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บทคัดยอ 

 

 ไดพัฒนาเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ใน

อาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร        โดยทําการสังเคราะหสารประกอบ

โคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) และสังกะสี (II) กับลิแกนด L1 และ L2  หลังจากนั้น

นําสารประกอบท่ีสังเคราะหไดท้ัง 4 ชนิด มาศึกษาความเปนไปไดในการเลือกจับกับ PPi ดวยเทคนิค

การถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชอินดิเคเตอรไพโรแคทีคอล ไวโอเลต หรือ PV  เปนหนวยให

สัญญาณ  ในตัวทําละลาย 10 mM HEPES บัฟเฟอรท่ี pH 7.4  จากการศึกษาพบวามีเพียงเอนเซมเบิล

ท่ีเตรียมจากสารประกอบ ZnL2 กับ PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจาก

มีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ [ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียว

ของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของ

สารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] สามารถถูก

แทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึงสามารถนําเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV] ไปตรวจวัด PPi     ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดอ่ืนอยูในระบบ เม่ือ

นําเอนเซมเบิลดังกลาวมาตรวจสอบปริมาณของ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็ง พบวามีปริมาณ PPi ท่ี

สัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ 
 



 

iv 

 

Abstract 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

of PPi specified on the package. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

ในปจจุบันประเทศไทยอยูในกลุมประเทศท่ีเปนผูนําในการสงออกผลิตภัณฑอาหารทะเลของ

โลกและการสงออกดังกลาวไดนํารายไดเขาสูประเทศไทยเปนจํานวนมาก โดยผลิตภัณฑท่ีสงออก

สวนมากอยูในรูปอาหารทะเลแชแข็ง แตในชวงระยะเวลา 2-3 ป ท่ีผานมาประเทศไทยตองเผชิญกับ

ปญหาการแขงขันท่ีสูงมากข้ึนท้ังจากคูแขงท่ีสําคัญคือประเทศเวียดนามท่ีมีอัตราการเจริญเติบโตทาง

เศรษฐกิจอยางรวดเร็วและการท่ีประเทศไทยไมสามารถเพ่ิมปริมาณการสงออกเพ่ิมไดอันเปนผลมาก

จากขอจํากัดทางดานปญหาสิ่งแวดลอมรวมถึงปญหาของตนทุนการผลิตท่ีเพ่ิมข้ึน ดังนั้นการเพ่ิมมูลคา

ของสินคารวมท้ังการรักษาคุณภาพของอาหารทะเลแชแข็งจึงเปนอีกหนึ่งทางเลือกของอุตสาหกรรมการ

สงออกอาหารทะเลแชแข็งของไทย(1)  

ปญหาหนึ่งท่ีมักจะพบบอยในอาหารทะเลแชแข็งคือ กอนท่ีเราจะนําอาหารทะเลแชแข็งมาปรุง

อาหารเพ่ือการบริโภคจะตองผานข้ันตอนการละลายและการปรุง ซ่ึงในข้ันตอนนี้เนื้อจะสูญเสียน้ําหนัก

ไปเปนปริมาณมากโดยสาเหตุมาจากขณะท่ีเปนน้ําแข็ง น้ําจะถูกเปลี่ยนโครงสรางเกิดผลึกซ่ึงมีความคม

และเนื้อเยื่อมีการหดตัวกลไกนี้ทําใหผนังเซลลถูกทําลาย เม่ือนํามาละลายของเหลวท่ีอยูภายในเซลลก็

จะไหลออกมาดวยทําใหเกิดการสูญเสียน้ําหนักในปริมาณมากกวาปกติ นอกจากนี้โครงสรางของ

เนื้อเยื่อก็เปลี่ยนแปลงไปดวยทําใหรสชาดความเหนียวนุมเปลี่ยนแปลงไป จากปญหานี้ทําใหมีการนํา

สารกลุมโพลีฟอสเฟตเขามาใชจุมเคลือบผิวของอาหารกอนนําไปแชแข็งเพ่ือชวยลดการสูญเสีย

น้ําหนัก(6,19) เชน โซเดียมไฟโรฟอสเฟต (pyrophosphate หรือ PPi), โซดียมไตรพอลีฟอสเฟต และ 

โซเดียมเฮกซะเมตาฟอสเฟต เนื่องจากสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตเหลานี้มีคุณสมบัติรักษาคุณภาพ

ของเนื้อสัตวได เชน ชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ ชวยใหเนื้อมีคุณภาพทางเนื้อสัมผัสและ

ประสาทสัมผัสท่ีดีข้ึน (ความนุม ความฉํ่าน้ํา สี กลิ่นและรส)(7,13)  

ถึงแมวาจะมีการอนุญาตใหใชสารประกอบฟอสเฟตในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลายแตก็

มีการกําหนดปริมาณท่ีอนุญาตใหใชไดในระดับท่ีไมมีอันตรายตอผูบริโภค โดยมีรายงานพบวา หาก

ผูบริโภคไดรับฟอสเฟตในปริมาณมากจะสงผลใหเกิดอาการระคายเคืองบริเวณผิวหนังและเยื่อบุตางๆ 

ซ่ึงความรุนแรงของอาการจะข้ึนอยูกับปริมาณสารโพลีฟอสเฟตท่ีเรารับประทานเขาไป และภูมิตานทาน

ของรางกายในแตละบุคคล และนอกจากนั้นยังพบวาการไดรับฟอสเฟตปริมาณมากทําใหเกิดโรคกระดูก

พรุนไดงายในผูท่ีมีภาวะไตทํางานไมปกติ (4,14) สําหรับการวิเคราะหปริมาณฟอสเฟตในอาหารทะเลแช
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แข็งท่ีใชกันอยูในปจจุบันไดแก การวิเคราะหดวยเทคนิคสเปคโทรโฟโตเมทรี(10) และเทคนิค High 

Performance Liquid Chromatography หรือ HPLC(23) แตอยางไรก็ตามการวิเคราะหฟอสเฟตใน

อาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคเหลานี้ลวนมีขอจํากัด เชน ไมสามารถวิเคราะหจําแนกชนิดของ

สารประกอบฟอสเฟตได ตองอาศัยข้ันการเตรียมตัวอยางวิเคราะหท่ียุงยากและจําเปนตองใชเครื่องมือท่ี

มีราคาแพง ดังนั้นนักวิจัยจึงมุงหวังท่ีจะพัฒนาเทคนิคในการตรวจวัดสารประกอบฟอสเฟตแบบใหมท่ีมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน โดยเทคนิคหนึ่งท่ีไดรับความสนใจอยางมากคือ เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเค

เตอร (Indicator Displacement Assays หรือ IDAs)(16,22) เปนวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอร

เคมีในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเค

เตอรท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณ (sensory unit)  การตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการ

ถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวางสารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะ

เกิดข้ึนเม่ือสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรท่ีเชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดย

สามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจาก

การเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบตางๆ  โดยใชเครื่องมือวิเคราะหท่ีไมยุงยาก  หรืออาจสังเกตไดจาก

การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายดวยตาเปลา  ซ่ึงการตรวจวัดสารท่ีสนใจดวยวิธีการดังกลาวจะมี

ความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไดเปนอยางดี 

ภาคตะวันออกของประเทศไทยเปนแหลงอาหารทะเลท่ีสําคัญแหลงหนึ่งของประเทศ และ 

เนื่องจากทางคณะผูวิจัยไดประสบความสําเร็จในการพัฒนาเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการการ

ตรวจวัดแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (20,21)   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษา

การตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (pyrophosphate anion หรือ PPi) ในอาหารทะเลแชแข็งดวย

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร

(II) และซิงก(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของพิโคลิลเอมีนเปนโมเลกุลรีเซบเตอร และใชอินดิเคเตอรชนิด

ตาง ๆ ท่ีมีความเหมาะสมในการตรวจวัดเปนหนวยใหสัญญาณ โครงสรางของสารประกอบโคออรดิ

เนชันท่ีใชในงานวิจัยนี้และโครงสรางของไพโรฟอสเฟตแอนไอออน แสดงไดดังรูปท่ี 1.1  โดยอาหาร

ทะเลแชแข็งท่ีนํามาใชเปนตัวอยางในงานวิจัยนี้เปนอาหารทะเลแชแข็งท่ีมีแหลงผลิตในพ้ืนท่ีภาค

ตะวันออก 

โครงการวิจัยท่ีไดเสนอนี้เปนการวิจัยในลักษณะบูรณาการเชิงยุทธศาสตรท่ีมีการบูรณาการใน 

3 มิติ ไดแก มิติงานตามยุทธศาสตรพ้ืนท่ี  มิติงานตามยุทธศาสตรกระทรวง/แรงงาน และมิติยุทธศาสตร

สําคัญของรัฐบาลท่ีตอบสนองนโยบายของการขับเคลื่อน Thailand 4.0   กลาวคือเปนงานวิจัยท่ีมีการ

ทําวิจัยและเก็บตัวอยางอาหารทะเลแชแข็งท่ีมีแหลงการผลิตในจังหวัดแถบภาคตะวันออก  และยังเปน
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งานวิจัยและพัฒนาในกลุมเทคโนโลยีในกลุมอาหาร เกษตรและเทคโนโลยีชีวภาพ และกลุมสาธารณสุข 

สุขภาพและเทคโนโลยีทางการแพทย   นอกจากนี้แลวขอเสนอโครงการวิจัยดังกลาวยังสอดคลองกับ

ยุทธศาสตรวิจัยของมหาวิทยาลัยบูรพามุงสูความเปนเลิศในศาสตรดานศาสตรทางทะเล 
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รูปท่ี 1.1  โครงสรางของ (ก) สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร(II) และสังกะสี(II) กับลิแกนดท่ี

เปนอนุพันธของไทรพอดัลเอมีน L1 (ข) สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร(II) และสังกะสี(II) กับ       

ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของพิโคลิลเอมีน L2 และ (ค) ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน 

 

1.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ  

 1.2.1 เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร 

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (IDAs) (16,22) เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมี

ในปจจุบัน โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเคเตอร 

(indicator) ท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณโดยท่ีอันตรกิริยาดังกลาวสามารถเกิดการผันกลับได การ

ตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวาง

สารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีตองการทําการตรวจวัดสามารถเขาไป

แทนท่ีอินดิเคเตอรท่ีเชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได โดยสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการ

เกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจากการเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบ

(ก) (ข) 

(ค) 
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ตางๆ ข้ึนอยูกับชนิดของอินดิเคเตอร หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ซ่ึงสีของ

สาระลายท่ีเกิดข้ึนในข้ันแรกจะเปนสีของสารละลายระหวางรีเซ็บเตอรกับอินดิเคเตอร  หรือท่ีเรียกวา 

เอนเซมเบิล (ensemble) โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลจะตองมีความแตกตางจากสีของอินดิเคเตอร

ในรูปอิสระอยางชัดเจน  เม่ือโมเลกุลสารท่ีสนใจเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรในสารละลายเอนเซมเบิลได 

จะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีของเอนเซมเบิลไปเปนสีของอินดิเคเตอรอิสระ  สิ่งท่ี

สําคัญท่ีจะทําใหระบบดังกลาวมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดคือการท่ีโมเลกุลของสารท่ีสนใจ

สามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรไดนั้นคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบระหวางสารท่ีสนใจกับ

หนวยเลือกจับ (KRA) จะตองมีคามากกวาคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบของเอนเซมเบิล (KRI) ซ่ึง

กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจแสดงไดดังรูปท่ี 1.2   

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 
 

รูปท่ี 1.2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 
 

ตัวอยางของอินดิเคเตอรท่ีนํามาใชในเทคนิค IDA ไดแก Pyrocatechol Violet (PV), 

Pyrogallol Red (PGR), Zincon (ZC), fluorescein (FLR), Mordant Blue 9 (MB 9) เปนตน 

โครงสรางของอินดิเคเตอรดังกลาวแสดงดังรูปท่ี 1.3 
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รูปท่ี 1.3 โครงสรางของอินดิเคเตอร PV, PGR, ZC, FLR และ MB9 
 

เทคนิค IDA เปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจวัดสารท่ีสนใจไดท้ังแคทไอออนและแอน

ไอออน ซ่ึงเทคนิคดังกลาวเปนวิธีการตรวจวัดท่ีมีขอดีกวาการใชโมเลกุลทางเซ็นเซอรเคมีในการตรวจวัด

โดยตรง เนื่องจาก IDA เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอนโควาเลนตในการเชื่อมตอ

ระหวางโมเลกุลของรีเซ็บเตอรกับอินดิเคเตอร จึงทําใหงายและไมเสียเวลามากในการเตรียมเซ็นเซอร

เพ่ือใชในการตรวจวัด รวมท้ังยังสามารถเปลี่ยนชนิดของอินดิเคเตอรท่ีนํามาใชในการเชื่อมตอกับ

