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บทคัดยอ 

 
 ในงานวิจัยนี้ไดใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) กับลิแกนดท่ี

เปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (CuL) มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเทคนิคการถูก

แทนท่ีของอินดิเคเตอร pyrocathechol violet (PV) ในสารละลายบัฟเฟอรของ HEPES ท่ี pH 7.4   

ในตัวทําละลายผสมของ 80:20 CH3CN/H2O ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดฮิสทิดีนดวยวิธีนี้เปน

ผลเนื่องมาจากการท่ีมีระยะหางท่ีเหมาะสมระหวาง Cu2+ ท้ังสองอะตอม เนื่องจากการท่ีสารประกอบ 

CuL มีโครงสรางท่ีไมยืดหยุนเนื่องจากมีคาลิกซ[4]แอรีนท่ีมีรูปทรงแบบโคนเปนองคประกอบภายใน

โมเลกุล นอกจากนี้แลวความเกะกะของหมูไทรพอดเอมีนยังมีสวนชวยในการควบคุมระยะหางระหวาง

อะตอมของคอปเปอรท้ังสองอะตอมอีกดวย นอกจากนี้ยังสามารถตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบน

อุปกรณกระดาษโดยใชเอนเซมเบิล [CuL•PV] ได 
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Abstract 

 
 Using a dinuclear copper(II) complex of  p-tert-butylcalix[4]arene, CuL, that was 

found to have high affinity for histidine in 80:20 MeCN/water HEPES buffer solution at pH 

7.4 by a colorimetric indicator displacement assay (IDA). Sensing is efficiently signaled 

through the displacement of the indicator pyrocatecholviolet (PV) form the ensemble 

[CuL•PV] cavity, monitoring its yellow color.  Recognition selectivity is thus ascribed to 

the tuning of the distance between Cu2+-Cu2+ distance in the CuL structure by the 

inflexible structure of calix[4]arene scaffold in the cone conformation and steric 

hindrance between the two bulky tripodal amine parts. Moreover, the determination of 

His on paper based device using [CuL•PV] ensemble was also reported. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (Indicator Displacement Assays หรือ IDAs) (1-2) เปน
วิธีการหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมีในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควา
เลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเคเตอรท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณ (sensory unit)  การ
ตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกันระหวาง
สารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรท่ี
เชื่อมตออยูกับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดยสามารถติดตามการเปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยา
ระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจ  ไดจากการเปลี่ยนแปลงสัญญาณในรูปแบบตางๆ  โดยใช
เครื่องมือวิเคราะหท่ีไมยุงยาก  หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายดวยตาเปลา  ซ่ึง
การตรวจวัดสารท่ีสนใจดวยวิธีการดังกลาวจะมีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไดเปนอยางดี  และ
เทคนิคท่ีกลาวมาขางตนสามารถนํามาใชในการตรวจวัดแอนไอออนท่ีมีความสําคัญตอกระบวนการทาง
ชีวภาพตางๆได  เชน  การตรวจวัดปริมาณไพโรฟอสเฟตแอนไอออน(3-5)  

ในป พ.ศ. 2553 ไดมีการรายงานวากรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) สามารถนํามาใชเปนตัวบงชี้ทาง
ชีวภาพในรางกายของหญิงท่ีมีภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภได ซ่ึงภาวะดังกลาวนั้นจะมีปริมาณ
ของไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนเปนองคประกอบหลัก (Histidine-Rich Glycoprotein หรือ 
HRG) อยูในสภาวะท่ีต่ํากวาปกติ (6) ในปจจุบันวิธีการท่ีใชตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนในทางการแพทย
ได แก เทคนิค  High Performance Liquid Chromatography หรื อ  HPLC  ซ่ึ ง เทคนิ คดั งกล า ว
จําเปนตองใชเครื่องมือท่ีมีราคาแพง  เนื่องจากผูวิจัยมีความชํานาญในการสังเคราะหลิแกนดท่ีเปน
อนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีน (5,7-10) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเสนอวิธีการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวย
เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร โดยใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร 
(II) กับลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีนเปนโมเลกุลรีเซบเตอร และใชอินดิเคเตอรชนิดตาง ๆ ท่ี
มีความเหมาะสมในการตรวจวัดเปนหนวยใหสัญญาณ โครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันท่ีใชใน
งานวิจัยนี้และโครงสรางของกรดอะมิโนฮิสทิดีน แสดงไดดังรูปท่ี 1.1 นอกจากนี้ทางกลุมผูวิจัยยังสนใจท่ี
จะพัฒนาวิธีการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเอนเซมเบิลท่ีเตรียมข้ึนจากสารประกอบโคออรดิเนชัน
ดังกลาวบนอุปกรณกระดาษ  เนื่องจากขอดีของการตรวจวัดบนอุปกรณดังกลาวคือใชรีเอเจนตและสาร
ตัวอยางในปริมาณนอย และท่ีสําคัญคือในปจจุบันนี้ยังไมมีการนําเทคนิคการตรวจวัดดวยเทคนิคการถูก
แทนท่ีของอินดิเคเตอรมาประยุกตใชในการตรวจวัดเกสตโมเลกุลบนอุปกรณกระดาษ 
 



 
2 

 

 
                     M = Cu2+  
       (ก)       (ข) 
รูปท่ี 1.1  โครงสรางของ (ก) สารประกอบโคออรดิเนชันท่ีใชในงานวิจัยนี้และ (ข) กรดอะมิโนฮิสทิดีน 
(His) 
 

1.2 ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ  

 1.2.1 เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร 
เทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร (IDAs) (1-2) เปนวิธีหนึ่งท่ีนิยมใชในงานทางเซ็นเซอรเคมี

ในปจจุบัน  โดยอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนตระหวางตัวรับ (receptor) กับอินดิเค
เตอร (indicator) ท่ีทําหนาท่ีเปนหนวยใหสัญญาณโดยท่ีอันตรกิริยาดังกลาวสามารถเกิดการผันกลับได  
การตรวจวัดสารท่ีสนใจ (analyte) ดวยวิธีการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรนั้น  จะมีการแขงขันกัน
ระหวางสารท่ีสนใจกับอินดิเคเตอร  ซ่ึงการตรวจวัดจะเกิดข้ึนเม่ือสารท่ีตองการทําการตรวจวัดสามารถ
เขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร ท่ีเชื่อมตออยู กับโมเลกุลของรีเซ็บเตอรได  โดยสามารถติดตามการ
เปลี่ยนแปลงการเกิดอันตรกิริยาระหวางรีเซ็บเตอรกับโมเลกุลของสารท่ีสนใจไดจากการเปลี่ยนแปลง
สัญญาณในรูปแบบตางๆ  ข้ึนอยูกับชนิดของอินดิเคเตอร  หรืออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของ
สารละลาย  ซ่ึงสีของสาระลายท่ีเกิดข้ึนในข้ันแรกจะเปนสีของสารละลายระหวางรีเซ็บเตอรกับอินดิเค
เตอร  หรือท่ีเรียกวา  เอนเซมเบิล (ensemble)  โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลจะตองมีความ
แตกตางจากสีของอินดิเคเตอรในรูปอิสระอยางชัดเจน  เม่ือโมเลกุลสารท่ีสนใจเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร
ในสารละลายเอนเซมเบิลได  จะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสขีองเอนเซมเบิลไปเปนสี
ของอินดิเคเตอรอิสระ  สิ่งท่ีสําคัญคือการท่ีโมเลกุลของสารท่ีสนใจสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอรได
นั้นคาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบระหวางสารท่ีสนใจกับหนวยเลือกจับ (KRA) จะตองมีคามากกวา
คาคงท่ีความเสถียรของสารประกอบของเอนเซมเบิล (KRI) ซ่ึงกลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรดวย
โมเลกุลสารท่ีสนใจแสดงไดดังรูปท่ี 1.2   
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รูปที ่2  กลไกการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร์ดว้ยโมเลกุลสารท่ีสนใจ 

