าการเปลี่ยนแปลงที่สูงที่สุดโดยในการทดลองนี้ใช้เซ็นเซอร์ M201NHP เข้มข้น 1.0×10-5 M 
และไอออนทองแดงเข้มข้น 1.0×10-3 M 

4.8 การหาค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence quantum 
yield) 

  การหาค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP เป็นการ
หาอัตราส่วนของจำนวนโฟตอนที่ถูกดูดกลืน โดยสารที่เกิดการคายแสงฟลูออเรสเซนต์มากจะมีค่าเข้า
ใกล้ 1 โดยคำนวณหาได้จากสมการที่ 5 [12] 

QX

QS
= (

SlopeX

SlopeS
) (

ηX
2

ηS
2)    สมการที่ 5 

 เมื่อ QX = quantum yield ของสารตัวอย่าง 
   QS = quantum yield ของสารมาตรฐาน 
   SlopeX  = ค่าความชันจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์กับการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่าง 
   SlopeS  = ค่าความชันจากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์กับการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน 

   ηX = refractive index ของตัวทำละลายสารตัวอย่าง 

   ηS = refractive index ของตัวทำละลายสารมาตรฐาน 
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4.8.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์และสารละลายไอออนปรอท 
 สารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมขึ้นในลักษณะเดียวกับการศึกษาความไว โดยใช้
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.0×10-5 M ในขวดปริมาตร 10.00 มิลลิลิตรใน acetonitrile สำหรับ
สารละลายไอออนปรอทก็เตรียมในลักษณะเดียวกับการศึกษาความไวเช่นเดียวกัน โดยให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 1.0×10-2 M 

4.8.2 การเตรียมสารละลายอ้างอิง 
 เตรียมสารละลายมาตรฐาน  9,10-diphenylanthracene เป็ นสารอ้างอิง [12] ใน 
acetonitrile เข้มข้น 1.00×10-4 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็นสารมาตรฐานในการ
คำนวณค่า quantum yield ของเซ็นเซอร์ M201NHP 

4.8.3 การทดสอบ 
 นำสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์
ต่างๆ ตามตารางที่ 5 จากนั้นนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 373 nm และค่าการคาย

แสงฟลูออเรสเซนต์ที่  565 nm (λex 373 nm) วัดซ้ำ 5 ครั้ง โดยแต่ละครั้งเจือจางสารละลาย
ดังกล่าวครั้งละ 2/3 เท่า แล้วนำค่าการดูดกลืนและค่าการคายแสงที่ได้ สร้างกราฟความสัมพันธ์
ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในแนวแกน y กับการค่าดูดกลืนแสงในแนวแกน x จากนั้นทำ
การทดลองซ้ำโดยเปลี่ยนสารละลายเซ็นเซอร์เป็นสารละลายเซ็นเซอร์ที่เติมสารละลายไอออนปรอท 
แล้วคำนวณค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ เมื่อ 

   ηX = refractive index ของ acetonitrile เท่ากับ 1.3441 

   ηS = refractive index ของ hexane เท่ากับ 1.4262 

ตารางที่ 5 ตารางแสดงค่าพารามิเตอร์ที่ใช้ในการวัดฟลูออเรสเซนต์เพ่ือหาค่าประสิทธิภาพเชิง
ควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ 

พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่กำหนด 
สภาวะที่ทำงาน ใน acetonitrile  

λex (nm) 373 

Scan speed (nm/min) 300 

Slit width (nm) 5.0 

ช่วงความยาวคลื่นที่ศึกษา (nm) 400-700 

λem (nm) 565 
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4.9 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอท
ด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ (computational molecular 
modeling) 

 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอท 
สามารถวิเคราะห์ได้จากโครงสร้างที่มีพลังงานต่ำสุดของเซ็นเซอร์ในสภาวะก่อน และหลังจับไอออน
ปรอท ด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ ตามระเบียบวิธี Density Functional 
Theory (DFT) เบสิกเซ็ต 6-311G** สำหรับธาตุกลุ่มหลัก และ Lan2DZ และรูปภาพจากโปรแกรม 
Visual Molecular Dynamics (VMD) 

4.10 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ (reversibility)  
 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของเซ็นเซอร์  M201NHP โดยการวัดสัญญาณการคายแสง
ฟลูออเรสเซ็นต์ของเซ็นเซอร์ ในภาวะก่อนและหลังเติมสารละลายไอออนปรอทลงในเซ็นเซอร์แต่ละ
ชนิดที่ถูกเตรียมขึ้น ปริมาตร 3.00 มิลลิลิตร จนสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
ชัดเจนที่ความเข้มค่าหนึ่ง จากนั้น เติมสารละลายสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอท และวัดสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ภายหลังการเติมสารละลายสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอทอีกครั้ง ซึ่งถ้าเซ็นเซอร์
สามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้ จะสามารถเติมสารละลายไอออนปรอทและสารละลายสารที่มีแรงกระทำ
กับไอออนปรอทสลับกันหลายครั้ง 

4.10.1 การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  
 สารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมขึ้นในลักษณะเดียวกับการศึกษาความไว โดยใช้
ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากันคือ 5.0×10-5 M แต่การศึกษาการนำกลับมาใช้
ใหม่จะเตรียมความเข้มข้นสุดท้ายในปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร   

4.10.2 การเตรียมสารละลายไอออนปรอท 
   จะเตรียมสารละลายไอออนปรอทเพ่ือใช้ทดสอบความสามารถในนำกลับมาใช้ใหม่
เช่นเดียวกับการเตรียมเพ่ือใช้ทดสอบความไว ที่ความเข้มข้น 1.0×10-2 M ใน DI water ปริมาตร 
10.00 มิลลิลิตร 

4.10.3 การเตรียมสารละลายสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอท  
   การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของเซ็นเซอร์ M201NHP จะเตรียมสารละลายสารที่มีแรง
กระทำกับไอออนปรอทเข้มข้น 1.00×10-2  M ใน DI water ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร โดยสารที่มี
แรงกระทำกับไอออนปรอทที่เลือกนำมาใช้ คือ cysteien (Cys) 
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4.10.4 การทดสอบ  
  นำสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ที่เตรียมขึ้นไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ
เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้นบันทึกสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เมื่อมีการเติม
สารละลายไอออนปรอท และเมื่อเติมสารละลายสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออน
ปรอท ซึ่งจะทำลักษณะเช่นนี้ ไปเรื่อยๆ จนกระทั่งไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ 
เมื่อเติมไอออนปรอทและสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอท โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ ต่างๆ ในการ
ทดสอบตามตารางที่ 4 เช่นเดียวกับการทดสอบความไว 

4.11 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของเซ็นเซอร์  M201NHP ใน
ตัวอย่างจริง 

 ในวิทยานิพนธ์นี้มีการนำสารเซ็นเซอร์ M201NHP ไปศึกษาในตัวอย่างจริง เป็นการศึกษา
เบื้องต้นสำหรับการนำไปพัฒนาเป็นชุดเครื่องมือต่อไป ในที่นี้ได้ศึกษาในตัวอย่างจริง 3 ชนิดคือ  
การทดสอบกับน้ำตัวอย่าง ครีมเจล และเซลล์สิ่งมีชีวิต 

 
4.11.1 ความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในครีมเจล 
การทดสอบการตรวจวัดไอออนปรอทในครีมเจล โดยเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP 

ละลายในครีมเจล และเตรียมไอออนปรอทเข้มข้น 1.0×10-2 M จากนั้น เติมไอออนปรอทที่ความ
เข้มข้น 0.01, 0.03, 0.04, 0.05, 0.07 และ 0.13 mM ลงไป และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของครีม
เจลในขณะทีไ่ม่มีและมีไอออนปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ ใต้แสงยูวี 

 
4.11.2 ความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในน้ำตัวอย่าง 
 การทดสอบการตรวจวัดไอออนปรอทในน้ำตัวอย่างได้แก่ น้ำดื่ม (DW), น้ำแร่ (MW), 

น้ำประปา (TW) และน้ำจากอ่างเก็บน้ำ (PW) โดยเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP เข้มข้น 
5.0×10-5 M ในตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำตัวอย่าง: acetonitrile อัตราส่วน 40:60 v/v และเตรียม
ไอออนปรอทเข้มข้น 1.0×10-3 M จากนั้น เติมไอออนปรอทที่ความเข้มข้น 5, 10 และ 15 µM ลงไป 
และสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายในขณะที่มีและไม่มีไอออนปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ ใต้
แสงยูวี 
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4.11.3 ความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทในเซลล์  U251, HEK-293 และ 
HaCaT 
 การทดสอบกับเซลล์สิ่งมีชีวิต เป็นการศึกษาเบื้องต้นสำหรับการพัฒนาไปใช้กับร่างกายมนุษย์

โดยตั วอย่ างที่ นำมาใช้  ได้แก่  human glioblastoma astrocytoma (U251, ATCC), Human 
embryonic kidney 293 ( HEK-293, ATCC) แ ล ะ  human immortalized keratinocyte 
(HaCaT, ATCC) โดยทำการศึกษาโดยบ่มเซลล์ในสภาวะที่ไม่มี และมีไอออนปรอทที่ความเข้มข้น 20 
µM และบ่มเซลล์ต่อด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP (10 µM)  จากนั้นจึงนำไปทดสอบด้วย
กล้องจุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence microscope) 

 
5. การทดสอบการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ขึ้นรูปด้วยเทคนิคอิเล็ก   

โทรสปินนิ่ง (electrospinning)  
ในวิทยานิพนธ์นี้ยังได้ให้ความสนใจต่อการพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้ง่ายและ

สะดวกต่อการนำไปใช้งาน  โดยนำสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด RBH และ R6GH ที่มี
ความจำเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทที่เคยสังเคราะห์ขึ้นแล้วในกลุ่มวิจัย มาขึ้นรูปเป็นแผ่นเยื่อด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง โดยใช้พอลิเมอร์ polymethyl methacrylate (PMMA) เป็นเมทริกซ์พอลิเมอร์  
โดยผู้วิจัยได้รับความอนุเคราะห์แผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ผสมเซ็นเซอร์แล้วจากกลุ่มวิจัยของ  
ผศ.ดร. สุธินี เกิดเทพ ซึ่งได้นำมาทดลองดังต่อไปนี้ 

5.1. การวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยาของเส้นใย ขนาด และการกระจายตัวของ 
PMMA/RBH และ PMMA/R6GH nanofibre membranes ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning Electron Microscopy, SEM) 

 ตัวอย่างถูกตรวจสอบโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด MIRA3 TESCAN 
และทำการบันทึกภาพที่กำลังขยาย 1,000 เท่า  ในการศึกษาขนาดของเส้นใยนาโนได้ทำการวัดเส้น
ใยจากภาพถ่าย SEM เป็นจำนวน 100 เส้นต่อ 1 การทดลอง โดยใช้โปรแกรม Image J 

5.2 การทดสอบความไว (sensitivity) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี 
 ทำการตัดแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH (sensor strips) ทั้งสองชนิดให้มี
ขนาด 1 cm×1cm จากนั้นนำแผ่นเยื่อที่ตัดไว้ไปแช่ในสารละลายปรอทอะซิเตต (pH 7.4) ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ ที่เวลา 20 นาที แล้วนำไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในการทดสอบตามตารางท่ี 6 
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ตารางท่ี 6 ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ สำหรับการทดสอบความไว (sensitivity) ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH 
และ PMMA/R6GH (sensor strips) 

เซ็นเซอร์ แผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH 
(sensor strips) 

λex (nm) 500 

Scan speed (nm/min) 500 
Ex slit width (nm) 5 

Em slit width (nm) 10 

ช่วงความยาวคลื่นที่ศึกษา (nm) 450-650 
 

5.3. การหาค่าความสามารถต่ำสุดในการดักจับไอออนปรอทของแผ่นเยื่อPMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH (sensor strips) 

 จากการทดสอบความว่องไวในการดักจับไอออนปรอทของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH (sensor strips) สามารถคำนวณค่าความสามารถต่ำสุดในการดักจับไอออนปรอท 
(detection limit) โดยการพลอตกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มข้นของปรอทที่เติมลงไปที่
ความเข้มข้นต่างๆ (แกน x) กับค่าเฉลี่ย fluorescence intensity (I -I0) ที่จุดใดๆ (แกน y) เพ่ือหา
ความชันของกราฟ (slope) จากนั้นนำมาคำนวณตามสมการที่ 1 

 Detection limit = 
3SDblank

slope
      สมการที่ 1  

  โดยที่  SDblank คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ blank 
        slope คือ ค่าความชันของกราฟ 

5.4 การทดสอบความจำเพาะเจาะจงในการดักจับไอออนปรอท และไอออนรบกวนอ่ืนๆ 
ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH (sensor strips) 

 การทดสอบความความจำเพาะเจาะจงของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH 
(sensor strips) ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีนั้น จะทำการศึกษาสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
ของแผ่นเยื่อที่เปลี่ยนแปลงไปทั้งก่อนและหลังจากแช่ในสารละลายไอออนปรอทและไอออนรบกวน
ชนิดอื่นๆ เป็นเวลา 15 นาที แล้วนำเมมเบรนมาวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่เกิดขึ้น (IF) โดยไอออนที่
ใช้ในการทดสอบเป็นเกลืออะซิเตตประกอบด้วย ไอออนปรอท (Hg2+) ไอออนทองแดง (Cu2+) ไอออน
แมกนีเซียม (Mg2+) ไอออนเงิน (Ag+) ไอออนตะกั่ว (Pb2+) ไอออนเฟอริก (Fe3+) ไอออนเฟอรัส 
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(Fe2+) ไอออนแคลเซียม (Ca2+) ไอออนสังกะสี (Zn2+) และไอออนโซเดียม (Na+) โดยเจือจาง
สารละลายไอออนต่างๆ ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลงครั้งละ 10 เท่า 

5.5 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิด
อ่ืนๆ (competitive) 

 การทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอท ในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ 
ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อ 
PMMA/RBH และ PMMA/R6GH (sensor strips) ในขณะก่อนและหลังแช่ในสารละลายที่มีไอออน
รบกวนชนิดอ่ืนๆ ที่มีความเข้มข้น 10 เท่าของความเข้มข้นสารละลายไอออนปรอทที่เติมลงไป และ
วัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์  

5.6 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ (reusability)  
 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH (sensor 
strips) โดยการวัดสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซ็นต์ของเซ็นเซอร์ ในภาวะก่อนและหลังแช่ใน
สารละลายไอออนปรอทเป็นเวลา 15 นาที แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นนำแผ่นเยื่อเดิมมา
แช่ในสารละลาย ethylenediamine (EDA) และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์อีกครั้ง ซึ่งถ้าแผ่นเยื่อ
สามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้ จะสามารถนำแผ่นเยื่อมาแช่ในสารละลายไอออนปรอทและสารละลาย  
EDA สลับกันหลายครั้ง 
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บทที่ 5 
ผลการดำเนินงานวิจัย 

 
 จากการสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ทั้ง 2 ชนิด คือ Cy7C4 และ M201NHP โดย
มีการนำเซ็นเซอร์ที่สังเคราะห์ได้มาศึกษา และยืนยันโครงสร้างของเซ็นเซอร์ด้วยเทคนิค nuclear 
magnetic resonance spectroscopy (NMR) และ high resolution mass spectroscopy (HR-
ESI MS) จากนั้นจึงนำเซ็นเซอร์ ทั้ง 2 ชนิดที่ได้นี้ มาทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะ
ที่แตกต่างกัน กล่าวคือเซ็นเซอร์ Cy7C4 จะนำไปทดสอบประสิทธิภาพในการดักจับไอออนทองแดง
ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 
acid (HEPES buffer)  เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50 v/v สำหรับ
เซ็นเซอร์ M201NHP จะนำไปทดสอบประสิทธิภาพในการดักจับไอออนปรอทในสารละลายผสม
ระหว่างน้ ำปราศจากไอออน (deionize water) และ acetonitrile ใน อัตราส่วน 40:60 v/v 
นอกจากนี้มีการศึกษาตรวจวัดไอออนปรอทด้วยแผ่นเยื่อที่ขึ้นรูปเส้นใยโดยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง 
(electrospinning) จากการผสมสารเซ็นเซอร์ที่สำหรับตรวจวัดไอออนปรอท แล้วนำแผ่นเยื่อไป
ทดสอบประสิทธิภาพในการดักจับไอออนปรอท พบว่าได้ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 

1. การยืนยันโครงสร้าง 
  จากการสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ทั้งสองชนิดตามวิธีการทดลองนั้นที่ได้รายงาน
ในบทที่ 4 พบว่าได้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับไอออนทองแดงชนิดใหม่ที่มีการคายแสงฟลูออ
เรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรดหนึ่งชนิด และสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับไอออนปรอทชนิด
ใหม่ที่มีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงวิสิเบิลอีกหนึ่งชนิด ซึ่งสามารถวิเคราะห์และยืนยัน
โครงสร้างของสารทั้งสองชนิดได้ด้วยวิธีทางสเปกโทรสโกปี 

1.1 สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
  จากการสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ตามวิธีการทดลองที่กล่าวมาก่อนหน้านั้น 
พบว่าขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ Cy7C4 นั้นจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ สังเคราะห์ส่วนของ
ไอโอโนฟอร์ และส่วนของฟลูออโรฟอร์ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงนำทั้ง 2 ส่วนมาเชื่อมเข้าด้วยกันโดยการ
ปฏิกิริยาการแทนที่แบบนิวคลีโอฟิลิก (nucleophulic substitution) ระหว่างหมู่คลอไรด์ของฟลูออ
โรฟอร์  F-2 เพ่ื อสร้างหมู่ อิมมีนกับสารประกอบไอโอโนฟอร์  I-1 ใน ได เมทิ ลฟอร์มาไมด์  
(dimethylformamide, DMF)  ซึ่งสามารถวิเคราะห์และยืนยันโครงสร้างของสารที่สังเคราะห์ได้แต่
ละชนิดด้วยวิธีทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 
และ high resolution mass spectroscopy (HR-ESI MS) โดยมีผลการทดลองดังนี้ 



