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บทสรุปผู้บริหาร 

(Executive Summery) 
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สารเคมีก าจัดศัตรูพืชออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้เทคนิคสเปกโตรเมทรี 

(ภาษาอังกฤษ)  Developing of Chemosensors for Organophosphorus  
Pesticides using Spectrophotometry Techniques 
รหัสโครงการ  2559A10802095 สัญญาเลขท่ี 133/2559 ได้รับงบประมาณท้ังสิ้น 220,000 
บาท ระยะเวลาด าเนินการ 3 ปี (ระหว่างวันท่ี 1 ตุลาคม 2559- 30 กันยายน 2562) 

บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้ ได้ท าการพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับวิเคราะห์สารก าจัดศัตรูกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส ด้วยเทคนิคทางสเปกโตรเมทรี ได้แก่ ยูวี-วิสิเบิล และ ฟลูออร์เรสเซนส์ 
โดยใช้กลไกตรวจวัดแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA เพื่อพัฒนาเคโม
เซ็นเซอร์ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาปฏิกิริยาการกิดสารเชิงซ้อนอินดิเคตอร์ส าหรับโลหะ (metal 
indicator)  5 ชนิด ได้แก่ Calcon Calcien Murexide Calconcarboxylic acid และ Tiron 
กับไอออนของโลหะ 3 ชนิด ได้แก่ Mg2+ Ca2+ และ Zn2+ และปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัส 2 ชนิด ได้แก่ chlopyriphos (CFP) และ dichlovos (DDVP) ในระบบ
ของ Tris buffer pH เท่ากับ 8 โดยใช้เทคนิคทางสเปกโทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทร
เมทรี และ ฟลูออร์เรสเซนต์สเปกโทรเมทรี ผลการศึกษาพบว่าเคโมเซ็นเซอร์ท่ีพัฒนาขึ้นไม่
สามารถใช้เป็นฟลูอออร์เรสเซนส์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสได้ เนื่องจากไม่มีพบการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูอออร์เรสเซ็นส์เมื่อเติม
สารออร์กาโนฟอสฟอรัส 2 ชนิด CFP และ DDVP  แต่อย่างไรก็ตามในการพัฒนา 
เคโมเซ็นเซอร์โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี พบว่า สารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ 
Calcon กับ Mg2+ สามารถใช้ส าหรับการตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสในระบบเอเควียส
โดยเทคนิคยูวี -วิสิ เบิลสเปกโตรเมทรี ได้และใช้ เป็น naked eye sensor ส าหรับสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV ได้ด้วย โดยค่าการดูดกลืนแสงท่ี 635 นาโนเมตร และสี
น้ าเงินของสารละลายจะเพิ่มขึ้นเมื่อเกิดปฏิกิริยาแทนท่ีด้วย CPF และ DDPV ท าการศึกษา
ความเป็นไปได้เพื่อการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดย
เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี พบว่าอัตราส่วนท่ีเหมาะสมในการใช้สารเชิงซ้อนของอินดิเค
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เตอร์ calcon กับ Mg2+ ในการวิเคราะห์ปริมาณสารออร์กาโนฟอสฟอรัสคือ 1:1 เคโม
เซ็นเซอร์ท่ีได้น าไปสร้างกราฟมาตรฐานสารออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV ความ
เข้มข้น 0-20 µM และค่าการดูดกลืนแสงท่ี 635 นาโนเมตร  พบว่าได้กราฟมาตรฐานท่ีมี
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงท่ีดีโดยให้ค่า correlation coefficient (R2) = 0.9884 และ 0.9488 
ส าหรับ CFP และ DDVP  ตามล าดับ และได้ค่า detection limit ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ 
CPF และ DDPV ในระบบเอเควียส คือ 1.00 และ 3.72 µM ตามล าดับ 