 
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 
             

 
     PV                    PGR           ZC 
 

      
                       FLR     MB 9   

รูปท่ี 1.3 โครงสรางของอินดิเคเตอร PV, PGR, ZC, FLR และ MB9 
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เทคนิค IDA เปนวิธีการท่ีสามารถนํามาใชในการตรวจวัดสารท่ีสนใจไดท้ังแคทไอออนและแอน

ไอออน  ซ่ึงเทคนิคดังกลาวเปนวิธีการตรวจวัดท่ีมีขอดีกวาการใชโมเลกุลทางเซ็นเซอรเคมีในการตรวจวัด
โดยตรง  เนื่องจาก IDA เปนเทคนิคท่ีอาศัยการเกิดอันตรกิริยาแบบนอน-โควาเลนต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
ตรวจวัดปริมาณไพโรฟอสเฟตแอนไอออน  เปนตน 
 

1.2.2 อุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษ (11) 
 เทคโนโลยีของไหลจุลภาค (microfluidic technology) เปนเทคโนโลยีท่ีเก่ียวของกับการ
จัดการของไหลปริมาณนอยระดับนาโนลิตรถึงไมโครลิตรท่ีไหลในทอ(หรืออยางนอยดานใดดานหนึ่งของ
ทอ) ท่ีมีขนาดระดับไมโครเมตรถึงนาโนเมตร ในปจจุบันเทคโนโลยีของไหลจุลภาคไดมีการศึกษาและ
พัฒนาเพ่ือนํามาใชเปนทางเลือกใหมในการวิเคราะหสาร โดยการยอขนาดของกระบวนการวิเคราะห
แบบดั้งเดิม มาไวในอุปกรณตรวจวัดขนาดเล็กท่ีเรียกวา อุปกรณตรวจวัดของไหลจุลภาค (microfluidic 
device) จุดประสงคของอุปกรณดังกลาวคือเพ่ือใหการวิเคราะหทุกข้ันตอนเกิดภายในอุปกรณเดียว ใช
ปริมาณสารตัวอยางและรีเอเจนทนอย สามารถพกพาเปนอุปกรณภาคสนาม และมีราคาถูก โดยวัสดุท่ี
นิยมใชในการสรางอุปกรณดังกลาวไดแก ซิลิกอน แกว หรือพลาสติก ในปจจุบันกระดาษกรอง (filter 
paper) เปนวัสดุท่ีไดรับความสนใจนํามาสรางอุปกรณตรวจวัดเปนอยางมากและเรียกอุปกรณชนิดนี้วา 
อุปกรณตรวจวัดของไหลจุลภาคแบบกระดาษ หรืออุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษ (microfluidic 
paper-based analytical device) ซ่ึงอุปกรณตรวจวัดชนิดนี้มีวิธีการผลิตท่ีไมยุงยาก ผูทําการทดลอง
ไมจําเปนตอง เปนผูชํานาญการ เนื่องจากกระดาษกรองมีราคาถูกดังนั้นคาใชจายในการผลิตจึงมีคาต่ํา   
ในการสรางอุปกรณตรวจวัดแบบกระดาษนั้นทําไดโดยการนํากระดาษมาสรางขอบเขตเปนบริเวณชอบ
น้ํากับบริเวณไมชอบน้ํา เพ่ือใหมีการไหลของสารตัวอยางบนกระดาษในบริเวณท่ีชอบน้ําดวยแรงคาพิล
ลารี่และเกิดปฏิกิริยากับรีเอเจนตท่ีถูกตรึงอยูบนกระดาษ 
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1.2.3 ความสําคัญของกรดอะมิโนฮิสทิดีน 

กรดอะมิโนเปนหนวยท่ีเล็กท่ีสุดของโปรตีน มีสูตรเคมีท่ัวไปคือ NH2-CHR-COOH     กรดอะมิ
โนท่ีจําเปนในรางกายมีอยูดวยกันท้ังหมด 20 ชนิด โดยแตละชนิดจะแตกตางกันท่ีหมู R  จึงทําใหมี
คุณสมบัติทางกายภาพและเคมีท่ีแตกตางกัน ปริมาณของกรดอะมิโนในรางกายถามีมากหรือนอยเกินไป
จะมีผลตอการเกิดโรค เชน ปริมาณของไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Histidine – Rich 
Glycoprotein หรือ HRG) พบวาเม่ือหญิงตั้งครรภมีปริมาณ HGR ต่ําจะกอใหเกิดภาวะความดันโลหิต
สูงขณะตั้งครรภได ความเขมขนของ HGR ในพลาสมาของหญิงตั้งครรภแสดงไดในตารางท่ี 1.1 
 
ตารางท่ี 1.1 ระดับความเขมขนของ HGR ในพลาสมา 
 

หญิงตั้งครรภ ความเขมขน HGR (µg/L) 
อายุครรภ 
10 สัปดาห 

อายุครรภ 
25 สัปดาห 

อายุครรภ 
28 สัปดาห 

อายุครรภ 
33 สัปดาห 

อายุครรภ 
37 สัปดาห 

ปกติ 55.91 42.76 33.76 29.15 28.37 
ความดันโลหิตสูง 40.13 30.12 25.64 26.19 27.00 

 

ภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภ (Pregnancy Induced Hypertension) หมายถึงการมี
ความดันโลหิตท่ีสูงขณะตั้งครรภ 20 สัปดาห ภาวะดังกลาวนี้เปนภาวะแทรกซอนท่ีพบบอยและสามารถ
เกิดไดทุกระยะของการตั้งครรภ ท้ังกอนคลอด ระยะคลอด และหลังคลอด ถาเกิดในระยะกอนคลอดอาจ
พบภาวะแทรกซอน เชน ภาวะชัก รกลอกตัวกอนกําหนด และในระยะหลังคลอดจะพบภาวะแทรกซอน 
เชน ภาวะชัก ตกเลือดหลังคลอด อันเปนสาเหตุการตายท้ังของมารดาและทารก ฉะนั้นการปองกันและ
แกไขเพ่ือไมใหเกิดภาวะแทรกซอนเหลานี้จึงมีความสําคัญเปนอยางยิ่ง ปจจุบันพบวาอัตราการเกิดภาวะ
ความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภมีแนวโนมสูงข้ึน ทําใหตระหนักถึงความสําคัญของปญหาท่ีเกิดข้ึน 

 สาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะดังกลาวนี้คือ การหดเกร็งของหลอดเลือด (Vasospasm) เปน
พยาธิสภาพประการแรกท่ีเกิดข้ึนในภาวะความดันโลหิตสูงในหญิงตั้งครรภ ซ่ึงมีผลทําใหแรงตานการ
ไหลเวียนของโลหิตมีมากข้ึน สงผลใหเสนเลือดมีการหดรัดตัวเพ่ิมข้ึน และยังสงผลใหเกล็ดเลือดและ 
fibrinogen ซ่ึงอุดมไปดวยไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีน (Histidine – Rich Glycoprotein หรือ 
HRG) ถูกทําลายจนลดนอยลง ทําใหพลาสมารั่วไหลออกนอกเสนเลือดมากข้ึน จากการศึกษาพบวาหญิง
ท่ีมีภาวะความดันโลหิตสูงระดับของ HRG จะลกลงในขณะตั้งครรภ ในขณะท่ีหญิงท่ีไมมีภาวะความดัน
โลหิตสูงนั้นปริมาณ HRG จะอยูในสภาวะปกติ ดังนั้นจึงสามารถใชปริมาณของ HRG มาใชเปนตัวบงชี้
ทางชีวภาพของผูปวยท่ีอยูในภาวะความดันโลหิตสูงขณะตั้งครรภ 
 

1.3 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเกี่ยวของ  

 1.3.1 การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของกับการตรวจวัดดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิ
เคเตอร 
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Jae Han Lee และคณะ (4) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชัน (1) และ    อินดิเคเตอร 

pyrocatechol violet (PV) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน หรือ PPi 
ดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร  จากการศึกษาพบวาสารละลาย PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสี
เหลือง  แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (1) จะเปลี่ยนเปนสีฟา  และมีคาคงท่ี
ความเสถียรของเอนเซมเบิล [1·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าคงท่ีความเสถียรระหวาง
สารประกอบโคออรดิเนชัน (1) กับ PPi มีคาเทากับ (5.39 ± 0.03) × 1010  M-1  ซ่ึงมีคามากกวาคาคงท่ี
ความเสถียรของเอนเซมเบิล 

 

 
                                                
                                     (1)      PPi 

 
Sarayut Watchasit และคณะ (5) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรคอป

เปอร (II) กับ    ลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีน (2) 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ในรูปอิสระ
จะมีสีเหลือง  แตเม่ือเกิดเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชัน (2) จะเปลี่ยนเปนสีเขียว  และมี
คาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิลเทากับ 1.30 × 104 M-1 นอกจากนี้ยังพบวาเอนเซมเบิลดังกลาว
สามารถนํามาใชในการตรวจวัด PPi ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง  โดยพบวาเม่ือมี PPi อยูในระบบ 
PPi สามารถเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบ (2) โดยเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร PV ทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนสีของสารละลายจากสีเขียวกลับไปเปนสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระได โดยมีคาคงท่ี
ความเสถียรของการเกิดสารประกอบเทากับ 5.2 × 105 M-1 
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Ojida และคณะ (12) ไดศึกษาการสังเคราะหลิแกนดท่ีมีแอนทราซีนเปนหนวยใหสัญญาณ และ
มี dipicolyamine (DPA) เปนหนวยเลือกจับ (3) และ (4) จากการศึกษาพบวาโมเลกุลของลิแกนด
ดังกลาวสามารถเกิดพันธะโคออรดิ เนชันได กับไอออนของโลหะ Zn2+ ได และยังสามารถนํา
สารประกอบดังกลาวมาใชเปนฟลูออเรสเซนตเซ็นเซอร สําหรับเปปไทดท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนหรือ
กรดอะมิโนท่ีมีหมูฟอสเฟตเปนองคประกอบภายในโมเลกุล โดยท่ีโมเลกุลเปปไทดดังกลาวใชอะตอมของ
ไนโตรเจนในหมูของอิมิดาโซลของกรดอะมิโนฮิสทิดีน และอะตอมของออกซิเจนของหมูฟอสเฟตในสาย
เปปไทดเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับไอออน Zn2+ โดยสามารถติดตามอันตรกิริยาท่ีเกิดข้ึนจาก
สัญญาณฟลูออเรสเซนตของสารประกอบท่ีเพ่ิมข้ึน 
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      (3)                                  (4) 

  
Sun และคณะ (13) ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชันของ Ni2+ และอินดิเคเตอร murexide 

(3) มาพัฒนาเปนระบบท่ีใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีสามารถมองเห็นการเปลี่ยนแปลงได
ดวยตาเปลา โดยใชเทคนิคการถูกแทนท่ี จากการศึกษาพบวาสารละลาย murexide (5) เม่ืออยูในรูป
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อิสระจะมีสีมวง แตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับสารประกอบโคออรดิเนชันกับ Ni2+จะเปลี่ยนเปนสีเหลือง 
และมีคาคงท่ีความเสถียรของเอนเซมเบิล [Ni•murexide] (6) เทากับ 1.83 x 106 M-1 นอกจากนั้นยัง
พบวาสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนสามารถใชในการตรวจวัดฮิสทิดีน ไดอยางมีความจําเพาะเจาะจง 
เนื่องจากฮิสทิดีนสามารถเขาไปแทนท่ีอินดิเคเตอร murexide ในเอนเซมเบิลดังกลาวได และเกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีเหลืองกลับมาเปนสีมวงของ murexide ในรูปอิสระ โดยจากการ
คํานวณคาคงท่ีความเสถียรระหวางสารประกอบโคออรดิเนชันกับฮิสทิดีน [Ni•(Histidine)2] (7)  
พบวามีคาเทากับ 3.06 x 1012  M-1 และการศึกษาผลของ pH พบวาการเปลี่ยนแปลง pH นั้นมีผลนอย
มากตอการตรวจวัด โดยชวงของ pH ท่ีเหมาะสมในการตรวจวัดนั้นอยูในชวง (pH 7.5–8.0)  
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Hortala และคณะ (14) ไดนําวิธีการถูกแทนท่ีของฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอร eosine Y (8) 

มาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโน และใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) 
เปนโมเลกุลของรีเซบเตอร (9) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 0.05 M HEPES ท่ี pH 7 เปนตัวทําละลาย 
จากการศึกษาพบวาเอนเซมเบิลของ [(8).(9)] มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนฮิส
ทิดีนมากท่ีสุด ซ่ึงคาดวากรดอะมิโนฮิสทิดีนเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับอะตอมของคอปเปอร 
(II) ท้ังสองอะตอม โดยใชไนโตรเจนในวงอิมิดาโซลเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนไดเปนสารประกอบ (10)   
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                (8)           (9)             (10) 
     1.3.2  การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของกับการนําเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรมา
พัฒนาบนอุปกรณกระดาษ 
 ในปจจุบันยังไมพบการรายงานการนําเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรมาพัฒนาบน
อุปกรณกระดาษแตอยางใด   ซ่ึงผูวิจัยขอนําเสนอตัวอยางการรายงานการตรวจวัดปริมาณกรดอะมิโน
รวมท่ีไดจากสารสกัดจากใบชาบนอุปกรณกระดาษ (15)  โดยอาศัยการทําปฏิกิริยาของสารประกอบนิน
ไฮดรินกับหมูฟงกชั่น   เอมีนท่ีอยูในโครงสรางของกรดอะมิโนไดเปนสารประกอบสีมวง  ในงานวิจัย
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ดังกลาวนี้ทางคณะผูวิจัยไดเตรียมอุปกรณกระดาษแบบงายโดยใชอุปกรณคือกระดาษกรอง และ wax 
pen โดยนํา wax pen มาวาดลวดลายบนกระดาษกรอง ดังแสดงในรูปท่ี 1.4(ก) หลังจากนั้นนํา
กระดาษกรองท่ีวาดลวดลายแลวมาใหความรอน ซ่ึงไขท่ีอยูบนกระดาษจะทําหนาท่ีเปนสวนท่ีไมชอบน้ํา 
การตรวจวัดนั้นในข้ันแรกจะทําการหยดสารประกอบนินไฮดรินเขมขน 2% ปริมาตร 15 µL ลงบนหลุม
กลมท้ัง 6 ชองท่ีอยูตรงสวนปลายของอุปกรณและท้ิงใหแหงเปนเวลา 9 นาที หลังจากนั้นทําการหยด
สารละลายมาตรฐานของสารตัวอยาง (ในงานวิจัยนี้ไดนํากรดกลูตามิกมาใชเปนสารมาตรฐานและสาร
ตัวอยาง) ท่ีมีความเขมขนตาง ๆ กันลงไปในหลุมดังกลาวจํานวน 5 ชอง หลุมละ 1 µL  สวนในชอง
สุดทายใหหยดสารละลายของสารตัวอยางท่ีสกัดจากใบชา  หลังจากนั้นนําอุปกรณดังกลาวไปใหความ

รอนในตูอบท่ีอุณหภูมิ 80° C เปนเวลา 15 นาที จะปรากฏสีมวงท่ีมีความเขมของสีท่ีแตกตางกันข้ึนกับ
ความเขมขนของสารมาตรฐานท่ีใช ดังแสดงในรูปท่ี 1.4(ข)  
 

   
   (ก)       (ข) 
 
รูปท่ี 1.4 (ก) การออกแบบอุปกรณกระดาษท่ีใชในงานวิจัยของ Xu และ (ข) อุปกรณกระดาษท่ีใชใน

งานวิจัยของ Xu ภายหลังจากการนําไปอบท่ีอุณหภูมิ 80° C เปนเวลา 15 นาที 
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1.4 วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

 เพ่ือพัฒนาการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเทคนิคการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอรบน

อุปกรณกระดาษ 

 

1.5  ขอบเขตของโครงการวิจัย 

 1.5.1 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีนท่ีมีหมู  
ไทรโพดอลเอไมดเปนองคประกอบ (L)   

1.5.2 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของ    
คอปเปอร (II) กับลิแกนด L (CuL) 
 1.5.3 ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ    
โคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนในระบบ
แบ็ตซ (batch system)   
 1.5.4 ศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ    
โคออรดิเนชันท่ีสังเคราะหไดมาใชเปนเซนเซอรทางเคมีเชิงแสงสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีน
บนอุปกรณกระดาษ  โดยนําเอนเซมเบิลท่ีไดจากหัวขอ (1.5.3) มาพัฒนาการตรวจวัดบนอุปกรณ
กระดาษ 
 

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ดานวิชาการ : ไดชุดตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบนอุปกรณกระดาษดวยเทคนิคการถูกแทนท่ี

ของอินดิเคเตอรท่ีสามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  

ดานสังคมและขุมชน : อุปกรณตรวจวัดท่ีจะพัฒนาข้ึนในงานวิจัยนี้สามารถนํามาใชเปน

ประโยชนในทางการแพทย 



 

บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
2.1  เครื่องมือและอุปกรณ 

 2.1.1  ยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร (HP Hewlett Packard G1103A) 

 2.1.2  เครื่อง Nuclear magnetic Resonance, NMR (broker, Advance Ultrashield  

400 MHz) 

 2.1.3 เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  

 

2.2  สารเคมี 

Acetonitrile    CH3CN   A.R.Grade (FLUKA) 

Hydroxyethyl piperazineethane sulfonic acid (HEPES) C8H18N2O4S A.R.Grade (FLUKA) 

L-Alanine    C3H7NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Arginine    C6H14N4O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Asparagine    C4H8N2O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Aspartic acid    C4H7NO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Glutamic acid   C5H9NO4  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Glutamine    C5H10N2O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

Glycine     C6H9N3O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Histidine    C6H14N4O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Isoleucine    C6H13NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Leucine    C6H13NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Lysine    C6H14N2O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Methionine    C5H11NO2S  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Phenylalanine   C9H11NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Proline     C5H9NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Serine    C3H7NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Threonine    C4H9NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Tryptophan     C11H12N2O2  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Tyrosine    C9H11NO3  A.R.Grade (ALDRICH) 

L-Valine    C5H11NO2  A.R.Grade (ALDRICH) 

N-acetyl Histidine   C8H11N3O3  A.R.Grade (ALDRICH) 

Pyrocatechol violet    C19H14O7S  A.R.Grade (FLUKA) 
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2.3 วิธีการทดลอง 

 2.3.1 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของลิแกนดท่ีเปนอนุพันธของคาลิกซ [4] แอรีนท่ีมีหมู

ไทรโพดอลเอไมดเปนองคประกอบ (L)  การสังเคราะหลิแกนด L แสดงไดดังรูปท่ี 2.1 (7) 
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N N

HN

L

O O

OHOH HOOH
O

O K
2
CO

3

acetone

Br

 
รูปท่ี 2.1  การสังเคราะหลิแกนด L 

 

2.3.2 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) กับ  ลิแกนด L (CuL)  การสังเคราะหสารประกอบ CuL แสดงไดดังรูปท่ี 2.2 
 

OHO OOH

O O

N
N

N
NH
Cu N

N

N
NH

Cu

OHO OOH

N
N

N

HN

N

N N

HN

L

O O Cu(ClO4)2

MeOH

CuL

.4ClO4

 
รูปท่ี 2.2  การสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL  
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 2.3.3 การสังเคราะหลิแกนด L 