  56 

1.1.1 โครงสร้างทางเคมีของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl] 
   ethanamine (I-1) 

 

ภาพที่ 33 โครงสร้างทางเคมีของ  2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-1) 

จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมี ของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl] 
ethanamine (I-1) ดังภาพที่ 33 โดยวิธีการทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยันโครงสร้างได้ดังนี้ 

 การวิเคราะห์โปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ (1H NMR, 300 MHz, CDCl3):  1.51 (br s, 2NH2), 
1.68-1.72 (m, 4H), 2.54 (t, J = 6.0 Hz, 4H), 2.62 (t, J = 6.33 Hz, 4H), 2.88 (t, J = 6.32 Hz, 
4H) ppm (ภาพที่ 34)  
 การวิเคราะห์คาร์บอนเอ็นเอ็มอาร์ (13C NMR, 75 MHz, CDCl3):  28.8 (2CH2), 31.4 
(2CH2), 36.4 (2CH2), 41.16 (2CH2) ppm (ภาพที่ 36) ; HR-ESI MS จากการคำนวณ C8H21N2S2 
(M+H)+ 209.1146 m/z จากการทดสอบ 209.1073 m/z (ภาพที่ 37) 

 
 ภาพที่ 34 1H NMR ของ  2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-1) 
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ภาพที่ 35 13C NMR ของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-1) 

 

ภาพที่ 36 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของ  2-[4-(2aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl] 
ethanamine (I-1) 
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ภาพที่ 37 HR-ESI MS ของ  2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-1) 

 เมื่อพิจารณาโครงสร้างทางเคมีสารประกอบ I-1 (ภาพที่ 33) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพ
ที่ 34) แสดงสัญญาณโปรตอนทั้งหมด 5 กลุ่ม ประกอบด้วย สัญญาณที่มีลักษณะเป็น siglet ที่

ตำแหน่ง  1.51 ppm เกิดจากโปรตอนของกลุ่มเอมีน (-NH2) ถัดมาคือ สัญญาณที่มีลักษณะเป็น 

multiplet  ที่ตำแหน่ง  1.68-1.72 ppm เกิดจากเอธิลีนโปรตอนตำแหน่งที่ 1 (H1) เนื่องจาก     
เอธิลีนโปรตอนกลุ่มนี้อยู่ห่างจากอะตอมที่มีความสามารถในการดึงอิเล็กตรอน (S และ N โดยที่ EN 
ของ N มีค่ามากกว่า EN ของ S) มากที่สุด ส่งผลให้ปรากฏสัญญาณบริเวณที่มีสนามแม่เหล็กสูง (up 

field) ถัดมาเป็นสัญญาณที่ มีลั กษณะเป็น triplet ที่ ตำแหน่ ง  2.54 ppm มีค่ า coupling 
constant (J) เท่ากับ 6.00 Hz คือเอธิลีนโปรตอนตำแหน่งที่ 2 (H2)  มีตำแหน่งที่อยู่ใกล้อะตอมของ
ซัลเฟอร์ (S) มากกว่า จึงปรากฏสัญญาณบริเวณที่มีสนามแม่เหล็กต่ำกว่า และสัญญาณที่มีลักษณะ

เป็น triplet ปรากฏที่ตำแหน่ง  2.62 ppm และ 2.88 ppm มีค่า ppm มีค่า coupling constant 
(J) ใกล้เคียงกันคือโปรตอน 6.33 และ 6.32 Hz ตามลำดับ แสดงว่าเป็นโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 3 (H3)  
และ 4 (H4)  เกิดการ coupling กัน เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างพบว่าโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 4 (H4)  
อยู่ใกล้อะตอมไนโตรเจน (N) มากกว่า เป็นโปรตอนที่ได้รับอิทธิพลของแรงดึงอิเล็กตรอนมากกว่า จึง
แสดงสัญญาณบริเวณที่มีสนามแม่เหล็กต่ำกว่า (down field)  นอกจากนี้ยังยืนยันโครงสร้างสารจาก 
HR-ESI MS (ภาพที่  37) ได้ผลการทดสอบเท่ากับ 209.1073 m/z มีค่าใกล้เคียงกับที่ได้จากการ
คำนวณ C8H21N2S2

+ (M+H)+ โดยมีค่าเท่ากับ 209.1146 m/z จึงยืนยันได้ว่าได้สาร I-1 เกิดขึ้นจริง
จากการสังเคราะห์  ซึ่งสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพที่ 38 
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ภาพที่ 38 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ 2-[4-(2-aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine (I-1) 

1.1.2 การยืนยันโครงสร้างทางเคมีของไซยานีน (cyanine dye, F-2) 
 การสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน F-2 นั้น  ประกอบด้วยวิธีการสังเคราะห์อยู่

ทั้งหมดสองข้ันตอน แต่ในขณะที่สังเคราะห์ขั้นตอนแรกได้สาร F-1 นั้น  พบว่ามีความเสถียรในอากาศ
น้อยมาก เมื่อนำไปยืนยันโครสร้างของสาร F-1 ด้วยเทคนิค NMR ก็พบว่าสาร F-1 นั้นได้สลายตัวไป
แล้วในเวลาอันรวดเร็ว 

 

ภาพที่ 39 โครงสร้างทางเคมีของไซยานีน F-2 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไม่ได้มีการยืนยันโครงสร้างของสาร F-1 แต่สารที่ได้จะมีลักษณะเป็นผง
สีเหลือง และทำไปทำปฏิกิริยาขั้นต่อไปทันที พบว่าเกิดสารไซยานีน F-2 ที่มีโครงสร้างดังภาพที่ 39 
จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสาร F-2 โดยวิธีการทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยันโครงสร้าง
ได้ดังนี ้

 การวิเคราะห์โปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ (1H NMR, 300 MHz, CDCl3):   1.73 (s, 12H), 1.90-
2.00 (m, 2H), 2.75 (t, J = 6.1 Hz, 4H), 3.76 (s, 6H), 6.22 (d, J = 14.1 Hz, 2H), 7.20-7.43 
(m, 8H), 8.36 (d, J = 14.2 Hz, 2H) ppm (ภาพที่ 40)   

 การวิ เคราะห์คาร์บอนเอ็นเอ็มอาร์ (13C NMR, 75 MHz, CDCl3):  20.7 (CH2), 26.8 
(2CH2), 28.1 (4CH3), 32.6 (2CH3), 49.2 (2C), 101.7 (2CH), 110.9 (2CH), 122.2 (2CH), 125.4 
(2CH), 127.7 (C), 128.8 (2CH), 140.9 (2C), 142.8 (2C), 144.4 (2CH), 150.6 (2C), 172.9 (2C) 
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ppm (ภาพที่  41); HR-ESI MS จากการคำนวณ  C32H36ClN2
+ (M) 483.2562 m/z จากการ

ตรวจสอบ 483.2562 m/z (ภาพที่ 43) 

 
ภาพที่ 40 1H NMR สเปกตรัมของไซยานีน F-2 

 

ภาพที่ 41 13C NMR สเปกตรัมของไซยานีน F-2 
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ภาพที่ 42 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของไซยานีน F-2 

 

ภาพที่ 43 HR-ESI MS สเปกตรัมของไซยานีน F-2 
 

 เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสารไซยานีน F-2 (ภาพที่ 39) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพที่ 
40) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 7 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน โดยสัญญาณตำแหน่งแรกปรากฏบริเวณ 

chemical shift () ต่ำสุดคือ 1.73 ppm มีลักษณะเป็น singlet เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 12 
โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจากโปรตอนตำแหน่ง 1 (H-1) เนื่องจากห่างไกลจากอิทธิพลของแรงดึง

อิเล็กตรอนมากที่สุด สัญญาณถัดมาปรากฏที่  1.90-2.00 ppm มีลักษณะเป็น multiplet เกิดจาก
โปรตอนตำแหน่ง 2 (H-2) ที่มีการเกิด coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่  3 (H-3) 
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สัญญาณที่สามมีลักษณะเป็น triplet ที่  2.75 ppm มีค่า J เท่ากับ 6.1 Hz เกิดจากการ coupling 

กับโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 2 (H-2) สัญญาณถัดมามีค่า  ปรากฏที่ 3.76 ppm เป็น singlet 

มีลักษณะเกิดจากโปรตอนตำแหน่งที่ 4 (H-4) สัญญาณถัดมาปรากฏที่  6.22 ppm มีลักษณะเป็น 
doublet มีค่า J เท่ากับ 14.1 Hz เกิดจากโปรตอนตำแหน่ง 5 (H-5) coupling กับโปรตอนบน

คาร์บอนตำแหน่งที่ 7 (H-7)  ส่วน  ปรากฏที่ช่วง 7.20-7.43 ppm เกิดจากโปรตอนตำแหน่ง 6 (H-
6) ซึ่งเป็นโปรตอนของกลุ่ม aromatic ring จึงเห็นการ split ของสัญญาณในลักษณะเป็น multiplet  

ส่วนโปรตอนตำแหน่ง 7 (H-7) มีค่า  ปรากฏที่ 8.36 ppm ซึ่งพบลักษณะสัญญาณเป็น doublet มี
ค่า J  เท่ากับ 14.2 Hz โดยเกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 5 (H-5) และ
เพ่ือความแน่นอนมากยิ่งขึ้น สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบน้ำหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดย
พิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพที่ 43) ในสูตรโมเลกุลเป็น C32H36ClN2

+ (M) ได้เท่ากับ 483.2562 
m/z  ซึ่งมีค่าเท่ากับที่ได้จากการคำนวณมากโดยมีค่าเท่ากับ 483.2562 m/z  จึงยืนยันได้ว่าได้สาร 
F-2 เกิดข้ึนจริงจากการสังเคราะห์  ซึ่งสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพที่ 44-45 
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ภาพที่ 44 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ F-1 
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ภาพที่ 45 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน (cyanine dye, F-2) 
  

1.1.3 การยืนยันโครงสร้างทางเคมีของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

 

ภาพที่ 46 โครงสร้างทางเคมีของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 

 เมื่อสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 ที่มีโครงสร้างดังภาพที่ 46 ได้แล้ว จึง
ยืนยันโครงสร้างโดยวิธีการทางสเปกโทรสโกปีได้ดังนี้ 

 การวิเคราะห์โปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ (1H NMR, 300 MHz, CDCl3):  0.80-0.95 (m, 2H), 
1.25 (s, 4H), 1.67 (s, 12H), 1.75-2.00 (m, 2H), 2.52 (t, J = 8.55 Hz, 4H) , 2.55-2.80 (m, 6H) 
, 3.09 (t, J = 6.00 Hz, 2H) , 3.30-3.60 (m, 6H) , 4.00 (d, J = 4.5 Hz, 2H) , 5.61 (d, J = 12.6 
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Hz, 2H) , 6.91 (d, J = 8.1 Hz, 2H) , 7.00-7.40 (m, 8H) , 7.76 (br s, 2NH) , 8.20 (s, 1H) ppm 
(ภาพท่ี 47) 

การวิเคราะห์คาร์บอนเอ็นเอ็มอาร์ (13C NMR, 75 MHz, CDCl3):  21.49 (CH2), 25.17 
(CH2), 28.65 (CH2), 28.80 (CH2), 29.34 (CH3), 29.67 (CH2), 31.15 (CH2), 31.23 (CH2), 31.69 
(CH3), 31.90 (CH3),  32.25 (CH2), 33.56 (CH3), 37.67 (CH2), 41.54 (CH2), 41.79 (CH3), 48.55 
(CH2), 63.03 (CH3), 94.62 (CH), 108.42 (CH), 120.64 (2C), 122.04 (2CH), 122.90 (2CH), 
128.18 (CH), 129.71 (CH), 138.55 (2CH), 139.90 (2C), 143.55 (C), 161.79 (2CH), 164.50 
(2C), 165.42 (2C), 168.30 (2C), 169.13 (C), ppm  (ภาพที่ 48).; HRMS (ESI) จากการคำนวณ 
C41H55N4OS2

+ (M)  683.3812 m/z, จากการทดสอบ 683.3816 m/z (ภาพท่ี 50) 

 

 

ภาพที่ 47 1H NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
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ภาพที่ 48 13C NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 

 

 
ภาพที่ 49 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
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ภาพที่ 50 HR-ESI MS สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 

 เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสารเซ็นเซอร์ Cy7C4 (ภาพที่ 46) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพ
ที่ 47) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 13 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน โดยสัญญาณตำแหน่งแรกปรากฏ

บริเวณ chemical shift () ต่ำสุดอยู่ในช่วง 0.80-0.95 ppm มีลักษณะเป็น multiplet เกิดจาก
โปรตอนตำแหน่ง 8 (H-8) ที่มีการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 5 (H-5) เมื่ออิน

ทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 โปรตอน สัญญาณถัดมาปรากฏที่   1.25 ppm มีลักษณะเป็น singlet 
multiplet เกิดจากโปรตอนตำแหน่ง 9 (H-9) เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 4 โปรตอน  สัญญาณที่สาม
คือ 1.67 ppm มีลักษณะเป็น  singlet เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 12 โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจาก
โปรตอนตำแหน่ง 1 (H-1) เนื่องจากไม่มีโปรตอนข้างเคียง สัญญาณถัดมามีลักษณะเป็น multiplet 

อยู่ในช่วง  1.75-2.00  ppm เป็นสัญญาณโปรตอนตำแหน่งที่ 10 (H-10) เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 

2 โปรตอน เกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 7 (H-7) สัญญาณถัดมามีค่า  
ปรากฏที่ 2.52 ppm เป็นสัญญาณโปรตอนตำแหน่งที่ 5 (H-5) เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 4 โปรตอน 
มีลักษณะเป็น triplet มีค่า J  เท่ากับ 8.55 Hz เกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอน

ตำแหน่งที่ 8 (H-8) สัญญาณถัดมามีค่า  ปรากฏในช่วงที่ 2.55-2.80 ppm มีลักษณะ multiplet 

เกิดจากโปรตอนตำแหน่งที่ 11 (H-11) เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 6 โปรตอน สัญญาณถัดมามีค่า  
ปรากฏที่ 3.09 ppm มีลักษณะเป็น triplet มีค่า J  เท่ากับ 6.00 Hz เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 

โปรตอน เกิดจากโปรตอนตำแหน่งที่ 7 (H-7) ที่อยู่ใกล้กับหมู่เอมีน สัญญาณถัดมาปรากฏในช่วง  
3.30-3.60 ppm เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 6 โปรตอน มีลักษณะเป็น multiplet ของโปรตอน

ตำแหน่งที่ 4 (H-4) หรือหมู่เมทิลเอมีน  สัญญาณถัดมามีค่า  ปรากฏที่ 4.00 ppm มีลักษณะแบบ 
doublet มีค่า J  เท่ากับ 4.50 Hz เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 โปรตอน เกิดจากโปรตอนตำแหน่งที่ 

12 (H-12)  ถัดมามีค่า  ปรากฏที่ 5.61 ppm อินทิเกตได้เท่ากับ 2 โปรตอน มีลักษณะเป็น 
doublet มีค่า J เท่ากับ 12.6 Hz เกิดจากโปรตอนตำแหน่ง 2 (H-2) coupling กับโปรตอนบน
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คาร์บอนตำแหน่งที่ 3 (H-3) ที่ปรากฏ  ที่ 6.91 ppm  มีลักษณะเป็น doublet มีค่า J เท่ากับ 8.1 

Hz ซึ่งอินทิเกตได้เท่ากับ 2 โปรตอน ตำแหน่งถัดมา  ปรากฏที่ช่วง 7.00-7.42 ppm เกิดจาก
โปรตอนตำแหน่ง 6 (H-6) ซึ่งเป็นโปรตอนของกลุ่ม aromatic ring จึงเห็นการ split ของสัญญาณใน

ลักษณะเป็น multiplet อินทิเกตได้เท่ากับ 8 โปรตอน  ส่วนโปรตอนตำแหน่งมีค่า  ปรากฏที่ 7.76 
ppm ซึ่งพบลักษณะสัญญาณเป็น board singlet peak ของหมู่ –NH และสัญญาณกลุ่มสุดท้าย

ปรากฏ  ที่ 8.20 ppm  เป็นลักษณะสัญญาณแบบ singlet ของหมู่แอลดีไฮด์บริเวณปลายสายของ
ไอออโนฟอร์   นอกจากนี้สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบน้ำหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณา
จาก HR-ESI MS (ภาพที่ 50) ในสูตรโมเลกุลเป็น C41H55N4OS2

+ (M) ได้เท่ากับ 683.3816 m/z  ซึ่ง
มีค่าใกล้เคียงที่ได้จากการคำนวณมากโดยมีค่าเท่ากับ 683.3812 m/z จึงยืนยันได้ว่าได้สารฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์ ซึ่งสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพ
ที่ 51 

