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บทคัดย่อภาษาไทย 

630720007 : เคมี แผน ก แบบ ก 2 ปริญญามหาบัณฑิต 
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นาย เปรมศักดิ์ ปทะวานิช: การสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์จากอนุพันธ์ของเพน
ตะเฮลิซีนสำหรับตรวจจับไอออนสังกะสี อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก : ศาสตราจารย์ ดร. นันท
นิตย์ วานิชาชีวะ 

 
สังกะสีเป็นหนึ่งในแร่ธาตุที ่มีความจำเป็นต่อร่างกายมนุษย์และการเจริญเติบโตของพืช  

นอกจากนี้สังกะสียังถูกใช้อย่างแพร่หลายในกระบวนการทางอุตสาหกรรม  ทำให้มีโอกาสปนเปื้อนลง
สู่แหล่งน้ำธรรมชาติ แล้วก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม การใช้ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ในการ
ตรวจวัดไอออนสังกะสีเป็นวิธีท่ีมีความสะดวก และรวดเร็ว ในงานวิจัยนี้ได้นำเสนอการออกแบบและ
การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่สำหรับตรวจวัดไอออนสังกะสีอย่างจำเพาะเจาะจง  
โดยใช้อนุพันธ์ของ [5]helicene ท่ีสามารถคายแสงฟลูออเรสเซนต์ได้ในช่วงยูวี-วิซิเบิล ทำให้สามารถ
ส ั ง เ กตการ เปล ี ่ ย นแปลง ไ ด ้ ด ้ ว ยตา เปล ่ า  และ เช ื ่ อ มต ่ อก ั บ ไ อ โอ โนฟอร ์ ชน ิ ด  1-(6-
(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis(pyridine-2-ylmethyl)methanamine โดยเซ ็นเซอร์ MT 
สามารถดักจับไอออนสังกะสีอย่างจำเพาะเจาะจงในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลาย
บัฟเฟอร์ HEPES และเมทานอล แม้ในภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นๆ โดยมีค่าความเข้มข้นต่ำสุดของ
การตรวจวัดไอออนสังกะสีเท่ากับ 29 นาโนโมลาร์ (1.91 ppb) ซึ่งต่ำกว่าค่ามาตรฐานในน้ำดื่มท่ี
องค์การอนามัยโลกได้กำหนดไว้ นอกจากนี้เซ็นเซอร์ MT สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจจับ
ไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งสมองและมะเร็งตับของมนุษย์ได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

630720007 : Major (CHEMISTRY) 
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MR. PRAMSAK PATAWANICH : SYNTHESIS OF FLUORESCENCE COMPOUND 
BASED ON [5]HELICENE DERIVATIVES FOR ZINC(II) SENSING THESIS ADVISOR : PROFESSOR 
NANTANIT WANICHACHEVA, Ph.D. 

Zinc is one of the most important trace elements in human body and plant 
growth. Moreover, it is also commonly utilized in various industrial purposes resulting 
in the contamination to environment. Fluorescence-based sensors play a fundamental 
role in metal ion sensing due to its rapid response and sensitivity. In this thesis, a novel 
fluorescence sensor was designed and synthesized for the selective detection of zinc 
ion. The [5]helicene derivative, a UV-visible emitting fluorophore, was connected with 
1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis(pyridine-2-ylmethyl)methanamine. The sensor 
MT exhibited highly selective toward Zn2+ over other interfering ions in aqueous 
methanol solution with detection limit as low as 29 nM (1.91 ppb), which is below the 
limit recommended by the WHO for safe drinking water. In addition, MT can apply for 
intracellular Zn2+-tracking application in human hepatoma (HepG2) and glioblastoma 
astrocytoma (U251) cells. 
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บทที่ 1  

บทนำ 

ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

 ปัจจุบันอุตสาหกรรมเป็นภาคส่วนที่มีบทบาทสำคัญในการพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศ 

เนื่องจากความเจริญก้าวหน้าทางวิศวกรรมเคมีและเทคโนโลยีอุตสาหกรรมทำให้มีการใช้สารเคมีเพื่อ

ควบคุมการใช้ทรัพยากรอย่างคุ้มค่า รวมถึงเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตอย่างชาญ

ฉลาด โดยของเสียจากกระบวนการผลิตเหล่านี้เป็นสาเหตุหลักของปัญหามลพิษทางส่ิงแวดล้อมในวง

กว้าง ซึ่งส่งผลให้เกิดการปนเปื้อนของสารเคมี และไอออนโลหะหนักที่เป็นอันตรายลงสู่แหล่งน้ำ

ธรรมชาติ ดิน จนกระทั่งกลับเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร แล้วก่อให้เกิดผลกระทบทางร่างกายทั้งในระยะส้ัน

และระยะยาว 

 โลหะสังกะสีถูกนำมาใช้ประโยชน์ทางอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลาย เช่น ใช้เป็นส่วนประกอบ

ของโลหะผสม เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและปรับปรุงคุณสมบัติของโลหะ ใช้ในงานเคลือบโลหะ เพื่อ

ป้องกันสนิมและการกัดกร่อน ใช้เป็นส่วนผสมในอุตสาหกรรมยา โดยใช้ ในรูปของเกลือซิงค์

คาร์บอเนต (ZnCO3) เพื่อรักษาอาการคันบริเวณผิวหนัง ใช้ในการเคลือบฉากเรืองแสงของหลอด

ฟลูออเรสเซนต์และสีพรายน้ำ โดยใช้ในรูปของเกลือซิงค์ซัลไฟด์ (ZnS) และสามารถใช้เป็นสาร

ป้องกันเช้ือราในอุตสาหกรรมกระดาษ โดยใช้ในรูปเกลือซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) นอกจากโลหะสังกะสี

สามารถนำมาใช้ประโยชน์ในด้านอุตสาหกรรมแล้ว สังกะสีถือเป็นแร่ธาตุที่มีความจำเป็นต่อร่างกาย

มนุษย์ และต้องได้รับอย่างสม่ำเสมอ เนื่องจากเป็นแร่ธาตุท่ีมีบทบาทสำคัญต่อการทำงานของร่างกาย 

เช่น ช่วยกระตุ้นการสร้าง และการซ่อมแซมหนังกำพร้า ช่วยกระตุ้นการสังเคราะห์คอลลาเจน ช่วยใน

กระบวนการสร้างเอนไซม์ ระบบภูมิคุ้มกัน การสร้างสารพันธุกรรม และการซ่อมแซมบาดแผล [1-3] 

โดยปริมาณสังกะสีท่ีร่างกายควรได้รับต่อวันจะแตกต่างกันออกไปตามช่วงอายุ สำหรับผู้ใหญ่เพศชาย 

และผู้ใหญ่เพศหญิง ควรได้รับวันละ 8 และ 11 มิลลิกรัม ตามลำดับ [4] หากร่างกายได้รับสังกะสีไม่

เพียงพอจะส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของร่างกาย เกิดภาวะโลหิตจาง หัวล้าน และต่อมสร้าง

เชื ้ออสุจิน้อยกว่าปกติ (hypogonadism) ในขณะที่การได้รับปริมาณสังกะสีมากกว่าที่ร่างกาย

ต้องการจะส่งผลต่อการเพิ่มขึ ้นของระดับคลอเลสเตอรอล เสี ่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจ และโรคท่ี

เกี่ยวกับหลอดเลือด ระบบประสาทและสมอง เช่น โรคพาร์กินสัน และโรคอัลไซเมอร์ [5, 6] โดย



  2 

องค์การอนามัยโลก (World Health Organization; WHO) ได้กำหนดให้มีปริมาณสังกะสีในน้ำด่ืม

สูงสุดไม่เกิน 5 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 76 ไมโครโมลาร์ [7] 

 การวิเคราะห์ปริมาณไอออนสังกะสีนิยมใช้เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี เช่น Flame Atomic 

Absorption Spectrometry (FAAS) แ ละ  Inductively Coupled Plasma Optical Emission 

Spectrometry (ICP-OES) [8, 9] เทคนิคทางไฟฟ้าเคมี เช่น Anodic Stripping Voltammetry [10] 

หรือแม้กระท่ังการวิเคราะห์โดยน้ำหนักและปริมาตรวิเคราะห์ เช่น วิธีการตกตะกอน (precipitation 

method) วิธีการไตเตรต (titrimetric method) แต่เทคนิคเหล่านี้มีข้อจำกัดหลายประการ เช่น 

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างมีความซับซ้อน เครื่องมือมีขนาดใหญ่ และราคาสูง ใช้สารตัวอย่างปริมาณ

มาก ทำให้ไม่เหมาะกับการพัฒนาเป็นอุปกรณ์วิเคราะห์ภาคสนาม ในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้เทคนิค

ฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปีในการวิเคราะห์ปริมาณไอออนสังกะสี โดยใช้ฟลูออเรสเซนตเ์ซ็นเซอร์ 

เนื่องจากเป็นเทคนิคท่ีใช้งานได้ง่าย การเตรียมตัวอย่างไม่ซับซ้อน ราคาถูก และสามารถวิเคราะห์ได้

อย่างถูกต้อง รวดเร็วและแม่นยำ 

 โมเลกุลของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ประกอบด้วยส่วนสำคัญ 2 ส่วน ได้แก่ ฟลูออโรฟอร์ 

(fluorophore) ที่ทำหน้าที่แสดงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการดักจับไอออน โดย

ฟลูออโรฟอร์แต่ละชนิดจะมีช่วงความยาวคลื่นในการดูดกลืนแสงและการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ี

แตกต่างกันออกไป และไอโอโนฟอร์ (ionophore) ซึ่งทำหน้าที่ในการดักจับไอออนเป้าหมายอย่าง

จำเพาะเจาะจง โดยใช้อะตอมท่ีมีอิเล็กตรอนหนาแน่นในการเกิดอันตรกิริยากับไอออนเป้าหมาย เช่น 

ไนโตรเจน ออกซิเจน และซัลเฟอร์ เป็นต้น การออกแบบฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้สามารถตรวจจับ

ไอออนเป้าหมายได้อย่างจำเพาะเจาะจงจำเป็นจะต้องอาศัยการออกแบบด้วยหลักการลูกกุญแจกับแม่

กุญแจ (lock and key theory) [11] และการเกิดอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลโฮสต์-เกสต์ (host-

guest recognition) [12, 13] แล้วเหนี่ยวนำให้เกิดการเปล่ียนแปลงของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ 

หรือการเปล่ียนแปลงการดูดกลืนแสงในช่วงต่างๆ ซึ่งกระบวนการเปล่ียนแปลงการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์ สามารถอธิบายได้ 2 รูปแบบ ได้แก่ 
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ภาพท่ี 1 การเปล่ียนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบปิด-เปิด (off-on system) 
 

1. การเปล่ียนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบปิด-เปิด (off-on system) จะมีรูปแบบ

การทำงานแสดงดังภาพท่ี 1 โดยในภาวะท่ีไม่มีไอออนโลหะ ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์จะมีการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์เพียงเล็กน้อย หรือไม่มีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ในขณะที่เมื่อฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์มีการดักจับไอออนโลหะจะเหนี่ยวนำให้เกิดการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เพิ่มมากขึ้น ซึ่งเป็น

สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณไอออนท่ีเติมลงไป 

 

ภาพท่ี 2 การเปล่ียนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบปิด-เปิด (off-on system) 
 

2. การเปล่ียนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบเปิด-ปิด (on-off system) จะมีรูปแบบ

การทำงานแสดงดังภาพท่ี 2 โดยในภาวะท่ีไม่มีไอออนโลหะ ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์จะมีการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์ ในขณะท่ีเมื่อฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์มีการดักจับไอออนโลหะจะเหนี่ยวนำให้เกิดการ

คายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีลดลง ซึ่งเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณไอออนท่ีเติมไป 
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 ในวิทยานิพนธ์นี้ได้ศึกษาการออกแบบและสังเคราะห์โมเลกุลฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับ

ตรวจจับไอออนสังกะสี โดยใช้อนุพันธ์ของ [5]helicene เป็นฟลูออโรฟอร์ ซึ่งมีค่าการคายแสงที่ดี 

และมีค่า Stokes shift ที ่กว ้าง แล้วเชื ่อมต่อกับหมู ่  1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-

bis(pyridine-2-ylmethyl)methanamine ทำหน้าที ่เป ็นไอโอโนฟอร์ ซึ ่งประกอบด้วยอะตอม

ไนโตรเจนของวงไพริดีนจำนวน 3 อะตอม เพื ่อใช้สำหรับดักจับไอออนสังกะสีตามหลักของ 

Pearson’s theory หรือ Hard and Soft Acids and Bases (HSAB) [14] โดยมีโครงสร้างแสดงดัง

ภาพที่ 3 เซ็นเซอร์ชนิดใหม่สำหรับตรวจจับไอออนสังกะสีสามารถสังเคราะห์ได้ผ่านปฏิกิริยาที ่ไม่

ซับซ้อน และราคาต้นทุนถูก โดยฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีได้จะมีความไว และความจำเพาะเจาะจง

ต่อไอออนสังกะสี เมื่อเปรียบเทียบกับไอออนโลหะอื่นๆ ที่สามารถพบได้ในตัวอย่างจริง นอกจากนี้

เซ็นเซอร์ท่ีได้ยังสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งสมองและมะเร็ง

ตับของมนุษย์ โดยใช้ร่วมกับเทคนิคการถ่ายภาพฟลูออเรสเซนต์ แสดงให้เห็นว่าฟลูออเรสเซนต์ท่ี

สังเคราะห์ได้มีประสิทธิภาพท่ีจะนำมาประยุกต์ใช้ในตัวอย่างจริง และสามารถพัฒนาเป็นอุปกรณ์ภาพ

สนามได้ 

 

ภาพท่ี 3 โครงสร้างทางเคมีของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 
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วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาการออกแบบและการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ท่ีมีความไว และ

ความจำเพาะเจาะจงต่อไอออนสังกะสี ซึ่งสามารถสังเคราะห์ผ่านขั้นตอนที่น้อย ไม่ซับซ้อน รวมถึง

สามารถใช้ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ และปริมาณวิเคราะห์ร่วมกับเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรส

โกปีในระบบตัวทำละลายอินทรีย์ที ่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ และสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการ

ตรวจวัดไอออนสังกะสีในตัวอย่างส่ิงมีชีวิตได้ 

ขอบเขตของการศึกษา 

1. ออกแบบ สังเคราะห์ และแยกบริสุทธิ์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ 

2. นำฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีสังเคราะห์ได้ไปศึกษาสมบัติการเรืองแสงในระบบตัวทำละลาย

อินทรีย์ท่ีมีน้ำเป็นองค์ประกอบ 

3. นำฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ที่สังเคราะห์ได้ไปศึกษาความสามารถในการดักจับไอออนด้วย

เทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สามารถสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ที่มีต้นทุนในการสังเคราะห์ต่ำ มีความ

ว่องไว และจำเพาะเจาะจงต่อการตรวจวัดไอออนสังกะสี 

2. สามารถพัฒนาเป็นเซ็นเซอร์สังกะสีชนิดใหม่ท่ีมีประสิทธิภาพในการติดตามปริมาณไอออนใน

เซลล์ส่ิงมีชีวิตได้ 
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บทที่ 2  

ทบทวนวรรณกรรม 

 การใช้ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ร่วมกับเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปีในการติดตาม

และวิเคราะห์หาปริมาณไอออนโลหะหนักเป็นเทคนิคท่ีได้รับความสนใจจากนักวิจัยท่ัวโลก เนื่องจาก

เป็นเทคนิคท่ีมีความสะดวก แม่นยำ เครื่องมือไม่มีความซับซ้อน ทำให้นักวิจัยมุ่งเน้นพัฒนาฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ที ่มีประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนโลหะหนักทั้งในเชิงความไว ( sensitivity) 

ความจำเพาะเจาะจง (selectivity) รวมไปถึงการนำไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ภาคสนามและ

ตัวอย่างทางชีวภาพ โดยจะแสดงตัวอย่างบทความ และงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ เพื่อใช้ในการตรวจจับไอออนโลหะสังกะสีและนำไปประยุกต์ใช้ในตัวอย่างจริง ดังนี้ 

ในปี ค.ศ. 2012 Guo และคณะ [15] ได้พัฒนาฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีคายแสงในช่วงใกล้

อินฟราเรดจากอนุพันธ์ของ cyanine เชื่อมต่อกับไอโอโนฟอร์ชนิด tris(methyl-2-pyridyl)amine 

ได้เป็นฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 1 ที่สามารถดักจับไอออนสังกะสีในระบบตัวทำละลายผสมระหว่าง

สารละลายบัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxy ethyl)-1-piperazineethane sulfonic acid (HEPES) ที ่ pH 

7.4 และอะซิโตไนไทรล์ (acetonitrile) ในอัตราส่วน 9:1 แล้วเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on และมีการเปล่ียนแปลงความยาวคลื่นของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์

แบบ hypsochromic shift หรือ blue shift จากที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร ไปยัง 590 นาโน

เมตร โดยเซ็นเซอร์ 1 สามารถตรวจจับไอออนสังกะสีในเซลล์กล้ามเนื ้อของหนู (C2C12 และ 

NIH3T3) และตัวอ่อนของปลาม้าลาย 
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ภาพท่ี 4 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 1 (ซ้าย) และสเปกตรัมการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออน  

            สังกะสี (ขวา) 

ในปี ค.ศ. 2013 Zhang และคณะ [16] ได้นำไอโอโนฟอร์ชนิด di(2-picolyl)amine มา

เชื่อมต่อกับอนุพันธ์ของ nitrobenzoxadiazole (NBD) ทำหน้าที่เป็นฟลูออโรฟอร์ ได้เป็นฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ 2 ซึ่งสามารถดักจับไอออนสังกะสีได้อย่างจำเพาะเจาะจงในตัวทำละลายบัฟเฟอร์ 4-

(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane sulfonic acid (HEPES) ที ่  pH 7.2 แล้วเปลี ่ยนแปลง

สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 5.7 × 10-8 M 

(3.86 ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 2 ยังสามารถตรวจวัดไอออนสังกะสีได้เซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 

และตัวอ่อนของปลาม้าลาย 

 

ภาพท่ี 5 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 2 (ซ้าย) สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนสังกะสี 

            ในปริมาณต่างๆ (กลาง) และภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทัศน์ฟลูออเรสเซนต์ของเซลล์มะเร็ง 

            ปากมดลูก (HeLa) ในภาวะท่ีมีไอออนสังกะสี 
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ในปี ค.ศ. 2017 Chang และคณะ [17] ได้ใช้อนุพันธ์ของ benzothiazole ทำหน้าที่เป็น

ฟลูออโรฟอร์ เช่ือมต่อกับไอโอโนฟอร์ชนิด tris(hydrozymethyl)aminomethane ได้เป็นฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ 3 ท่ีสามารถดักจับไอออนสังกะสีได้ในสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES ท่ี pH 7.4 ซึ่งมีการ

เปลี่ยนแปลงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on และมีการเปลี่ยนแปลงความยาวคลื่นของการ

คายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ hypsochromic shift หรือ blue shift จากท่ีความยาวคล่ืน 543 นาโน

เมตร ไปยัง 417 นาโนเมตร หลังการเติมไอออนสังกะสี โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 7.0 ×  

10-9 M (0.46 ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 3 ยังสามารถตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งปากมดลูก 

(HeLa) และสามารถประยุกต์ใช้เป็นแผ่นทดสอบสำหรับตรวจวัดไอออนสังกะสี 

 

ภาพที่ 6 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 3 (ซ้าย) และสเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออน 

            สังกะสีในปริมาณต่างๆ (ขวา) 

ในปี ค.ศ. 2018 Sakunkaewkasem และคณะ [18] ได้พัฒนาฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ี

สามารถตรวจจับไอออนสังกะสีและไอออนทองแดงในระบบตัวทำละลายท่ีต่างกัน โดยใช้อนุพันธ์ของ 

[5]helicene เป็นฟลูออโรฟอร์ เชื่อมต่อกับไอโอโนฟอร์ชนิด di(2-picolyl)amine ซึ่งในระบบตัวทำ

ละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris) ที่ pH 7.2 

และเมทานอล (methanol) ที่อัตราส่วน 1:1 เซ็นเซอร์ 5 จะสามารถดักจับไอออนสังกะสีได้อย่าง

จำเพาะเจาะจง ในขณะท่ีตัวทำละลายสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES ท่ี pH 7.2 เซ็นเซอร์ 5 จะสามารถ

ดักจับไอออนทองแดงได้อย่างจำเพาะเจาะจง โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 5.8 × 10-8 M (3.79 

ppb) และ 8.9 × 10-8 M (5.65 ppb) สำหรับไอออนสังกะสีและไอออนทองแดง ตามลำดับ โดย

เซ็นเซอร์ 4 สามารถใช้ตรวจวัดปริมาณไอออนสังกะสีและทองแดงในตัวอย่างน้ำดื่มได้ นอกจากนี้ยัง

สามารถดักจับไอออนสังกะสีและทองแดงในเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) 
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ภาพที่ 7 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 4 (ซ้าย) และสเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออน 

            ทองแดง (ขวาบน) และไอออนสังกะสี (ขวาล่าง) ท่ีปริมาณต่างๆ 

ในปี ค.ศ. 2020 Xu และคณะ [19] ได้พัฒนาฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับดักจับไอออน

สังกะสี โดยใช้ไอโอโนฟอร์ชนิด 8-hydroxyquinoline ซึ ่งประกอบด้วยอะตอมออกซิเจนและ

ไนโตรเจน มาเชื่อมต่อกับสารเรืองแสงกลุ่ม hydroxytetraphenylethene ได้เป็นฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ 5 ซึ่งสามารถดักจับไอออนสังกะสีในตัวทำละลายผสมระหว่างเอทานอลและน้ำในอัตราส่วน 

9:1 โดยปริมาตร แล้วเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on และมีการ

เปลี่ยนแปลงความยาวคลื่นของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ bathochromic shift หรือ red 

shift โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 1.6 × 10-7 M (10.5 ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 5 ยังสามารถ

ดักจับไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa) และนำมาประยุกต์ใช้เป็นแผ่นทดสอบสำหรับ

ตรวจวัดไอออนสังกะสีท้ังในเชิงปริมาณและคุณภาพ 
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ภาพท่ี 8 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 5 (ซ้าย) สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนสังกะสี 

            ในปริมาณต่างๆ (กลาง) และภาพถ่ายใต้แสง UV ของแผ่นทดสอบสำหรับตรวจจับไอออน 

            สังกะสี (ขวา) 

ในปี ค.ศ. 2020 Jiang และคณะ [20] ได้นำอนุพ ันธ์ของ hexafluorocyclopentene 

เช่ือมต่อกับไอโอโนฟอร์ชนิด aminomercapto-1,2,4-triazole ได้เป็นฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 6 ท่ี

สามารถตรวจจับไอออนสังกะสีได้อย่างจำเพาะเจาะจงในตัวทำละลายอะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) 

ซึ่งเปลี่ยนแปลงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on ทำให้สามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของ

สารละลายหลังเติมไอออนสังกะสีภายใต้แสง UV โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 2.8 × 10-9 M 

(0.18 ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 6 ยังสามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นแผ่นทดสอบสำหรับตรวจวัด

ไอออนสังกะสีในเชิงคุณภาพ 

 

ภาพท่ี 9 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 6 (ซ้าย) สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนสังกะสี 

            ในปริมาณต่างๆ (ขวาบน) และภาพถ่ายใต้แสง UV ของสารละลายเซ็นเซอร์ในภาวะท่ีมี 

            ไอออนต่างๆ 
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ในปี ค.ศ. 2020 Xu และคณะ [21] ได้ใช้สารเรืองแสงกลุ่ม hydroxynaphthaldehyde 

เช่ือมต่อกับไอโอโนฟอร์ท่ีเป็นอนุพันธ์ของ purine ซึ่งประกอบด้วยอะตอมไนโตรเจน ได้เป็นฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ 7 ท่ีสามารถตรวจจับไอออนสังกะสีได้ในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างไดเมทิลซัลฟ

อกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO) และสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES ท่ี pH 7.4 ในอัตราส่วน 9:1 

ซึ่งเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 

6.2 × 10-8 M (4.03 ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 7 ยังสามารถตรวจจับไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งตับ 

(HepG2) และสามารถประยุกต์ใช้เป็นแผ่นทดสอบสำหรับตรวจวัดไอออนสังกะสีในเชิงปริมาณภายใต้

แสง UV 

 

ภาพที่ 10 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 7 (ซ้าย) สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออน 

             สังกะสีในปริมาณต่างๆ (ขวาบน) และภาพถ่ายใต้แสง UV ของแผ่นทดสอบสำหรับ 

             ตรวจจับไอออนสังกะสี (ขวาล่าง) 
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ในปี ค.ศ. 2021 Erdemir และคณะ [22] ได้พัฒนาเซ็นเซอร์สำหรับตรวจจับไอออนสังกะสี

และไอออนปรอท โดยใช้อนุพันธ์ของ rhodamine 6G เป็นฟลูออโรฟอร์ เช่ือมต่อกับไอโอโนฟอร์ชนิด 

isophorone ได้เป็นฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 8 ท่ีสามารถดักจับไอออนสังกะสีและไอออนปรอทในตัว

ทำละลายผสมระหว่างเอทานอล และน้ำ ท่ีอัตราส่วน 8:2 โดยปริมาตร แล้วเปล่ียนแปลงสัญญาณการ

คายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on ที่ความยาวคลื่น 648 นาโนเมตร สำหรับไอออนสังกะสี และท่ี

ความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร สำหรับไอออนปรอท โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 8.2 × 10-8 

M (5.37 ppb) และ 1.1 × 10-6 M (221 ppb) สำหรับไอออนสังกะสีและปรอท ตามลำดับ นอกจากนี้

เซ็นเซอร์ 8 ยังสามารถดักจับไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ (DDL-1) 

 

ภาพท่ี 11 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 8 (ซ้าย) และสเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออน 

             ต่างๆ (ขวา) 

ใน ค.ศ. 2021 He และคณะ [23] ได้พัฒนาฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์สำหรับตรวจจับไอออน

ส ั งกะส ีอย ่ างจำเพาะเจาะจงท ี ่ สามารถเตร ียมได ้จาก cyclohexanediamine และ tert-

butylformylhydroxybenzoic acid ได้เป็นเซ็นเซอร์ 9 โดยในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำ

และไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO) ในอัตราส่วน 95:5 โดยปริมาตร จะสามารถ

ดักจับไอออนสังกะสี แล้วคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 455 นาโนเมตร ในขณะที่เมื่อ

เติมไฮดรอกไซด์ไอออนจนทำให้ pH มีค่าระหว่าง 7.0 ถึง 9.4 จะคายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาว

คลื่น 530 นาโนเมตร โดยมีค่า detection limit สำหรับไอออนสังกะสี เท่ากับ 5.6 × 10-8 M (3.66 
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ppb) นอกจากนี้เซ็นเซอร์ 9 ยังสามารถตรวจจับไอออนสังกะสีในเซลล์เม็ดเลือดขาว (RAW264.7) ตัว

อ่อนปลาม้าลาย และถั่วงอก 

 

ภาพที่ 12 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 9 (ซ้าย) สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออน 

              สังกะสีในปริมาณต่างๆ (กลาง) และสเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มี 

              ไอออนไฮดรอกไซด์ (ขวา) 

ในปี ค.ศ. 2022 Karthick และคณะ [24] ได้ใช้สารเรืองแสงกลุ่ม pyridoxal เชื่อมต่อกับไอ

โอโนฟอร์ชนิด N-cyclohexylpropanediamine ซึ่งประกอบด้วยอะตอมไนโตรเจน ได้เป็นฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ 10 ที่สามารถดักจับไอออนสังกะสีได้ในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างเอทานอล 

(ethanol) และสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES ที่ pH 7.0 แล้วเกิดการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคาย

แสงฟลูออเรสเซนต์แบบ off-on โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 9.6 × 10-9 M (0.63 ppb) โดย

เซ็นเซอร์ 10 สามารถดักจับไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 

 

ภาพท่ี 13 โครงสร้างเซ็นเซอร์ 10 (ซ้าย) และสเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออน 

             สังกะสีในปริมาณต่างๆ (ขวา) 
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บทที่ 3  