 การสังเคราะหสารประกอบ 25,27-(4,4’-bis(ethyl-3-butanoate))-p-tert-butylcalix 

[4]arene (a) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 
 

OHOH HOOH

O

O

OHO OOH

O

K
2
CO

3

acetone

O

(a)

O O

Br

 
 นําสารประกอบ p-tert-butylcalix-[4]arene (10.0 g, 15.4 mmol) ผลมกับ K2CO3 (21.3 

g, 154 mmol) และสารประกอบ ethyl 4-bromobutyrate (88.2 ml, 0.616 mol) ในตัวทําละลายอะ

ซิโนปริมาตร 100 มิลลิลตรและทําการรีฟลักซของผสมดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาท่ี

กําหนดใหระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ นําสวนท่ีเหลือจากการ

ระเหยมาละลายดวย CH2Cl2  และลางสารละลายดังกลาวดวยสารละลาย 1 M HCl ครั้งละ 100 

มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง และตามดวยสารละลายของน้ําเกลืออ่ิมตัวครั้งละ 100 มิลลิลิตร จํานวน 3 ครั้ง  

หลังจากเติม anhydrous MgSO4 ในสารละลาย CH2Cl2 เพ่ือกําจัดน้ําและระเหยสารละลายดวยเครื่อง

ระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  นําสวนท่ีเหลือจากการระเหยมาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโท 

กราฟโดยใชซิลิกา และใชสารละลายผสมของ hexane/CH2Cl2 (50 : 50, v/v) เปนตัวชะ ไดของแข็งสี

ขาวของสารประกอบ (a) (10.5 g, 78%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) : δ  7.77 (d, 2H, Ar-OH), 7.09 (s, 4H, ArH), 6.90 

(s, 4H, ArH), 4.29 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.19 (q, 4H, J = 14.4 Hz,-O-CH2-CH3), 4.08 

(t, 4H, J = 6Hz, -CH3), 3.36 (d, 4H,  J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 2.91 (t, 4H,    J = 7.2 Hz, -CH2-

), 2.36 (t, 4H, J = 6.8 Hz, -CH2-), 1.30 (s, 18H, p-tert-butyl), 1.06 (s, 18 H, p-tert-butyl). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 173.46, 150.78, 149.61, 147.00, 141.47, 

132.75, 127.71, 125.60, 125.13, 75.14, 60.40, 32.51, 31.72, 30.76, 30.59, 25.49, 14.25. 
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 การสังเคราะหสารประกอบ   25,27-(4,4’-bis(butanoic acid))-p-tert-butyl calix[4]arene 

(b) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 574 

 

OHO OOH

O

15%
 
NaOH , EtOH

O

OHO OOH

(a) (b)

O O
OH OH

O O

 
นําสารประกอบ (a) (10.0 g, 11.4 mmol) มาละลายในสารละลาย 15% w/v NaOH ในตัว

ทําละลาย EtOH (500 mL) ทําการรีฟลักซของผสมดังกลาวเปนเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาตามท่ี

กําหนดใหระเหยตัวทําระเหยตัวทําละลายดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศจนแหงไดเปน

ของแข็งสีขาว หลังจากนั้นเติมน้ําเย็นปริมาตร 300 มิลลิลิตรลงไปยังของแข็งดังกลาวและปรับ pH ของ

สารละลายเปน 1 ดวยสารละลาย 3M HCl  กรองและลางของแข็งท่ีไดดวยน้ํา ไดของแข็งสีขาวของ

สารประกอบ (b) (1.87 g, 20%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :δ  7.07 (s, 4H, ArH), 6.76 (s, 4H, ArH), 4.28  (d, 

4H, J = 12.8 Hz,  Ar-CH2-Ar), 3.94 (s, 4H, -CH2-), 3.32 (d, 4H, J = 13.2 Hz, -CH2-), 2.86 (s, 

4H, -CH2-), 2.36 (s, 4H, -CH2-), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl), 0.96 (s,18H, p-tert-butyl) 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ  179.92, 150.68, 149.69, 147.03, 132.74, 

127.67, 125.58, 125.20, 74.87, 34.01, 33.84, 32.11, 30.65, 25.44. 
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 การสังเคราะหสารประกอบ  25,27-(4,4’-bis(butanoyl chloride))-p-tert-butylcalix 

[4]arene (c) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 

 

OHO OOH OHO OOH
SOCl

2

 , Toluene

(b) (c)

OH OH
O O Cl Cl

O O

 
 ผสมสารประกอบ (b),(10.0 g, 1.2 mmol) และ SOCl2 (7 mL)  ในตัวทําละลาย toluene ท่ี

ปราศจากน้ํา (150 mL)  และรีฟลักซสารละลายดังกลาวเปนเวลา 4 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศแกส

ไนโตรเจน เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดใหระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบ

สญุญากาศ ไดของแข็งของสารประกอบ (c)   
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 การสังเคราะหลิแกนด  25,27-(4,4’-bis(N-(2-((bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl) 
phenyl)butyramide)-p-tert-butylcalix[4]arene (L) (Kunthadee et al., 2013, p. 4010) 

OHO OOH

N N

N

NH
2

NEt
3

 , CH
2
Cl

2

OHO OOH

N
N

N

HN

N

N N

HN

(c)

(L)

Cl Cl
O O

O O

 
 ผสมสารประกอบเอมีน (11.0 g, 36.0 mmol) และ Et3N (6 mL, 36.2 mmol) ในตัวทํา

ละลาย CH2Cl2 ท่ีปราศจากน้ําปริมาตร 100 มิลลิลิตร มิลลิลตรภายใตบรรยากาศแกสไนโตรเจนเปน

เวลา 30 นาที หลังจากนั้นคอย ๆ หยดสารละลายของสารประกอบ (c)  ท่ีละลายใน (10.0 g, 11.2 

mmol) ในตัวทําละลาย CH2Cl2 ท่ีปราศจากน้ําปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงไปยังสารละลายดังกลาว 

หลังจากนั้นคนสารละลายผสมดังกลาวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศแกส

ไนโตรเจน  เม่ือครบเวลาท่ีกําหนดกรองของแข็งสีขาวท่ีเกิดข้ึนและนําสารละลายท่ีไดจากการกรองประ

เหยดวยดวยเครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  ละลายสวนท่ีเหลือจากการระเหยดวย CH2Cl2  

ปริมาตร 200 มิลลิลิตรและลางสารละลายดังกลาวดวยสารละลายอ่ิมตัวของน้ําเกลือ  3 ครั้ง ๆ ละ 200 

ปริมาตร เติม anhydrous MgSO4 ลงไปยังชั้นของ CH2Cl2 เพ่ือกําจัดน้ําและระเหยสารละลายดวย

เครื่องระเหยตัวทําละลายแบบสุญญากาศ  นําสวนท่ีเหลือจากการระเหยมาแยกดวยเทคนิคคอลัมนโคร