 
ภาพที่ 51 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 
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1.2 สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 
  จากการสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ตามวิธีการทดลองที่กล่าวมาก่อนหน้านั้น 
พบว่าขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ M201NHP นั้นจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ สังเคราะห์ส่วน
ของฟลูออโรฟอร์ M201NH ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงนำ M201NH มาเชื่อมต่อกับไอออโนฟอร์ 
phenyl isothiocyanate ผ่านปฏิกิริยาการสร้างไธโอยูเรีย (formation of thiourea) ในสภาวะที่มี
ไตรเอทิลเอมีนทำหน้าที่เป็นเบส ในตัวทำละลาย acetonitrile ซึ่งสามารถวิเคราะห์และยืนยัน
โครงสร้างของสารที่สังเคราะห์ได้แต่ละชนิดด้วยวิธีทางสเปกโทรสโกปี ได้แก่ nuclear magnetic 
resonance spectroscopy (NMR) แ ล ะ  high resolution mass spectroscopy (HR-ESI MS) 
โดยมีผลการทดลองดังนี้ 

1.2.1 โครงสร้างทางเคมีของ M201NH 

 

ภาพที่ 52 โครงสร้างทางเคมีของ M201NH 

จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของ M201NH ดังภาพที่ 52 โดยวิธีการทางสเปกโทรสโกปี
สามารถยืนยันโครงสร้างได้ดังนี้ 

 การวิเคราะห์โปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ (1H NMR, 300 MHz, CDCl3):  2.47 (s, 2H), 2.84 (t, 
J = 9.3 Hz, 4H), 2.82 (s, 6H), 4.03 (d, J = 13.8 Hz 2H), 6.50 (dd, J = 8.7 Hz, J = 2.7 Hz, 
2H), 6.80 (d, J = 3.0 Hz, 2H), 7.13 (d, J = 8.7 Hz, 2H) ppm (ภาพที่ 53)  
 การวิเคราะห์คาร์บอนเอ็นเอ็มอาร์  (13C NMR, 75 MHz, CDCl3):  24.3 (2CH2), 28.9 
(2CH2), 55.2 (2CH2), 111.8 (2CH), 112.5 (2CH), 123.2 (2C), 126.3 (2C), 131.2 (2CH), 138.0 
(2C), 138.2 (2C), 141.0 (2C),159.4 (2C), 167.4 (2C=O) ppm (ภาพที่ 54) ; HR-ESI MS จากการ
คำนวณ C26H22N2O4Na+ (M+Na)+ 449.1472 m/z จากการทดสอบ 449.1468 m/z (ภาพที่ 56) 
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ภาพที่ 53 1H NMR สเปกตรัมของ M201NH 

 
ภาพที่ 54 13C NMR สเปกตรัมของ M201NH 
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ภาพที่ 55 DEPT-135 NMR สเปกตรัมของ M201NH 

 
ภาพที่ 56 HR-ESI MS สเปกตรัมของ M201NH 

 เมื่อพิจารณาโครงสร้างทางเคมีของ M201NH (ภาพที่ 52) และ 1H NMR สเปกตรัมของ 
M201NH (ภาพที่ 53) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 7 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน โดยสัญญาณ

ตำแหน่งแรกปรากฏบริเวณ chemical shift () ต่ำสุดคือ 2.47 ppm มีลักษณะเป็น broad 
singlet peak เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจากโปรตอนของ methylene   

(-CH2) บนคาร์บอนตำแหน่งที่ 1 (H-1) ถัดมา  2.84 ppm เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 4 โปรตอน 
เกิดจากโปรตอนของคาร์บอนตำแหน่งที่ 2 (H-2) มีลักษณะเป็น triplet เนื่องจากเกิด coupling กับ 

2 โปรตอนจากคาร์บอนตำแหน่งที่ 1 ถัดมา  2.82 ppm เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 6 โปรตอน เกิด

จากโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 3 (H-3)  มีลักษณะเป็น singlet ถัดมา  4.03 ppm มีลักษณะ
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เป็น doublet มีค่า J เท่ ากับ  13.8 Hz อินทิ เกตได้ค่าเท่ ากับ 2 โปรตอน  เป็นสัญญาณของ 

methylene (-CH2) บนคาร์บอนตำแหน่งที่ 4 (H-4) ถัดมาเป็นค่า  6.50 6.80 และ 7.13 ppm 
เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 6 โปรตอน เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic จึงปรากฏสัญญาณท่ี 
downfield กว่าโปรตอนกลุ่มอ่ืนๆ และเพ่ือความแน่นอนมากยิ่งขึ้น สามารถยืนยันผลจากการ
ตรวจสอบน้ำหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพที่ 56) ในสูตรโมเลกุลเป็น 
C26H22N2O4Na+ (M+Na)+ ได้เท่ากับ 449.1472 m/z ซึ่งมีค่าใกล้เคียงที่ได้จากการคำนวณมากโดยมี
ค่าเท่ากับ 449.1468 m/z  จึงยืนยันได้ว่าได้ว่า M201NH เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์  และแสดง
กลไกการเกิด M201NH ดังภาพที่ 57 
 

 

ภาพที่ 57 กลไกการเกิดปฏิกิริยาการสังเคราะห์ M201NH 

1.2.2 โครงสร้างของทางเคมีของเซ็นเซอร์ M201NHP 

 

ภาพที่ 58 โครงสร้างทางเคมีของ M201NHP 
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 จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของ M201NHP ดังภาพที่ 58 โดยวิธีการทางสเปกโทรสโก
ปีสามารถยืนยันโครงสร้างได้ดังนี้ 

 การวิเคราะห์โปรตอนเอ็นเอ็มอาร์ (1H-NMR, 300 MHz, CDCl3):  2.40-2.55 (br-s, 2H), 
2.78-2.92 (d, J = 4.77 Hz, 4H), 3.83 (s, 6H), 3.98-4.07 (d, J = 16.62 Hz, 2H), 6.45-6.53 
(dd, J = 2.67 Hz, 2H), 6.78-6.83 (t, J = 8.24, 2H), 7.08-7.17(dd, J = 4.19 Hz, 2H), 7.20-
7.29 (t, J = 9.89 Hz, H), 7.35-7.43 (t, J = 11.55 Hz, 2H), 7.49-7.57 (d, J =7.89 Hz, 2H) 
ppm (ภาพที่ 59)   

 การวิเคราะห์คาร์บอนเอ็นเอ็มอาร์ (13C NMR, 75 MHz, CDCl3):  24.44 (CH2), 28.95 
(2CH2), 55.24 (CH3),111.97 (CH), 112.53 (CH), 123.15 (CH), 124.88 (CH), 126.33 (CH), 
126.68 (CH), 129.30 (CH), 131.30 (CH), 138.87 (CH), 141.06 (CH), 159.61 (C=O), 166.14 
(C-O), 207.01 (C=S) ppm (ภาพที่  60); HR-ESI MS จากการคำนวณ  C33H28N3O4S+ (M+H)+  
562.1795 m/z, จากการทดสอบ  562.1798 m/z (ภาพที่ 62) 

 

ภาพที่ 59 1H NMR สเปกตรัมของ M201NHP 
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ภาพที่ 60 13C NMR สเปกตรัมของ M201NHP 

 
ภาพที่ 61 DEPT-135 NMR สเปกตรัมของ M201NHP 
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ภาพที่ 62 HR-ESI MS สเปกตรัมของ M201NHP 

 เมื่อพิจารณาโครงสร้างทางเคมีของ M201NHP (ภาพที่ 58) และ 1H NMR สเปกตรัมของ 
M201NHP (ภาพที่ 59) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 10 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน โดยสัญญาณ

ตำแหน่งแรกปรากฏบริเวณ chemical shift () ต่ำสุดคือ 2.40-2.55 ppm มีลักษณะเป็น broad 
singlet peak เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจากโปรตอนของ methylene (-

CH2) บนคาร์บอนตำแหน่งที่ 1 (H-1) ถัดมา  2.78-2.92 ppm เกิดจากโปรตอนของบนคาร์บอน
ตำแหน่งที่  2 (H-2) มีลักษณะเป็น doublet มีค่า J เท่ากับ 4.77 Hz  อินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 4 

โปรตอน เนื่องจากเกิด coupling  กับโปรตอนจากคาร์บอนตำแหน่งที่ 1 ถัดมา  3.83 ppm เกิด
จากของโปรตอนบนคาร์บอนตำแหน่งที่ 3 (H-3) มีลักษณะเป็น singlet อินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 6 

โปรตอน ถัดมา  3.98-4.07 ppm เป็นสัญญาณของ methylene (-CH2) บนคาร์บอนตำแหน่งที่ 4 

(H-4) เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 2 โปรตอน ถัดมาเป็นค่า  6.45-6.53 6.78-6.83 และ 7.08-7.17 
ppm อินทิเกตรวมได้ค่าเท่ากับ 6 โปรตอน เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic จากส่วนของ

ฟลูออโรฟอร์ M201NH และสัญญาณถัดมาเป็นค่า  7.20-7.29 7.35-7.43 และ 7.49-7.57 ppm 
อินทิเกตรวมได้ค่าเท่ากับ 5 โปรตอน เป็นสัญญาณของโปรตอนบนวง aromatic จากส่วนไอออโน
ฟอร์ จึงปรากฏสัญญาณที่ downfield กว่าโปรตอนกลุ่มอ่ืนๆ และเพ่ือความแน่นอนมากยิ่งขึ้น 
สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบน้ำหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพที่ 
62) ในสูตรโมเลกุลเป็น C33H28N3O4S+ (M+H)+ ได้เท่ากับ 562.1798 m/z ซึ่งมีค่าใกล้เคียงที่ได้จาก
การคำนวณมากโดยมีค่าเท่ากับ 562.1795 m/z  จึงยืนยันได้ว่าได้ว่า M201NHP เกิดขึ้นจริงจากการ
สังเคราะห์  และแสดงกลไกการเกิด M201NHP ดังภาพที่ 63 
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ภาพที่ 63 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 

2. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนทองแดงของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
Cy7C4 ในสารละลายผสมระหว่างสารละลาย HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ 
acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  v/v   

  เมื่อฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 ได้รับการยืนยันโครงสร้างแล้ว จึงได้นำเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 มาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการทำงานเกี่ยวกับการตรวจจับไอออนโลหะหนัก ด้วยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีในสภาวะที่เป็นสารละลายอินทรีย์  และสารละลายน้ำผสมสารละลาย
อินทรีย์ เพ่ือหาความว่องไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ความจำเพาะเจาะจงกับชนิดของไอออน 
(selectivity) เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังศึกษาถึงประสิทธิภาพในการ
ตรวจจับไอออนทองแดงในสภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนๆ รวมอยู่ด้วย (competitive) และค่าคงที่
สมดุลของการจับกับไอออนทองแดง (association constant; Kassoc) 
  นำเซ็นเซอร์ Cy7C4 ที่สังเคราะห์ได้มาศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนทองแดง
และไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 
mM pH 7.2 (เป็นค่า pH ในเลือดของมนุษย์) และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  v/v  ซึ่ง
เตรียมเกลือเปอร์คลอเรตของโลหะแต่ละชนิด ประกอบด้วยไอออนทองแดง ไอออนของโลหะทรานซิ
ซัน ไอออนของโลหะอัลคาไลน์ และไอออนของโลหะอัลคาไลน์เอิร์ทชนิดต่างๆ ละลายในน้ำปราศจาก
ไอออน (deionized water, DI) 
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2.1 การศึกษาความสามารถในการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต และการคายแสงฟลูออเรส
เซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4  

   การศึกษาค่าระยะห่างระหว่างความยาวคลื่นที่ เซ็นเซอร์ดูดกลืนแสง (excitation 
wavelength) กับความยาวคลื่นที่เซ็นเซอร์คายแสง (emission wavelength) หรือ Stokes shift 
จะทำการศึกษาโดยใช้เครื่องมือ 2 ชนิด ได้แก่ เครื่อง UV-visible spectrometer สำหรับติดตาม
สั ญ ญ า ณ ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  แ ล ะ เค รื่ อ ง  fluorescence spectrometer: Perkin Elmer 
Luminescence spectrometer model LS-50B เพ่ือติดตามสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ของเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 ดังภาพที่ 64 

 
ภาพที่ 64 แสดงค่าความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสง และค่าความยาวคลื่นของการคายแสงของ
เซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 µM) 

   จากผลการทดลองภาพที่ 64 พบว่าค่าความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงที่สูงที่สุด (λex) 

ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีค่าเท่ากับ 640 nm และค่าความยาวคลื่นของการคายแสงที่สูงที่สุด (λem) 
ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีค่า 720 nm ทำให้มีค่า Stokes shift เท่ากับ 80 nm ซึ่ งเป็นค่าที่สู ง 
(มากกว่า 50 nm) โดยข้อดีของการมี Stokes shift กว้าง จะทำให้ลดการเกิด self-absorption และ
ไม่ต้องใช้ตัวกรองแสง (filter) จึงช่วยลดต้นทุน และน้ำหนักของเครื่องมือที่ใช้ในภาคสนามได้ และ
การตรวจวิเคราะห์ไอออนทองแดงในตัวอย่างชีวภาพได้ 
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2.2 การศึกษาเวลาตอบสนองของเซ็นเซอร์ Cy7C4 เม่ือตรวจวัดไอออนทองแดง (time 
response for Cu2+ detection) 

 

ภาพที่ 65 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง florescence intensity (λex 640 nm, λem 720 nm) และ
เวลาของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 µM) เมื่อเติมไอออนทองแดงเปอร์คลอเรต (10 µM) สารละลายผสม
ระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 
50:50  v/v   

  จากผลการทดลองภาพที่  65 แสดง florescence intensity และเวลาตอบสนองของ
เซ็นเซอร์เมื่อตรวจจับไอออนทองแดงที่ 720 nm ทุกๆ หนึ่งนาทีเป็นเวลาทั้งหมด 30 นาที ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่า florescence intensity ของเซ็นเซอร์ลดลงอย่างมากในระยะแรกและคงที่ที่
เวลาประมาณ 5 นาที ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จะบันทึกการเปลี่ยนแปลงสเปกตรัมเมื่อเวลาผ่านไป 5 นาที
หลังจากเติมไอออนทองแดง หรือไอออนโลหะอ่ืนๆ ลงไป 

2.3 ผลการทดสอบสมบัติการดูดกลืนแสงในภาวะท่ีมีไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 
   การดูดกลืนแสงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ได้ศึกษาในสารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES 
buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  v/v  โดยได้ทำการติดตาม
ส เป กตรั ม ขอ งก ารดู ด กลื น แส ง (absorption spectra) ด้ ว ย เค รื่ อ ง  single-beam Agilent 
Technologies spectrophotometer (Cary 60 UV–Vis) ซึ่งใช้ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์เท่ากับ 60 
µM และใช้ไอออนทองแดงในรูปเกลือเปอร์คลอเรต ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 66 
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ภาพที่ 66 การดูดแสงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (60 µM) สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ 
HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50 v/v ก่อนและหลัง
เติมไอออนทองแดงเปอร์คลอเรตที่ความเข้มข้นต่างๆ a: 0 µM, b: 2.0 µM, c: 4.0 µM, d: 6.0 µM, 
e: 8.0 µM, f: 10 µM, g: 12 µM, h: 14 µM,   i: 16 µM, j: 18 µM และ k: 20 µM 

 จากผลการทดลองภาพที่ 66 แสดงให้เห็นว่าการตรวจจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 อยู่ในช่วงยูวี-วิซิเบิล (UV-Vis absorption) และเป็นแบบระแบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจากการ
เกิดสารประกอบเชิงซ้อนอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์เมื่อจับกับไอออน
ของทองแดงในสารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ 
acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  v/v  โดยในสภาวะที่ไม่มีไอออนทองแดง ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
Cy7C4 จะดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 640 nm และเมื่อมีการเติมไอออนทองแดงเปอร์คลอ
เรตที่ความเข้มข้นต่างๆ ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะแสดงสัญญาณการดูดกลืนแสงที่ลดลง 
นอกจากนี้ยังสามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายได้ด้วยตาเปล่า โดยเมื่อสารละลายไม่มี
ไอออนทองแดง ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะมีสีฟ้า แต่เมื่อมีการเติมไอออนทองแดงเปอร์
คลอเรตลงไปจะทำให้เกิดสารละลายใส ไม่มีสี 

2.4 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออนทองแดงของ
เซ็นเซอร์ Cy7C4 

  การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ได้ทำการศึกษาในสารละลายผสม
ระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  
v/v โดยทำการติดตามการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence emission spectra) ด้วยเครื่อง 
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Perkin-Elmer luminescence spectrometer LS5 เมื่อ ใช้ λex เท่ากับ 640 nm  ความเข้มข้น
ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 เท่ากับ 10 µM และใช้ไอออนของทองแดงในรูปเกลือเปอร์คลอเรต 

 

ภาพที่ 67 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex 640 nm) ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 µM) สารละลาย
ผสมระหว่าง สารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile (50:50  
v/v) ก่อนและหลังเติมไอออนทองแดงเปอร์คลอเรตที่ความเข้มข้นต่างๆ a: 0 µM, b: 2.0 µM, c: 3.3 
µM, d: 4.7 µM, e: 6 µM, f: 7.3 µM, g: 8.7 µM, h: 10 µM, i: 11 µM, j: 13 µM, k: 14 µM และ 
l: 15 µM 

 จากผลการทดลองดังภาพที่ 67 พบว่า การตรวจจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 
ให้สัญญาณคายแสงฟลูออเรสเซนต์เป็นแบบระแบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจากการเกิดสารประกอบ
เชิงซ้อนอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์เมื่อจับกับไอออนของทองแดงใน
สารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ใน
อัตราส่วน 50:50  v/v  โดยในสภาวะที่ไม่มีไอออนทองแดง ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มสูง และเมื่อมีการเติมไอออนทองแดงเปอร์คลอเรตที่ความเข้มข้น
ต่างๆ ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มต่ำลงในช่วงความยาว
คลื่น 650-770 nm โดยความยาวคลื่นมากที่สุดของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 720 nm ซึ่ง
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 จะแปรผกผันกับปริมาณไอออนทองแดงใน
สารละลาย  
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2.5 ค่าความสามารถต่ำสุดของการตรวจจับไอออนทองแดง (detection limit) 
 การคำนวณหาค่า detection limit กระทำโดยการพลอตกราฟค่าความเข้มข้นของ