โมเลกุลของรีเซ็บเตอร ชนิดเดียวกันได ดวยประโยชนและขอดีตางๆท่ีกลาวมาขางตนจึงทําใหเปนท่ีนิยม

ใชเทคนิค IDA ในการตรวจวัดแอนไอออนท่ีมีความสําคัญตอกระบวนการทางชีวภาพตางๆ ไดแก การ

ตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีน เปนตน(17) 

 1.2.2 ความสําคัญของแอนไอออนไพโรฟอสเฟต 

ไพโรฟอสเฟต (P2O7
4-, PPi) เปนสารเคมีชนิดหนึ่งในกลุมสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตท่ี

นิยมนํามาใชรักษาคุณภาพของอาหารทะเลแชแข็ง เนื่องจากสารประกอบไพโรฟอสเฟตมีคุณสมบัติ

รักษาคุณภาพของเนื้อสัตวไดเชน ชวยเพ่ิมความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อสัตว ชวยใหเนื้อมีคุณภาพ

ทางเนื้อสัมผัสและประสาทสัมผัสท่ีดีข้ึน (ความนุม ความฉํ่าน้ํา สี กลิ่นและรส)(7,13) และชวยยืดอายกุาร

เก็บรักษา โดยลด Freezer burn ซ่ึงเกิดจากการสูญเสียน้ําของอาหารแชแข็ง ลดอัตราการเหม็นหืนอัน

เปนสาเหตุมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันในเนื้อสัตว แตอยางไรก็ตามหากมีการใชไพโรฟอสเฟต

ในปริมาณมากเกินไปจะสงผลใหเนื้อมีลักษณะเตงตึง โปรงใสคลายแกว (ลักษณะดังกลาวจะสังเกตุไดชัด
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ในผลิตภัณฑกุงแชแข็งและเนื้อปลาแชแข็ง) และเนื้อมีลักษณะเปนเมือก(2,8) โดยตามมาตรฐานของ

ประเทศแคนาดา สินคาประมงแชแข็งท่ีอนุญาตใหนําเขาตองมีปริมาณไพโรฟอสเฟตท่ีอนุญาตใหตรวจ

พบไดโดยอางอิงตาม background level ของผลิตภัณฑสัตวน้ําไมเกิน 0.5%(3) 

ถึงแมวาจะมีการอนุญาติใหใชสารประกอบไพโรฟอสเฟตในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลาย 

แตก็มีการกําหนดปริมาณท่ีอนุญาติใหใชไดในระดับท่ีไมมีอันตรายตอผูบริโภค โดยมีรายงานพบวาหาก

ผูบริโภคไดรับไพโรฟอสเฟตในปริมาณมากจะสงผลใหเกิดอาการระคายเคืองบริเวณผิวหนังและเนื้อเยื่อ

บุตางๆ และกอใหเกิดอาการแพซ่ึงความรุนแรงจะข้ึนอยูกับปริมาณสารไพโรฟอสเฟตท่ีรางกายรับเขาไป 

นอกจากนั้นยังพบวาการท่ีรางกายไดรับฟอสฟอรัสปริมาณมากทําใหเกิดโรคกระดูกพรุนไดงายในผูท่ีมี

ภาวะไตทํางานไมปกติเนื่องจากโดยปกติแลวฟอสฟอรัสจะถูกขับออกทางไต แตเม่ือไตเสื่อมไมสามารถ

ขับฟอสฟอรัสสวนเกินออกจากรางกายไดปกติ จะสงผลใหเกิดการสะสมฟอสฟอรัสในรางกาย เม่ือระดับ

ฟอสฟอรัสในเลือดสูงรางกายจะดึงเอาแคลเซียมในกระดูกมาจับฟอสฟอรัส ซ่ึงจะเกิดในรูปผลึก

แคลเซียมไพโรฟอสเฟต (Calcium pyrophosphate dihydrate) ซ่ึงผลึกดังกลาวจะเกิดการรวมตัวกัน

ท่ีบริเวณขอตอตางๆของรางกายและสงผลใหของดังกลาวเกิดการอักเสบซ่ึงเรียกอาการผิดปกติดังกลาว

วาโรคเกาทเทียม (Pseudogout)(5,12) 
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1.3 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ  

Tobey และคณะ(18) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดโมโนนิวเคลียรของคอปเปอร(II) (1) 

และอินดิเคเตอร 5(6)-Carboxyfluorescein (5,6FLR) มาใชเปนเซ็นเซอรสําหรับตรวจวัดแอนไอออน

ฟอสเฟตหรือ Pi ในตัวอยางน้ําลายของมนุษย ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรในสารละลาย 

TRIS บัฟเฟอรท่ี pH 7.4 ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาระบบดังกลาวใหคาการตรวจวัดท่ีไมแตกตางอยาง

มีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับอุปกรณการตรวจวัดฟอสเฟตท่ีมีขายทางการคาโดยระบบดังกลาว

สามารถตรวจวัดไดคาเทากับ 5.5 (±0.5) mM ในขณะท่ีอุปกรณการตรวจวัดฟอสเฟตท่ีมีขายทางการคา

สามารถตรวจวัดไดคาเทากับ 5.1 (±0.6) mM 
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(1) 5,6FLR Pi  
 

Zece Zhu และคณะ(24) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของไอออนโลหะ

ซิงก(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของไดพิโคลิลเอมีน (2) มาใชในการตรวจวัดแอนไอออนซิเตรท 

(Citrate) ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรโดยใชอินดิเคเตอร Phenol Red (PR) ทําหนาท่ีเปน

สวนควบคุมการใหสัญญานฟลูออเรสเซนตของโมเลกุล (2) ผลการทดลองพบวาคาคงท่ีการเกิดสาร

เชิงซอนระหวางสารประกอบ (2) และแอนไอออนซิเตรทมีคาเทากับ 9.2 × 105M−1 และระบบดังกลาว

มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดแอนไอออนซิเตรทเปนอยางยิ่งโดยใหคาขีดจํากัดการตรวจวัด

เทากับ 0.1µM ในระบบสารละลาย HEPES บัฟเฟอร 
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Hortala และคณะ (9) ไดนําวิธีการถูกแทนท่ีของฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอร eosine Y 

(EOY) มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโน และใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) เปนโมเลกุลของรีเซบเตอร (3) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.05 M HEPES ท่ี pH 7 เปนตัวทํา

ละลาย จากการศึกษาพบวาเอนเซมเบิลของ [(3).Eosin Y] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับ

กรดอะมิโนฮิสทิดีนมากท่ีสุด ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮิสทิดีนเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับอะตอม

ของคอปเปอร (II) ท้ังสองอะตอม โดยใชไนโตรเจนในวงอิมิดาโซลเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนไดเปน

สารประกอบ (4)   
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Morgan และคณะ(15) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชัน (5) และ อินดิเคเตอร pyrocatechol 

violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดสารประกอบอนินทรียฟอสเฟตแอนไอออน ดวย

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดนั้นมีสี

เขียวซ่ึงแตกตางไปจากสารละลายของ PV ในรูปอิสระท่ีเปนสีน้ําตาล และเม่ือทําการเติมสารประกอบอ

นินทรียฟอสเฟตเขาไปในระบบจะสงผลใหสีของสารละลายเปลี่ยนกลับมาเปนสีของอินดิเคเตอร PV ใน
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รูปอิสระดังเดิม อยางไรก็ตามผลการทดลองพบวาระบบดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง 

Pi และ PPi ได 
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(5) 

 

 

 

Jae Han Lee และคณะ (11) ไดนําสารประกอบโคออรดิ เนชัน (6) และ อินดิเคเตอร  

pyrocatechol violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน หรือ PPi 

ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร  จากการศึกษาพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสี

เหลือง แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (6) จะเปลี่ยนเปนสีฟา  และมีคาคงท่ี

ความเสถียรของเอนเซมเบิล [6·PV] เทากับ  (1.4 ± 0.1) × 105 M-1 นอกจากนั้นยังพบวาสารละลาย  

เอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง เนื่องจาก PPi 

สามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ในเอนเซมเบิลดังกลาวได  และเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลาย

จากสีฟากลับมาเปนสีเหลืองดั้งเดิมของ PV ในรูปอิสระ  โดยจากการคํานวณคาคงท่ีความเสถียร

ระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน (6) กับ PPi มีคาเทากับ (5.39 ± 0.03) × 1010  M-1  ซ่ึงมีคา

มากกวาคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล 
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Sarayut Watchasit และคณะ (20) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรคอป

เปอร (II) กับ ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (7) มาใชเปนโมเลกุลของรีเซ็บเตอรในการ

ตรวจวัด PPi ดวยเทคนิค IDA โดยใช PV เปนอินดิเคเตอร ในสารละลายบัฟเฟอร 80/20 (%v/v) 

MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES ท่ี pH 6.4 จากการทดลองพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะ

มีสีเหลือง แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (7) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว และมีคาคงท่ี

ความเสถียรของเอนเซมเบิลเทากับ 1.30 × 104 M-1 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซมเบิลดังกลาวสามารถ

นํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง โดยพบวาเม่ือมี PPi อยูในระบบ PPi 

สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (7) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ทําให

เกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเขียวกลับไปเปนสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระได โดยมีคาคงท่ีความ

เสถียรของการเกิดสารประกอบเทากับ 5.2 × 105 M-1 
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Sarayut Watchasit และคณะ (21) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรซองก

(II) กับ ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของไทรโพดัลเอมีน (8) มาใชเปนโมเลกุลของรีเซ็บเตอรในการตรวจวัด 

PPi ดวยเทคนิค IDA โดยใช Methylhtymol blue (MTB) เปนอินดิเคเตอร ในสารละลายบัฟเฟอร 

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

เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสีเขียว แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดเินชัน (8) จะเปลี่ยนเปนสี
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ฟา และมีคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล (log β) เทากับ 6.05 ± 0.16 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซม

เบิลดังกลาวสามารถนํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง โดยพบวาเม่ือมี PPi 

อยูในระบบ PPi สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (8) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเค

เตอร MTB ทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีฟากลับไปเปนสีเขียว PV ในรูปอิสระได โดยได

สารประกอบ (9) เปนผลิตภัณฑ 
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1.4 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพ่ือพัฒนาการตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในอาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอร 

 

1.5  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 1. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนดท่ีเปนอนุพันธพิโคลิลเอมีน (L1)   

 2. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนดท่ีเปนอนุพันธไทรพอดัลเอมีน (L2) 

 3. สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรกับลิแกนด 

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

 4. ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบโคออร

ดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตใน

ระบบแบ็ตซ (batch system)   

 5. นําสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการ

ตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในตัวอยางอาหารทะเลแชแข็ง  

 

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ดานวิชาการ : ไดชุดตรวจวัดแอนไอออนไพโรฟอสเฟตในอาหารทะเลแชแข็งดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอรท่ีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  

ดานสังคมและขุมชน : เพ่ิมความปลอดภัยใหแกผูบริโภค 



 

บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

2.1  เครื่องมือและอุปกรณ 

 1.  ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร (HP Hewlett Packard G1103A) 

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

400 MHz) 

 3. เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสูญญากาศ  

 

2.2  สารเคมี 

Acetonitrile     C2H3N    A.R.Grade (FLUKA) 

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

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

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

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

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

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

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

Sodium carbonate   Na2CO3   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium cyanide   NaCN   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium iodide    NaI   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium bromide    NaBr   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium chloride    NaCl   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium fluoride    NaF   A.R.Grade (ALDRICH) 

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

Sodium hydroxide   NaOH   A.R.Grade (ALDRICH) 

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

Sodium sulfate   Na2SO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

Sodium thiocyanate   NaSCN   A.R.Grade (ALDRICH) 

Sterile water     General Hospital Products Public Co., Ltd 

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

2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1  การสังเคราะหลิแกนด L1  

N
H
N

N

Br

Br

N

N

N N

N N

(L1)  
 ละลายสารประกอบ dipicolylamine 5.86 กรัม (29.41 มิลลิโมล) ดวยอะซิโตรไนไตรตท่ี

ปราศจากน้ํา 150 มิลลิลิตรในขวดกนขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 1,4-

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

เติม KI 3.06 กรัม (18.43 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายดังกลาว คนสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมงท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศแกสไนโตรเจน หลังจากนั้นกรองสารละลายและนําสาระ

ละลายไประเหยตัวทําละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน และนําไปสกัดดวย CH2Cl2 และน้ําสามครั้ง 

เก็บชั้น CH2Cl2 มากําจัดน้ําดวย MgSO4 กรองและนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก และทําการ

แยกสารดวย column chromatography โดยใช (10/90) MeOH : CH2Cl2 ผลิตภัณฑท่ีไดเปน

ของเหลวสีน้ําตาลข จากนั้นตกตะกอนดวยน้ําและอะซิโตน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของแข็งสีเหลืองซีดของ 

L1 รอยละผลิตภัณฑเทากับ 2.36 (0.23 กรัม)  

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

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

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

100.02, 59.66, 57.84. 