อุปกรณ์และสารเคมี 

1. อุปกรณ์ 

1.1. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance: Bruker Avance 300 

1.2. เครื่อง UV-visible spectrometer: Agilent Cary 60 

1.3. เครื่อง Fluorescence spectrometer: Perkin Elmer LS-50B 

1.4. เครื่อง Mass spectrometer: Bruker Daltonics micrOTOF 

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. เครื่องช่ังละเอียด (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง): Denver instrument model S-234 

1.9. เครื่องช่ังละเอียด (ทศนิยม 4 ตำแหน่ง): Mettler Toledo model AB204 

1.10. เครื่อง Hot plate and stirrer: Framo model M21/1 

1.11. Micropipette: Finnpipette model HH10711 ขนาด 1-10 µL 

1.12. Thin Layer Chromatography (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. เครื่องแก้วพื้นฐาน 

1.17. ชุดกรองแบบลดความดัน 

1.18. Clamp และ Clamp holder 
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2. สารเคมี 

2.1. Acetonitrile: LAB-SCAN 

2.2. Argon gas: Masser Specialty Gas Co., Ltd. (99.999 %) 

2.3. Barium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99.9 %, Mw = 336.24 g/mol) 

2.4. Cadmium perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 

g/mol) 

2.5. Calcium perchlorate tetrahydrate: Sigma-Aldrich (99 %, Mw = 311.04 g/mol) 

2.6. Chloroform-d (contain 1% v/v of TMS): Sigma-Aldrich (99.8 atom %D) 

2.7. Cobalt perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 365.93 g/mol) 

2.8. Copper perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 370.54 g/mol) 

2.9. Deionized water: Department of Chemistry, Silpakorn University 

2.10. Dichloromethane (distillation) 

2.11. N,N-Dimethylformamide: LAB-SCAN (analytical reagent; A.R.) 

2.12. Ethyl acetate (distillation) 

2.13. Hexane (distillation) 

2.14. Iron perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 354.20 g/mol) 

2.15. Lead perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 406.09 g/mol) 

2.16. Lithium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 g/mol) 

2.17. 7,12-Dimethoxy-4,5,14,15-tetrahydronaptho[2’,1’:3,4]phenanthro[1,2-c]furan-

1,3,dione (M201): ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร. ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง (MTEC) 

2.18. Magnesium perchlorate hydrate: Fluka (98 %, Mw = 223.21 g/mol) 

2.19. Mercuric perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 223.21 g/mol) 

2.20. Methanol (distillation) 

2.21. Potassium carbonate: Fluka 

2.22. Potassium perchlorate: Sigma-Aldrich (99 %, Mw = 138.55 g/mol) 

2.23. Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) สำหรับ column chromatography, Merck 

2.24. Silica gel 60 F254 containing gypsum สำหรับ preparative TLC, Merck 

2.25. Silver perchlorate monohydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 207.32 g/mol) 

2.26. Sodium hydroxide: Fluka (≥ 98 %, Mw = 40.00 g/mol) 
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2.27. Sodium perchlorate: Fluka (98 %, Mw = 82.03 g/mol) 

2.28. Sodium sulfate anhydrous: Sigma-Aldrich (99.0 %) 

2.29. Zinc perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 372.36 g/mol) 
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บทที่ 4 

วิธีดำเนินงานวิจัย 

1. การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 

ในวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยมุ่งเน้นการออกแบบและสังเคราะห์สารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์

จากอนุพันธ์ของเพนตะเฮลิซีน ([5]helicene) เพื่อใช้เป็นเซ็นเซอร์สำหรับตรวจวัดไอออนสังกะสี โดย

เซ็นเซอร์สังกะสี MT ประกอบด้วยหมู ่ 1-(6-(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N,N-bis(pyridin-2-

ylmethyl)methanamine (TMPA) ทำหน้าที่เป็นไอโอโนฟอร์ เชื่อมต่อกับอนุพันธ์ของเพนตะเฮลิ

ซีนชนิด 7,12-dimethoxy-4,5,14,15-tetrahydronaphtho[2’,1’:3,4]phenanthro[1,2-c]furan-

1,3-dione (M201) ทำหน้าท่ีเป็นฟลูออโรฟอร์ ได้เป็นเซ็นเซอร์ MT ดังแสดงในภาพท่ี 14 

 

ภาพท่ี 14 โครงสร้างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

 

1.1. การสังเคราะห์ 2,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) 

 

ภาพท่ี 15 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 2,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) 
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ว ิธ ีการสังเคราะห์ 2 ,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) แสดงดังภาพที ่  15 โดยช่ัง 

pyridine-2,6-dimethanol (I-1) ปริมาณ 1.0 กรัม (7.2 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้นกลมขนาด 50 

มิลลิลิตร ละลายด้วย dry dichloromethane (dry DCM) 15 มิลลิลิตร กวนปฏิกิริยาในอ่างน้ำแข็ง

เป็นระยะเวลา 10 นาที จากนั ้นค่อยๆ เติมสารละลาย thionyl chloride (SOCl2) ปริมาณ 4 

มิลลิลิตร ในตัวทำละลาย dry DCM ปริมาณ 5 มิลลิลิตร โดยใช้กรวยหยดสาร (dropping funnel) 

หลังจากเติมสารละลายจนครบให้กวนปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องต่อเป็นระยะเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบ

กำหนดเวลาค่อยๆ เติมน้ำปราศจากไอออน (deionized water) เพื่อกำจัด SOCl2 ที่เหลือ จากนั้น

ปรับ pH ของสารละลายให้เป็น 7 ด้วยสารละลาย 1 M NaOH จะเกิดตะกอนสีขาวขึ้น แล้วนำมา

กรองแบบลดความดันและล้างด้วยน้ำปราศจากไอออนเย็นปริมาณ 20 มิลลิลิตร ทิ้งตะกอนที่ได้ให้

แห้ง จะได้สารประกอบ I-2 เป็นผลึกสีขาว คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากับ 78% นำไปทำปฏิกิริยา

ขั้นต่อไปโดยไม่ผ่านการแยกบริสุทธิ์ 

 

1.2. การสังเคราะห์ 2-((6-(chloromethyl)pyridine-2-yl)methyl)isoindoline-1,3-

dione (I-3) 

 

ภาพท่ี 16 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 2-((6-(chloromethyl)pyridine-2-yl)methyl)  

             isoindoline-1,3-dione (I-3) 

วิธีการสังเคราะห์ 2-((6-(chloromethyl)pyridine-2-yl)methyl)isoindoline-1,3-dione 

(I-3) แสดงดังภาพที่ 16 โดยชั่ง I-2 ปริมาณ 0.50 กรัม (2.84 มิลลิโมล) ลงในขวดก้นกลมขนาด 25 

มิลลิล ิตร จากนั ้นเติม phthalimide ปริมาณ 0.51 กร ัม (3.41 มิลลิโมล) และ potassium 

carbonate (K2CO3) ปริมาณ 0.47 กรัม (3.41 มิลลิโมล) ในตัวทำละลาย dry acetonitrile (dry 

CH3CN) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร แล้วจึงกวนปฏิกิริยาภายใต้บรรยากาศอาร์กอนและรีฟลักซ์เป็นเวลา 
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24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดเวลาทิ้งให้เย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นกรองเอา K2CO3 ออก แล้วจึง

นำไปกำจัดตัวทำละลายด้วยเครื่อง rotary evaporator และนำผลิตภัณฑ์ท่ีได้แยกบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค 

column chromatography โดยใช้ตัวทำละลายผสมระหว่าง hexane และ ethyl acetate ใน

อัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร จะได้สารประกอบ I-3 เป็นของแข็งสีขาวปริมาณ 0.6 กรัม คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากับ 74% โดยการแยกด้วยเทคนิคนี้มีอัตราการเคลื่อนที่ของสารบนตัวดูดซับ 

(Retention factor; Rf) เท่ากับ 0.40 

 

1.3. การสังเคราะห์ 2-((6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl)pyridin-2-yl) 

methyl)isoindoline-1,3-dione (I-4) 

 

ภาพท่ี 17 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 2-((6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl)pyridin- 

             2-yl)methyl)isoindoline-1,3-dione (I-4) 

วิธีการสังเคราะห์ 2-((6-(bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl)pyridin-2-yl)methyl) 

isoindoline-1,3-dione (I-4) แสดงดังภาพท่ี 17 โดยช่ัง I-3 ปริมาณ 0.55 กรัม (1.92 มิลลิโมล) และ 

potassium carbonate (K2CO3) ปริมาณ 0.34 กรัม (2.46 มิลลิโมล) ลงในขวดก้นกลมขนาด 25 

มิลลิลิตร เติมตัวทำละลาย dry acetonitrile (dry CH3CN) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร กวนสารละลายท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติม di-(2-picolyl)amine ปริมาณ 0.45 มิลลิลิตร (2.49 มิลลิ

โมล) แล้วจึงกวนปฏิกิริยาภายใต้บรรยากาศอาร์กอนและรีฟลักซ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื ่อครบ

กำหนดเวลาทิ้งให้เย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง จากนั้นกรองเอา K2CO3 ออก แล้วจึงนำไปกำจัดตัวทำ

ละลายด้วยเครื ่อง rotary evaporator และนำผลิตภัณฑ์ที ่ได้แยกบริสุทธิ ์ด้วยเทคนิค column 

chromatography โดยใช ้ต ัวทำละลายผสมระหว ่าง dichloromethane และ methanol ใน

อัตราส่วน 9:1 โดยปริมาตร จะได้สารประกอบ I-4 เป็นของแข็งสีเหลืองอ่อนปริมาณ 0.48 กรัม คิด
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เป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากับ 56% โดยการแยกด้วยเทคนิคนี้มีอัตราการเคลื่อนที่ของสารบนตัวดูด

ซับ (Retention factor; Rf) เท่ากับ 0.30 

 

1.4. การสังเคราะห์ไอโอโนฟอร์ชนิด 1-(6-(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N,N-bis 

(pyridin-2-ylmethyl)methanamine (TMPA) 

 

ภาพท่ี 18 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 1-(6-(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N,N-bis(pyridin-2- 

             ylmethyl)methanamine (TMPA) 

ว ิธ ีการส ังเคราะห ์  1 -(6-(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N,N-bis(pyridin-2-ylmethyl) 

methanamine (TMPA) แสดงดังภาพท่ี 18 โดยช่ัง I-4 ปริมาณ 0.4 กรัม (4.82 มิลลิโมล) ลงในขวด

ก้นกลมขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมตัวทำละลาย methanol (MeOH) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร และ 

hydrazine hydrate (NH2NH2) ปริมาณ 0.15 มิลลิลิตร (4.82 มิลลิโมล) แล้วจึงกวนปฏิกิริยาภายใต้

บรรยากาศอาร์กอนและรีฟลักซ์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบกำหนดเวลาท้ิงให้เย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง 

แล้วจึงนำไปกำจัดตัวทำละลายด้วยเครื่อง rotary evaporator จากนั้นเติม dichloromethane 

(CH2Cl2) ปริมาณ 10 มิลลิลิตร นำมาสกัดด้วยน้ำปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาณ 20 

มิลลิลิตร จำนวน 3 ครั ้ง และสกัดด้วยสารละลายอิ ่มตัวโซเดียมคลอไรด์ (saturated sodium 

chloride) ปริมาณ 20 มิลลิลิตร จำนวน 1 ครั้ง โดยเก็บสารละลายชั้น CH2Cl2 นำมากำจัดน้ำโดย

เติม sodium sulfate anhydrous ลงไปปริมาณเล็กน้อย และนำไปกำจัดตัวทำละลายด้วยเครื ่อง 

rotary evaporator จะได้สารประกอบ TMPA เป็นน ้ำม ันสีเหลืองปร ิมาณ 0.2 กรัม คิดเป็น

เปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากับ 71% 
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1.5. การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

 

ภาพท่ี 19 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 
 วิธ ีการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT แสดงดังภาพที ่ 19 โดยละลาย 1-(6-

(aminomethyl)pyridin-2-yl)-N,N-bis(pyridin-2-ylmethyl)methanamine (TMPA) ปริมาณ 67 

มิลลิกรัม (0.21 มิลลิโมล) ด้วย dry N,N-dimethylformamide (dry DMF) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ใน

ขวดก้นกลมขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม potassium carbonate (K2CO3) ปริมาณ 29 มิลลิกรัม 

( 0.21 ม ิ ล ล ิ โ ม ล )  ต า ม ด ้ ว ย  7,12-dimethoxy-4,5,14,15-tetrahydronaphtho[2’,1’:3,4] 

phenanthro[1,2-c]furan-1,3-dione (M201) ปริมาณ 74 มิลลิกรัม (0.18 มิลลิโมล) กวนปฏิกิริยา

และรีฟลักซ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน เมื่อครบกำหนดเวลา นำไปกำจัดตัวทำ

ละลายด้วยเครื่อง rotary evaporator ภายใต้สภาวะสุญญากาศ จากนั้นเติม dichloromethane 

(CH2Cl2) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร นำมาสกัดด้วยน้ำปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาณ 30 

มิลลิลิตร จำนวน 3 ครั ้ง และสกัดด้วยสารละลายอิ ่มตัวโซเดียมคลอไรด์ (saturated sodium 

chloride) ปริมาณ 30 มิลลิลิตร จำนวน 1 ครั้ง โดยเก็บสารละลายชั้น CH2Cl2 นำมากำจัดน้ำโดย

เติม sodium sulfate anhydrous ลงไปปริมาณเล็กน้อย และนำไปกำจัดตัวทำละลายด้วยเครื ่อง 

rotary evaporator 

นำผลิตภัณฑ์ที่ได้แยกบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค column chromatography โดยใช้ตัวทำละลาย

ผสมระหว่าง dichloromethane และ methanol ในอัตราส่วน 9:1 โดยปริมาตร จะได้สาร MT 

เป็นของแข็งสีเขียวอมเหลืองปริมาณ 100 มิลลิกรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตเท่ากับ 78% โดยการ

แยกด้วยเทคนิคนี้มีอัตราการเคล่ือนท่ีของสารบนตัวดูดซับ (Retention factor; Rf) เท่ากับ 0.24 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนสังกะสีของเซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาคุณสมบัติเชิงแสงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT เริ่มต้นโดยการใช้เทคนิคยูวี-วิสิ

เบิลสเปกโตรสโกปีร่วมกับเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปีเพื่อศึกษาความยาวคลื่นที่มีการ

ดูดกลืนแสง (λex) และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λem) ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ในตัวทำ