ทองแดงที่เติมลงไปที่ความเข้มข้นต่างๆ (แกน x) กับค่าเฉลี่ยส่วนต่างของ fluorescence intensity 
(I0-I) ที่จุดใดๆ (แกน y) เพ่ือหาความชันของกราฟ (slope) จากนั้นนำมาคำนวณตามสมการที่ 1 โดย
ข้อมูลต่างๆ แสดงดังตารางที่ 7 และสร้างกราฟดังภาพที่ 68 

 Detection limit = 
3SDblank

slope
      สมการที่ 1  

 โดยที่ SDblank คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ blank 

ตารางท่ี 7 แสดงข้อมูลที่ใช้ในการคำนวณค่า detection limit ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

[Cu2+] 
(µM) 

Fluorescence Intensity 

1st 2nd 3rd Avg.  I0-I SD 

0.00 156.85 156.81 157.04 156.9 0.00 0.123 
1.67 147.46 145.97 146.21 146.54 10.35 0.800 

2.00 140.7 140.03 140.38 140.37 16.53 0.335 
2.67 132.43 131.41 131.54 131.79 25.11 0.555 

3.33 120.34 120.27 119.88 120.16 36.74 0.248 

4.00 110.69 111.56 111.18 111.14 45.76 0.436 
4.67 100.58 100.22 101.06 100.62 56.28 0.421 

5.33 91.81 90.96 90.83 91.20 65.70 0.532 
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ภาพที่ 68 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยส่วนต่างของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (I0-I) ที่

ความยาวคลื่น (λem) 720 nm และความเข้มข้นของทองแดงที่เติมลงไป 

 จากภาพที่ 68 จะเห็นได้ว่าค่า I0-I กับความเข้มข้นของไอออนทองแดงเป็นเส้นตรงในช่วง 
1.67-5.33 µM ซึ่งถือเป็นช่วงการทำงาน และมีค่าต่ำสุดการตรวจจับไอออนทองแดง (detection 
limit) เท่ากับ 24.5 nM หรือ 1.56 ppb 

 การคำนวณ จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ y = 15.054x + 14.259; R2 = 0.9991 และจาก
การทดลองได้คา่ SDblank เท่ากับ 0.123 

ดังนั้นจากสมการที ่1   Detection limit  = (3×0.123)/15.054 
        = 24.5 nM 
        = 1.56 ppb  
  ดังนั้นค่าต่ำสุดการตรวจจับ (detection limit) กับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 
เท่ากับ 24.5 nM หรือ 1.56 ppb 

2.6 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่ มี ไอออนทองแดง
เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

  การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ได้ทำการศึกษาใน
สารละลายผสมระหว่า HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 
50:50  v/v ในสภาวะที่มีไอออนทองแดงในรูปเกลือเปอร์คลอเรต เปรียบเทียบกับในสภาวะที่มี
ไอออนรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ Cu+, Hg2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+, Ag+, Fe2+,  Mn2+, Ni2+, Co2+, Mg2+, 
Ca2+, Ba2+, K+, Li+, Na+ และ  Al3+ ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 69 
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ภาพที่  69 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (λex 640 nm, λem 720 nm) ของเซ็นเซอร์ Cy7C4      
(10 µM) ในสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile 
(50:50  v/v)  ในภาวะที่มีไอออนโลหะของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้นต่างๆ  

 

ภาพที่ 70 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex 640 nm, λem 720 nm) ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 
µM) ในสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile (50:50  
v/v) ในภาวะที่มีไอออนโลหะของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้น 15 µM 
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จากภาพที่  69 แสดงค่า normalized fluorescence intensity (แกน y) ของสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่นเท่ากับ 720 nm และความเข้มข้นของไอออนชนิดต่างๆ (แกน x) 
พบว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีความจำเพาะเจาะจงกับไอออนทองแดง เมื่อทำการเปรียบเทียบกับไอออน
ชนิดอ่ืนๆ โดยจะเห็นได้ว่าเมื่อเติมไอออนทองแดงในปริมาณที่เพ่ิมมากขึ้น ทำให้ค่า normalized 
fluorescence intensity มีแนวโน้มลดลงอย่างเห็นได้ชัดและคงที่ในที่สุด ในขณะที่เมื่อเติมไอออน
ชนิด อ่ืนๆ ลงไปในปริมาณที่ เพ่ิมมากขึ้น  ไม่ ได้ทำให้  normalized fluorescence intensity 
เปลี่ยนแปลง และจากภาพที่ 70 ยังแสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการเติมไอออนทองแดงที่ความเข้มข้น 15 
µM จะเกิดการลดลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจน ในขณะที่สัญญาณฟลูออเรสเซนต์หลัง
เติมไอออนชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ ได้แก่ ไอออนปรอท (Hg2+) ไอออนตะกั่ว (Pb2+) ไอออนสังกะสี (Zn2+) 
ไอออนแคดเมียม (Cd2+) ไอออนเงิน (Ag+) ไอออนเหล็ก (Fe2+)  ไอออนแมงกานีส (Mn2+) ไอออน
นิกเกิล (Ni2+) ไอออนโคบอลต์ (Co2+) ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+) ไอออนแคลเซียม (Ca2+) ไอออน
แบเรียม (Ba2+) ไอออนโพแทสเซียม (K+) ไอออนลิเทียม (Li+) ไอออนโซเดียม (Na+) และไอออน
อะลูมิเนียม (Al3+) ที่ความเข้มข้น 15 µM เท่ากันกับความเข้มข้นของไอออนทองแดง (เป็นความ
เข้มข้นของไอออนทองแดงสูงสุดที่ทำให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีค่าต่ำที่สุด) 
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงหรือเปลี่ยนแปลงน้อยมากเมื่อเทียบกับความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
เริ่มต้น 

2.7 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในภาวะที่มีไอออนทองแดงเปรียบเทียบกับ
ไอออนรบกวนอื่นๆ  

 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในภาวะที่มีไอออนทองแดงและไอออนชนิดอ่ืนๆ 
ภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) เป็นการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ต่อไอออนทองแดงอีกวิธี
หนึ่ง โดยสามารถสังเกตด้วยตาเปล่าเมื่อสารละลายอยู่ภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) โดยสารละลายจะ
เตรียมใส่ขวดโดยมีปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร และในแต่ละขวดจะมีความเข้มข้นของไอออนชนิดต่างๆ 
ในปริมาณท่ีเท่าๆ กัน ผลการทดลองจะได้ดังภาพที่ 71 
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ภาพที่ 71 สีของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 µM) ในสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer 
เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile (50:50  v/v) ภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) ก่อนและหลังการ
เติมไอออนเปอร์คลอเรต (perchlorate salts) ของไอออนโลหะชนิดต่างๆ คือ Cu2+, Zn2+, Pb2+, 
Hg2+, Mn2+, Cd2+, Fe2+, Ag+, Ni2+, Mg 2+, Co2+, Ba2+, Ca2+, K+, Na+, Li+ และ Al3+ (5 µM) 

  จากภาพที่ 71 แสดงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) หลังจาก
เติมไอออนชนิดต่างๆ ลงไปในสารละลาย จะเห็นได้อย่างชัดเจนว่า เซ็นเซอร์ Cy7C4 มีความจำเพาะ
เจาะจงต่อไอออนทองแดงสูง เมื่อสังเกตสีของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 พบว่ามีเฉพาะไอออน
ทองแดงเท่านั้น ที่ทำให้สีของสารละลายเซ็นเซอร์เปลี่ยนจากสีฟ้าเป็นไม่มีสี ในขณะที่ไอออนชนิดอ่ืนๆ 
ได้แก่ Hg2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+, Ag+, Fe2+, Mn2+, Ni2+, Co2+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, K+, Li+, Na+และ  
Al3+ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเมื่อเทียบกับสีของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 ก่อนเติม
ไอออน สรุปได้ว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีความจำเพาะเจาะจงสูงต่อไอออนทองแดง ซึ่งสามารถตรวจวัด
ด้วยสายตาได ้

2.8 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนทองแดงรวมอยู่กับ
ไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 

  การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ได้ทำการศึกษาใน
สารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ใน
อัตราส่วน 50:50  v/v ในสภาวะที่มีไอออนทองแดงรวมอยู่กับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ในรูปเกลือเปอร์
คลอเรต ได้แก่ Hg2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+, Ag+, Fe2+,  Mn2+, Ni2+, Co2+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, K+, Li+, 
Na+ และ  Al3+ ซึ่งได้ทำการตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นๆ เท่ากับ 
10 เท่าของปริมาณไอออนทองแดงในสารละลาย  และใช้ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์  Cy7C4 เท่ากับ 
10 µM ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 72 
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ภาพที่ 72 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex 640 nm, λem 720 nm) ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 
µM) ในสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile (50:50  
v/v) ในภาวะที่มีความเข้มข้นของไอออนรบกวนต่างๆ เจือปนในสารละลาย 33.3 µM (10 equiv.) ที่
มีความเข้มข้นของไอออนทองแดง 3.33 µM 

  การทดลองนี้เป็นการทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ 
Cy7C4 ในภาวะที่มีไอออนทองแดงรวมอยู่กับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ซึ่งเป็นเกลือเปอร์คลอเรต ได้แก่ 
ไอออนปรอท (Hg2+), ไอออนตะกั่ว (Pb2+), ไอออนสังกะสี (Zn2+), ไอออนแคดเมียม (Cd2+), ไอออน
เงิน  (Ag+), ไอออนเหล็ก  (Fe2+),  ไอออนแมงกานี ส  (Mn2+), ไอออนนิก เกิล  (Ni2+), ไอออน
โคบอลต์(Co2+), ไอออนแมกนีเซียม (Mg2+), ไอออนแคลเซียม (Ca2+), ไอออนแบเรียม (Ba2+), ไอออน
โพแทสเซียม (K+), ไอออนลิเทียม (Li+), ไอออนโซเดียม (Na+) และไอออนอะลูมิเนียม (Al3+) ซึ่ง
ไอออนรบกวนต่างๆ มีความเข้มข้นเป็น 33.3 µM คิดเป็น 10 equiv. ของความเข้มข้นของไอออน
ทองแดง (3.33 µM) โดยทำการตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 720 nm จากภาพ
ที่ 70 จะเห็นได้ว่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จากการเติมไอออนรบกวนอ่ืนๆ รวมกับไอออน
ทองแดงไม่มีการเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่มีการเติมไอออนทองแดง
เพียงชนิดเดียว แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 มีประสิทธิภาพในการทำงานที่ดีแม้ในสภาวะที่มี
ไอออนรบกวนอ่ืนๆ ปนอยู่ด้วย แสดงให้เห็นว่าในระบบตรวจวัดที่มีปริมาณไอออนอ่ืนๆ ปนอยู่กับ
ไอออนของทองแดง เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะยังคงจะแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบ ON-OFF 
fluorescence switch ได้ โดยประสิทธิภาพของเซ็นเซอร์ยังคงเหมือนเดิม สามารถดักจับไอออน
ทองแดงอย่างมีความจำเพาะเจาะจง 
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2.9 อัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดง
โดยวิธี Job’s plot และค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออนเชิงซ้อน (Association 
constant; Kassoc) 

  การทดลองเพ่ือหาอัตราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดงท่ีใช้
ในการเกิด binding ศึกษาโดยวิธี Job’s plot ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 73 

 

ภาพที่ 73 กราฟแสดงอัตราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ Cy7C4 กับไอออนทองแดงที่ใช้ในการ
เกิด binding ศึกษาโดยวิธี Job’s plot 

  จากผล Job’s plot แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 หนึ่งโมเลกุลสามารถดักจับไอออน
ทองแดงเปอร์คลอเรตหนึ่งโมเลกุล (Cy7C4:Cu2+ = 1:1) จากนั้นจึงศึกษาค่าคงที่สมดุลของการเกิด
ไอออนเชิงซ้อน (association constant; Kassoc) โดยใช้สมการ Benesi-Hildebrand ตามสมการที่ 4 
สามารถแสดงดังภาพที่ 74 และสามารถคำนวณค่า Kassoc ได้เท่ากับ 6.42x104 M-1 
  การคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออนเชิงซ้อน (association constant; Kassoc) โดย
ใช้สมการ Benesi-Hildebrand [44] ทำได้โดยพลอตกราฟค่า 1/[Cu2+] (แกน X) กับ 1/(I0-I) ที่จุด
ใดๆ (แกน y) 

Kassoc =
1

Slope (I0-Imin)
   สมการที่ 4 

เมื่อ  I0  =  ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เริ่มต้นที่ไม่มีไอออนทองแดงใน
สารละลาย 

I   =  ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออนที่ความเข้มข้นใดๆ 
 Imin=  ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์น้อยที่สุด 
 n  =  จำนวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2 และ 3 
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ตารางท่ี 8 ข้อมูลค่าความเข้มข้นของไอออนทองแดงที่เติมลงไป [Cu2+], ค่า 1/[Cu2+] (ความเข้มข้น
ของไอออนทองแดงที่เติมลงไป) ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4  

และ ค่า 1/(I0-I) ที่ได้จากการคำนวณ ของเซ็นเซอร์ Cy7C4, λex เท่ากับ 640 nm 

[Cu2+], M Intensity (I) 1/[Cu2+], M-1 (n=1) 1/(I0-I) 
4.0000 x10-6 111.14 2.50 x105 0.0219 

4.6667 x10-6 100.62 2.15 x105 0.0178 
5.3333 x10-6 91.20 1.88 x105 0.0152 

6.0000 x10-6 81.01 1.67 x105 0.0132 

6.6667 x10-6 71.45 1.50 x105 0.0117 
7.3333 x10-6 61.60 1.36 x105 0.0105 

8.0000 x10-6 51.68 1.25 x105 0.0095 

8.6667 x10-6 41.12 1.15 x105 0.0086 
9.3333 x10-6 33.26 1.07 x105 0.0081 

 

ภาพที่ 74 กราฟจากการคำนวณตามสมการ Benesi-Hildebrand ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (n=1) 
การคำนวณ  

 จากสมการที่ 4 กราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 1.0x10-7x - 0.0025; R2 = 0.997  
ซ่ึง slope = 1.0x10-7, I0 = 156.9, Imin = 1.17  
ดังนั้น Kassoc  = 1/(1.0x10-7)×(156.9-1.17)  
  = 6.42x104 M-1  
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  ดังนั้นอัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ต่อการดักจับไอออน
ทองแดงเป็นหนึ่งต่อหนึ่ง (Cy7C4:Cu2+ = 1:1) และสามารถคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออน
เชิงซ้อน, Kassoc ได้เท่ากับ 6.42x104 M-1 (n=1) 

2.10 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในสภาวะก่อนและหลัง
การจับไอออนทองแดงด้วยเทคนิคทาง Molecular modeling 

 

ภาพที่ 75 แสดงลักษณะโครงสร้างด้วยเทคนิค molecular modeling ของ a) โครงสร้างของ
เซ็นเซอร์ Cy7C4 ในสภาวะก่อนดักจับไอออนทองแดง b) โครงสร้างของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในสภาวะ
หลังดักจับไอออนทองแดง (Cy7C4:Cu2+ อัตราส่วน 1:1) 

  จากการศึกษาด้วยเทคนิค molecular modeling ของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในภาวะก่อนจับ
ไอออนทองแดงในสารละลาย acetonitrile พบเกิดอันตรกิริยาระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C4 และไอออน
ทองแดง โดยโครงสร้างของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในสภาวะก่อนดักจับไอออนทองแดงจะมีลักษณะ
โครงสร้างดังภาพที่ 75a เมื่อเติมไอออนทองแดงลงไปในสารละลาย ไอออนทองแดงจะไปโคออดิเนต
กับอะตอมของไนโตรเจน (N) และอะตอมของซัลเฟอร์ (S) ด้วยกระบวนการ electrostatic 
interactions โดยไอออนทองแดงจะเกิดโคออร์ดิเนตกับ 1 อะตอมไนโตรเจน (N) และ 2 อะตอมของ
ซัลเฟอร์ (S) ในระยะทางเท่ากับ 2.15 Å, 2.41 Å และ 2.29 Å ตามลำดับ ดังภาพที่ 75b ซึ่งจาก
การศึกษานี้สามารถช่วยยืนยันว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 สามารถดักจับไอออนทองแดงได้ในอัตราส่วน 1:1 
ตรงตามผลการศึกษาด้วยเทคนิค Job’s plot และในการคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออน
เชิงซ้อน, Kassoc 