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

N
N

N

H2N
H

O

H

O

N
N

N

N

NaBH4

N

N

N

N

H
N

N
H

N

N

N

N

N

N

(L2)

 ละลายสารประกอบ tripodalamine 7.56 กรัม (24.84 มิลลิโมล) ดวยอะซิโตรไนไตรตท่ี

ปราศจากน้ํา150 มิลลิลิตรในขวดกนขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นเติม terephthalaldehyde 1.11 

กรัม (8.28 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายดังกลาว คนสารละลายเปนเวลา 24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศแกสไนโตเจน หลังจากนั้นกรองสารละลายและนําสาระละลายไป

ระเหยตัวทําละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของเหลวสีน้ําตาลดํา นํา

สารละลายท่ีไดมาละลายดวย MeOH 100 มิลลิลิตร ในขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นคอยๆ

เติม NaBH4 7.62 กรัม (201.44 มิลลิโมล) ลงในสารละลายดังกลาว และทําการคนสารละลายท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสภายใตบรรยากาศแกสไนโตเจนเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นกรอง

สารละลายและเติมน้ํา 150 มิลลิลิตร ลงไปในสารละลายท่ีไดจากการกรอง และนําไประเหยตัวทํา

ละลายออกโดยการกลั่นลดความดัน และนําไปสกัดดวย CH2Cl2 150 มิลลิลิตร สามครั้ง เก็บชั้น 

CH2Cl2 มากําจัดน้ําดวย MgSO4 กรองและนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออก และทําการแยก

สารดวย column chromatography โดยใช (20/80) MeOH : CH2Cl2 ผลิตภัณฑท่ีไดเปนของเหลวสี
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น้ําตาลของสารประกอบ (9) จากนั้นตกตะกอนดวยน้ําและอะซิโตน ไดผลิตภัณฑท่ีไดเปนของแข็งสี

เหลืองซีด รอยละผลิตภัณฑเทากับ 30  

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

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

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

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

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

 

 2.3.3  การสังเคราะหสารประกอบ CuL1 และ ZnL1 

N
N

N

N
N

N

N
N

N

N

NM

N M

M(ClO4)2
.
6H2O

MeOH

M= 
Cu2+/Zn2+

(ML1)(L1)

 

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

mmol) ในอะซิโตรไนไตรต 10 มิลลิลิตร จากนั้นคอยๆ เติมสารละลาย M(ClO4)2.6H2O ลงใน

สารละลาย    ลิแกนด L1 1และใหความรอนแกสารละลาย 10 นาที จากนั้นคนสารละลายอยาง

ตอเนื่องท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง จะเกิดตะกอนสีฟาออนของ CuL1 หรือสีขาวของ ZnL1 

กรองและลางดวยไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร รอยละผลิตภัณฑของ CuL1 และ ZnL1 มีคาเทากับ 60 

และ 50 ตามลําดับ 
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 2.3.4  การสังเคราะหสารประกอบ CuL2 และ ZnL2 

 

N
N M N

N
N

N

NN

M

N

N

NH

HN

N

N

N

N

M(ClO4)2
.
6H2O

MeOH

M= 
Cu2+/

 
Zn2+

(ML2)

(L2)

 ละลายลิแกนด L2 (0.28 มิลลิโมล) ในไดคลอโนมีเทนปริมาตร 10 มิลลิลิตร และละลาย 

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

M(ClO4)2 ลงในสารละลายลแิกนด L2 อยางชาๆ คนและใหความรอน 10 นาที ปลอยใหสารละลายเย็น

ลงและคนสารละลายอยางตอเนื่อง จะไดตะกอนสีฟาของ CuL2 หรือสีขาวของ ZnL2 กรองและลาง

ตะกอนดวย MeOH รอยละผลิตภัณฑของ CuL2 และ ZnL2 มีคาเทากับ 70 และ 50 ตามลําดับ 

 

 2.3.5  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร HEPES pH 7.4 ความเขมขน 10 mM ปริมาตร 

1000 มิลลิลิตร 

ชั่ง HEPES 12.6165 กรัม  ละลายดวยน้ํากลั่นและปรับ pH ของสารละลายจนมีคาเทากับ 7.4 

หลังจากนั้นนําสารละลายดังกลาวถายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวย

น้ํากลั่นจนถึงขีดบอกปริมาตร 

 

 2.3.6  การหาคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวางอินดิเคเตอร PV กับ

สารประกอบโคออรดิเนชัน ML ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคป 

   2.3.6.1  การเตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuL 26.79 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร   5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตรใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

   2.3.6.2  การเตรียมสารละลาย ZnL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ชั่ง Zn2B 38.45 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 
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   2.3.6.3  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง PV 4.00 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES แลวปรับใสขวดวัด

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.50 มิลลิลิตรใสขวดวัดปริมาตร 50 

มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  

  2.3.6.4  วิธีการทดลอง 

  ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในคิวเวท  จากนั้น

คอยๆไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิด  ความเขมขน 400 µM  ลงใน       

คิวเวทดังกลาว  โดยใชปริมาตรท่ีแสดงดังตารางท่ี 3.1  หลังจากนั้นคนสารละลายใหเขากัน   นํา

สารละลายเอนเซมเบิลท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 250-900 nm  นําขอมูลท่ีไดมา

สรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  และ

คํานวณหาคาคงท่ีของการเกิดเอนเซมเบิลโดยใชโปรแกรม SPECFIT (SPECFIT/32, 2004) 

 

ตารางท่ี 2.1  สภาวะการทดลองสําหรับการหาคาคงท่ีของการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโค

ออรดิเนชัน ML1 และ ML2 (R) กับอินดิเคเตอร PV 

 

ครั้งท่ี ปริมาตร 

PV 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 

R 

(มิลลิลิตร) 

โมลของ 

PV 

โมลของ 

R 

อัตราสวน 

โมลของ R ตอ   

โมลของ PV 

1 2.0 0.00 4 x 10-8 0.0 0.0 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

 

 

2.7  การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดตางๆ ของ         

เอนเซมเบิล 

 2.7.1  การเตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง CuL 13.40 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.7.2  การเตรียมสารละลาย ZnL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่ง ZnL 19.22 มิลลิกรัม  ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและน้ํา  แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  หลังจากนั้นปเปตสารละลายท่ีเตรียมได 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 50 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.7.3  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 ชั่ง PV 16.01 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES แลวปรับใสขวด

วัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั้นปเปตสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แลว

ปรับปริมาตรดวยสารละลายบฟัเฟอร  

 2.7.4  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร 

   2.7.4.1  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ  ความเขมขน 0.01 M 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

   ชั่งแอนไอออนชนิดตางๆตามน้ําหนักท่ีแสดงไวในตารางท่ี 2.2 จากนั้นนําไปละลาย

ดวยน้ํากลั่นปราศจากไอออน  และปรับใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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ตารางท่ี 2.2  น้ําหนักของแอนไอออนชนิดตางๆท่ีใชในการเตรียมเปนสารละลายท่ีมีความเขมขน    

0.01 M ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

ลําดับท่ี ชนิดของแอนไอออน ชนิดเกลือของ 

แอนไอออน 

น้ําหนัก (มิลลิกรัม) 

1 HPO4
2- Na2HPO4 13.40 

2 P2O7
4-หรือ PPi Na4(P2O7) 28.20 

3 SO4
2- Na2SO4 16.76 

4 NO3
- NaNO3 8.51 

5 CO3
2- Na2CO3 10.60 

6 HCO3
- NaHCO3 9.10 

7 AcO- NaOAc 13.34 

8 BzO- NaOBz 14.58 

9 SCN- NaSCN 8.11 

10 CN- NaCN 5.59 
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11 OH- NaOH 15.51 

12 I- NaI 14.94 

13 Br- NaBr 10.28 

14 Cl- NaCl 5.84 

15 F- NaF 4.20 

16 AMP AMP 36.52 

17 ADP ADP 39.10 

18 ATP ATP 41.50 

 

   2.7.4.2  การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ  ความเขมขน 1 mM 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

   ปเปตแอนไอออนชนิดตางๆท่ีความเขมขน 0.01 M (จากขอ 2.5.4.1)  ปริมาตร 1.0 

มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES 

pH 7.4 

 2.7.5 การเตรียมสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันกับสารละลาย 

PV  

 ปเปตสารละลาย PV 400 µM (จากขอ 3.5.3) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  ลงในสารละลายของ

สารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดท่ีมีความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  

 2.7.6  วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดกับสารละลาย PV 

ท่ีเตรียมไวในขอ 2.3.6.3  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  ใสลงในขวดแกว  จากนั้นปเปตสารละลายแอนไอออน

แตละชนิด  ความเขมขน 1 mM  ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลงในขวดแกวดังกลาว  เขยาใหเขากันและ

สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิลในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดตางๆอยูในระบบ 

 ในการพิจารณาวาแอนไอออนชนิดใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้น  สามารถสังเกตไดจากการ

เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล  และการพิจารณาวาเอนเซมเบิลใดมีความจําเพาะเจาะจงใน

การเลือกจับกับแอนไอออนชนิดใดนั้น  สามารถทําไดโดยสังเกตวาแอนไอออนชนิดใดทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของสเปกตรัมมากท่ีสุด  โดยทําการทดลองดังนี้ 
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 ปเปตสารละลายเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันแตละชนิดกับสารละลาย PV 

ท่ีเตรียมไวในขอ 2.5.5 ใสลงในคิวเวท  และนําสารละลายเอนเซมเบิลดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 250-900 nm  จากนั้นปเปตสารละลายแอนไอออน 1 mM  ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตรลง

ในคิวเวท  คนสารละลายใหเขากันและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง  นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระ  และสารละลายของเอนเซม

เบิลเม่ือเติมแอนไอออนแตละชนิดกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  การพิจารณาวาแอนไอออนชนิด

ใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้นสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลจากสีน้ําเงินไปเปนสี

ชมพูของ PV อิสระ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.8  การหาคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชันระหวางสารประกอบโคออรดิ

เนชัน ZnL2 กับแอนไอออนไพโรฟอสเฟต ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

 2.8.1  การเตรียมสารละลาย ZnL2 ความเขมขน 20 µM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 เตรียมเหมือนขอ 2.5.1 
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 2.8.2  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลายสต็อก  โดยชั่ง PV 8.00 มิลลิกรัม  ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 

mM HEPES แลวปรับใสขวดวัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  และปเปตสารละลายสต็อก 0.5 มิลลิลิตร  ใสขวด

วัดปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  

 2.8.3  การเตรียมสารละลาย PPi ความเขมขน 400 µM  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 ปเปต PPi ความเขมขน 0.01 M (จากขอ 2.5.4.1)  ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 

 2.8.4  วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  

ใสลงในคิวเวท  จากนั้นปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรใสลงในคิว

เวทดังกลาว  คนสารละลายใหเขากัน  นําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนเเสงท่ีความยาวคลื่น 

250-900 nm หลังจากนั้นเติมสารละลายของ PPi ความเขมขน 400 µM ครั้งละ 0.01 มิลลิลิตร  ลงใน

คิวเวทดังกลาว  คนสารละลายใหเขากันและนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 250-900 nm 

นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความยาวคลื่นท่ีใชในการ

ทดลอง  และคํานวณหาคาคงท่ีการเกิดของสารประกอบโคออรดิเนชันโดยใชโปรแกรม SPECFIT 

(SPECFIT/32, 2004) 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

3.1 การสังเคราะหลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 และ ML2 

  ไดทําการสังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 

และ ML2 (เม่ือ M คือไอออน Cu2+ และ Zn2+) ไดเปนผลสําเร็จ โครงสรางของสารประกอบท้ัง 4 ชนิด

แสดงไดในรูปท่ี 3.1  
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รูปท่ี 3.1 โครงสรางของลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชัน ML1 และ ML2 (เม่ือ M คือ

ไอออน Cu2+ และ Zn2+)   
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3.2 การศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ 

โคออรดิเนชันมาใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟต (PPi) ในระบบแบ็ตซ 

      เม่ือนําสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL1, ZnL1, CuL2 และ ZnL2 มาศึกษาความเปนไป

ไดในการตรวจวัด PPi ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร และใชสารละลายบัฟเฟอร HEPES 

ความเขมขน 10 mM pH 7.4 เปนตัวทําละลายโดยนําสารประกอบท้ัง 4 มาเตรียมเปนเอนเซมเบิลกับ

อินดิเคเตอรไพโรแคทีคอลไวโอเลต (pyrocatecholviolet หรือ PV) ผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี 3.2 