มาโทกราฟโดยใชซิลิกา และใชสารละลายผสมของ 2% MeOH ใน CH2Cl2 เปนตัวชะ ไดของแข็งสีขาว

ของสารประกอบ (L) (1.85 g, 15%) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :δ 10.75 (s, 2H, -NH-), 8.54 (d, 4H, J = 0.8 Hz, ArH), 

8.33 (d, 2H, J =8 Hz, ArH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.42 ( s, 2H, -OH), 7.22 (d, 6H, J = 7.6Hz, ArH), 

7.15 (d, 2H, J =7.2 Hz, ArH), 7.06 (m, 8H, ArH), 6.99 (m, 2H, ArH), 6.79 (s, 4H, ArH), 4.33 (d, 

J =  12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 4.10 (t, J = 6.4 Hz, 4H, -CH2-), 3.76 (s, 12H, -CH2-), 3.31 (d, J 

= 12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar-), 2.92 (t, J = 7.2Hz, 4H, -CH2-), 2.44 (t, J = 6.8 Hz, 4H, -CH2-), 1.31 

(s, 18H, p-tert-butyl), 0.97 (s, 18H, p-tert-butyl) 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 171.32, 158.20, 150.66, 150.00, 149.22, 146.76, 

141.47, 138.63, 136.51, 132.50,130.48, 128.33, 127.94, 126.11, 125.50, 125.13, 123.48, 

123.11, 122.28, 121.33, 76.20, 59.78, 58.15, 33.92, 33.84, 33.80, 31.81, 31.75, 31.04,25.99  

HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [L + H]+ Calcd for C90H105N8O6, 1393.8079; Found, 

1393.8086. 
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การสังเคราะหสารประกอบ CuL  

 

OHO OOH

O O

N
N

N
NH
Cu N

N

N
NH

Cu

OHO OOH

N
N

N

HN

N

N N

HN

L

O O Cu(ClO4)2

MeOH

CuL

.4ClO4

 
 คอย ๆ หยดสารละลายของลิแกนด L (5 mmol) ในเมทานอลลงไปยังสารละลายของ 

Cu(ClO4)2 (15 mmol) หรือ Zn(ClO4)2 (15 mmol)  ท่ีละลายอยูในเมทานอล The methanolic 

solution of Zn(ClO4)2.6H2O (0.13 g, 0.36 mmol) หลังจากนั้นคนสารละลายผสมดังกลาวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง กรองและลางตอนท่ีไดดวยเมทานอลเย็น ไดของแข็งสีฟาของ CuL  

(80 %)  
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 2.3.4 การศึกษาความความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ของเอน

เซมเบิล [CuL•PV]  

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

 เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

 ชั่ง CuL มา  3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยอะซิโตไนไตรล 

 เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM (จากขอ 2.5.1.1) ปริมาตร 2.5  มิลลิลิตร  ใส

ขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O 

ใน 10 mM HEPES pH 6.4 

 ♦ การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร   

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 

HEPES pH 7.4 

 ♦ การเตรียมสารละลายของกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร  

  เตรียมสารละลายกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 5 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่งกรดอะมิโนชนิดตางๆ ตามน้ําหนักท่ีแสดงในตารางท่ี 2.1 จากนั้นนําไปละลายดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 และนําสารละลายใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลายกรดอะมิโนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ปเปตกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ท่ีความเขมขน 5 mM ปริมาตร    1 มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 
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ตารางท่ี 2.1  น้ําหนักของกรดอะมิโนชนิดตางๆท่ีใชในการเตรียมเปนสารละลายท่ีมีความเขมขน 5 mM 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
   

ลําดับท่ี กรดอะมิโน น้ําหนัก (มิลลิกรัม) 

1 L-Alanine 2.23 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

L-Arginine 

L-Asparagine 

L-Aspartic acid 

L-Glutamic acid 

L-Glutamine 

Glycine  

L-Histidine 

L-Isoleucine 

L-Leucine 

L-Lysine  

L-Methionine 

L-Phenylalanine 

L-Proline 

L-Serine 

L-Threonine 

L-Tryptophan 

L-Tyrosine  

L-Valine 

N-acetyl Histidine 

4.36 

3.30 

3.33 

3.03 

6.15 

1.88 

3.88 

3.28 

3.28 

4.57 

3.73 

4.13 

2.88 

2.63 

2.98 

5.11 

4.53 

2.93 

4.93 

  

วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในคิวเวท จากนั้น        

ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวทดังกลาว      คน

สารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น  250-900 

nm หลังจากนั้นเติมสารละลายของกรดอะมิโนชนิดความเขมขน 1 mM ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไป

ในคิวเวทคนสารละลายใหเขากัน และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง   นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดง

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระ   และสารละลายของเอนเซม

เบิลเม่ือเติมกรดอะมิโนแตละชนิดกับความยาวคลื่นท่ีใชในการทดลอง  การพิจารณาวากรดอะมิโนชนิด

ใดสามารถแทนท่ี PV ไดนั้นสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีสารละลายของเอนเซมเบิลจากสีเขียวไปเปนสี

เหลืองของ PV อิสระ  
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 ♦ การหาอัตราสวนโมลของ CuL กับ PV ท่ีใชในการเกิดเอนเซมเบิล] ดวยเทคนิคยูวี-วิสิ

เบิลสเปกโทรสโคป   

  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่ง CuL 3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 

mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เ ต รี ย ม ส า ร ล ะ ล า ย  PV ค ว า ม เ ข ม ข น  400  µM ป ริ ม า ต ร  5 มิ ล ลิ ลิ ต ร 

  ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน         

10 mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM (จากขอ 2.5.1.2) ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   

ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) 

MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

  วิธีการทดลอง 

  ปเปตสารละลาย  PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และคอย ๆ ไทเทรต

สารละลาย  CuL ความเขมขน 400 µM  ตามปริมาตรตาง ๆ กันเพ่ือใหไดเศษสวนโมลตามท่ีกําหนด 

จากนั้นคนสารละลายใหเขากัน  นําสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 250-900 nm นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับ

อัตราสวนโมลของ CuL : PV 

 

  ♦ การศึกษาผลของกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีมีผลตอการแทนท่ี PV ในเอนเซมเบิล [CuL•PV] 
ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรช่ัน 
  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ชั่ง ZnL  3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน

10 mM HEPES pH 7.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวย

สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 

เตรียมสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 2.5  มิลลิลิตร  ใสขวดวัด

ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร   10 mM  HEPES pH 7.4 
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เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM HEPES pH 7.4 และนํา

สารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร  10 mM 

HEPES pH 7.4 

เตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร   ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 

10 มิลลิลิตร และปรับปรมิาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM  HEPES pH 7.4 

 เตรียมสารละลาย L-Histidine ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

 ปเปตกรดอะมิโนชนิดตางๆท่ีความเขมขน 5 mM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 10 mM  HEPES pH 7.4 