2.11 การทดสอบประสิทธิภาพการดักจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในน้ำตัวอย่าง 
  ทำการสังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลายเซ็นเซอร์ด้วยตาเปล่า เพ่ือดูความสามารถของ
เซ็นเซอร์ Cy7C4 ในตัวทำละลายผสม 50% น้ำตัวอย่าง/acetonitrile สำหรับการตรวจวัดไอออน
ทองแดง ก่อนและหลังเติมไอออนทองแดง (1, 2, 3, 4 และ 5 µM) ในน้ำตัวอย่างจริง ประกอบด้วย 
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น้ำดื่ม (DW), น้ำแร่ (MW), น้ำจากอ่างเก็บน้ำ (PW) ,น้ำจากแม่น้ำ (RW), น้ำทะเล (SW) และ
น้ำประปา (TW) แสดงในภาพที่ 76 จะเห็นได้ว่าน้ำตัวอย่างทุกชนิดจะใสไม่มีสี ในขณะที่ตัวอย่างน้ำที่
มีเซ็นเซอร์ Cy7C4 สารละลายจะเป็นสีฟ้า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนทองแดงในปริมาณต่างๆ 
ให้กับตัวอย่างน้ำในแต่ละตัวอย่างทำให้สีของสารละลายเปลี่ยนจากสีฟ้าเป็นสีฟ้าอ่อน ยิ่งปริมาณของ
ไอออนทองแดงสูงขึ้นสารละลายก็จะเปลี่ยนเป็นใสไม่มีสี แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ Cy7C4 สามารถ
ตรวจวัดปริมาณของไอออนทองแดงในน้ำตัวอย่างจริงได้ด้วยตาเปล่าได้อย่างง่ายดาย  
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ภาพที่ 76 การเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C4 (10 µM) ในน้ำ
ตัวอย่าง (a) น้ำดื่ม (DW) (b) น้ำแร่ (MW) (c) น้ำจากอ่างเก็บน้ำ (PW) (d) น้ำจากแม่น้ำ (RW) ( e) 
น้ำทะเล (SW) (f) น้ำประปา (TW) ก่อนและหลังเติม Cu2+ (1, 2, 3, 4 และ 5 µM) 
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2.12 การทดสอบประสิทธิภาพการดักจับไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในเซลล์
สิ่งมีชีวิต 

 เซลล์มะเร็งสมองกลิโอมา (U251) ถูกเลี้ยงในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยอาหาร DMEM/high 
glucose ที่มีส่วนผสมของ FBS (10%) และยาปฏิชีวนะ เพนิซิลลิน-สเตรปโตมัยซิน (penicillin-
streptomycin) ความเข้มข้น 1% ซึ่งขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ถูกบ่มที่  37oC ภายใต้บรรยากาศที่มี
ความชื้น และมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ในการเตรียมเซลล์สำหรับการถ่ายภาพฟลูออเรสเซนต์ เซลล์
จะถูกเลี้ยงในถาด 8 หลุมที่มีฝาปิดกระจก โดยมีเซลล์เริ่มต้นที่ 7,000 เซลล์ต่อหลุม โดยบ่มไว้ที่ตู้บ่มที่
ควบคุมอุณหภูมิและความชื้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น อาหารเลี้ยงเซลล์จะถูกเปลี่ยนเป็น
อาหารใหม่ที่มี Cu(ClO4)2.6H2O อยู่ โดยความเข้มข้นที่ใช้คือ 50, 100, และ 200 ไมโครโมลาร์ และ
เซลล์ถูกบ่มต่อเป็นเวลา 20 ชั่วโมง หลังจากนั้นเซลล์ถูกล้างด้วย PBS และบ่มต่อในอาหารเลี้ยงเซลล์
ที่มี Cy7C4 อยู่ 10 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น เซลล์ถูกล้างด้วย PBS สามรอบ แล้ว
ย้อมนิวเคลียสของเซลล์ด้วย Hoechst 33342 เป็นเวลา 10  นาที ก่อนที่จะนำไปถ่ายรูปแสงฟลูออ
เรสเซนต์ด้วยกล้องคอนโฟคอลโดยใช้เลนส์วัตถุกำลังขยายขนาด 60  เท่าผ่านน้ำมัน และกระตุ้น 
Cy7C4 ด้วยเลเซอร์ 641  นาโนเมตร และ Hoechst 33342 ด้วยเลเซอร์ 405 นาโนเมตร สำหรับ
การวิเคราะห์รูปถ่าย ใช้ซอฟแวร์ imageJ เวอร์ชั่น 1.52V   

การประยุกต์ใช้งานของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในกลุ่มเซลล์มนุษย์กลัยโอบลาสโตมา แอสโตรโซต์
โตมา (glioblastoma astrocytoma, U251) ในภาพที่ 77 จากผลการทดลองพบว่าในสภาวะที่ไม่มี
ไอออนทองแดงภายในเซลล์ เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่สูง แต่เมื่อมีปริมาณ
ไอออนทองแดงในเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น เซ็นเซอร์ Cy7C4 จะแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ต่ำลงแสดงให้
เห็นว่าเซ็นเซอร์  Cy7C4 สามารถใช้ตรวจวัดไอออนทองแดงภายในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้ โดยมีการ
เปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบ ON-OFF fluorescence switch เมื่อดักจับไอออน
ทองแดงเช่นเดียวกับในระบบสารละลาย  
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ภาพที่ 77 ภาพการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ภายในเซลล์ U251 a) control cells; บ่มด้วย Cy7C4 
(10 µM); บ่มด้วย Cu(ClO4)2; การบ่มด้วย Cu(ClO4)2 (50, 100 และ 200 µM) เป็นเวลา 20 ชั่วโมงก่อน
บ่มด้วย Cy7C4 (10 µM) อีก 30 นาที b) ข้อมูลการเรืองแสงของเซลล์  U251 (n = 40) ที่บ่มด้วย 
Cy7C4 (10 µM) ก่อนและหลังเติม Cu2+ (50-200 µM) และมีการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้การ
ทดสอบแบบ Student’s two tailed t-test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) 

2.13 การประยุกต์ใช้งานของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในการตรวจวัดไอออนทองแดงโดยการ
วิเคราะห์แบบฉีดไหล (flow injection analysis, FIA) 
เซ็นเซอร์ Cy7C4 ถูกนำไปประยุกต์ใช้ในระบบ flow injection analysis (FIA) เพ่ือใช้ใน

การตรวจวัดไอออนทองแดงโดยระบบอัตโนมัติและเพ่ือความรวดเร็วในการตรวจวัด ส่วนประกอบ
พ้ืนฐานของระบบ FIA แสดงดังภาพที่ 78 โดยสังเขป โดยที่ใช้สารละลายของเซ็นเซอร์ Cy7C4 (40 
ไมโครโมลาร์) เป็นรีเอเจนต์ร่วมกับสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 
และ acetonitrile (50:50  v/v) และอัตราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที (ml/min) โดยเริ่มแรก 30 
ไมโครลิตรของมาตรฐาน Cu2+ หรือสารละลายตัวอย่างถูกฉีดเข้าไปในวาล์วหัวฉีด 6-port  จากนั้นจึง
ผสมให้เข้ากันกับรีเอเจนต์ในขดลวด (1.0 mm. i.d., 100 cm.) ต่อมา สารละลายผสมผ่านเครื่อง
วิเคราะห์สเปกโตรฟลูออโรมิเตอร์ (spectrofluorometer) หรือ UV-Vis สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-
Vis spectrophotometer) แล้วส่งผลให้สัญญาณตอบสนองโดยอัตโนมัติ 
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ภาพที่ 78 แผนผังอย่างง่ายของระบบ flow injection analysis (FIA) 

 การประยุกต์ใช้งานของเซ็นเซอร์ Cy7C4 ในการตรวจวัดไอออนทองแดงในเทคนิคโฟล อิน
เจคชั่ น  อะน าลิ ซิ ส  (flow injection analysis, FIA) ในภ าพที่  79 แสดงสัญ ญ าณ และเส้ น 
โค้ งก ารส อบ เที ยบ ที่ ได้ จ าก  (ภ าพ ที่  79a) FIA-spectrofluorometer แล ะ  (ภ าพ ที่  7 9 b)                           
FIA-spectrophotometer ซึ่งผลการทดลองใน ภาพที่ 79a แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมขึ้นของปริมาณ
ไอออนทองแดงในรีเอเจนต์ จะลดความเข้มของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ มีค่ าต่ำที่สุดที่วิเคราะห์
ได้ (limit of detection, LOD) เท่ากับ 0.15 mM โดยมี sample throughput เท่ากับ 33 ตัวอย่าง
ต่อชั่วโมง และในภาพที่ 79b แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมขึ้นของปริมาณไอออนทองแดงในรีเอเจนต์ จะมี
ค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง โดยมีค่าต่ำที่สุดที่วิเคราะห์ได้  (LOD) เท่ากับ 0.45 mM โดยมี sample 
throughput เท่ากับ 39 ตัวอย่างต่อชั่วโมง สำหรับเทคนิค FIA แม้ว่าจะมีค่าต่ำที่สุดที่วิเคราะห์ได้
ค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับวิธีการแบบ batch analysis แต่เทคนิคนี้ก็ยังมีข้อดีตรงที่สามารถวัดตัวอย่าง
ได้จำนวนมากในระยะเวลาอันสั้น และจากผลการการทดลองยังทำให้เห็นถึงแนวทางการพัฒนา
เทคนิคการวิเคราะห์สำหรับสารฟลูออเรสเซนต์เพื่อใช้ตรวจวัดไอออนโลหะได้อีกด้วย 
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ภาพที่ 79 a) แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ อีมิสชั่น ที่ 720 nm b) ค่าการดูดกลืนแสงที่ λmax 640 
nm ที่ เติมไอออนทองแดงที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยมีฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  Cy7C4 ใน flow 
injection analysis 

 นอกจากนี้เซ็นเซอร์ Cy7C4 ยังถูกนำไปใช้วิเคราะห์เชิงปริมาณเพ่ือหาปริมาณของไอออน
ทองแดงในตัวอย่างสังเคราะห์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเคมี (chemical laboratory) โดยเปรียบเทียบ
กับการไตเตรทแบบไอโอโดเมตริก (reference iodometric titration) และเนื่องจากตัวอย่างส่วน
ใหญ่มีไอออนทองแดง และไอออนเหล็ ก จึงใช้สารละลายโซเดียม ไพโรฟอสเฟต (sodium 
pyrophosphate) เป็ น ส ารก ำบั ง  (masking agent) ใน เท ค นิ ค ก าร ไต เต รท  ส ำห รั บ  FIA-
spectrofluorometry สารละลายเซ็นเซอร์จะถูกฉีดเข้าไปในระบบโดยตรงตารางที่ 9 แสดงค่าเฉลี่ย
ของปริมาณไอออนทองแดงที่ได้จาก FIA-spectrofluorometry และการไตเตรทไอโอโดเมตริกโดย
สอบเทียบกับกราฟมาตรฐานความเข้มข้นของไอออนทองแดงในภาพที่ 80 จากการใช้การทดสอบ
แบบที (t-test) พบว่าทั้งสองวิธีให้ผลลัพธ์ที่ใกล้เคียงกัน (ค่า tstatistic= 0.94, tcritical= 2.45 (ระดับ
ความน่าจะเป็น 95%)) ดังนั้นระบบ FIA จึงเป็นเทคนิคท่ีสะดวกรวดเร็วในการตรวจวัดปริมาณไอออน



  96 

ทองแดงและการใช้เซ็นเซอร์ชนิดนี้ไม่ต้องใช้สารกำบังสำหรับการหาปริมาณไอออนทองแดงอีกด้วย
อย่างถูกต้องและแม่นยำ  

ตารางท่ี 9 แสดงค่าเฉลี่ย (mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (S.D.) การหาปริมาณไอออนทองโดย
ใช้วิธีที่แตกต่างกัน 

 
ตัวอย่าง 

ปริมาณไอออนทองแดง (%w/v)a 

วิธีที่นำเสนอ 
(FIA- spectrofluorimetry) 

วิธีที่ใช้อ้างอิง 
(Iodometric titration) 

1 0.475 ± 0.003 0.424 ± 0.031 

2 0.514 ± 0.004 0.484 ±0.053 
3 0.462 ± 0.007 0.443 ±0.013 

4 0.476 ± 0.034 0.487 ±0.004 

5 0.476 ± 0.030 0.456 ±0.004 

         a mean ± S.D. จากการทำ 3 ซ้ำ 

 

ภาพที่ 80 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของไอออนทองแดงที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง  peak 

height ที่ความยาวคลื่น (λem) 720 nm และความเข้มข้นของทองแดงที่เติมลงไปที่ได้จากเทคนิค 
FIA-spectrofluorometer 
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3. ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนปรอทของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
M201NHP ในสารละลายผสมระหว่าง H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v   

   หลังจากฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP ได้รับการยืนยันโครงสร้างแล้ว จึงนำเซ็นเซอร์ 
M201NHP ที่ได้มาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการทำงานเกี่ยวกับการตรวจจับไอออนโลหะหนัก ด้วย
เทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีในสารละลายน้ำผสมสารละลายอินทรีย์ เพ่ือหาความว่องไวใน
การวิเคราะห์ (sensitivity) ความจำเพาะเจาะจงกับชนิดของไอออน (selectivity) เปรียบเทียบกับ
ไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ อีกทั้งยังศึกษาถึงประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในสภาวะที่มี
ไอออนรบกวนอ่ืนๆ อยู่ด้วย (competitive) ผลของค่า pH ที่มีผลต่อการดักจับไอออนปรอท และ
ค่าคงที่สมดุลของการจับกับไอออน (association constant; Kassoc) 
  โดยการนำเซ็นเซอร์ M201NHP ที่สังเคราะห์ได้มาศึกษาประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออน
ปรอทและไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ในสารละลายผสม  deionized water และ acetonitrile ใน
อัตราส่วน 40:60  v/v  ซึ่งเตรียมเกลือคลอไรด์ของโลหะแต่ละชนิด ประกอบด้วยไอออนทองแดง 
ไอออนของโลหะทรานซิซัน ไอออนของโลหะอัลคาไลน์ และไอออนของโลหะอัลคาไลน์เอิร์ทชนิด
ต่างๆ ละลายในน้ำปราศจากไอออน (deionized water, DI) 

3.1 การศึกษาความสามารถในการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต และการคายแสงฟลูออเรส
เซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP  

   การศึกษาค่าระยะห่างระหว่างความยาวคลื่นที่ เซ็นเซอร์ดูดกลืนแสง (excitation 
wavelength) กับความยาวคลื่นที่เซ็นเซอร์คายแสง (emission wavelength) หรือ Stokes shift 
จะทำการศึกษาโดยใช้เครื่องมือ 2 ชนิด ได้แก่ เครื่อง UV-visible spectrometer สำหรับติดตาม
สั ญ ญ า ณ ก า ร ดู ด ก ลื น แ ส ง  แ ล ะ เค รื่ อ ง  fluorescence spectrometer: Perkin Elmer 
Luminescence spectrometer model LS-50B เพ่ือติดตามสัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ของเซ็นเซอร์ 
M201NHP โดยแสดงดังภาพที่ 81 
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ภาพที่ 81 แสดงค่าความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสง และค่าความยาวคลื่นของการคายแสงของ
เซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) ในสารละลายผสม H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60 v/v  

  จากผลการทดลองภาพที่ 81 พบว่าค่าความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงที่สูงที่สุด (λmax) 
ของเซ็นเซอร์ M201NHP มีค่าเท่ากับ 373 nm และค่าความยาวคลื่นของการคายแสงที่สูงที่สุด 

(λem) ของเซ็นเซอร์ M201NHP มีค่า 565 nm ทำให้มีค่า Stokes shift เท่ากับ 192 nm ซึ่งเป็น
ค่าที่สูงมาก โดยข้อดีของการมี Stokes shift กว้าง จะทำให้ลดการเกิด self-absorption หรือการที่
เซ็นเซอร์ดูดพลังงานบางส่วนในช่วงความยาวคลื่นที่เซ็นเซอร์นั้นคายแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมา ซึ่งจะ
ส่งผลให้ประสิทธิภาพของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ลดลง และยังช่วยลดปัญหาเรื่อง
สัญญาณรบกวนจากแหล่งกำเนิดแสง (light source) ไม่ต้องใช้ตัวกรองแสง (filter) จึงช่วยลดต้นทุน
และน้ำหนักของเครื่องมือที่ใช้ในภาคสนามได้ และสามารถตรวจวิเคราะห์ไอออนปรอทในตัวอย่าง
ชีวภาพได้ 

3.2 การศึกษาเวลาตอบสนองของเซ็นเซอร์ M201NHP เม่ือตรวจวัดไอออนปรอท (time 
response for Hg2+ detection) 
ผลการทดสอบเวลาการตอบสนองของเซ็นเซอร์ M201NHP เมื่อตรวจวัดไอออนปรอท 

หลังเติมไอออนปรอทในตัวทำละลายผสม H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60 v/v แสดงดัง
ภาพที่ 82 
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ภาพที่ 82 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง florescence intensity (λex 373 nm, λem 565 nm) และ
เวลาของเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) เมื่อเติมไอออนปรอทคลอไรด์ (10 µM) ในสารละลายผสม 
H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60 v/v 

 จากผลการทดลองภาพที่ 82 แสดง florescence intensity และเวลาตอบสนองของเซ็นเซอร์
เมื่อตรวจจับไอออนทองแดงที่ 565 nm ทุกๆ หนึ่งนาทีเป็นเวลาทั้งหมด 30 นาที ผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า florescence intensity ของเซ็นเซอร์ลดลงและคงที่ทันทีเมื่อเติมไอออนปรอทลงไป  
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะบันทึกการเปลี่ยนแปลงสเปกตรัมทันทีหลังจากเติมไอออนปรอท  หรือไอออน
โลหะอ่ืนๆ ลงไป  

3.3 ผลการทดสอบสมบัติการดูดกลืนแสงในภาวะท่ีมีไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP 
  การดูดกลืนแสงของเซ็น เซอร์  M201NHP ได้ศึกษาในสารละลายผสม H2O และ 
acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v  โดยได้ทำการติดตามสเปกตรัมของการดูดกลืนแสง 
(absorption spectra) ด้วยเครื่อง single-beam Agilent Technologies spectrophotometer 
(Cary 60 UV–Vis) ซึ่งใช้ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์เท่ากับ 50 µM และใช้ไอออนปรอทคลอไรด์ ผล
การทดลองแสดงดังภาพที่ 83 
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ภาพที่ 83 การดูดแสงของเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) สารละลาย H2O และ acetonitrile ใน
อัตราส่วน 40:60  v/v  ก่อนและหลังเติมไอออนปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ a: 0 µM, b: 3.3 µM, c: 
6.7 µM, d: 10 µM, e: 13 µM, f: 17 µM, g: 20 µM  และ h: 23 µM 