จะเห็นไดวาสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชันท้ัง 4 ชนิดเปนสารละลายใสไมมีสี (ขวดท่ี 1, cpx)  

สารละลาย PV ในรูปอิสระสารละลายมีสีเขียว (ขวดท่ี 2, PV)   และสารละลายเอนเซมเบิลของ

สารประกอบโคออรดิเนชันท้ัง 4 ชนิดมีสีฟา (ขวดท่ี 3, ens)   

  จากรูปท่ี 3.2 จะเห็นไดวาเอนเซมเบิลของสารประกอบท้ัง 4 ชนิดใหผลความจําเพาะเจาะจงใน

การเลือกจับกับแอนไอออนไดตางกัน โดยมีเพียงเอนเซมเบิลของสารประกอบ ZnL2 กับอินดิเคเตอร 

PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจากมีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของ

สารละลายเอนเซมเบิลของ [ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ 

(รูปท่ี 3.2ง) ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวา

อินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] สามารถถูกแทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิ

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

ตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดอ่ืนอยูในระบบ 
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pyrocatecholviolet หรือ PV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปท่ี 3.2  การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากอินดิเคเตอร PV กับสารประกอบโคออร

ดิเนชัน  (ก) CuL1, (ข) ZnL1, (ค) CuL2 และ (ง) ZnL2 ในสภาวะท่ีมีไอออนลบชนิดตาง ๆ อยูใน

ระบบ โดยใชสารละลายบัฟเฟอร HEPES ความเขมขน 10 mM pH 7.4 เปนตัวทําละลาย 
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3.3 การศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน ZnL2 และ PV ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

เม่ือนําสารละลาย PV ท่ีมีความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทําการไทเทรตกับ

สารละลายประกอบเชิงซอน ZnL2 ความเขมขน 400 µM ครั้งละ 0.01 มิลลิลิตร (0.1 equivalent)  

แลวนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี โดยทําการ

ทดลองจนครบ 1.0 equivalent พบวาสารละลาย PV ในรูปอิสระมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาว

คลื่น 429 nm และเม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลาย ZnL2 ลงไปยังสารละลายดังกลาวพบวาสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีฟา โดยมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคลื่น 659 nm ดัง

แสดงในรูปท่ี 3.3 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

  

 

 

รูปท่ี 3.3 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย PV เม่ือทําการไทเทรตสารละลาย ZnL2 ลงไปยัง

สารละลายดังกลาว  

  

เม่ือทําการหาอัตราสวนในการเกิดสารประกอบเชิงซอนระหวาง ZnL2 และสารละลาย PV 

ดวยวิธี Job’s method โดยทําการเตรียมสารละลายผสมระหวางสารละลาย ZnL2 กับ สารละลาย PV 

ท่ีเศษสวนโมลตางกัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร จากนั้นนําขอมูล

ท่ีไดมาสรางกราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร พบวาคาการ
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ดุดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นดังกลาวมีคาสูงสุดท่ีเศ็สวยโมลของ ZnL2 : PV คือ 0.5 : 0.5 แสดงวา

อัตราสวนในการเกิดเปนเอนเซมเบิลของ ZnL2 : PV คือ 1:1 ดังแสดงในรูปท่ี 3.4 

 

 

 

 
รูปท่ี 3.4 การหาอัตราสวนในการเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนระหวางสาร ZnL2 ความเขมขน 20 µM 

กับสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM โดยวิธ ี Job’s Method ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทรี  

                                                                                                                                                                                              

3.4 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนของเอนเซมเบิล [ZnL2·PV] ดวย

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

 

จากรูปท่ี 3.5 เม่ือนําสารละลาย [ZnL2•PV] มาวัดคาการดูดกลืนแสง พบวามีคาการดูดกลืน

แสงสูงท่ีสุดคือ 659 นาโนเมตร และเม่ือพิจารณาสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV] 

ในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดตางๆ พบวามีเพียงแอนไอออน PPi ท่ีสงผลทําใหสเปคตรัมการดูดกลืน

แสงของสารละลาย [ZnL·PV] ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร มีคาลดลงอยางเห็นไดชัด โดยสังเกตได

จากคาการดูดกลืนแสงท่ีลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับแอนไอออนชนิดอ่ืนๆ แสดงวาเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับ PPi ไดเปนอยางดี 
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รูปท่ี 3.5 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ท่ีมีแอนไอออนชนิดตาง ๆ อยูในระบบ 

 

เม่ือทําการไทเทรตสารละลายเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ดวย PPi พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 659 nm มีคาลดลงและคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 429 nm มีคาเพ่ิมข้ึน และสี

ของสารละลายเปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของ PV ในรูปอิสระ แสดงวา PPi เขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร 

PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิลได ดังแสดงในรูปท่ี 3.6 
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รูปท่ี 3.6 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV] เม่ือเติมสารละลาย PPi ความเขมขน 

1 mM ในตัวทําละลาย 10 mM pH 7.4 HEPES   

     

 3.5 การศึกษาผลการรบกวนของไอออนชนิดตางๆ ตอการตรวจวัด PPi โดยใชเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทร ี

 จากการศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดตางๆ ตอการตรวจวัด PPi โดยใชเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   โดยทําการเตรียมสารละลายเชิงซอน [ZnL2•PV]   + PPi ท่ีมีความเขมขน 20 µM 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในคิวเวท จากนั้นทําการปเปตสารละลายแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 

1 mM ปริมาตร 350 µL ลงในคิวเวทท่ีมีสารละลายเชิงซอน [ZnL2•PV] + PPi เขยาใหเขากันเปน

เวลา 1 นาที และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง จากนั้นนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับแอนไอออนชนิดตางๆ ท่ีเติมลงไป ซ่ึง

ไดผลการทดลองดังรูปท่ี 3.7 
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รูปท่ี 3.7 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 nm ของสารละลายเอนเซมเบิล 

[ZnL2•PV]   กับยแอนไอออนชนิดตางๆในตัวทําละลาย HEPES บัฟเฟอร ความเขมขน 10 mM pH 

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

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

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

(19) = NaCl , (20) = NaF  

 

 จากรูปท่ี 3.7 พบวาไมมีแอนไอออนชนิดใดท่ีมีผลรบกวนตอการตรวจวัดสารละลาย PPi   

โดยใช [ZnL2•PV] เนื่องจากคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 nm  ไมลดลงแตอยางใด แสดงวา