ละลายอินทรีย์ และระบบตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ เพื่อหาระบบตัวทำละลายท่ี

เหมาะสมต่อการวิเคราะห์การตรวจจับไอออนโลหะสังกะสี แล้วนำมาศึกษาความไวในการวิเคราะห์ 

(sensitivity) ความจำเพาะเจาะจง (selectivity) ต่อการตรวจจับสังกะส ี รวมทั ้งการศ ึกษา

ประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนสังกะสีในสภาวะที่มีไอออนรบกวน ค่าคงที่สมดุลของการเกิด

สารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนสังกะสี (association constant; Kassoc) และ

อัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (stoichiometric ratio) 

2.1. การทดสอบความไว (sensitivity) 

การทดสอบความไวในการตรวจจับไอออนสังกะสีของเซ็นเซอร์ MT จะศึกษาด้วยเทคนิค

ฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี โดยปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในควอตซ์ 

คิวเวทท์ (quartz cuvette) แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ก่อนการเติมไอออนสังกะสี จากนั้น 

ไตเตรตด้วยสารละลายไอออนสังกะสีที่เตรียมไว้ แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์หลังการเติมไอออน

สังกะสีในแต่ละครั้ง 

 

2.1.1. การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT 

เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT ความเข้มข้น 1.00×10-3 M ในตัวทำละลายผสมระหว่าง

สารละลายบัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipreazineethanesulfonic acid (HEPES buffer) 

ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร ในขวดปริมาตรขนาด 

10.00 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง

ครั้งละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.00×10-5 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 
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2.1.2. การเตรียมสารละลายไอออนสังกะสี 

เตรียมสารละลายไอออนสังกะสีเปอร์คลอเรตที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 1.00×10-2 M 

ในน้ำปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลาย

ไอออนสังกะสีเปอร์คลอเรตด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง 10 เท่า จะได้ความ

เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.00×10-3 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ำปราศจาก

ไอออน (deionized water) 

 

2.1.3. การทดสอบ 

นำสารละลายเซ็นเซอร์ MT ที่เตรียมไว้ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ แล้วสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการไตเตรตสารละลายไอออนสังกะสี โดยกำหนด

ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ท่ีใช้ในการทดสอบดังตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 แสดงค่าพารามิเตอร์ท่ีใช้ในการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

λex (nm) λem (nm) 
Scan speed 

(nm/min) 

Slit width 

(nm) 

ช่วงความยาว 

คลื่นที่ศึกษา 

(nm) 

373 456 300 5 400-700 

 

2.2. การทดสอบความจำเพาะเจาะจง (selectivity) 

การทดสอบความจำเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ MT กับไอออนชนิดต่างๆ จะศึกษาด้วย

เทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จากการไตเตรตด้วย

สารละลายไอออนสังกะสีลงในสารละลายเซ็นเซอร์ที่ถูกเตรียมขึ้นปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร เทียบกับ

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที ่เกิดจากการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนรบกวนชนิดอื ่นๆ ลงใน

สารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมข้ึนในลักษณะเดียวกัน แล้วสังเกตการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออ

เรสเซนต์ระหว่างการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนสังกะสีและการไตเตรตด้วยสารละลายไอออน

รบกวนชนิดอื่นๆ 
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2.2.1. การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT 

เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT ความเข้มข้น 1.00×10-3 M ในตัวทำละลายผสมระหว่าง

สารละลายบ ัฟเฟอร ์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipreazineethanesulfonic acid (HEPES buffer) 

ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร ในขวดปริมาตรขนาด 

10.00 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง

ครั้งละ 10 เท่า จนได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1.00×10-5 M ปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร 

 

2.2.2. การเตรียมสารละลายไอออนสังกะสีและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 

เตรียมสารละลายจากเกลือของไอออนโลหะเปอร์คลอเรตท้ังหมด 17 ชนิด ได้แก่ Zn2+ Cd2+ 

Cu2+ Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ Mg2+ Ca2+ Ba2+ Li+ Na+ และ K+ ให้มีความเข้มข้น

เริ่มต้นเท่ากับ 1.00×10-2 M ในน้ำปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางสารละลายไอออนชนิดต่างๆ ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง 10 

เท่าจนได้ความเข้มข้นเท่ากับ 1.00×10-3 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ำ

ปราศจากไอออน (deionized water) เช่นเดียวกับการศึกษาความไว (2.1) 

 

2.2.3. การทดสอบ 

นำสารละลายเซ็นเซอร์ MT ที่เตรียมได้ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ แล้วสังเกตการ

เปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการไตเตรตสารละลายไอออนสังกะสีเปรียบเทียบกับ

ไอออนของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดอื่นๆ โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบตาม

ตารางท่ี 1 
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2.3. การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนสังกะสีในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิด

อื่นๆ (competition studies) 

การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนสังกะสีในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 

จะศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ขณะก่อนและ

หลังเติมสารละลายไอออนสังกะสีลงในสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมขึ้นในปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร 

จนสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เพิ่มขึ ้น 50-60% หลังจากนั้นจึงเติม

สารละลายของไอออนรบกวนชนิดต่างๆ ในปริมาตรและความเข้มข้นที่เท่ากับสารละลายไอออน

สังกะสีที่เติมลงไปในครั้งแรก แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์อีกครั้งภายหลังการเติมไอออนรบกวน

ชนิดต่างๆ 

 

2.3.1. การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT 

เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT จะเตรียมในลักษณะเดียวกันกับการศึกษาความไว (2.1) แต่

การศึกษาความสามารถในการตรวจวัดไอออนสังกะสีในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ จะเตรียม

ให้มีปริมาตร 50.00 มิลลิลิตร เช่นเดียวกับการเตรียมสารเพื่อทดสอบความจำเพาะเจาะจงของ

เซ็นเซอร์ (2.2) 

 

2.3.2. การเตรียมสารละลายไอออนสังกะสีและไอออนรบกวนชนิดอื่นๆ 

เตรียมสารละลายจากเกลือของไอออนโลหะเปอร์คลอเรตท้ังหมด 17 ชนิด ได้แก่ Zn2+ Cd2+ 

Cu2+ Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ Mg2+ Ca2+ Ba2+ Li+ Na+ และ K+ ให้มีความเข้มข้น

เริ่มต้นเท่ากับ 1.00×10-2 M ในน้ำปราศจากไอออน (deionized water) ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร 

จากนั้นเจือจางสารละลายไอออนชนิดต่างๆ ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลง 10 

เท่าจนได้ความเข้มข้นเท่ากับ 1.00×10-3 M ปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ำ

ปราศจากไอออน (deionized water) 
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2.3.3. การทดสอบ 

นำสารละลายเซ ็นเซอร ์ MT ที ่ เตร ียมได้ไปว ัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกตการ

เปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการไตเตรตสารละลายไอออนสังกะสีเปรียบเทียบกับ

ไอออนของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดอื่นๆ โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ที่ใช้ในการทดสอบตาม

ตารางที่ 1 จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า normalized fluorescence intensity 

(IF/I0) ในแนวแกน y และชนิดของไอออนต่างๆ ท่ีเติมลงไปในแนวแกน x 

เมื่อ I0 คือ ความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ก่อนเติมไอออน 

IF คือ ความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออน 

 

2.4. การหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยวิธี Job’s plot analysis 

การหาอัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยวิธีของ Job จะศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออ

เรสเซนต์สเปกโตรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของระบบที่มีอัตราส่วนโดยโมล (mole 

fraction) ระหว่างไอออนสังกะสีและเซ็นเซอร์ในอัตราส่วนต่างๆ การหาอัตราส่วนการเกิด

สารประกอบเชิงซ้อนสามารถทำได้โดยการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ MT ความเข้มข้น 1.00×10-4 

M และสารละลายไอออนสังกะสีความเข้มข้น 1.00×10-2 M จากนั้นปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ MT 

และสารละลายไอออนสังกะสีให้ได้ปริมาตรตามตารางที่ 2 ลงในขวดปริมาตรขนาด 10.00 มิลลิลิตร 

แล้วปรับให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 10.00 มิลลิลิตร ด้วยตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลาย

บัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipreazineethanesulfonic acid (HEPES buffer) ความเข้มข้น 

5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร จากนั้นนำสารละลายที่เตรียมได้ไป

วัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ โดยกำหนดค่าพารามิเตอร์ตามตารางท่ี 1 จากนั้นสร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างผลคูณของ IF-I0 กับเศษส่วนโมลของไอออนสังกะสี (X) ท่ีความยาวคล่ืนท่ีแสดงสัญญาณฟลูออ

เรสเซนต์สูงสุดในแนวแกน y และเศษส่วนโมลของไอออนสังกะสี (X) ในแนวแกน x เมื่อกำหนดให้ 

สัญญาณฟลูออเรสเซนต์ก่อนเติมไอออนสังกะสี (I0) และสัญญาณฟลูออเรสเซนต์หลังการเติมไอออน

สังกะสีที่ความเข้มข้นใดๆ (IF) เพื่อหาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ 

MT กับไอออนสังกะสี 
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ตารางท่ี 2 แสดงการหาอัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของเซ็นเซอร์ด้วยวิธี Job’s plot 

ขวดที่ 

ปริมาตร

เซ็นเซอร์ 

(มิลลิลิตร)

(1.00×10-4 M) 

ปริมาตร 

ไอออนสังกะสี 

(ไมโครลิตร) 

(1.00×10-2 M) 

เศษส่วนโมล 

ของเซ็นเซอร์ 

เศษส่วนโมลของ 

ไอออนสังกะสี 
(X) 

1 0.00 10.00 0 1.0 

2 0.10 9.00 0.1 0.9 

3 0.20 8.00 0.2 0.8 

4 0.30 7.00 0.3 0.7 

5 0.40 6.00 0.4 0.6 

6 0.50 5.00 0.5 0.5 

7 0.60 4.00 0.6 0.4 

8 0.70 3.00 0.7 0.3 

9 0.80 2.00 0.8 0.2 

10 0.90 1.00 0.9 0.1 

11 1.00 0.00 1.0 0 

 

2.5. การคำนวณหาค่าคงที่สมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (Kassoc) โดยใช้สมการ

ของ Benesi-Hildebrand 

สารประกอบเชิงซ้อน คือสารที่เกิดจากไอออนโลหะเกิดพันธะโคออร์ดิเนต -โควาเลนท์ 

(coordinate-covalent bond) กับลิแกนด์ ซึ่งในที่นี้หมายถึงฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ โดยค่าคงท่ี

สมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (complex formation constant, Kf หรือ association 

constant, Kassoc) จะสามารถพิจารณาได้จากสมการ 

ท่ีสภาวะสมดุล  𝑀 + 𝐿 ⇋ ML 

   𝐾𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐 =
[𝑀𝐿]

[𝑀][𝐿]
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เมื่อ M คือ ไอออนโลหะ 

 L คือ ลิแกนด์ (ในท่ีนี้หมายถึง ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์) 

 Kassoc คือ ค่าคงท่ีสมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน 

จากผลการทดลองการทดสอบความไว (2.1) สามารถนำไปใช้ในการคำนวณหาค่าคงท่ีสมดุล

ของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนสังกะสีจากสมการของ Benesi-

Hildebrand ตามสมการ 

1

𝐼𝐹 − 𝐼0
=

1

𝐾𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐 ∙ (𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼0) ∙ [𝑍𝑛2+]𝑛
+

1

𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼0
 

 จากสมการ หากสร้างกราฟความสัมพันธ ์ระหว่าง 1

𝐼−𝐼0
 กับ 1

[𝑍𝑛2+]𝑛
 จะได้กราฟที ่มี

ความสัมพันธ์ในเชิงเส้นตรง ซึ่งจะสามารถคำนวณหาค่าคงที่สมดุลของการเกิดสารประกอบเชงิซ้อน

ระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนสังกะสีได้ 

เมื่อ I0 คือ ความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ก่อนการเติมไอออนสังกะสี 

 IF คือ ความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์หลังการเติมไอออนสังกะสีท่ี 

                          ความเข้มข้นใดๆ 

 Imax คือ ความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์มากท่ีสุดของเซ็นเซอร์หลังการเติมไอออน 

                          สังกะสี 

 n คือ จำนวนเต็มใดๆ เช่น 1, 2, 3, … 

 จะได้ว่า ค่าคงที่สมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์กับไอออนสังกะสี 

สามารถคำนวณได้จากความชันของกราฟความสัมพันธ์ที่สร้างขึ้น 

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 =
1

𝐾𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐 ∙ (𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼0)
 

𝐾𝑎𝑠𝑠𝑜𝑐 =
1

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 ∙ (𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼0)
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2.6. การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทาง

คอมพิวเตอร์ (computational molecular modeling) 

การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสี สามารถ

วิเคราะห์ได้จากโครงสร้างที่มีความเสถียรและเหมาะสม (optimized structure) ของเซ็นเซอร์ใน

สภาวะก่อนและหลังการดักจับไอออนสังกะสีด้วยการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ตาม

ระเบียบวิธีทฤษฎีฟังก์ชันความหนาแน่น (density functional theory) ที่ระดับของทฤษฎี B3LYP 

เบซิสเซต 6-311G** สำหรับธาตุกลุ่มหลักและ LanL2DZ สำหรับไอออนสังกะสี จากนั้นรายงานผล

การวิเคราะห์โครงสร้างโมเลกุลที่เหมาะสมของเซ็นเซอร์ MT และสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง

เซ ็นเซอร ์ MT ก ับไอออนสังกะส ี  (MT-Zn2+) ด้วยร ูปภาพจากโปรแกรม Visual Molecular 

Dynamics (VMD) 

 

2.7. การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิต 

การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชิวิต ในงานวิจัยนี้เลือกใช้

เซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ (Human hepatoma; HepG2) และเซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ (Human 

glioblastoma astrocytoma; U251) เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษา 

 

2.7.1. การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ 

เซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ท่ีใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศิลปากร โดยการเตรียมเซลล์จะเริ่มจากการบ่มเซลล์กับสารละลาย

ไอออนสังกะสีเปอร์คลอเรต ความเข้มข้น 0.5 mM ในตัวทำละลาย phenol red-free Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (prf-DMEM) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดเวลาทำการล้างเซลล์

ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate Buffer Saline (PBS) จำนวน 3 ครั้ง แล้วจึงบ่มเซลล์ด้วย