 จากผลการทดลองภาพที่  83 แสดงให้เห็นว่าการตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ 
M201NHP เป็นแบบระบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจากการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนอันเนื่องมาจากการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็น เซอร์เมื่อจับกับไอออนปรอทในสารละลายผสม H2O และ 
acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v  โดยในสภาวะที่ไม่มีไอออนปรอทเซ็นเซอร์ M201NHP จะ
ดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ความยาวคลื่น 373 nm และเมื่อมีการเติมไอออนปรอทคลอไรด์ที่ความเข้มข้น
ที่เพ่ิมข้ึน เซ็นเซอร์ M201NHP จะแสดงสัญญาณการดูดกลืนแสงที่ลดลง  

3.4 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในสภาวะที่มีไอออนปรอทของ
เซ็นเซอร์ M201NHP 

  การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP ได้ทำการศึกษาในสารละลายผสม
ระหว่าง H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v โดยทำการติดตามการคายแสงฟลูออเรส
เ ซ น ต์  (fluorescence emission spectra) ด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  Perkin-Elmer luminescence 

spectrometer LS5 เมื่อ ใช้ λex เท่ากับ 373 nm  ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์  M201NHP เท่ากับ 
50 µM และใช้ไอออนของปรอทในรูปเกลือคลอไรด์ 
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ภาพที่ 84 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (λex 373 nm) ของเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) ใน
สารละลายผสม H2O:CH3CN ในอัตราส่วน 40:60 v/v ก่อนและหลังเติมไอออนปรอทคลอไรด์ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ, [Hg2+] ที่ a: 0.0 µM, b: 0.75 µM, c: 3.3 µM, d: 4.5 µM, e: 5.8 µM, f: 7.0 µM,  
g: 8.25 µM, h: 9.5 µM และ i: 11 µM 

จากผลการทดลองภาพที่ 84 พบว่า การตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP ให้
สัญญาณคายแสงฟลูออเรสเซนต์เป็นแบบระแบบ ON-OFF ซึ่งเกิดจากการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน
อันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซ็นเซอร์เมื่อจับกับไอออนปรอทในสารละลายผสม 
H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60 v/v โดยในสภาวะที่ยังไม่มีการเติมไอออนปรอท ฟลูออ
เรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP จะคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มสูง แต่เมื่อมีการเติมไอออน
ปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ เซ็นเซอร์ M201NHP จะคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มต่ำลงในช่วง
ความยาวคลื่น 480-670 nm โดยความยาวคลื่นมากท่ีสุดของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เท่ากับ 565 
nm ซึ่งการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP จะแปรผกผันกับปริมาณไอออนปรอท
ในสารละลาย  

3.5 ค่าความสามารถต่ำสุดของการตรวจจับไอออนปรอท (detection limit) 
 การคำนวณหาค่า detection limit กระทำโดยการพลอตกราฟค่าความเข้มข้นของปรอทที่

เติมลงไปที่ความเข้มข้นต่างๆ (แกน x) กับค่าเฉลี่ยส่วนต่างของ fluorescence intensity (I0-I) ที่จุด
ใดๆ (แกน y) เพ่ือหาความชันของกราฟ (slope) จากนั้นนำมาคำนวณตามสมการที่ 1 โดยข้อมูล
ต่างๆ แสดงดังตารางที่ 10 และสร้างกราฟดังภาพที่ 85 
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Kassoc =
1

Slope (I0-Imin)
   สมการที่ 4 

โดยที่ SDblank คือ ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ของ blank 

ตารางท่ี 10 แสดงข้อมูลที่ใช้ในการคำนวณค่า  detection limit ของเซ็นเซอร์ M201NHP 
[Hg2+] 
(µM) 

Fluorescence Intensity 

1st 2nd 3rd Avg.  I0-I SD 

0.00 546.23 546.3 546 546.18 0.00 0.157 
3.25 448.15 446.17 449.94 448.09 98.09 1.886 

4.50 393.43 393.50 391.10 392.68 153.50 1.366 

5.75 346.81 344.19 344.67 345.22 200.96 1.395 
7.00 278.17 279.49 279.15 278.94 267.24 0.685 

8.25 212.27 214.00 215.20 213.82 332.36 1.473 
9.50 149.04 150.12 149.75 149.64 396.54 0.549 

10.75 85.12 86.96 89.91 87.33 458.85 2.416 

 

 
ภาพที่ 85 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยส่วนต่างของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (I0-I) ที่

ความยาวคลื่น (λem) 565 nm และความเข้มข้นของไอออนปรอทที่เติมลงไป 
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 จากภาพที่ 85 จะเห็นได้ว่าค่า I0-I กับความเข้มข้นของไอออนปรอทเป็นเส้นตรงในช่วง 3.25-
10.75 µM ซึ่งถือเป็นช่วงการทำงาน และมีค่าต่ำสุดการตรวจจับไอออนปรอท (detection limit) 
เท่ากับ 9.70 nM หรือ 1.94 ppb 

 การคำนวณ จากกราฟได้สมการเส้นตรงคือ y = 48.564x - 67.443; R2 = 0.9977 และจาก
การทดลองได้ค่า SDblank เท่ากับ 0.157 
ดังนั้นจากสมการที ่1   Detection limit  = (3×0.157)/48.564 
        = 9.70 nM 
        = 1.94 ppb  
  ดังนั้นค่าต่ำสุดการตรวจจับ (detection limit) กับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP 
เท่ากับ 9.70 nM หรือ 1.94 ppb 

3.6 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนปรอทเปรียบเทียบ
กับไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ M201NHP 

 การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP ได้ทำการศึกษาใน
สารละลายผสม H2O และ acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v ในสภาวะที่มีไอออนปรอท 
เปรียบเทียบกับในสภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนๆ ในรูปเกลือคลอไรด์ ได้แก่ Hg2+, Pb2+, Zn2+, Cd2+, 
Ag+, Fe2+,  Mn2+, Ni2+, Co2+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, K+, Li+, Na+ และ  Al3+ ซึ่งผลการทดลองแสดงดัง
ภาพที่ 86 
 จากภาพที่ 86 แสดงค่า normalized fluorescence intensity (แกน y) ของสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่นเท่ากับ 565 nm และความเข้มข้นของไอออนชนิดต่างๆ (แกน x) 
พบว่าเมื่อมีการไตเตรตไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่าง ๆ ลงไปในสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP มี
เพียงไอออนปรอทเท่านั้นที่มีการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 565 นาโน
เมตร แบบลดลง (ON-OFF) อย่างชัดเจน ในขณะที่ไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงหรือ
เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ แสดงให้เห็นว่าสารฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP มีความจำเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนปรอทเพียงชนิดเดียว 
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ภาพที่  86 แสดงผลการคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (λex 373 nm, λem 565 nm) ของเซ็นเซอร์ 
M201NHP (50 µM) ในสารละลายผสม H2O และ acetonitrile (40:60  v/v) ในภาวะที่มีไอออน
โลหะของเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้นต่างๆ  

3.7 ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ในภาวะที่มีไอออนปรอทเปรียบเทียบกับ
ไอออนรบกวนอื่นๆ ภายใต้แสงยูวี 
ภาพถ่ายของสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP ในภาวะที่มีไอออนปรอทและไอออนชนิด

อ่ืนๆ ภายใต้แสงยูวี เป็นการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ต่อไอออนปรอทอีกวิธีหนึ่ง โดย
สามารถสังเกตด้วยตาเปล่าเมื่อสารละลายอยู่ภายใต้แสงยูวี โดยสารละลายจะเตรียมในขวดโดยมี
ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร และในแต่ละขวดจะมีความเข้มข้นของไอออนชนิดต่างๆ ในปริมาณที่เท่ากัน 
ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 87 

 

ภาพที่ 87 การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) ในสารละลายผสม H2O 
และ acetonitrile (40:60 v/v) ก่อนและหลังการเติมไอออนโลหะชนิดต่างๆ ดังนี้ Hg2+, Cu2+, Ag+, 
Pb2+, Cd2+, Zn2+, Fe3+, Mn2+, Ni2+, Co2+, Al3+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, K+, Li+ และ Na+  (20 µM) 
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  จากภาพที่ 87 แสดงการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเซ็นเซอร์ ภายใต้การกระตุ้นด้วยแสงยู
วีของสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP หลังจากการเติมไอออนชนิดต่างๆ ลงไป แสดง
ให้เห็นว่าขวดของสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP ที่มีการเติมไอออนปรอทมีการดับ
ลงของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับไอออนชนิดอื่นๆ ที่มีการเรืองแสงสีเหลือง
อย่างชัดเจน โดยสามารถสังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงนี้ภายใต้แสงยูวี จึงสรุปได้ว่าสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ที่ได้มีความจำเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนปรอทเพียงชนิดเดียว  ซึ่งสามารถตรวจวัด
ด้วยสายตาภายใต้แสงยูวีได้ 

3.8 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนปรอทรวมอยู่กับ
ไอออนรบกวนอื่นๆ ของเซ็นเซอร์ M201NHP 

 การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP ได้ทำการศึกษาใน
สารละลายผสม H2O และ acetonitrile (40:60 v/v) ในสภาวะที่มีไอออนปรอทรวมอยู่กับไอออน
รบกวนอ่ืนๆ ในรูปเกลือคลอไรด์ ได้แก่ Cu2+, Ag+, Pb2+, Cd2+, Zn2+, Fe3+, Mn2+, Ni2+, Co2+, 
Al3+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, K+, Li+ และ Na+ โดยในสารละลายมีปริมาณความเข้มข้นไอออนรบกวน
ชนิดอ่ืนๆ มากกว่าความเข้มข้นของไอออนปรอท 10 เท่า โดยแสดงผลการทดลองในรูปกราฟ
ความสัมพันธ์ความเข้มข้นแสงฟลูออเรสเซนต์ ระหว่างค่า นอร์มาลไลซ์ อีมิสชั่น อินเท็นซิตี้  
(normalized emission intensity; I/I0, แกน y) และชนิดของไอออนเกลือคลอไรด์ชนิดต่างๆ (แกน 
x) ซึ่งผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 88 
 จากผลการทดลองพบว่าการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์
เมื่อมีการเติมไอออนปรอท ในขณะที่สารละลายมีไอออนรบกวนชนิดอ่ืน ปริมาณ 10 เท่าของปริมาณ
ไอออนปรอทที่เติมลงไปในสารละลาย ดังผลการทดลองภาพที่ 88 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP สามารถทำงานในการตรวจวัดไอออนปรอทได้ในภาวะที่มีไอออนรบกวน
ชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ Cu2+, Ag+, Pb2+, Cd2+, Zn2+, Fe3+, Mn2+, Ni2+, Co2+, Al3+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, 
K+, Li+ และ Na+ เจือปนในสารละลายที่มีความเข้มข้นสูงกว่าไอออนปรอทถึง 10 เท่า โดยยังคงมีการ
เปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 565 nm แบบลดลง (ON-OFF) 
อย่างชัดเจน จึงสรุปได้ว่าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP มีความจำเพาะเจาะจงในการ
ตรวจวัดไอออนปรอทและยังสามารถทำงานได้ดีในภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นชนิดอ่ืน ๆ เจือปนอยู่สูง
กว่าไอออนปรอทถึง 10 เท่า 
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ภาพที่ 88 แสดงผลการทดสอบการรบกวน (competitive experiments) ของไอออนโลหะชนิด
ต่างๆ ที่มีต่อค่านอร์มาลไลซ์ อีมิสชั่น อินเท็นซิตี้ (normalized emission intensity; I/I0 ที่ 565 

nm) (λex  373 nm) ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP และ Hg2+ (M201NHP:Hg2+) ใน
สารละลายผสม H2O และ acetonitrile (40:60 v/v) โดยความเข้มข้นของ [M201NHP] = 5 µM; 
[Hg2+] = 10 µM  และไอออนโลหะ [Mn+] = 100 µM 

3.9 ผลการหาค่าประสิทธิภาพเชิงควอนตัมทางฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence quantum 
yield) ของเซ็นเซอร์ M201NHP 

จากการทดลองพบว่าเมื่อให้พลังงานแก่เซ็นเซอร์ M201NHP ที่ λex 373 nm  ทำให้เกิด
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุดที่  565 nm ในสารละลาย acetonitrile โดยในการหาค่า 
Quantum yield จะใช้ 9,10-diphenylanthracene ใน cyclohexane [10] โครงสร้างแสดงดัง
ภาพที่ 89 เป็นสารมาตรฐานทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง UV-Vis และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์
ของสารละลายเซ็นเซอร์ ในสภาวะก่อนและหลังเติมไอออนปรอท จากนั้นนำมาพล๊อตกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและค่าคายแสงฟลูออเรสเซนต์ เพ่ือใช้ในการหาค่าความชัน
ของกราฟเส้นตรงตามสมการที่ 5 

 

ภาพที่ 89 โครงสร้างทางเคมีของ 9,10-diphenylanthracene 
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จากการคำนวณพบว่าในสภาวะที่ไม่มีไอออนปรอทเซ็นเซอร์ M201NHP มีค่า quantum 
yield เท่ากับ 0.58 และในสภาวะที่มีการเติมไอออนปรอทมากเกินพอ เซ็นเซอร์ M201NHP มีค่า 
quantum yield เท่ากับ 0.46 แสดงให้เห็นว่าหลังจากไอออนปรอทเกิดเป็นไอออนเชิงซ้อนแล้ว 
ไอออนปรอทจะสามารถรับอิเล็กตรอนจากเซ็นเซอร์ได้ ทำให้ไม่มีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ซึ่งเป็น
การหยุดการเกิดกระบวนการ photoinduced electron transfer (PET) ภายในโมเลกุล ทำให้มีการ
คายแสงฟลูออเรสเซนต์ลดลง 

3.10 อัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอท
โดยวิธี Job’s plot และค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออนเชิงซ้อน (association 
constant; Kassoc) 

 การทดลองเพ่ือหาอัตราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอทที่
ใช้ในการเกิด binding ศึกษาโดยวิธี Job’s plot ได้ผลการทดลองดังภาพท่ี 90 

 

ภาพที่ 90 กราฟแสดงอัตราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ M201NHP กับไอออนปรอทที่ใช้ใน
การเกิด binding ศึกษาโดยวิธี Job’s plot 

 จากผล Job’s plot แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ M201NHP หนึ่งโมเลกุลสามารถดักจับไอออน
ปรอทคลอไรด์ 1 โมเลกุล (M201NHP: Hg2+ = 1:1) จากนั้นจึงศึกษาค่าคงที่สมดุลของการเกิด
ไอออนเชิงซ้อน (Association constant; Kassoc) โดยใช้สมการ Benesi-Hildebrand ตามสมการที่ 
4 สามารถแสดงดังภาพที่ 91 และสามารถคำนวณค่า Kassoc ได้เท่ากับ 7.09x104 M-1 
 การคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออนเชิงซ้อน (association constant; Kassoc) โดย
ใช้สมการ Benesi-Hildebrand [46] ทำได้โดยพลอตกราฟค่า 1/ [Hg2+] (แกน X) กับ 1/(I0-I) ที่จุด
ใดๆ (แกน y) ดังแสดงในตารางที่ 11 
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Kassoc =
1

Slope (I0-Imin)
   สมการที่ 4 

 
เมื่อ  I0  = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เริ่มต้นที่ไม่มีไอออนปรอทใน
สารละลาย 
 I   = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออนปรอทที่ความเข้มข้น
ใดๆ 
 Imin= ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์น้อยที่สุด 
 n  = จำนวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2 และ 3 

ตารางที่ 11 ข้อมูลค่าความเข้มข้นของไอออนปรอทที่เติมลงไป [Hg2+], ค่า 1/[Hg2+] (ความเข้มข้น
ของไอออนปรอทที่ เติมลงไป) ค่าความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ 

M201NHP  และ ค่า 1/(I0-I) ที่ได้จากการคำนวณของเซ็นเซอร์ M201NHP, λex เท่ากับ 373 nm 

[Hg2+], M Intensity (I) 1/[Hg2+], M-1 (n=1) 1/(I0-I) 

4.5000 x10-6 392.68 2.22 x105 0.0065 
5.7500 x10-6 345.22 1.74 x105 0.0050 

7.0000 x10-6 278.94 1.43 x105 0.0037 

8.2500 x10-6 213.82 1.21 x105 0.0030 
9.5000 x10-6 149.64 1.05 x105 0.0025 

10.750 x10-6 87.33 0.93 x105 0.0022 

 

 

ภาพที่ 91 กราฟจากการคำนวณตามสมการ Benesi-Hildebrand ของเซ็นเซอร์ M201NHP เมื่อ n=1 
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 การคำนวณ  
 จากสมการที่ 4 กราฟได้สมการเส้นตรงคือ  y = 3.0x10-8x - 0.0011; R2 = 0.998  

ซ่ึง slope = 3.0x10-8, I0 = 546.18, Imin = 76.16  
ดังนั้น Kassoc  = 1/(3.0x10-8)×(546.18-76.16)  
  = 7.09x104 M-1  

  ดังนั้นอัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของเซ็นเซอร์ M201NHP ต่อการดักจับไอออน
ปรอทเป็นหนึ่งต่อหนึ่ง (M201NHP:Hg2+ = 1:1) และสามารถคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิด
ไอออนเชิงซ้อน, Kassoc ได้เท่ากับ 7.09x104 M-1 (n=1) 