เอนเซมเบิล [ZnL2•PV] นี้ สามารถนํามาใชเปนเซ็นเซอรทางเคมีเชิงแสงในการตรวจวัด PPi ไดดี โดย

ไมถูกรบกวนจากแอนไอออนชนิดอ่ืนๆ 

3.6 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัด (Detection of limit) สารละลาย PPi ดวยเอนเซมเบิล ZnL2 

โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทรี 

 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรเมทร ี  สามารถหาไดจาก

การนําขอมูลการทําไทรเทรชันของสารละลาย [ZnL2•PV] ดวย PPi มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลาย PPi ดังแสดง

ในรูปท่ี 3.8 และนําไปคํานวณหาคาขีดจํากัดการตรวจวัด ดังสมการท่ี (3.1) 

 

                                Detection of limit = 3σ/k                                                (3.1)                                                                

 

โดยท่ี 15σ คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation) ของสารละลายแบลงคท่ีวัดคาความเขมขน      

                 ของสารละลาย PPi ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร จํานวน 10 ครั้ง 

        k  คือ ความชันของกราฟท่ีไดจากการสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง  

                 ท่ีความยาวคลื่น 659 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลาย PPi 
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รูปท่ี 3.8 การหาขีดจํากัดในการตรวจวัดสารละลาย PPi โดยใชสารเชิงซอน [ZnL2•PV]  ดวยเทคนิค   

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรสโคป เม่ือ A คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย [ZnL2•PV]  ท่ีมีสารละลาย PPi 

ความเขมขนตางๆ 

 

          จากการทดลองหาคาขีดจํากัดการตรวจวัดของสารละลาย PPi โดยใชเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] 

ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโทรสโคป เม่ือคา 15σ เทากับ 150.4097 พบวาสารละลายประกอบเชิงซอน 

[ZnL2•PV] สามารถใชในการตรวจวัดสารละลาย PPi ได ซ่ึงมีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.60 µM 
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3.7  การตรวจวัด PPi ในอาหารทะเลแชแข็งท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคาจังหวัดชลบุรี 

 จากการนําเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi มาตรวจวัด 

PPi ท่ีใชในอุตสาหกรรมอาหารทะเลแชแข็งท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคาจังหวัดชลบุรี พบวา PPi ท่ี

ใช ในอุตสาหกรรมแชแข็งอาหารทะเลจะอยู ในกลุมสารท่ี มี  INS 450 (INS คือ International 

numbering system for food additive) และการรายงานปริมาณ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งจะ

รายงานรวมอยูในรูปของสารท่ีทําใหเกิดความชุมชื้นกลุมฟอสเฟตชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงจากการตรวจสอบ

ปริมาณของ PPi ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งแตละชนิดโดยใชเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] พบวามีคาท่ี

สัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ ดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

 

ตารางท่ี 3.1  ปริมาณ PPi ท่ีตรวจพบในอาหารทะเลแชแข็งบางชนิดท่ีวางจําหนายในหางสรรพสินคา

จังหวัดชลบุร ี

 

ชนิดของอาหารทะเล     

แชแข็ง 

สารที่ทําใหเกดิความชุมชื้น  

ที่ระบุขางภาชนะที่บรรจ ุ

ปริมาณที่ระบุขาง

ภาชนะบรรจ ุ

ปริมาณ PPi ที่ตรวจพบ 

(เฉพาะกลุม INS 450) 

กุงดิบผาหลังแชแข็ง INS 451(i) 

INS 339(ii) 

INS 450 (iii) 

          0.4 %  

0.2% 

กุงขาวแชแข็ง INS 451(i) 

INS 330 

INS 450 (iii) 

ไมไดระบ ุ  

0.1% 

ปลาทะเลแชแข็ง INS 451(i) 

INS 450 (iii) 

0.2% 0.15% 

หมายเหตุ  

INS 339 = sodium phosphate 

INS 450 = Diphosphate  

INS 450 (iii) = tetrasosium diphosphate  

INS 451 = triphosphate 

INS 451(i) = Pentasodium Triphosphate 
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บทท่ี 4 

สรุปผลการวิจัย 

 

4.1  สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ไดสังเคราะหลิแกนด L1, L2 และสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของ

คอปเปอร (II) และสังกะสี (II) กับลิแกนดท้ัง 2 ชนิดไดเปนผลสําเร็จ (ML1 และ ML2 เม่ือ M คือ Cu2+ 

และ Zn2+)  หลังจากนั้นนําสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดท้ัง 4 ชนิด มาศึกษาความจําเพาะ

เจาะจงกับแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชอินดิเคเตอรไพโรแคทีคอล ไวโอ

เลต หรือ PV  เปนหนวยใหสัญญาณ  ในตัวทําละลาย 10 mM HEPES บัฟเฟอรท่ี pH 7.4   จาก

การศึกษาพบวามีเพียงเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากสารประกอบ ZnL2 กับ PV เทานั้นท่ีมีความจําเพาะ

เจาะจงในการตรวจวัด PPi เนื่องจากมีเพียง PPi เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ 

[ZnL2•PV] เปลี่ยนจากสีฟาไปเปนสีเขียวของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ ในขณะท่ีแอนไอออนชนิดอ่ืน 

ๆ ไมทําใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซม

เบิล [ZnL2•PV] สามารถถูกแทนท่ีดวย PPi สงผลใหไดอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระกลับคืนมา ดังนั้นจึง

สามารถนําเอนเซมเบิล [ZnL2•PV] ไปตรวจวัด PPi  ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิด

อ่ืนอยูในระบบ จะเห็นไดวาท้ังโครงสรางของลิแกนดและชนิดของไอออนโลหะตางก็เปนปจจัยสําคัญใน

การควบคุมความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด PPi ในงานวิจัยนี้ โดยท่ีคาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi 

ดวยเอนเซมเบิลดังกลาวมีคาเทากับ 0.60 µM เม่ือนําเอนเซมเบิลดังกลาวมาตรวจสอบปริมาณของ PPi 

ท่ีใชในอาหารทะเลแชแข็งพบวามีปริมาณท่ีสัมพันธกับคาท่ีระบุไวท่ีภาชนะท่ีบรรจุ 

 

4.2 ขอเสนอแนะ 

 สังเคราะหลิแกนดชนิดใหมท่ีทําใหคาขีดจํากัดในการตรวจวัด PPi มีคานอยกวานี้ เพ่ือนําไป

ตรวจวัด PPi ท่ีมีอยูในเซลลของสิ่งมีชีวิต 
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