สารละลายเซ็นเซอร์ MT ความเข้มข้น 0.05 mM เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทำการล้างเซลล์ด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ PBS จำนวน 2 ครั้ง แล้วนำไปถ่ายภาพเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

(Inverted fluorescence microscope, Olympus CKX53) 
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2.7.2. การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ 

เซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ได้รับความอนุเคราะห์จากสาขาวิชาเคมี 

สำนักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยการเตรียมเซลล์จะเริ่มจากการบ่มเซลล์กับ

สารละลายไอออนสังกะสีเปอร์คลอเรต ความเข้มข้น 0.5 mM ในตัวทำละลาย DMEM ที่มีการเติม 

5% Fetal bovine serum (FBS) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง เมื ่อครบกำหนดเวลาทำการล้างเซลล์ด้วย

สารละลายบัฟเฟอร์ PBS จำนวน 3 ครั้ง แล้วจึงบ่มเซลล์ด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ MT ความเข้มข้น 

0.05 mM เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทำการล้างเซลล์ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ PBS จำนวน 3 ครั้ง 

แล ้วนำไปถ ่ายภาพเซลล์ด ้วยกล ้องจ ุลทรรศน ์ฟล ูออเรสเซนต ์  (Laser scanning confocal 

microscope, Nikon A1Rs 
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บทที่ 5 

ผลการดำเนินงานวิจัย 

จากการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ ได้นำมายืนยันโครงสร้างด้วยวิธีทาง  

สเปกโตรสโกปี ได้แก่ nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) และ high resolution 

mass spectroscopy (HR-MS) จากนั้นศึกษาความสามารถในการตรวจวัดไอออนสังกะสีในตัวทำ

ละลายอินทรีย์ และในระบบตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีน้ำเป็นองค์ประกอบ รวมถึงศึกษาความจำเพาะ

เจาะจงต่อไอออนสังกะสี และความสามารถในการตรวจจับไอออนสังกะสีในภาวะที่มีไอออนรบกวน

ชนิดอื่นๆ กลไกในการดักจับ (binding mechanism) และการนำไปประยุกต์ใช้ในตัวอย่างจริง 

1. การยืนยันโครงสร้าง 

จากผลการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ตามวิธีการทดลองข้างต้น ซึ่งสามารถวิเคราะห์

และยืนยันโครงสร้างของสารที่สังเคราะห์ได้แต่ละชนิดด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี ได้แก่ nuclear 

magnetic resonance (NMR) และ high resolution mass spectroscopy (HR-MS) โดยมีผลการ

ทดลองดังนี้ 

1.1. โครงสร้างของสารประกอบ 2,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) 

 

ภาพท่ี 20 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ I-2 

จากผลการพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี แสดงดังนี้ 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ (ppm): 4.75 (s, 4H), 7.52 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.86 (t, J = 7.5 Hz, 1H). 13C NMR 

(CDCl3, 75 MHz) δ (ppm): 45.6 (2CH2), 122.7 (2CH), 139.2 (CH), 155.9 (2C). 
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ภาพท่ี 21 1H NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-2 

 

ภาพท่ี 22 13C NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-2 
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ภาพท่ี 23 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-2 

เม ื ่ อพ ิ จารณาโครงสร ้ า งของ 2,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) และ  1H NMR 

สเปกตรัม พบว่าปรากฏสัญญาณทั้งหมด 3 กลุ่ม ได้แก่ สัญญาณที่มีลักษณะเป็น singlet (s) ท่ี

ตำแหน่ง chemical shift (δ) เท่ากับ 4.75 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณโปรตอนของหมู ่เมทิลลีน 

(methylene, CH2) 2 หมู่ มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 4 โปรตอน โดยเมทิลลีนโปรตอนในตำแหน่งนี้จะ

ได้รับอิทธิพลการถูกดึงโปรตอนจากอะตอมคลอรีน ทำให้ปรากฏสัญญาณบริเวณท่ีมีสนามแม่เหล็กต่ำ 

(down field) ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 7.52 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณของ

โปรตอนบนวงไพริดีน (pyridine) ที่ตำแหน่งโปรตอนท่ี 2 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน มี

ลักษณะเป็น doublet (d) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.5 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพล

จากโปรตอนตำแหน่งที ่ 3 ถัดมาเป็นตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 7.86 ppm ซึ ่งแสดงถึง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 3 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 โปรตอน มี

ลักษณะเป็น triplet (t) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.5 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพลจาก

โปรตอนตำแหน่งท่ี 2 จากผลของ 13C NMR สเปกตรัม พบว่า มีสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 4 กลุ่ม 



  34 

ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างของ 2,6-bis(chloromethyl)pyridine (I-2) โดยสามารถเสนอกลไกการ

เกิดปฏิกิริยาดังภาพท่ี 24 

 

ภาพท่ี 24 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ I-2 
 

1.2. โครงสร้างของสารประกอบ 2-((6-(chloromethyl)pyridin-2-yl)methyl)iso 

indoline-1,3-dione (I-3) 

 

ภาพท่ี 25 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ I-3 

จากผลการพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี แสดงดังนี้ 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ (ppm): 4.61 (s, 2H), 5.03 (s, 2H), 7.19 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.39 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 

7.58 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.74-7.77 (m, 2H), 7.89-7.90 (m, 2H). 13C NMR (CDCl3, 300 MHz) 

δ (ppm): 42.7 (CH2), 46.4 (CH2), 120.5 (CH), 121.5 (CH), 123.5 (CH), 132.2 (C), 134.1 (CH), 

137.9 (CH), 155.0 (C), 156.5 (C), 168.1 (C=O). 
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ภาพท่ี 26 1H NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-3 

 

ภาพท่ี 27 13C NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-3 
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ภาพท่ี 28 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-3 

เมื่อพิจารณาโครงสร้างของ 2-((6-(chloromethyl)pyridin-2-yl)methyl)isoindoline-1,3-

dione (I-3) และ 1H NMR สเปกตรัม พบว่าปรากฏสัญญาณทั้งหมด 7 กลุ่ม ได้แก่ สัญญาณที่มี

ลักษณะเป็น singlet (s) ที่ตำแหน่ง chemical shift (δ) เท่ากับ 4.61 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของ

โปรตอนของหมู่เมทิลลีน (methylene, CH2) ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 1 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 

โปรตอน โดยเมทิลลีนโปรตอนในตำแหน่งนี้จะได้รับอิทธิพลการถูกดึงโปรตอนจากอะตอมคลอรีน ทำ

ให้ปรากฏสัญญาณบริเวณที่มีสนามแม่เหล็กต่ำ (down field) ถัดมาเป็นตำแหน่ง chemical shift 

เท่ากับ 5.03 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิลลีนที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 2 มีจำนวน

โปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 7.19 ppm ซึ ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีน (pyridine) ที่ตำแหน่งโปรตอนท่ี 3 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 

โปรตอน มีลักษณะเป็น doublet (b) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.8 Hz เนื ่องจาก

ได้รับอิทธิพลจากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 5 ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 7.39 ppm 

ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนที ่ตำแหน่งโปรตอนท่ี 4 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 

โปรตอน มีลักษณะเป็น doublet (b) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.8 Hz เนื ่องจาก
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ได้รับอิทธิพลจากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 5 ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 7.58 ppm 

ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนที่ตำแหน่งโปรตอนที ่ 5 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 

โปรตอน มีลักษณะเป็น triplet (t) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.6 Hz เนื่องจากไดร้ับ

อิทธิพลจากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 3 และ 4 ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift อยู่ระหว่าง 7.74-

7.77 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่ phthalimide ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 6 มีจำนวน

โปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน มีลักษณะเป็น multiplet (m) ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift อยู่

ระหว่าง 7.89-7.90 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่ phthalimide ท่ีตำแหน่งโปรตอนท่ี 

7 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน มีลักษณะเป็น multiplet (m) ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของหมู่ 

phthalimide ที่จะเกิด complex coupling แล้วปรากฏสัญญาณของโปรตอนที่ตำแหน่ง 6 และ 7 

แยกออกจากกัน จากผลของ 13C NMR สเปกตรัม พบว่า มีสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 11 กลุ่ม ซึ่ง

สอดคล้องกับโครงสร้างของ 2-((6-(chloromethyl)pyridin-2-yl)methyl)isoindoline-1,3-dione 

(I-3) โดยสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพท่ี 29 

 

ภาพท่ี 29 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ I-3 
 

1.3. โครงสร้างของสารประกอบ 2-((6-((bis(pyridine-2-ylmethyl)amino)methyl) 

pyridin-2-yl) methyl)isoindoline-1,3-dione (I-4) 

 

ภาพท่ี 30 โครงสร้างทางเคมีของสารประกอบ I-4 
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จากผลการพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี แสดงดังนี้ 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ (ppm): 3.78 (s, 2H), 3.84 (s, 4H), 5.01 (s, 2H), 7.05-7.16 (m, 3H), 7.39 (d, J = 7.6 

Hz, 1H), 7.48-7.63 (m, 5H), 7.65-7.75 (m, 2H), 7.80-7.91 (m, 2H), 8.49 (d, J = 4.6 Hz, 2H). 
13C NMR (CDCl3, 300 MHz) δ (ppm): 42.9 (CH2), 59.7 (CH2), 60.1 (2CH2), 119.4 (CH), 121.7 

(CH), 122.0 (2CH), 123.0 (2CH), 123.4 (2CH), 132.2 (2C), 134.0 (2CH), 136.4 (2CH), 137.1 

(CH), 148.9 (2CH), 154.6 (C), 159.1 (C), 159.2 (2C), 168.1 (2C=O). 

 

ภาพท่ี 31 1H NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 
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ภาพท่ี 32 13C NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 

 

ภาพท่ี 33 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของสารประกอบ I-4 
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เมื่อพิจารณาโครงสร้างของ 2-((6-((bis(pyridine-2-ylmethyl)amino)methyl)pyridin-2-

yl)methyl)isoindoline-1,3-dione (I-4) และผล 1H NMR สเปกตรัม พบว่า ปรากฏสัญญาณ

ทั้งหมด 9 กลุ่ม ได้แก่ สัญญาณที่มีลักษณะเป็น singlet (s) ที่ตำแหน่ง chemical shift (δ) เท่ากับ 

3.78 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิลลีน (methylene, CH2) ท่ีตำแหน่งโปรตอนท่ี 

1 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน ถัดมาที่ตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 3.84 ppm ซึ่ง

แสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิลลีนของหมู่พิโคลิล (picolyl) จำนวน 2 หมู ่มีจำนวนโปรตอน

เท่ากับ 4 โปรตอน (2 x 2 โปรตอน) มีลักษณะเป็น singlet (s) ถัดมาที่ตำแหน่งที่ chemical shift 

เท่ากับ 5.01 ppm ซึ ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู ่เมทิลลีน มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 

โปรตอน มีลักษณะเป็น singlet (s) ถัดไปที ่ตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 7.05-7.16 ppm 

แสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีน (pyridine) ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 4 และ 5 ซ้อนทับกัน มี

จำนวนโปรตอนเท่ากับ 3 โปรตอน ถัดไปที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 7.39 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 6 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 โปรตอน มี

ลักษณะเป็น doublet (d) ) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.6 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพล

จากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 7 ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 7.48-7.63 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 7, 8 และ 9 ซ้อนทับกัน มีจำนวนโปรตอน

เท่ากับ 5 โปรตอน ถัดไปท่ีตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 7.65-7.75 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของ

โปรตอนของหมู่ phthalimide ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 10 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน มี

ลักษณะเป็น multiplet (m) ถัดไปที่ตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 7.80-7.91 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนของหมู่ phthalimide ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 11 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 

โปรตอน มีลักษณะเป็น multiplet (m) ซึ ่งเป็นลักษณะเฉพาะของหมู ่ phthalimide ที ่จะเกิด 

complex coupling แล้วปรากฏสัญญาณของโปรตอนที่ตำแหน่ง 10 และ 11 แยกออกจากกัน ถัด

มาที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 8.49 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนของ

หมู ่พิโคลิลที ่ตำแหน่งโปรตอนที ่ 12 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน โดยมีค่า coupling 

constant (J) เท่ากับ 7.6 Hz เนื ่องจากได้รับอิทธิพลจากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 8 จากผลของ 13C 

NMR สเปกตรัม พบว่า มีสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมด 17 กลุ่ม ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างของ 2-

((6-((bis(pyridine-2-ylmethyl)amino)methyl)pyridin-2-yl)methyl)isoindoline-1,3-dione (I-

4) โดยสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพท่ี 34 
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ภาพท่ี 34 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของสารประกอบ I-4 
 

1.4. โครงสร้างของ 1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis(pyridine-2-yl 

methyl)methanamine (TMPA) 

 

ภาพท่ี 35 โครงสร้างทางเคมีของไอโอโนฟอร์ชนิด TMPA 

จากผลการพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี แสดงดังนี้ 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ (ppm): 2.80 (br-s, 2H), 3.87 (s, 2H), 3.88 (s, 4H), 3.96 (s, 2H), 7.11-7.18 (m, 3H), 

7.42 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.56-7.65 (m, 5H), 8.52 (d, J = 6.5 Hz, 2H). 13C NMR (CDCl3, 75 

MHz) δ (ppm): 47.6 (CH2), 60.1 (CH2), 60.2 (2CH2), 119.5 (CH), 121.0 (CH), 122.0 (2CH), 

122.9 (2CH), 136.4 (2CH), 137.0 (CH), 149.0 (2CH), 158.8 (C), 159.4 (2C), 160.9 (C). 
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ภาพท่ี 36 1H NMR สเปกตรัมของไอโอโนฟอร์ชนดิ TMPA 

 

ภาพท่ี 37 13C NMR สเปกตรัมของไอโอโนฟอร์ชนิด TMPA 
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ภาพท่ี 38 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของไอโอโนฟอร์ชนิด TMPA 

เม ื ่อพ ิจารณาโครงสร ้างของ 1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis(pyridine-2-

ylmethyl)methanamine (TMPA) และผล 1H NMR สเปกตรัม พบว่า ปรากฏสัญญาณทั้งหมด 8 

กลุ่ม ได้แก่ สัญญาณที่มีลักษณะเป็น broad-singlet (br-s) ที่ตำแหน่ง chemical shift (δ) เท่ากับ 

2.80 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณของโปรตอนของหมู ่เอมีน (amine) มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 

โปรตอน ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift เท่ากับ 3.87 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของ

หมู่เมทิลลีน (methylene, CH2) มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน โดยมีลักษณะเป็น singlet (s) 

ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 3.88 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิ

ลลีนของหมู่พิโคลิล (picolyl) จำนวน 2 หมู่ มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 4 โปรตอน มีลักษณะเป็น 

singlet (s) ถัดมาเป็นตำแหน่งที ่ chemical shift ระหว่าง 7.11-7.18 ppm แสดงสัญญาณของ

โปรตอนบนวงไพริดีน (pyridine) ท่ีตำแหน่งโปรตอนที่ 4 และ 5 ซ้อนทับกัน มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 

3 โปรตอน ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 7.42 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอน

บนวงไพริดีนท่ีตำแหน่งโปรตอนที่ 5 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 โปรตอน มีลักษณะเป็น doublet (d)  

โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 7.7 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพลจากโปรตอนที่ตำแหน่งที่ 8 
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ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift ระหว่าง 7.56-7.65 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวง

ไพริดีนที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 8, 9 และ 10 ซ้อนทับกัน มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 5 โปรตอน ถัดมาท่ี

ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 8.52 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนของหมู่พิ

โคลิลท่ีตำแหน่งโปรตอนท่ี 11 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน มีลักษณะเป็น doublet (d) โดย

มีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 6.5 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพลจากโปรตอนท่ีตำแหน่งท่ี 9 จาก

ผลของ 13C NMR สเปกตรัม พบว่า มีสัญญาณของคาร์บอนทั ้งหมด 13 กลุ ่ม ซึ ่งสอดคล้องกับ

โ ค ร ง ส ร ้ า ง ข อ ง  1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis(pyridine-2-ylmethyl)methan-

amine (TMPA) โดยสามารถเสนอกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพท่ี 39 
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ภาพท่ี 39 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของไอโอโนฟอรช์นิด TMPA 
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1.5. โครงสร้างของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

 

ภาพท่ี 40 โครงสร้างทางเคมีของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

จากผลการพิสูจน์โครงสร้างด้วยวิธีทางสเปกโตรสโกปี แสดงดังนี้ 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ (ppm): 2.40-2.60 (br-s, 2H), 2.82 (d, J = 6.1 Hz, 4H), 3.82 (s, 6H), 3.89 (s, 2H), 3.94 

(s, 4H), 4.00-4.20 (m, 2H), 4.98 (s, 2H), 6.52 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 2H), 6.81 (d, J = 2.6 Hz, 

2H), 7.01-7.14 (m, 3H), 7.17 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.53-7.64 (m, 5H), 

8.47 (d, J = 4.8 Hz, 2H). 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ (ppm): 24.3 (2CH2), 29.1 (2CH2), 42.6 

(CH2), 55.2 (2CH3), 59.4 (CH2), 59.6 (2CH2), 111.9 (2CH), 112.5 (2CH), 119.7 (CH), 121.9 

(CH), 122.2 (2CH), 123.4 (2CH), 125.4 (2C), 126.5 (2C), 131.3 (2CH), 136.7 (2CH), 137.2 

(CH), 138.1 (4C), 141.0 (2C), 148.8 (2CH), 155.4 (2C), 157.9 (C), 158.2 (C), 159.4 (2C), 168.8 

(2C=O). HRMS (ESI-TOF) จากการคำนวณ C45H50N5O4
+ [M+H]+ เท่ากับ 714.3080 m/z และจาก

การวิเคราะห์ได้เท่ากับ 714.3077 m/z. 
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ภาพท่ี 41 1H NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

 

ภาพท่ี 42 13C NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 
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ภาพท่ี 43 13C DEPT 135 NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 
 

 

ภาพท่ี 44 HR ESI-TOF MS สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 
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เมื่อพิจารณาโครงสร้างของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT และผล 1H NMR สเปกตรัม พบว่า 

ปรากฏสัญญาณทั้งหมด 14 กลุ่ม ได้แก่ สัญญาณที่มีลักษณะเป็น broad-singlet (br-s) ที่ตำแหน่ง 

chemical shift (δ) ระหว่าง 2.40-2.60 ppm ซึ ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู ่ เมทิลลีน 

(methylene, CH2) ของระบบ helicene มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน เมทิลีนโปรตอนกลุ่มนี้

เป็นตำแหน่งท่ีอยู่ห่างจากหมู่ดึงอิเล็กตรอนมากท่ีสุด ทำให้ปรากฏสัญญาณบริเวณท่ีมีสนามแม่เหล็ก

สูงท่ีสุด (up field) ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift เท่ากับ 2.82 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณของ

โปรตอนของหมู่เมทิลลีนของระบบ helicene ที่ตำแหน่งโปรตอนที่ 2 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 4 

โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น broad doublet เนื่องจากได้รับอิทธิพลจากสนามอิเล็กตรอนของ

วงอะโรมาติกของระบบ helicene ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift เท่ากับ 3.82 ppm ซึ่งแสดง

ถึงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทอกซี (methoxy, OCH3) จำนวน 2 หมู่ มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 

6 โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น singlet (s) เนื่องจากหมู่นี้อยู ่ใกล้กับอะตอมออกซิเจน ซึ่งมีค่า 

electronegativity (EN) สูง ส่งผลให้สัญญาณมีค่า chemical shift ท่ีไปทาง down field ถัดมาเป็น

ตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 3.93 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิลลีนของ

หมู่พิโคลิล (picolyl) มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น singlet (s) ถัดมา

เป็นตำแหน่งที่ chemical shift เท่ากับ 3.94 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนของหมู่เมทิลลีน

ของหมู่พิโคลิล จำนวน 2 หมู่ มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 4 โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น singlet (s) 

ถัดมาท่ีตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 4.00-4.20 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณของโปรตอนของหมู่

เมทิลลีนท่ีตำแหน่งโปรตอนที่ 6 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน เป็นโปรตอนที่ได้รับอิทธิพลจาก

สนามอิเล็กตรอนของวงอะโรมาติกของระบบ helicene และอิทธิพลจาก electron shielding จาก

ระบบอะโรมาติก ส่งผลให้สัญญาณโปรตอนกลุ่มนี้มีความ down field มากกว่าเมทิลลีนโปรตอนของ

ระบบ helicene ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 4.98 ppm ซึ่งแสดงถึงสัญญาณของ

โปรตอนของหมู่เมทิลลีนของหมู่พิโคลิล มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น 

singlet (s) โดยหมู่เมทิลลีนนี้อยู่ติดกับหมู่อิไมด์ (imide) ซึ่งเป็นหมู่ดึงอิเล็กตรอน ส่งผลให้สัญญาณ

ของโปรตอนตำแหน่งท่ี 7 มีความ down field มากกว่าสัญญาณของโปรตอนตำแหน่งอื่นๆ ของหมู่พิ

โคลิล ถัดมาท่ีตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 6.52 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงอะโร

มาติกของระบบ helicene มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น doublet of 

doublet (dd) โดยมีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 8.7 Hz และ 2.7 Hz เนื่องจากได้รับอิทธิพล
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จากโปรตอนตำแหน่งท่ี 9 และ 12 ถัดมาเป็นตำแหน่งท่ี chemical shift เท่ากับ 6.81 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงอะโรมาติกของระบบ helicene มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน 

สัญญาณมีลักษณะเป็น doublet (d) โดยมีค่า coupling constant เท่ากับ 2.6 Hz เนื่องจากได้รับ

อิทธิพลจากโปรตอนตำแหน่งที่ 12 ถัดมาเป็นตำแหน่งที่ chemical shift ระหว่าง 7.01-7.14 ppm 

ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีน (pyridine) ของหมู่พิโคลิล มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 3 

โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น multiplet (m) ซึ่งเกิดจากการซ้อนทับกันระหว่างสัญญาณของ

โปรตอนที่ตำแหน่งที่ 10 และ 11 ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 7.17 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงอะโรมาติกของระบบ helicene มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน 

สัญญาณมีลักษณะเป็น doublet (d) โดยมีค่า coupling constant เท่ากับ 8.7 Hz เนื่องจากได้รับ

อิทธิพลจากโปรตอนตำแหน่งที่ 8 ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 7.39 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนของหมู่พิโคลิลท่ีตำแหน่งโปรตอนท่ี 13 มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 

โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น doublet (d) โดยมีค่า coupling constant เท่าก ับ 7.6 Hz 

เนื่องจากได้รับอิทธิพลจากโปรตอนตำแหน่งที่ 15 ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift ระหว่าง 7.53-

7.64 ppm ซึ่งแสดงสัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนของหมู่พิโคลิล มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 5 

โปรตอน สัญญาณมีลักษณะเป็น multiplet (m) ซึ่งเกิดจากการซ้อนทับกันระหว่างสัญญาณของ

โปรตอนท่ีตำแหน่งที่ 14 และ 15 ถัดมาที่ตำแหน่ง chemical shift เท่ากับ 8.47 ppm ซึ่งแสดง

สัญญาณของโปรตอนบนวงไพริดีนของหมู่พิโคลิล มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน สัญญาณมี

ลักษณะเป็น doublet (d) โดยมีค่า coupling constant เท่ากับ 4.8 Hz เนื ่องจากได้รับอิทธิจาก

โปรตอนตำแหน่งที่ 14 โดยโปรตอนตำแหน่งนี้ได้รับอิทธิพลจากการดึงอิเล็กตรอนของอะตอม

ไนโตรเจนของวงไพริดีน ส่งผลให้สัญญาณของโปรตอนที่ตำแหน่งนี้มีความ down field มากที่สุด 

จากผลของ 13C NMR สเปกตรัม พบว่า มีสัญญาณของคาร์บอนทั้งหมดสอดคล้องกับโครงสร้างของ

ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT นอกจากนี้ได้ยืนยันโครงสร้างด้วย high resolution electrospray 

ionization time-of-flight mass spectrometry (HR ESI-TOF MS) ได้ผลจากการวิเคราะห์เท่ากับ 

714.3077 m/z จากการคำนวณ C45H50N5O4
+ [M+H]+ เท่ากับ 714.3080 m/z โดยสามารถเสนอ

กลไกการเกิดปฏิกิริยาดังภาพท่ี 45 
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ภาพท่ี 45 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนสังกะสีของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

เมื่อฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ได้รับการยืนยันโครงสร้างด้วยเทคนิคทางสเปกโตรสโกปี 

จากนั้นนำเซ็นเซอร์ที ่ได้มาทดสอบความสามารถในการตรวจจับไอออนโลหะสังกะสี ด้วยเทคนิค

ฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรสโกปีในตัวทำละลายอินทรีย์ และระบบตัวทำละลายอินทรีย์ที่มีน้ำเป็น

องค์ประกอบ เพื่อศึกษาสมบัติในการดูดกลืนแสง และการคายแสงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 

นอกจากน ี ้ศ ึกษาความไวในการว ิ เคราะห ์  (sensitivity) ความจำเพาะเจาะจง (selectivity) 

ความสามารถในการดักจับไอออนสังกะสีในภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นๆ (competition study) 

กลไกในการดักจับ (binding mechanism) และการนำไปประยุกต์ใช้ในเซลล์ส่ิงมีชีวิต 

การศึกษาสมบัติเชิงแสงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ทำได้โดยศึกษาในระบบตัวทำ

ละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ 4-(2-hydroxyethyl)-1-pipreazineethanesulfonic acid 

(HEPES buffer) ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร ซึ่ง

ศึกษาความสามารถในการดักจับไอออนโลหะต่างๆ ที่เตรียมได้จากเกลือเปอร์คลอเรตของโลหะชนิด

ต่างๆ ได้แก่ Zn2+ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ Mg2+ Ca2+ Ba2+ Li+ Na+ 

และ K+ ละลายในน้ำปราศจากไอออน 

 

2.1. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในตัวทำละลายเมทานอล ที่ปริมาณน้ำ

ต่างกันของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT จะศึกษาในทำตัวทำละลายเมทา

นอล ท่ีปริมาณน้ำแตกต่างกัน ต้ังแต่ร้อยละ 0 ถึงร้อยละ 90 โดยปริมาตร โดยติดตามค่าการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence intensity) ในช่วงก่อนและหลังการเติมไอออนสังกะสี ที่ความยาว

คลื่น 456 นาโนเมตร โดยใช้แสงกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 373 นาโนเมตร ความเข้มข้นสารละลาย

เซ็นเซอร์ MT เท่ากับ 5.0 ไมโครโมลาร์ และความเข้มข้นสารละลายไอออนสังกะสี เท่ากับ 2.5  

ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 46 
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ภาพที่ 46 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm และ λem = 456 nm) ของเซ็นเซอร์ MT  

              (5.0 µM) ในตัวทำละลายเมทานอล ท่ีปริมาณน้ำต่างกัน ก่อนและหลังเติมไอออนสังกะสี 

              ท่ีความเข้มข้น 2.5 µM 

จากผลการศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในตัวทำ

ละลายเมทานอล ท่ีปริมาณน้ำระหว่างร้อยละ 0 ถึง ร้อยละ 90 พบว่าหลังการเติมไอออนสังกะสี ค่า

สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT ที ่ความยาวคลื่น 456 นาโนเมตร มีค่า

เปล่ียนแปลงไปในปริมาณน้ำท่ีแตกต่างกัน โดยท่ีปริมาณน้ำร้อยละ 60 โดยปริมาตร แสดงการเพิ่มขึ้น

ของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์มากท่ีสุด ดังนั้นในงานวิจัยนี้จะศึกษาการทดลองอื่นๆ โดยใช้

ระบบตัวทำละลายผสมระหว่างน้ำและเมทานอลที่ร้อยละ 60:40 โดยปริมาตร หรืออัตราส่วน 3:2 

โดยปริมาตร 

 

2.2. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที ่ pH ต่างกันของฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT จะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสม

ระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer ความเข้มข้น 5 mM และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 

โดยปริมาตร ที ่  pH แตกต่างก ัน โดยติดตามค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence 

intensity) ในช่วงก่อนและหลังการเติมไอออนสังกะสี ที่ความยาวคลื่น 456 นาโนเมตร โดยใช้แสง
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กระตุ้นที่ความยาวคลื่น 373 นาโนเมตร ความเข้มข้นสารละลายเซ็นเซอร์ MT เท่ากับ 10 ไมโครโม

ลาร์ และความเข้มข้นสารละลายไอออนสังกะสี เท่ากับ 2.5 ไมโครโมลาร์ ผลการทดลองแสดงดังภาพ