3.11 ผลการทำนายการเปลี่ยนแปลงของเซ็นเซอร์ M201NHP ก่อนและหลังการจับไอออน
ปรอทโดยเทคนิค molecular modeling 

 

ภาพที่ 92 แสดงลักษณะโครงสร้างด้วยเทคนิค molecular modeling ของ a) โครงสร้างของ
เซ็นเซอร์ M201NHP ในสภาวะก่อนดักจับไอออนปรอท b) โครงสร้างของเซ็นเซอร์ M201NHP ใน
สภาวะหลังดักจับไอออนปรอท (M201NHP:Hg2+ อัตราส่วน 1:1) 

  จากการศึกษาด้วยเทคนิค molecular modeling เพ่ือทำนายโครงสร้างที่เสถียรที่สุดของ
เซ็นเซอร์ M201NHP ในภาวะก่อนจับไอออนปรอทในสารละลาย acetonitrile จะมีลักษณะ
โครงสร้างดังภาพที่ 92a เมื่อเติมไอออนปรอทลงไปในสารละลาย ไอออนปรอทจะไปโคออดิเนตกับ
อะตอมของออกซิ เจน (O) และอะตอมของซัล เฟอร์  (S) ด้วยกระบวนการ electrostatic 
interactions โดยไอออนปรอทจะเกิดโคออร์ดิเนตกับ 1 อะตอมออกซิเจน (O) และ 1 อะตอมของ
ซัลเฟอร์ (S) ในระยะทางเท่ากับ 3.34 Å และ 2.74 Å ตามลำดับดังภาพที่ 92b ซึ่งจากการศึกษานี้
สามารถช่วยยืนยันว่าเซ็นเซอร์ M201NHP สามารถดักจับไอออนปรอทได้ในอัตราส่วน 1:1 ตรงตาม
ผลการศึกษาด้วยเทคนิค Job’s plot และในการคำนวณค่าคงที่สมดุลของการเกิดไอออนเชิงซ้อน , 
Kassoc 
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3.12 ผลการทดสอบการดักจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP ที่ค่า pH ต่างกัน 
การศึกษาผลกระทบของค่า pH ต่อประสิทธิภาพการดักจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ 

M201NHP จะทำการศึกษาในสารละลายผสม H2O และ acetonitrile (40:60 v/v) ที่ค่า pH 3.0-
10.0 แสดงผลการทดลองดังภาพที่ 93 

 

ภาพที่  93 แสดงผลการคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (λex 373 nm, λem 565 nm) ของเซ็นเซอร์ 
M201NHP (50 µM) ในสารละลายผสม HEPES buffer และ acetonitrile (40:60  v/v) ในภาวะที่
มีไอออนปรอท (10 µM) ที่ pH ช่วง 3.0-10.0 

 จากภาพที่ 93 จะเห็นว่าเซ็นเซอร์ M201NHP มีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ลดลงอย่าง
เห็นได้ชัดเมื่อเติมไอออนปรอทที่ช่วง pH 5.0-8.0 ซึ่งหากพิจารณาช่วงการเปลี่ยนแปลงค่าการคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์ใน pH ช่วงดังกล่าวเป็นช่วง pH ที่ดี เนื่องจากอยู่ในช่วง pH เฉลี่ยในสิ่งมีชีวิตซึ่ง
อยู่ในช่วง 7.2–7.4 จากผลการทดลองนี้ทำให้เห็นว่า M201NHP มีศักยภาพสูงในการตรวจวัด Hg2+ 
ในตัวอย่างเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้ 

3.13 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของเซ็นเซอร์ M201NHP  
 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของเซ็นเซอร์ สามารถทำได้โดยการเติมสารที่มีแรงกระทำ
กับไอออนปรอทลงไปในสารละลายของเซ็นเซอร์ที่หลังเติมไอออนแล้ว เพ่ือวิเคราะห์ใหม่ได้อีกครั้งโดย
ในการศึกษานี้ใช้ cysteine (Cys) เป็นสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอท ผลการทดลองดังภาพท่ี 94 
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ภาพที่ 94 แสดงการนำกลับมาใช้ใหม่ของเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) โดยใช้ Cys เป็นสารที่มี
แรงกระทำกับไอออนปรอทเมื่อเติม [Hg2+] = 6.7 µM และ [Cys] = 20 µM 

 จากผลการทดลองภาพที่ 94 พบว่าเซ็นเซอร์สามารถตรวจจับไอออนปรอทได้และสามารถนำ
กลับมาใช้ใหม่ได้อีกครั้งโดยการเติม Cys ที่มีความเข้มข้นเป็น 3 เท่าของความเข้มข้นปรอท ซึ่งจะเห็น
ว่าก่อนที่จะเติมไอออนปรอท เซ็นเซอร์ M201NHP แสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มสูงสุด 
เมื่อเติมไอออนปรอทลงไปจะทำให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ลดลงในค่าความเข้มแสงค่าหนึ่ง และเมื่อ
เติม Cys ซึ่งทำหน้าที่เป็นสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอทพบว่า สัญญาณฟลูออเรสเซนต์กลับขึ้น
ไปเท่ากับเริ่มต้นอีกครั้ง (เท่ากับสัญญาณของเซ็นเซอร์ M201NHP ก่อนเติมไอออนปรอทลงไป) 
แสดงให้เห็นว่าสารเชิงซ้อน M201NHP:Hg2+ แยกออกจากกันโดย Cys และกระบวนการนี้สามารถ
ทำซ้ำได้อย่างน้อยห้าครั้งโดยการเติม Hg2+ และ Cys สลับกัน จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า
การลดลงของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP จากการเติมไอออนปรอท 
สามารถย้อนกลับได้โดย Cys และยังคงมีประสิทธิภาพในการดักจับไอออนปรอทได้เหมือนเดิม ดังนั้น
เซ็นเซอร์ M201NHP มีสมบัติในการนำกลับมาใช้ใหม่ได้ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนในการสังเคราะห์ ทำให้
ประหยัดงบประมาณในการวิเคราะห์ตัวอย่างได้ 

3.14 ผลการศึกษาความสามารถการตรวจวัดไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP ในเจล
บำรุงผิวหน้า (brightening gel) 
จากความสามารถการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์  M201NHP ที่มีความว่องไว

และความจำเพาะเจาะจงที่สูงต่อไอออนปรอท จึงได้มีการนำเซ็นเซอร์  M201NHP มาทดสอบ
ประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนปรอทในตัวอย่างจริง โดยทำการศึกษาในเจลบำรุงผิวหน้า 
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(brightening gel) โดยใช้ไอออนปรอทในรูปของเกลือคลอไรด์ เพ่ือติดตามสัญญาณการคายแสง
ฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ M201NHP ผลการทดลองแสดงดังในภาพที่ 95 แสดงให้เห็นว่าภายใต้
แสงยูวี M201NHP มีประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนปรอทในตัวอย่างจริง เช่น เจลบำรุงผิวหน้า 
(brightening gel) 

 

 
 

ภาพที่ 95 การเปลี่ยนแปลงสีภายใต้แสงยูวีของเซ็นเซอร์ M201NHP ดังนี้ (a) เจลเพ่ิมความกระจ่าง
ใส, (b) เจลเพ่ิมความกระจ่างใส+M201NHP และ (c)-(h) เจลเพ่ิมความกระจ่างใส+M201NHP โดย
มีความเข้มข้นของไอออนปรอท 0.01, 0.03, 0.04, 0.05, 0.07 และ 0.13 mM 
 

3.15 การทดสอบประสิทธิภาพการดักจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP ในน้ำ
ตัวอย่าง 
ทำการสังเกตการเปลี่ยนสีของสารละลายเซ็นเซอร์ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงยูวี เพ่ือดู

ความสามารถของเซ็นเซอร์ M201NHP ในตัวทำละลายผสม 40% น้ำตัวอย่าง/acetonitrile สำหรับ
การตรวจวัดไอออนปรอท ก่อนและหลังเติมไอออนปรอท (5, 10 และ 15 µM) ในน้ำตัวอย่างจริง 
ประกอบด้วย น้ำดื่ม (DW), น้ำแร่ (MW), น้ำประปา (TW) และน้ำจากแม่น้ำ (RW) แสดงในภาพที่ 96 
จะเห็นได้ว่าภายใต้แสงยูวีน้ำตัวอย่างทุกชนิดจะใสไม่มีสี  ในขณะที่ตัวอย่างน้ำที่มี เซ็นเซอร์  
M201NHP สารละลายจะเรืองแสงสีส้ม เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของไอออนปรอทในปริมาณต่างๆ ให้กับ
ตัวอย่างน้ำในแต่ละตัวอย่างทำให้สารละลายเรืองแสงสีส้มน้อยลง ยิ่งปริมาณของไอออนปรอทสูงขึ้น
สารละลายก็จะยิ่งเรืองแสงน้อยลง แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ M201NHP สามารถตรวจวัดปริมาณของ
ไอออนปรอทในน้ำตัวอย่างจริงได้ด้วยตาเปล่าได้อย่างง่ายดายภายใต้แสงยูวี 
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ภาพที่ 96 การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายภายใต้แสงยูวีของเซ็นเซอร์ M201NHP (50 µM) ในน้ำ
ตัวอย่าง (a) น้ำดื่ม (DW) (b) น้ำแร่ (MW) (c) น้ำประปา (TW) และ (d) น้ำจากอ่างเก็บน้ำ (PW) 
ก่อนและหลังเติม Hg2+ (5, 10 และ 15 µM) 

3.16 ผลการศึกษาความสามารถในการตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์  M201NHP 
ภายในเซลล์ U251, HEK-293 และ HaCaT 
เนื่องจากไอออนปรอทมีความเป็นพิษสูงและสามารถสะสมอยู่ในอวัยวะภายในโดยเฉพาะ

สมอง ไต และผิวหนัง จึงได้นำเซ็นเซอร์ M201NHP มาทดสอบในเซลล์ U251, HEK-293 และ 
HaCaT (ซึ่ ง เป็ น  human glioblastoma astrocytoma cell, human embryonic kidney cell 
และ human immortalized keratinocyte cell) เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการตรวจจับไอออนปรอท
ในตัวอย่างเซลล์สิ่งมีชีวิต ผลการทดลองแสดงดังในภาพที่ 97 
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ภาพที่  97 (A) ภาพการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ภายในเซลล์  U251, HEK-293 และ HaCaT 
ประกอบด้วยcontrol cells; 20 µM ของ HgCl2; 10 µM ของ M201NHP และ HgCl2 ความเข้มข้น 
20 µM รวมกับเซ็นเซอร์ M201NHP เข้มข้น 10 µM โดยทำการบ่ม HgCl2 เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
ล้างออกด้วย PBS บัฟเฟอร์ 3 ครั้ง จากนั้นเติม M201NHP บ่มเป็นเวลา 30 นาที ก่อนที่จะล้างออก
ด้วย PBS บัฟเฟอร์ 3 ครั้ง และนำไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบคอนโฟคอล (B) ข้อมูลการเรือง
แสงของเซลล์ U251, HEK-293 และ HaCaT ในเชิงปริมาณโดยใช้ โปรแกรม image J (n = 30) และมี
การวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้การทดสอบแบบ T-test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) 

 จากผลการทดลองการตรวจจับไอออนปรอทของเซ็นเซอร์ M201NHP ภายในเซลล์ U251, 
HEK-293 และ HaCaT พบว่าเซลล์ที่มีเซ็นเซอร์ M201NHP จะเรืองแสงสีน้ำเงินออกมา ดังภาพที่ 
97(A) และเมื่อมีการเติมไอออนปรอทที่ความเข้มข้น 20 µM จะส่งผลให้การคายเรืองแสงฟลูออเรส
เซนต์ลดลง แสดงให้เห็นว่าสามารถนำเซ็นเซอร์ M201NHP มาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออน
ปรอทภายในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้   

3.17 ผลการศึกษาความเป็นพิษของเซ็นเซอร์ M201NHP ต่อเซลล์ U251, HEK-293 และ 
HaCaT 
จากความสามารถการตรวจวัดไอออนปรอทของฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์  M201NHP 

ภายในเซลล์สิ่งมีชีวิต U251, HEK-293 และ HaCaT จึงได้ทำการทดสอบความเป็นพิษของเซ็นเซอร์ที่
อาจส่งผลต่อเซลล์ U251, HEK-293 และ HaCaT โดยการบ่มเซ็นเซอร์ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 0, 5, 
10, 20, 30, 40 และ 50 µM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงดังในภาพที่ 98 
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ภาพที่ 98 ผลของเซ็นเซอร์ M201NHP ต่อความมีชีวิตของเซลล์ U251, HEK-293 และ HaCaT (%) 
ที่ความเข้มข้นต่างๆ (0-50 µM) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 จากผลการทดลองพบว่า เซ็นเซอร์ M201NHP ที่ความเข้มข้น 0-50 µM มีเปอร์เซ็นต์ cell 
viability ต่ อ เซลล์  U251, HEK-293 และ HaCaT มากกว่ า 80%  แสดงให้ เห็ นว่ า เซ็ น เซอร์  
M201NHP มีความเป็นพิษต่อเซลล์ U251, HEK-293 และ HaCaT น้อยมาก ซึ่งสามารถนำไป
ประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนปรอทภายในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้  

4. ผลการศึกษาการขึ้นรูปเป็นแผ่นเยื่อด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง (electrospinning) จากการ
ผสมสารเซ็นเซอร์ท่ีสำหรับตรวจวัดไอออนปรอท 

  ในการศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ผสมเซ็นเซอร์ที่สำหรับ
ตรวจวัดไอออนปรอทนั้น (เซ็นเซอร์ที่ใช้คือ RBH และ R6GH มีโครงสร้างดังแสดงในภาพที่ 99) 
ผู้วิจัยได้รับความอนุเคราะห์แผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันที่ผสมเซ็นเซอร์จาก ผศ.ดร. สุธินี เกิดเทพ ซึ่งมีผล
การทดลองดังต่อไปนี้ 

 

ภาพที่ 99 โครงสร้างทางเคมีของ RBH และ R6GH 
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4.1 ผลการวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยาของเส้นใย ขนาด และการกระจายตัวของแผ่น
เยื่ออิเล็กโทรสปัน PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (scanning electron microscopy, SEM) 

 

ภาพที่ 100 ภาพถ่าย SEM และการกระจายขนาดของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน a) PMMA/RBH และ 
b) PMMA/R6GH (sensor strips) 

  ผลการทดลองเม่ือขึ้นรูปแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน PMMA/RBH และ PMMA/R6GH (sensor 
strips) ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรสปินนิ่ง แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเส้นใย ขนาด และการกระจาย
ตัวของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปันด้วย SEM พบว่าในตัวทำละลายผสม ethanol (ET): tetrahydrofuran 
(THF) ใน อัต ราส่ วน  0.6:0.4 v/v ส าม ารถขึ้ น รูป เส้ น ใยแผ่ น เยื่ อ ได้ ทั้ ง  PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH โดยมีขนาดเส้นใยขนาดเล็กและการกระจายตัวของขนาดเท่ากับ 2.515±0.891 µm 
และ 2.431±0.872 µm ตามลำดับดังแสดงในภาพที่ 100 

4.2 ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน 
PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ในภาวะท่ีมีไอออนปรอทท่ีความเข้มข้นต่างๆ ภายใต้
แสงปกติ (แสงขาว) 
จากภาพที่ 101 แสดงภาพถ่ายภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) ของแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน 

PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ก่อนและหลังแช่สารละลายปรอทที่ความเข้มข้น 2 µM ถึง 20 
mM จะเห็นได้ว่าสีของแผ่นเยื่อทั้งสองชนิดจะมีสีขาว-ชมพูอ่อน-ชมพูเข้ม เมื่อความเข้มข้นของปรอท
เพ่ิมมากข้ึนตามลำดับ และสามารถมองเห็นการเปลี่ยนสีได้ด้วยตาเปล่าภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) 
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ภาพที่ 101 ภาพถ่ายแผ่นเยื่ออิเล็กโทรสปัน PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ก่อนและหลังแช่ใน
สารละลายปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ 

4.3 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH ในสภาวะท่ีมีไอออนปรอทที่ความเข้มข้นต่างๆ 

 การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH 
ในช่วงความยาวคลื่น 500-620 nm ผลการทดสองแสดงในภาพที่ 102 ซึ่งมีค่าการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์สูงสุด (λem) เท่ากับ 545 nm  จะเห็นได้ชัดว่าในสภาวะที่ไม่มีไอออนปรอทจะให้ค่าการคายแสง
ฟลูออเรสเซนต์ที่ต่ำที่สุด แต่ภายหลังการแช่แผ่นเยื่อที่ความเข้มข้นต่างๆ ของไอออนปรอทพบว่า การ
คายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อทั้งสองจะเพ่ิมขึ้นเมื่อมีปริมาณไอออนปรอทที่เพ่ิมขึ้น (OFF-ON) 
และพบว่าค่าต่ำสุดที่วัดได้ (detection limit) ของการตรวจวัดหาปริมาณไอออนปรอทของแผ่นเยื่อ 
PMMA/RBH และ PMMA/R6GH มีค่าประมาณ 0.8-1.099 และ 3.6-4.3 ppb ตามลำดับ และภาพ
แสดงการเกิดสารประกอบ (complex) ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ภายหลังจาก
การจับกับไอออนปรอทแสดงดังภาพที่ 103 
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ภาพที่ 102 แสดงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์  (λex 500 nm) ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH sensor strips ก่อนและภายหลังการแช่ในสารละลายปรอทเข้มข้นต่างๆ ดังนี้   
a) 0 µM, b) DI water, c) 2 µM, d) 20 µM และ e) 200 µM 
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ภาพที่ 103 แสดงการเกิดสารประกอบ (complex) ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH 
sensor strips ภายหลังจากการจับกับไอออนปรอท 