วิธีการทดลอง 

 ปเปตสารละลาย CuL ความเขมขน 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในคิวเวทจากนั้น  ปเปต

สารละลาย PV ความเขมขน 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวทดังกลาว คนสารละลาย

ใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น 250-900 nm จากนั้น

เติมนําสารละลายของกรดอะมิโนฮิสทิดีนความเขมขน 1 mM ครั้งละ 0.05 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวท

ดังกลาว คนสารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคลื่น 

250-900 nm  

 

 ♦การเตรียมอุปกรณกระดาษสําหรับใชตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนดวยเอนเซมเบิล 

[CuL•PV] 

 ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด 1.5 × 1.5 cm  หลังจากนั้นหยดสารละลายของเอนเซมเบิลท่ีมี

ความเขมขน 0.25 mM ครั้งละ 4 µL ลงไปบนกระดาษกรองท่ีเตรียมไว  เม่ือกระดาษกรองแหงใหหยด

สารละลายของกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ความเขมขน 5.6 mM ลงไปบนกระดาษกรองและสังเกตการ

เปลี่ยนสีของกระดาษกรอง 
 

 

 



 
 

บทท่ี 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
3.1 การสังเคราะหลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL  

  ไดทําการสังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ไดเปน

ผลสําเร็จ โครงสรางของสารประกอบท้ัง 2 ชนิดแสดงไดในรูปท่ี 3.1  
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รูปท่ี 3.1 โครงสรางของ L และสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ท่ีสังเคราะหได 

 

3.2 การศึกษาความเปนไปไดและหาสภาวะของการทดลองท่ีเหมาะสมในการนําสารประกอบ 

โคออรดิเนชันมาใชในการตรวจวัดฮิสทิดีนในระบบแบ็ตซ 

 เม่ือนําสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL มาศึกษาความเปนไปไดในการตรวจวัด His ดวยเทคนิค

การถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร และใชสารละลายผสม 80% (v/v) CH3CN-H2O ในสารละลาย HEPES 

buffer ความเขมขน 10 mM pH 7.4 โดยนําสารประกอบ CuL มาเตรียมเปนเอนเซมเบิลกับอินดิเค

เตอรไพโรแคทีคอลไวโอเลต (pyrocatecholviolet หรือ PV) ผลการทดลองแสดงไดดังรูปท่ี 3.2 จะเห็น

ไดวาสารละลายของสารประกอบ CuL สารละลายใสไมมีสี (ขวดท่ี 1, cpx)  สารละลาย PV ในรูปอิสระ

สารละลายมีสีเขียว (ขวดท่ี 2, PV)   และสารละลายเอนเซมเบิลมีสีเขียว (ขวดท่ี 3, ens)   

   

  



 
23 

 
 จากรูปท่ี 3.2 จะเห็นไดวาเอนเซมเบิลท่ีเตรียมไดมีความจําเพาะเจาะจงกับ His ไดเปนอยางดี  

เนื่องจากมีเพียง His เทานั้นท่ีทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิลของ [CuL•PV] เปลี่ยนจากสีเขียวไป

เปนสีเหลืองของอินดิเคเตอร PV ในรูปอิสระ (รูปท่ี 3.2ง) ในขณะท่ีกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหเกิด

การเปลี่ยนสีของสารละลายแตอยางใด แสดงวาอินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิล 

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

สามารถนําเอนเซมเบิล [CuL•PV] ไปตรวจวัด His  ในตัวอยางจริงไดแมในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโนชนิด

อ่ืนอยูในระบบ 

 

 
       

                 (1)      (2)      (3)       (4)      (5)        (6)       (7)        (8)       (9)       (10)       (11)    (12)    (13)    (14)     (15)     (16)    (17)     (18)    (19)   (20)    (21)    (22)    (23) 

 

รูปท่ี 3.2    การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเตรียมจากสารประกอบ CuL กับอินดิเคเตอร PV 
ในตัวทําละลายผสม 80% (v/v) CH3CN-H2O ในสารละลาย HEPES buffer ความเขมขน 10 mM pH 
7.4 เม่ือ (1) = CuL, (2) = indicators, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = 
asparagine, (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) = glycine, (11) 
= histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = lysine, (15) = methionine,   (16) = 
phenylalanine, (17) = proline, (18) = serine, (19) = threonine,    (20) = tryptophan, (21) 
= tyrosine, (22) = valine และ (23) = cysteine 
 
 

3.3 การศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL และ PV ดวยเทคนิค 

ยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 

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

สารละลายประกอบเชิงซอน CuL 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 430 nm และเม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลาย CuL ลงไปยังสารละลายดังกลาวพบวาสีของ

สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเหลืองเปนสีฟา โดยมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคลื่น 670 nm 

ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวาอินดิเคเตอร PV เขาไปโคออรดิเนทกับอะตอมของคอปเปอร(II) ท้ังสองของ

สารประกอบโคออรดิเนชัน CuL ดังแสดงในรูปท่ี 3.3 
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รูปท่ี 3.3 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย PV เม่ือทําการไทเทรตสารละลาย CuL ลงไปยัง

สารละลายดังกลาว  

  

จากรูปท่ี 3.3  จะเห็นไดวาเม่ือความเขมขนของสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL มีคาเพ่ิมข้ึน

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm ก็มีคาเพ่ิมข้ึนตามไปดวยเชนกัน และคาการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาคงท่ีเม่ือจํานวนโมลของสารประกอบ CuL  มีคาเทากับจํานวนโมลของ 

PV ในสารละลาย เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคลื่น 670 nm กับอัตราสวนโมลของ CuL : PV  ท่ีใชในการทดลองดังแสดงในรูปท่ี  3.4 จะเห็นได

วากราฟดังกลาวมีจุดหักของกราฟอยูท่ีอัตราสวนโมลของ CuL : PV คือ 1:1  ซ่ึงก็คืออัตราสวนโมลท่ีใช

ในการเกิดเอนเซมเบิล [CuL•PV] นั่นเอง  

 

 

 
รูปท่ี 3.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความตางของคาการดูดกลืนแสงกับเศษสวนโมลของ CuL :  

PV ท่ีความยาวคลื่น 670 nm                                                                                                                                                                                              

3.4 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนของเอนเซมเบิล [CuL·PV] ดวย

เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปคโตรเมทรี 
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 เม่ือนําสารละลายของเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีอยูในรูปอิสระและในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโน

ชนิดตาง ๆ ท่ีมากเกินพอในสารละลายท่ีมี pH 7.4 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงพบวาผลการทดลองท่ีไดมี

ความสอดคลองกับผลการทดลองในรูปท่ี 3.2 กลาวคือ สารละลายสีเขียวของเอนเซมเบิลอิสระมีคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีสูงท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น 670 nm สําหรับสารละลายสีเหลืองของเอนเซมเบิลในสภาวะท่ีมี 