ท่ี 47 

 

ภาพที่ 47 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm และ λem = 456 nm) ของเซ็นเซอร์ MT  

              (10 µM) ท่ี pH ต่างๆ ก่อนและหลังเติมไอออนสังกะสีท่ีความเข้มข้น 2.5 µM 

จากผลการศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในช่วง pH 

ระหว่าง 4.0 ถึง 10.0 พบว่าค่าสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT ที่ความยาว

คลื่น 456 นาโนเมตร มีค่าเปลี่ยนแปลงไปในช่วง pH ที่แตกต่างกัน โดยในช่วง pH ระหว่าง 4.0 ถึง 

6.0 จะไม่แสดงการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ เนื่องจากในสภาวะที่เป็น

กรด อะตอมไนโตรเจนของวงไพริดีนสามารถเกิดปฏิกิริยา protonation ส่งผลให้ไม่สามารถโคออดิ

เนตกับไอออนสังกะสีได้ [25-27] ในช่วง pH ระหว่าง 6.0 ถึง 9.0 แสดงการเปล่ียนแปลงของสัญญาณ

การคายแสงฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจน เมื่อมีการเติมไอออนสังกะสีลงในระบบ ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา

ที่สภาวะการทดลอง pH 7.2 สำหรับการทดลองอื่นๆ ต่อไป เนื่องจากเป็นสภาวะที่เป็นกลาง และมี

ความเหมาะสมในการนำไปประยุกต์ใช้ในเซลล์ส่ิงมีชีวิตได้ 

 

 



  55 

2.3. ผลการทดสอบเวลาที ่ใช้ในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสี 

การศึกษาเวลาท่ีใช้ในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT กับ

ไอออนสังกะสีจะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer ความ

เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดยติดตามค่าการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence intensity) ที่ความยาวคลื่น 456 นาโนเมตร หลังการเติมไอออน

สังกะสีท่ีความเข้มข้น 2.5 ไมโครโมลาร์ ทุกๆ 30 วินาที จนกระท่ังไม่มีการเปล่ียนแปลงของสัญญาณ

การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 48 

 

ภาพที่ 48 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm และ λem
 =  

              456 nm) ท่ีเวลาใดๆ ของเซ็นเซอร์ MT (10 µM) เมื่อเติมไอออนสังกะสีเข้มข้น 2.5 µM 

ผลการศึกษาเวลาที่ใช้ในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

กับไอออนสังกะสี พบว่าเมื่อเติมไอออนสังกะสีท่ีความเข้มข้น 2.5 ไมโครโมลาร์ ค่าการคายแสงฟลูออ

เรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 456 นาโนเมตร มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วจนกระท่ังถึงวินาทีท่ี 180 ค่าการ

คายแสงฟลูออเรสเซนต์มีค่าคงท่ี แสดงให้เห็นว่าฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ใช้เวลาอย่างน้อย 180 

วินาที จึงเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสีได้อย่างสมบูรณ์ ดังนั้น

ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT จึงมีประสิทธิภาพในการดักจับไอออนสังกะสีได้อย่างรวดเร็ว 
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2.4. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนสังกะสีของฟลูออ

เรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT จะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสม

ระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ใน

อัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดยติดตามค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 456 นาโน

เมตร ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 49 

 

ภาพท่ี 49 สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm) ของเซ็นเซอร์ MT (10 µM) ก่อน 

             และหลังเติมไอออนสังกะสีท่ีความเข้มข้นต่างๆ (a) 0 µM, (b) 0.5 µM, (c) 1.0 µM, (d)  
          1.5 µM, (e) 2.0 µM, (f) 2.5 µM, (g) 3.0 µM, (h) 3.5 µM, (i) 4.0 µM. 

จากผลการศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT พบว่าการ

ตรวจจับของเซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสีมีการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์แบบมี

การเรืองแสงเพิ่มขึ้น (turn-ON) ในภาวะท่ีไม่มีไอออนสังกะสี สารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

จะมีการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์สูงสุดที่ความยาวคลื่น 531 นาโนเมตร เมื่อไตเตรตสารละลาย

เซ็นเซอร์ด้วยสารละลายไอออนสังกะสี พบว่า สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์มีการเปล่ียนแปลง

ความยาวคลื่นไปทางใกล้แสงฟ้า (hypsochromic shift หรือ blue shift) จากความยาวคลื่น 531 

นาโนเมตร ไปยัง 456 นาโนเมตร และมีการเปล่ียนแปลงความเข้มของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งความเข้มของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เพิ่มขึ้นถึง 4 เท่า
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ของความเข้มการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เริ่มต้น โดยความเข้มของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์จะเพิ่มขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณไอออนสังกะสีท่ีเพิ่มขึ้นในสารละลาย 

 

2.5. ค่าความสามารถต่ำสุดของการตรวจวัดไอออนสังกะสี (detection limit) และช่วง

ความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรง (linear range) 

การคำนวณหาค่าความเข้มข้นต่ำสุด (detection limit) ในการดักจับไอออนสังกะสีของ

ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT สามารถทำได้โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ เมื่อเติมไอออนสังกะสีท่ีความเข้มข้นต่างๆ โดยทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

แล้วนำค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ที่ได้มาคำนวณหาค่าเฉลี่ย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (σ) 

จากนั้นนำค่าเฉลี่ยที่ได้ไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เฉลี่ยกับ

ความเข้มข้นของไอออนสังกะสี และหาค่าความชันของกราฟความสัมพันธ์ (m) แสดงดังสมการดังนี้ 

Detection limit = 3σ/m 

เมื่อ σ คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่ไม่มี 

                          ไอออนสังกะสี 

 m คือ ค่าความชันของกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เฉล่ีย 

                          กับความเข้มข้นของไอออนสังกะสี 

การหาช่วงความสัมพันธ์ที ่เป็นเส้นตรง (linear range) เป็นการศึกษาหาความสัมพันธ์

ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT กับช่วงความเข้มข้นของไอออนสังกะสี โดย

สามารถพิจารณาได้จากลักษณะความเป็นเส้นตรงของกราฟความสัมพันธ์ ซึ่งค่าสัมประสิทธิ์ความเป็น

เส้นตรง (R2) ต้องมีค่าเข้าใกล้ 1 จะได้ผลการทดลองที่มีความถูกต้อง (accuracy) และแม่นยำ 

(precision) ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3 และภาพท่ี 50 
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ตารางที่ 3 ข้อมูลค่าเฉลี่ยของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ และความเข้มข้นของไอออน 

               สังกะสีท่ีเติมลงไปในสารละลายเซ็นเซอร์ MT 

ความเข้มข้นของ 

ไอออนสังกะสี 

(µM) 

ค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (a.u.) 

คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย 

0.5 291.84 292.75 292.91 292.50 

1.0 365.97 366.26 368.59 366.94 

1.5 485.87 484.99 485.22 485.36 

2.0 585.44 585.77 585.95 585.72 

2.5 706.69 706.96 709.15 707.60 

3.0 788.02 787.88 788.43 788.11 

3.5 868.79 869.17 872.70 870.22 

 

 

ภาพท่ี 50 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉล่ียของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์  
             MT (10 µM) และความเข้มข้นของไอออนสังกะสีท่ีเติมลงไป 
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การคำนวณ 

จากกราฟความสัมพันธ์เป็นรูปแบบสมการเส้นตรง ดังสมการ y = 199.84x + 185.53; R2 = 0.9960 

พบว่า ค่าความชันของกราฟความสัมพันธ์ (m) เท่ากับ 199.84 

ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีไม่มีไอออนสังกะสี (σ) เท่ากับ 1.95 

จะได้ว่า Detection limit = 3σ/m 

   = 3(1.95)/199.84 

   = 0.029 µM 

ดังนั้น ค่า detection limit ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในการตรวจจับไอออนสังกะสี เท่ากับ 

0.029 µM หรือ 1.91 ppb 

จากกราฟความสัมพันธ์เป็นรูปแบบสมการเส้นตรงที่อยู ่ในช่วง 0.5 µM (33 ppb) ถึง 3.5 

µM (228 ppb) มีค่า R2 เท่ากับ 0.9960 ซึ่งมีค่าใกล้เคียง 1 ดังนั้น ช่วงความเข้มข้นดังกล่าวจึงมี

ความเหมาะสมท่ีจะนำไปใช้ในการวิเคราะห์เชิงปริมาณท่ีต้องการความถูกต้องและแม่นยำสูง 

 

2.6. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมีไอออนสังกะสีเปรียบเทียบ

กับไอออนรบกวนอื่นๆ ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร ์ MT ในภาวะที ่มีไอออนสังกะสี

เปรียบเทียบกับไอออนรบกวนอื่นๆ ได้แก่ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ 

Mg2+ Ca2+ Ba2+ Li+ Na+ และ K+ จะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ 

HEPES buffer ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดย

ติดตามสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เปรียบเทียบกันระหว่างไอออนสังกะสี และไอออนรบกวน

อื่นๆ ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 51 และภาพท่ี 52 
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ภาพท่ี 51 สเปกตราการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm) ของเซ็นเซอร์ MT (10 µM) ใน 
             ภาวะท่ีมีไอออนสังกะสี และไอออนรบกวนอื่นๆ  (5.0 µM) 
 

 

ภาพที่ 52 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm และ λem
 = 456  

              nm) ของเซ็นเซอร์ MT (10 µM) และความเข้มข้นของไอออนรบกวนอื่นๆ 

 

 

 



  61 

จากผลการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT โดยภาพท่ี 51 แสดง

การเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์หลังการเติมไอออนสังกะสี และไอออน

รบกวนอื ่นๆ ที ่ความเข้มข้น 5.0 ไมโครโมลาร์ พบว่ามีเพียงไอออนสังกะสีเท่านั ้น ที ่เกิดการ

เปล่ียนแปลงของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจน โดยมีการเปล่ียนแปลงในลักษณะ

การเพิ่มขึน้ของสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ และมีการเปล่ียนความยาวคล่ืนของการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์ไปทางใกล้แสงฟ้า (hypsochromic shift หรือ blue shift) จากความยาวคลื่น 531 

นาโนเมตร ไปยัง 456 นาโนเมตร ในขณะที่ไอออนรบกวนอื่นๆ มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อย 

หรือไม่มีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ จากภาพที่ 52 แสดงความสัมพันธ์

ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 456 นาโนเมตร และความเข้มข้นของไอออน

รบกวนอื่นๆ พบว่า มีเพียงไอออนสังกะสีเท่านั้นที่มีการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณการคายแสงฟลอูอ

เรสเซนต์อย่างชัดเจนในทุกๆ ความเข้มข้น จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงความจำเพาะเจาะจง

ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ต่อไอออนสังกะสี โดยไม่มีการรบกวนจากไอออนชนิดอื่นๆ 

 

2.7. ผลการทดสอบสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะที่มีไอออนสังกะสีรวมกับ

ไอออนรบกวนอื่นๆ ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

การศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ MT ในภาวะที่มีไอออนสังกะสีรวมกับ

ไอออนรบกวนอื่นๆ ได้แก่ Cd2+ Cu2+ Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ Mg2+ Ca2+ Ba2+ 

Li+ Na+ และ K+ จะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer 

ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดยติดตามสัญญาณ

การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ เมื ่อเติมไอออนรบกวนอื่นๆ ปริมาณ 5 เท่า เปรียบเทียบกับปริมาณ

ไอออนสังกะสี ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 53 
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ภาพที่ 53 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (λex = 373 nm และ λem
 = 456  

              nm) ของเซ็นเซอร์ MT (10 µM) ในภาวะที่มีไอออนสังกะสี (2.5 µM) รวมกับไอออน 

              อื่นๆ (12.5 µM) 

จากผลการศึกษาความจำเพาะเจาะจงของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในภาวะที่มีไอออน

สังกะสีรวมกับไอออนรบกวนอื่นๆ พบว่า สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์มีการเปล่ียนแปลงเพียง

เล็กน้อย หรือไม่มีการเปล่ียนแปลง เมื่อเปรียบเทียบสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ในภาวะท่ีมี

เพียงไอออนสังกะสีกับในระบบมีไอออนสังกะสีรวมกับไอออนรบกวนอื ่นๆ ที ่ปริมาณ 5 เท่า 

เปรียบเทียบกับปริมาณไอออนสังกะสี แสดงให้เห็นว่า ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT มีประสิทธิภาพ

ในการดักจับไอออนสังกะสีที่ดี แม้ในภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นๆ และสามารถนำไปไประยุกต์ใช้ใน

ตัวอย่างจริงได้ 

 

 

ภาพท่ี 54 การเปล่ียนแปลงแสงฟลูออเรสเซนต์ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT (10 µM) ในภาวะท่ี 
             มีไอออนโลหะชนิดต่างๆ (5.0 µM) ภายใต้แสง UV 
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 จากผลการศึกษาภาพถ่ายของสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในภาวะที่มีไอออน

โลหะชนิดต่างๆ ภายใต้แสง UV พบว่า ในภาวะที่ไม่มีไอออน สารละลายเซ็นเซอร์ MT จะคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์สีส้ม เมื่อเติมไอออนสังกะสีลงไป สารละลายเซ็นเซอร์ MT จะเปล่ียนจากการคายแสง

ฟลูออเรสเซนต์จากสีส้มเป็นสีฟ้า ในขณะท่ีการเติมไอออนอื่นๆ จะไม่เปล่ียนแปลงการคายแสงฟลูออ

เรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์ MT แสดงให้เห็นว่า ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT มีความจำเพาะ

เจาะจงสูงต่อไอออนสังกะสี และสามารถสังเกตการเปล่ียนแปลงด้วยสายตาภายใต้แสง UV 

 

2.8. การศึกษาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยวิธี Job’s plot analysis 

การศึกษาอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT กับ

ไอออนสังกะสี จะศึกษาในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer ความ

เข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดยติดตามสัญญาณการคาย

แสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 456 นาโนเมตร เมื่อเติมไอออนสังกะสีท่ีอัตราส่วนต่างๆ ผลการ

ทดลองแสดงดังภาพท่ี 55 

 

ภาพที่ 55 กราฟแสดงอัตราส่วนของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเซ็นเซอร์ MT กับไอออน 
             สังกะสี โดยใช้วิธี Job’s plot analysis 
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จากผลการศึกษาอัตราส่วนการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 