4.4 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH ในสภาวะท่ีมีไอออนปรอทและไอออนชนิดอื่นๆ ในสารละลาย 

 เมื่อนำแผ่นเยื่อแช่ในสารละลายไอออนต่างๆ คือ Hg2+, Cu2+,  Ag+,  Pb2+,  Fe3+,  Fe2+,  
Ca2+,  Zn2+,  Na+ และ K+ ที่ความเข้มข้นเท่ากันคือ 20 mM ดังผลการทดลองภาพที่ 104a แสดงให้
เห็นว่าแผ่นเยื่อทั้งสองเป็นสีชมพูภายหลังการแช่สารละลายไอออนปรอท ในขณะที่ภายหลังการแช่
ไอออนอ่ืนๆ แผ่นเยื่อทั้งสองไม่มีการเปลี่ยนสี ซึ่งการเปลี่ยนแปลงสีนี้สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า
ภายใต้แสงปกติ (แสงขาว) และผลการทดลองภาพที่ 104b แสดงค่า normalized fluorescence 
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intensity ที่ 582 nm ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH sensor strips ภายหลังการ
แช่ในสารละลายไอออนต่างๆ เข้มข้น 20 mM และ 200 µM จะเห็นได้ว่าแผ่นเยื่อที่แช่ในสารละลาย
ไอออนปรอทเท่านั้นที่มีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (OFF-ON) เพ่ิมขึ้นอย่างชัดเจน โดย
ไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงหรือเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ซึ่งผลการทดลองนี้สรุป
ได้ว่าแผ่นเยื่อทั้งสองชนิดที่ได้มีความจำเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนปรอทเพียงชนิดเดียว 

 

ภาพที่ 104 a) แสดงการเปลี่ยนแปลงสีของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ก่อนและ
หลังแช่ในสารละลายไอออนต่างๆ (20 mM) b) แสดง normalized fluorescence intensity ที่ 
582 nm ของแผ่ น เยื่ อ  PMMA/RBH และ PMMA/R6GH sensor strips ภ ายหลั งการแช่ ใน
สารละลายไอออนต่างๆ เข้มข้น 20 mM และ 200 µM 

4.5 ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ 
PMMA/R6GH ในสภาวะที่มีไอออนปรอทรวมกับไอออนรบกวนอ่ืนๆ ในสารละลาย
เดียวกัน 

 การตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อทั้งสองชนิด 
ภายหลังจากการแช่ในสารละลายที่มีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนที่มีความเข้มข้น 10 เท่าของความเข้มข้น
ของไอออนปรอท ดังภาพที่ 105 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแผ่นเยื่อทั้งสองชนิดสามารถทำงานในการตรวจวัด
ไอออนปรอทได้ในภาวะที่มีไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ ได้แก่ Cu2+, Ag+, Pb2+, Fe3+, Fe2+, Ca2+, Zn2+, 
Na + และ K+ เจือปนในสารละลายที่มีความเข้มข้นสูงกว่าไอออนปรอทถึง 10 เท่า โดยยังคงมีการ
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เปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 514 นาโนเมตร แบบเพ่ิมขึ้น 
(OFF-ON) อย่างชัดเจน จึงสรุปได้ว่าแผ่นเยื่อทั้งสองชนิด มีความจำเพาะเจาะจงในการตรวจวัด
ไอออนปรอทและยังสามารถทำงานได้ดีในภาวะที่มีไอออนรบกวนอ่ืนชนิดอ่ืน ๆ เจือปนอยู่สูงกว่า
ไอออนปรอทถึง 10 เท่า 

 

ภาพที่ 105 แสดงผลการทดสอบการรบกวน (competitive experiments) ของไอออนโลหะชนิด
ต่างๆ ที่มีต่อค่า normalized emission intensity; IF/I0 ที ่514 nm ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH 
และ PMMA/R6GH sensor strips โดย [Hg2+]:[Mn+] = 1:10  

4.6 การศึกษาการนำกลับมาใช้ใหม่ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH sensor 
strips 
การศึกษาความสามารถในการนำกลับมาใช้ใหม่ของแผ่นเยื่อทั้งสองชนิด  ทำได้โดยการนำ

แผ่นเยื่อทั้งสองชนิดแช่ในสารละลายไอออนปรอท จากนั้นนำมาแช่ในสารละลายที่มีสารที่มีแรง
กระทำกับไอออนปรอทหลังจากที่แช่ในสารละลายปรอทมาแล้ว  เพ่ือวิเคราะห์ใหม่ได้อีกครั้งโดยใน
การศึกษานี้ใช้ ethylenediamine (EDA) เป็นสารที่มีแรงกระทำกับไอออนปรอท ผลการทดลองดัง
ภาพที่ 106 
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ภาพที่ 106 การนำกลับมาใช้ใหม่ (reusability) ของแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH 
sensor strips  

  จากผลการทดลองพบว่าแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH สามารถตรวจวัดไอออน
ปรอทได้ และสามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้อีกครั้งโดยการนำแผ่นเยื่อที่ผ่านการแช่ในสารละลายไอออน
ปรอทแล้วมาแช่ในสารละลาย EDA ซึ่งจะเห็นว่าก่อนที่จะนำแผ่นเยื่อไปแช่ในสารละลายไอออนปรอท 
แผ่นเยื่อทั้งสองแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่มีความเข้มต่ำสุด เมื่อนำแผ่นเยื่อไปแช่ในสารละลาย
ไอออนปรอทจะทำให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต์เพ่ิมข้ึนที่ค่าความเข้มแสงค่าหนึ่ง และเมื่อนำแผ่นเยื่อมา
แช่ในสารละลาย EDA พบว่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์กลับลงไปเท่ากับเริ่มต้นอีกครั้ง (เท่ากับสัญญาณ
ของแผ่นเยื่อก่อนเติมไอออนปรอทลงไป) และกระบวนการนี้สามารถทำซ้ำได้อย่างน้อยสี่ครั้งโดยการ
แช่ในสารละลาย Hg2+ และ EDA สลับกัน จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าการเพ่ิมขึ้นของการ
คายแสงฟลูออเรสเซนต์ของแผ่นเยื่อหลังจากการแช่ในสารละลายไอออนปรอท สามารถย้อนกลับได้
โดย EDA และยังคงมีประสิทธิภาพในการดักจับไอออนปรอทได้เหมือนเดิม  ดังนั้นแผ่นเยื่อทั้งสองมี
สมบัติในการนำกลับมาใช้ใหม่ได้ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนในการสังเคราะห์ ทำให้ประหยัดงบประมาณใน
การวิเคราะห์ตัวอย่างได้ 
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย 

 
วิทยานิพนธ์นี้สามารถออกแบบและสังเคราะห์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 2 ชนิด คือเซ็นเซอร์ที่

ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ cyanine ที่มีคุณสมบัติการคายแสงในช่วงใกล้รังสีอินฟราเรด และเซ็นเซอร์
ที่ประกอบด้วยอนุพันธ์ของ [5]helicene ที่มีคุณสมบัติการคายแสงในช่วงยูวี-วิสิเบิลได้สำเร็จ จาก
เส้นทางการสังเคราะห์สั้น และใช้สารตั้งต้นที่มีราคาถูกทำให้ลดต้นทุนในการสังเคราะห์ โดยเซ็นเซอร์
ที่ประกอบด้วยอนุ พันธ์ของ cyanine คือ Cy7C4 ประกอบด้วยไอโอโนฟอร์ชนิด 2-[4-(2-
aminoethylsulfanyl)butylsulfanyl]ethanamine เชื่ อมต่ อกั บ ฟลู ออ โรฟ อร์ ชนิ ด ไซย านี น 
(cyanine group) จำนวน 1 หมู่ จากผลการทดสอบความสามารถในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เมื่อ
จับกับไอออนทองแดงแสดงได้ดังตารางที่ 12   

ตารางท่ี 12 สรุปผลการทดลองของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C4 

พารามิเตอร์ ผลการทดลอง 
สภาวะที่ทำงาน 

 
ในสารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ 
HEPES buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ 

acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50  v/v 
ชนิดของไอออน Cu2+ 

λex (nm) 640 

λem (nm) 720 

Detection limit (ppb) 1.56 
Association constant (Kassoc, M-1) 6.42×104 

Ratio [Cy7C4:Cu2+] 1:1 
Working range (µM) 1.67-5.33 

 
เซ็นเซอร์ Cy7C4 ที่สังเคราะห์ได้สามารถตรวจจับไอออนทองแดงได้อย่างจำเพาะเจาะจง ใน

ระบบตัวทำละลายที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ สามารถตรวจวัดไอออนทองแดงได้ในระบบการ
เปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบเปิด-ปิด (ON-OFF) ในช่วงความยาวคลื่นการมองเห็นได้ 
และสามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายที่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า จากสีน้ำเงิน
เป็นใสไม่มีสีเมื่อมีการจับไอออนทองแดง มีค่า detection limit เท่ากับ 1.56 ppb ซึ่งต่ำกว่าความ
เข้มข้นสูงสุดของทองแดงที่สามารถปนเปื้อนในน้ำดื่มที่กำหนดโดย U.S. EPA มีความจำเพาะเจาะจง 
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(selectivity) และความไวต่อการตรวจวัด (sensitivity) ดี สามารถใช้เป็นเซ็นเซอร์ในการตรวจวัด
ไอออนทองแดง และสามารถนำเซ็นเซอร์ Cy7C4 ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อน
ทองแดงในตัวอย่างน้ำ เซลล์มะเร็งสมอง (U251) นอกจากนี้ยังสามารถผนวกเข้ากับเทคนิค FIA เพ่ือ
วิเคราะห์ปริมาณไอออนทองแดงแบบอัตโนมัติได้ในตัวพาแบบสารละลายผสมระหว่าง HEPES 
buffer เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 50:50 v/v โดยมีการประยุกต์
เทคนิค FIA เข้ากับการตรวจวัดเป็น 2 ระบบ ประกอบด้วยเทคนิค FIA-spectrofluorometer พบว่า
มีช่วงใช้งานในการตรวจวัดไอออนทองแดงอยู่ที่ 0.5-9.0 mM โดยมีค่า LOD เท่ากับ 0.15 mM และ
มี sample throughput 33 ตัวอย่างต่อชั่วโมง และเทคนิค FIA-spectrophotometry มีช่วงใช้งาน
ในการตรวจวัดไอออนทองแดงอยู่ที่ 0.5-7.0 mM โดยมีค่า LOD เท่ากับ 0.45 mM และมี sample 
throughput 39 ตัวอย่างต่อชั่วโมง นอกจากนี้ยังมีการนำ FIA-spectrofluorometer มาใช้หา
ปริมาณของไอออนทองแดงได้อย่ างแม่นยำในตัวอย่างสังเคราะห์ที่ ใช้ในห้องปฏิบัติการเคมี 
(chemical laboratory) เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานอีกด้วย สำหรับ เทคนิค FIA แม้ว่าค่ า 
detection limit ที่หาได้จะค่อนข้างสูงแต่สามารถวัดตัวอย่างได้จำนวนมากในระยะเวลาอันสั้น  
ดังนั้นจึงสามารถใช้เป็นแนวทางการพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์สำหรับสารฟลูออเรสเซนต์เพ่ือใช้
ตรวจวัดไอออนโลหะอ่ืนๆ ต่อไปได้   

เซ็นเซอร์ชนิดที่สองสังเคราะห์จากอนุพันธ์ของ [5]helicene ที่มีคุณสมบัติการคายแสง
ในช่วงยูวี-วิสิเบิล คือ M201NHP ประกอบด้วยไอโอโนฟอร์ชนิด phenylthiocyanate เชื่อมต่อ
กับฟลูออโรฟอร์ชนิดเพนตะเฮลิซีน ([5]helicene) จำนวน 1 หมู่ จากผลการทดสอบความสามารถใน
การเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เมื่อจับกับไอออนปรอทแสดงได้ดังตารางที่ 13   

ตารางท่ี 13 สรุปผลการทดลองของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M201NHP 
พารามิเตอร์ ผลการทดลอง 

สภาวะที่ทำงาน 
 

ในสารละลายผสมระหว่างน้ำ (DI water) และ 
acetonitrile ในอัตราส่วน 40:60  v/v 

ชนิดของไอออน Hg2+ 

λex (nm) 373 

λem (nm) 565 

Detection limit (ppb) 1.94 
Association constant (Kassoc, M-1) 7.09×104 

Ratio [M201NHP:Hg2+] 1:1 
Working range (µM) 3.25-10.75 
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 เซ็นเซอร์ M201NHP ที่สังเคราะห์ได้สามารถตรวจจับไอออนปรอทได้อย่างจำเพาะเจาะจง
ในระบบตัวทำละลายที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ โดยตรวจวัดไอออนปรอทผ่านการแสดงการ
เปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบเปิด-ปิด (ON-OFF) โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 
1.94 ppb ซึ่งต่ำกว่าความเข้มข้นสูงสุดของปรอทที่สามารถปนเปื้อนในน้ำดื่มที่กำหนดโดย U.S. EPA 
มีค่าการเลื่อนของความยาวคลื่น (stokes shift) ที่กว้าง  สามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้มากกว่า 3 ครั้ง 
มีความจำเพาะเจาะจงและมีความว่องไวสูงต่อการตรวจวัดไอออนปรอทเมื่อเทียบกับไอออนชนิดอ่ืนๆ 
และสามารถทำงานได้แม้ว่าในระบบตัวทำละลายจะมีไอออนรบกวนชนิดอ่ืนๆ ปะปนอยู่ และสามารถ
นำเซ็นเซอร์ M201NHP ไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนปรอทในตัวอย่างครีมเจล 
น้ ำตัวอย่ าง และเซลล์มนุษย์  (U251, HEK-293 และ HaCaT) นอกจากนี้ ความเป็น พิษของ 
M201NHP ต่อเซลล์มนุษย์ (U251, HEK-293 และ HaCaT) ยังมีค่าที่ต่ำอีกด้วย 

นอกจากนี้ ได้มีการนำแผ่น เยื่ อ  PMMA/RBH และ PMMA/R6GH sensor strips ที่ มี
ความจำเพาะเจาะจง (selectivity) และความไวต่อการตรวจวัด (sensitivity) ต่อไอออนปรอท มา
ศึกษาสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ พบว่าแผ่นเยื่ อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH ค่า 
detection limit อยู่ในช่วง 0.8-1.099 และ 3.6-4.3 ppb ตามลำดับ สามารถนำกลับมาใช้ใหม่ได้
มากกว่า 3 ครั้ง ดังนั้นจึงสามารถนำแผ่นเยื่อ PMMA/RBH และ PMMA/R6GH sensor strips มาใช้
ตรวจวัดไอออนปรอท และใช้เป็นอุปกรณ์พกพาสำหรับการตรวจวัด Hg2+ แบบเรียลไทม์ ด้วยการ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีได้ด้วยตาเปล่าได้อย่างง่ายดาย 
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รายช่ืออักษรย่อ 

คำย่อ  คำเต็ม 

 Q  fluorescence quantum yield  

 oC  degree celsius  

 λ  wavelength  

 µL  microlitter  

 µM  micromolar  

 AAS  atomic absorption spectrometry  

 anh.  anhydrous  

 br  board (NMR spectroscopy)  

 CH2Cl2  dichloromethane  

 13C NMR  carbon 13 nuclear magnetic resonance  

  spectroscopy  

d  doublet (NMR spectroscopy)  

dd  doublet of doublet (NMR spectroscopy)  

DFT density functional theory  

DI  deionized  

DMSO  dimethyl sulfoxide  

DNP  double numerical polarization  

U.S. EAP  United States Environmental Protection 

Agency  

E bind binding energy  

em  emission  

eq.  equivalent  

EtOAc  ethyl acetate  

EtOH  ethanol  
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ex  excitation  

FDA  Food and Drug Administration  

PET  Photoinduced electron transfer 

h  hour  

HCl  hydrochloric  

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane 

sulfonic acid  
1H NMR  hydrogen nuclear magnetic resonance  

spectroscopy  

H2O  water  

HOMO  the highest occupied molecular orbital  

HR-MS  high resolution mass spectrometry  

Hz  Hertz  

ICP-AES  inductively coupled plasma-atomic emission 

spectrometry  

J  coupling constant (NMR spectroscopy)  

Kassoc  association constant  

K2CO3  potassium carbonate  

LUMO  the lowest unoccupied molecular orbital  

M  mass (mass spectroscopy)  

M  molar  

m  multiplet (NMR spectroscopy)  

MeOH  methanol  

min  minute  

mL  milliliter  

mmol  milli mole  

MW  molecular weight  
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m/z  mass to charge ratio (mass spectroscopy)  

NaCl  sodium chloride  

NaOMe  sodium methoxide  

NaOH  sodium hydroxide  

Na2SO4  sodium sulfate 

Et3N  triethylamine  

nm  nanometer  

ppb  part per billion  

ppm  part per million  

q  quartet (NMR spectroscopy)  

Rf  flow rate  

s  singlet (NMR spectroscopy)  

t  triplet (NMR spectroscopy)  

THF tetrahydrofuran  

v/v volume by volume  

w/v  weight by volume 
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ผลงานที่ได้รับการตีพิมพ์ 
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พ.ศ. 2563-2564 ได้รับทุนผู้ช่วยสอน (Teaching Assistant, TA) ภาควิชา
เคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร  
พ.ศ. 2561-2565 ได้รับทุนโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (Royal 
Golden Jubilee: RGJ) เลขที่สัญญา PHD/0191/2561 จากสำนักงานการ
วิจัยแห่งชาติ (วช.)   
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