His อยูดวยนั้นคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาลดลงแตคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่น 430 nm ของ PV มีคาเพ่ิมข้ึน ซ่ึงเปนการยืนยันวา His สามารถเขาไปแทนท่ีอินเคเตอร PV ได

เพียงชนิดเดียว  สําหรับกรดอะมิโนชนิดอ่ืน ๆ นั้นทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm  

เปลี่ยนแปลงไปเพียงเล็กนอยเทานั้นและสีของสารละลายก็ยังคงเปนสีเขียวคลายกับสีของสารละลาย

เอนเซมเบิลอิสระ  ดังแสดงในรูปท่ี 3.5 

 

 
 

รูปท่ี 3.5 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีมีกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ อยูในระบบ 

 

 เม่ือคอย ๆ ไทเทรตสารละลายกรด His ความเขมขน 400 µM ลงไปในสารละลายของเอน

เซมเบิล [CuL•PV]  ความเขมขน 20 µM พบวาคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 670 nm จะคอย ๆ 

ลดลง ในขณะเดียวกันคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 430 nm จะคอย ๆ เพ่ิมข้ึนและสีของ

สารละลายจะคอย ๆ เปลี่ยนจากสีเขียวไปเปนสีเหลือง ดังแสดงในรูปท่ี 4.9  ซ่ึงแสดงวา His สามารถ

เขาไปแทนท่ี PV ในเอนเซมเบิลไดจึงทําให PV ออกมาอยูในรูปของ PV อิสระท่ีมีสีเหลือง และคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 430 nm จะมีคาคงท่ีเม่ือความเขมขนของ His  มากกวาเอนเซมเบิล 6 เทา   
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รูปท่ี 3.6 สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย [CuL•PV] เม่ือเติมสารละลาย His ความเขมขน 1 

mM    ท่ีมีปริมาตรตาง ๆ  

  

3.5  การตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนบนอุปกรณกระดาษดวยเอนเซมเบิล [CuL•PV] 

 จากการนําเอนเซมเบิล [CuL•PV] ท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด His มาพัฒนาเปน

ชุดตรวจวัดบนอุปกรณกระดาษ โดยตัดกระดาษกรองใหมีขนาด 1.5 × 1.5 cm และหยดสารละลาย

ของ CuL, PV และเอนเซมเบิล [CuL•PV] ลงไปบนกระดาษกรองดังกลาว ใหผลการทดลองดังแสดงใน

รูปท่ี 3.7 (ก) จะเห็นไดวาหยดของสารละลาย CuL บนกระดาษกรองจะไมมีสี  หยดของสารละลาย PV 

บนกระดาษกรองจะมีสีเหลือง และหยดของสารละลายเอนเซมเบิลมีสีเขียวอมฟา   เม่ือหยดสารละลาย

ของกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ลงไปยังหยดของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีแหงแลวพบวามีเพียงกรดอะมิโน

ฮิสทิดีนเทานั้นท่ีทําใหสีของหยดสารละลายเอนเซมเบิลเปลี่ยนจากสีเขียวอมฟาไปเปนสีเหลืองของ PV 

ในรูปอิสระอยางชัดเจน ดังแสดงในรูปท่ี 3.7 (ข) แสดงวาเราอุปกรณกระดาษกรองท่ีเตรียมไดจากเอน

เซมเบิล [CuL•PV] สามารถนํามาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนได  และเม่ือคอย ๆ เพ่ิมความ

เขมขนของกรดอะมิโนฮิสทิดีนลงไปยังหยดของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีอยูบนกระดาษกรองพบวา เม่ือ

ความเขมขนของฮิสทิดีนมีคาเพ่ิมข้ึนสีเหลืองท่ีปรากฏอยูบนกระดาษกรองก็จะมีคาเขมข้ึนตามไปดวยดัง

แสดงในรูปท่ี 3.7 (ค) 
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Ala Arg Asn Asp Glu Gln Gly His Ile Leu 

          
Lys Met Phe Pro Ser Thr Typ Tyr Val Cys 

 
     

   

[His] mM 1.6 2.6 3.6 4.6 5.6    

 

รูปท่ี 3.7  การเปลี่ยนสีของสารละลายเอนเซมเบิลบนกระดาษกรองในสภาวะท่ีมีกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ 
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บทท่ี 4. 

สรุปผลการวิจัย 

 
4.1  สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้ไดสังเคราะหลิแกนด L และสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอป

เปอร (II) กับลิแกนด L ไดเปนผลสําเร็จ (CuL)  จากการหาอัตราสวนโมลของสารประกอบโคออรดิเนชัน

ของ CuL กับ PV  ท่ีใชในการเกิดเอนเซมเบิลโดยวิธีการหาอัตราสวนโมล พบวามีอัตราสวนโมลของ 

CuL ตอ PV  คือ 1:1    และคาคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล [CuL•PV]  มีคาเทากับ 1.20 

× 104  M-1 โดยสีของสารละลายเอนเซมเบิลดังกลาวมีสีเขียวมีคาการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดท่ีความยาวคลื่น  

670   nm     ซ่ึงแตกตางจากสีของสารละลายของ PV อิสระท่ีมีสีเหลือง แสดงวา  PV สามารถเขาไป

เกิดพันธะโคออรดิเนชันกับคอปเปอร (II) ท้ังสองอะตอมในโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน 

CuL  

 เม่ือศึกษาความสามารถในการถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร PV ดวยกรดอะมิโนชนิดตาง ๆ ท่ี 

pH 7.4 พบวามีเพียงกรดอะมิโนฮิสทิดีนเพียงชนิดเดียวเทานั้นท่ีสามารถแทนท่ี  PV ไดแสดงวาคาคงท่ี

ความเสถียรของกรดอะมิโนฮิสทิดีนกับสารประกอบโคออรดิเนชันมีคามากกวาคาคงท่ีความเสถียรของ

การเกิดเอนเซมเบิล ปจจัยสําคัญท่ีทําใหเอนเซมเบิลของ  [CuL•PV]      มีความจําเพาะเจาะจงในการ

เลือกจับกรดอะมิโนฮิสทิดีนคือ โครงสรางท่ีแข็งแรงของคาลิกซ[4]แอรีนและความเกะกะของหมูเอมีนท่ี

มีลักษณะเปนไทรพอดท่ีเปนตัวควบคุมระยะหางระหวางอะตอมของคอปเปอร (II)  เพ่ือใชในการเกิด

พันธะโคออรดิเนชั่นกับอินดิเคเตอร PV  นอกจากนี้ยังสามารถตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนโดยใชเอน

เซมเบิล [CuL•PV] บนอุปกรณกระดาษอยางงายได       

 

4.2 ขอเสนอแนะ 

 พัฒนาอุปกรณกระดาษสําหรับการตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนท่ีสามารถสังเกตการเปลี่ยนสี

ของเอนเซมเบิลบนกระดาษกรองท่ีชัดเจนกวานี้ 
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