MT กับไอออนสังกะสีด้วยวิธี Job’s plot analysis พบว่า ค่าการเปล่ียนแปลงของสัญญาณการคาย

แสงฟลูออเรสเซนต์มีค่าสูงสุดที่ค่าสัดส่วนโมลเท่ากับ 0.5 แสดงให้เห็นว่า เซ็นเซอร์ MT จำนวน 1 

โมเลกุล สามารถดักจับไอออนสังกะสีจำนวน 1 ไอออน แล้วเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนขึ้น 

 

2.9. การศึกษาค่าคงที่สมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนโดยใช้สมการของ Benesi-

Hildebrand 

การศึกษาค่าคงที่สมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (Kassoc) ระหว่างฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสีสามารถทำได้โดยคำนวณด้วยสมการของ Benesi-Hildebrand [28] 

ในระบบตัวทำละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 

และ methanol ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร โดยติดตามสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ี

ความยาวคลื่น 456 นาโนเมตร เมื่อเติมไอออนสังกะสีที่ความเข้มข้นต่างๆ ผลการทดลองแสดงดัง

ตารางท่ี 4 และภาพท่ี 56 
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ตารางที่ 4 ข้อมูลค่าความเข้มข้นของไอออนสังกะสีที่เติมลงไป ([Zn2+]), ค่าการคายแสงฟลูออเรส 

              เซนต์ (I), ค่าส่วนกลับของความเข้มข้นของไอออนสังกะสีที่เติมลงไป (1/[Zn2+]) และค่า 

              ส่วนกลับของค่าการเปล่ียนแปลงของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (1/I-I0) 

ความเข้มข้นของ

ไอออนสังกะสีที่เติม

ลงไป ([Zn2+]) 

ค่าการคายแสง 

ฟลูออเรสเซนต์ 

(I) 

ส่วนกลับของความ

เข้มข้นของไอออน

สังกะสีที่เติมลงไป 

(1/[Zn2+]) 

ส่วนกลับของค่าการ

เปลี่ยนแปลงการคาย

แสงฟลูออเรสเซนต์ 

(1/I-I0) 

5.00 × 10-6 292.50 200000.00 0.01655629 

1.00 × 10-5 366.94 100000.00 0.00741619 

1.50 × 10-5 485.36 66666.67 0.00394851 

2.00 × 10-5 585.72 50000.00 0.00282789 

2.50 × 10-5 707.60 40000.00 0.00210304 

3.00 × 10-5 788.11 33333.33 0.00179852 

3.50 × 10-5 870.22 28571.43 0.00156710 

4.00 × 10-5 908.31 25000.00 0.00147883 
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ภาพท่ี 56 การศึกษาค่าคงท่ีสมดุลของการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนโดยใช้สมการ Benesi- 
             Hildebrand เมื่อ n = 1 
การคำนวณ 

 จากสมการ Benesi-Hildebrand Kassoc = 1/[slope × (Imax-Imin) 

 จากกราฟความสัมพันธ์        y = (9 × 10-8) x – 0.0013 

 พบว่า ค่าความชันของกราฟความสัมพันธ์ (m) เท่ากับ 9 × 10-8 

 จากตารางท่ี 4 จะได้ว่า Imax = 908.31 และ Imin = 292.50 

 จะได้ว่า    Kassoc = 1/[(9 × 10-8) × (908.31 – 292.50)] 

             = 1.80 × 104 M-1 

ดังนั้น ค่าคงท่ีสมดุลการเกิดสารประกอบเชิงซ้อน (Kassoc) ระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 

MT กับไอออนสังกะสี มีค่าเท่ากับ 1.80 × 104 M-1 
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2.10.  การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยเทคนิค NMR Spectroscopy 

การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT จะศึกษาในตัวทำ

ละลาย methanol-d5 โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงสัญญาณของ 1H NMR ก่อนและหลังการเติม

ไอออนสังกะสี ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 5 และภาพท่ี 57 

ตารางที่ 5 ค่า chemical shift (δ) ของ 1H NMR สเปกตรัมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ก่อน 

              และหลังการเติมไอออนสังกะสี 

ตำแหน่งโปรตอน 
δ ของเซ็นเซอร์ MT 

(ppm) 

δ ของเซ็นเซอร์ MT 

ในภาวะที่มีไอออน

สังกะสี (ppm) 

ผลต่างค่า δ 

a 8.31 8.88 0.57 

b 7.67 7.97 0.30 

c 7.57 8.01 0.44 

d 7.49 7.54 0.05 

e 7.25 7.48 0.23 

f 7.13 7.60 0.47 

g 7.06 7.11 0.05 

h 6.84 6.90 0.06 

i 6.49 6.51 0.02 

j 4.91 5.23 0.32 

k 3.94 3.99 0.05 

l 3.80 4.44 0.64 

m 3.77 3.79 0.02 

n 3.76 4.50 0.74 

o 2.76 2.88 0.12 

p 2.28 2.45 0.17 
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ภาพที่ 57 1H NMR สเปกตราของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ก่อน (ล่าง) และหลัง (บน) เติม 

               ไอออนสังกะสีใน methanol-d4 

จากผลการศึกษาลักษณะการดักจับไอออนสังกะสีของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT โดย

สังเกตการเปลี่ยนแปลงสัญญาณของ 1H NMR พบว่า สัญญาณโปรตอนของฟลูออเรสเซนตเ์ซ็นเซอร์ 

MT ภายหลังการเติมไอออนสังกะสีมีการเปลี่ยนแปลงอย่างชัดเจน โดยสัญญาณโปรตอนจะเลื่อนไป

ทาง downfield แสดงให้เห็นว่า เมื่อไนโตรเจนอะตอมของวงไพริดีนโคออดิเนตกับไอออนสังกะสี 

ส่งผลให้ความหนาแน่นของอิเล็กตรอนบริเวณ ionophore ลดลง ท้ังนี้การเปล่ียนแปลงของสัญญาณ

โปรตอนจะพบเพียงแค่โปรตอนในส่วนของ ionophore ซึ่งใช้ในการดักจับไอออนสังกะสี ในขณะท่ี

สัญญาณโปรตอนของ [5]helicene ไม่มีการเปล่ียนแปลง ดังแสดงในตารางท่ี 5 
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2.11.  การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนด้วยวิธีการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทาง 

 คอมพิวเตอร์ 

การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT กับไอออน

สังกะสี สามารถทำได้ด้วยการสร้างแบบจำลองโมเลกุลทางคอมพิวเตอร์ผ่านโปรแกรม Gaussian 09 

[29] เพื่อคำนวณหาโครงสร้างท่ีมีความเสถียรมากท่ีสุด โดยใช้ฟังก์ชันไฮบริด B3LYP และ basis set 

6-311G** สำหรับธาตุเรพรีเซนเททีฟ (representative elements) ในกรณีนี้ ได้แก่ ไฮโดรเจน 

คาร์บอน ไนโตรเจน และออกซิเจน และ basis set LanL2DZ สำหรับไอออนสังกะสี ในตัวทำละลาย

เป็นน้ำและเมทานอลในอัตราส่วน 3:2 โดยใช้ว ิธ ี Integral Equation Formalism Polarizable 

Continuum Model (IEFPM) เพื่อจำลองส่ิงแวดล้อมของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT ในสารละลาย 

เมื่อคำนวณโครงสร้างท่ีมีความเสถียรท่ีสุดได้ จะนำข้อมูลเชิงตำแหน่งของอะตอมไปจำลองโครงสร้าง

ด้วยโปรแกรม Visual Molecular Dynamics (VMD) [30] ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 58 

 

ภาพที่ 58 แบบจำลองโมเลกุลของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT (ซ้าย) และสารประกอบเชิงซ้อน 

              ระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT กับไอออนสังกะสี (ขวา) โดยความยาวพันธะแสดง 

              ในหน่วย Å 

จากผลการศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  MT กับ

ไอออนสังกะสีด้วยการสร้างแบบจำลองทางคอมพิวเตอร์ พบว่า โครงสร้างของเซ็นเซอร์ MT ในภาวะ

ที่ไม่มีไอออนสังกะสี หมู่พิโคลิล (picolyl) ทั้ง 2 หมู่ จะหันออกจากกัน เพื่อลดความเกะกะ และลด

แรงผลักของคู่อิเล็กตรอน เพื่อให้โมเลกุลมีความเสถียรท่ีสุด ในขณะท่ีโครงสร้างของเซ็นเซอร์ MT ใน

ภาวะที่มีไอออนสังกะสี หมู่พิโคลิลทั้ง 3 หมู่ จะหันหน้าเข้าหากัน เพื่อใช้อะตอมไนโตรเจนในการโค

ออดิเนตกับไอออนสังกะสี แล้วเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีความเสถียร โดยระยะห่างระหว่าง

อะตอมไนโตรเจนกับไอออนสังกะสีมีค่าเท่ากับ 2.21, 2.15, 2.17, และ 2.13 ตามลำดับ [31] จากผล
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การศึกษา พบว่า ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT สามารถดักจับไอออนสังกะสีในอัตราส่วน 1:1 ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษาด้วยวิธี Job’s plot analysis และการหาค่าคงที่สมดุลการเกิดสารประกอบ

เชิงซ้อนด้วยวิธี Benesi-Hildebrand 

 

2.12.  การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิต 

การศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิต เป็นการศึกษาเบื้องต้น

เพื่อพิจารณาความเป็นไปได้ในการนำไปประยุกต์ใช้ในตัวอย่างทางชีวภาพ โดยฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ MT ท่ีสามารถดักจับไอออนสังกะสีได้อย่างจำเพาะเจาะจงสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในการ

ตรวจจับไอออนสังกะสี และถ่ายภาพเซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ (Human hepatoma; HepG2) และ

เซลล์สมองของมนุษย์ (Human glioblastoma astrocytoma; U251) ด้วยกล้องจุลทัศน์ฟลูออเรส

เซนต์ (fluorescence microscope) ซึ่งเป็นเซลล์ของอวัยวะในร่างกายมนุษย์ที ่มีการสะสมของ

ไอออนสังกะสี แล้วส่งผลให้เกิดโรคเรื้อรัง และฉับพลันต่อร่างกาย เช่น โรคพาร์กินสัน โรคอัลไซเมอร์ 

และโรคท่ีเกี่ยวข้องกับระบบประสาท [31-35] ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 59 

 

ภาพท่ี 59 ภาพถ่ายเซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ (บน) และเซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ (ล่าง) ท่ีสภาวะ 
             การทดลองต่างๆ (มาตราส่วน 20 ไมครอน) 
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จากผลการศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิตของฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ MT พบว่า เซ็นเซอร์ MT มีความสามารถในการดักจับไอออนสังกะสีในเซลล์มะเร็งตับ

ของมนุษย์ และเซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ โดยเปล่ียนแปลงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบเพิ่มขึ้น

อย่างชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดเซลล์ควบคุม (ภาพ a1 และภาพ b1) ชุดเซลล์ที่บ่มด้วยไอออน

สังกะสีเท่านั้น (ภาพ a2 และ ภาพ b2) และชุดเซลล์ที่บ่มด้วยฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT เท่านั้น 

(ภาพ a3 และภาพ b3) แสดงให้เห็นว่าฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT มีความสามารถในการดักจับ

ไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้ และสามารถแสดงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ภายใต้ matrix ใน

เซลล์ท่ีมีความซับซ้อนได้ 
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง 

วิทยานิพนธ์นี้ได้แสดงเส้นทางการสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่จากอนพุันธ์

ของ [5]helicene เช ื ่ อมต ่อก ับไอโอโนฟอร ์ชน ิด 1-(6-(aminomethyl)pydirin-2-yl)-N,N-bis 

(pyridine-2-ylmethyl)methanamine ซึ่งสามารถสังเคราะห์ได้จากสารตั้งต้นที่มีราคาถูก ไม่เป็น

พิษกับส่ิงแวดล้อม และได้สารผลิตภัณฑ์ท่ีมีร้อยละผลผลิตสูง จากผลการทดสอบความสามารถในการ

เรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เมื่อจับกับไอออนสังกะสีแสดงดังตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 สรุปผลการทดลองของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT 

สภาวะท่ีใช้งาน 

สารละลายผสมระหว่างสารละลายบัฟเฟอร์ HEPES buffer  

ความเข้มข้น 5 mM pH 7.2 และ methanol  

ในอัตราส่วน 3:2 โดยปริมาตร 

ไอออนเป้าหมาย Zn2+ 

λex (nm) 373 

λem (nm) 456 

Detection limit (ppb) 1.91 

Kassoc (M-1) 1.80 × 104 

 

เซ็นเซอร์ MT ท่ีสังเคราะห์ได้สามารถตรวจจับไอออนสังกะสีในระบบตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีมี

น้ำเป็นองค์ประกอบได้อย่างจำเพาะเจาะจงสูง โดยมีการเปลี่ยนแปลงการคายแสงฟลูออเรสเซนต์

แบบเพิ่มข้ึน (turn-ON) และมีการเล่ือนของความยาวคล่ืนการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ไปทางใกล้แสง

ฟ้า (hypsochromic shift หรือ blue shift) ทำให้สามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย

ได้อย่างชัดเจนด้วยสายตาภายใต้แสง UV นอกจากนี้ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ MT สามารถตรวจวัด

ไอออนสังกะสีได้ที ่ระดับความเข้มข้นต่ำถึง 1.91 ppb ซึ่งต่ำกว่าค่ามาตรฐานในน้ำดื่มที่องค์การ

อนามัยโลก (World Health Organization; WHO) กำหนดไว้ที่ 5 ppm ซึ่งเซ็นเซอร์ MT ยังแสดง

ประสิทธิภาพที่ดีในการตรวจจับไอออนสังกะสี แม้ในภาวะที่มีไอออนรบกวนอื่นๆ ได้แก่ Cd2+ Cu2+ 
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Pb2+ Hg2+ Ag+ Fe2+ Ni2+ Co2+ Mn2+ Al3+ Mg2+ Ca2+ Ba2+ Li+ Na+ และ K+ นอกจากนี้ฟลูออเรส

เซนต์เซ็นเซอร์ MT ยังสามารถนำประยุกต์ใช้เป็นสารติดตามไอออนสังกะสีในเซลล์สิ่งมีชีวิต ได้แก่ 

เซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ และเซลล์มะเร็งสมองของมนุษย์ 
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