This research attempt to develop new chemosensor for quantification of 
organophosphorus in pesticides based on indicator-displacement assay or IDA 
using spectrometry including UV-visible and fluorescence. In order to develop 
new chemosensor systems for organophosphorus, compleaxation reactions of 5 
metal-indicators including Calcon, Calcien, Murexide, Calconcarboxylic acid and 
Tiron were explored with 3 metal ions as Mg2+, Ca2+ and Zn2+ using UV-visible 
and fluorescence spectrometry. In additions, substitution reactions of 
organophosphorus chlopyriphos (CFP) and dichlovos (DDVP) toward metal-
indicator complexs were also studied by UV-visible and fluorescence 
spectrometry. The results shows that the proposed chemosensor cannot be 
used as an effective fluorescent sensor for organophosphorus due to non-
significant intensities change during substitution reactions. However, good 
characteristic of chemosensor were found in UV-visible spectrometry studied of 
substitution reactions of organophosphorus, CFP and DDVP toward metal-
indicator complexs. By means of significant change of UV-visible spectrum and 
colors, the Calcon-Mg2+ complex was considered to be an effective 
chemosensor and naked eye sensor for organophosphorus. By an introduction 
of organophosphorus, CFP and DDVP toward developed Calcon-Mg2+ 
chemosensor, an increasing of absorbance at 635 nanometer and blue color 
were observed due to substitution of CFP and DDVP toward metal ion. In order 
to applied the proposed Calcon-Mg2+ chemosensor for the quantification of 
organophosphorus in pesticides, calibration curves of CFP and DDVP standard 
solutions were constructed in the range of concentration 0-20 µM using an 
absorbance at 635 nm of free Calcon. As the results, calibration curves of both 
organophosphorus shows good analytical characteristics by well linear relation 
as correlation coefficient (R2) of 0.9884 and 0.9488 for CFP and DDVP, 
respectively.  Moreover, the proposed chemosensor exhibits an excellent limit 
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of detection for CFP and DDVP quantification in aqueous system as 1.00 and 
3.72 for CFP and DDVP, respectively. 

 

Output/Outcome 

1) การวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสในระบบเอเควียสด้วยเทคนิคยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโตรเทรี สามารถได้ระดับต่ าในระดับไมโครโมลาร์ 

2) การวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี -วิสิเบิลสเปกโตรเทรี 
สามารถน าไปใช้ในการวิเคราะห์ในน้ าได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการท่ีซับซ้อนจึงใช้เวลาในการ
วิเคราะห์สั้นและสิ้นเปลืองสารเคมีน้อย 

 
ข้อเสนอแนะ 

1) ท าการศึกษาผลกระทบจากตัวรบกวน (interference) ในการวิเคราะห์ เช่น แอน
ไอออนชนิดต่างๆ 

2) ควรท าการวิเคราะห์เปรียบกับวิธีการวิเคราะห์กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยใช้เทคนิค
อ่ืน 

3) ควรท าการวิเคราะห์หาปริมาณกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสตัวอย่างจริง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

บทคัดย่อ 

 งานวิ จั ยนี้ ได้ท าการ พัฒนา เค โมเซ็น เซอร์ ส าหรับ วิ เคราะห์สารก าจั ดศัตรู กลุ่ ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส ด้วยเทคนิคทางสเปกโตรเมทรี ได้แก่ ยูวี-วิสิเบิล และ ฟลูออร์เรสเซนส์ โดยใช้กลไก
ตรวจวัดแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA เพ่ือพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ในงานวิจัยนี้ได้ศึกษา
ปฏิกิริยาการกิดสารเชิงซ้อนอินดิเคตอร์ส าหรับโลหะ (metal indicator)  5 ชนิด ได้แก่ Calcon Calcien 
Murexide Calconcarboxylic acid และ Tiron กับไอออนของโลหะ 3 ชนิด ได้แก่ Mg2+ Ca2+ และ 
Zn2+ และปฏิกิริยาแทนที่ด้วยสารออร์กาโนฟอสฟอรัส 2 ชนิด ได้แก่ chlopyriphos (CFP) และ 
dichlovos (DDVP) ในระบบของ Tris buffer pH เท่ากับ 8 โดยใช้เทคนิคทางสเปกโทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-
วิสิเบิล สเปกโทรเมทรี และ ฟลูออร์เรสเซนต์สเปกโทรเมทรี ผลการศึกษาพบว่าเคโมเซ็นเซอร์ที่พัฒนาขึ้น
ไม่สามารถใช้ เป็นฟลูอออร์ เรสเซนส์ เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัด สารเคมีก าจัดศัตรู พืชกลุ่มสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสได้ เนื่องจากไม่มีพบการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูอออร์เรสเซ็นส์เมื่อเติมสาร
อ อ ร์ ก า โ น ฟ อ ส ฟ อ รั ส  2  ช นิ ด  CFP แ ล ะ  DDVP  แ ต่ อ ย่ า ง ไ ร ก็ ต า ม ใ น ก า ร พั ฒ น า 
เคโมเซ็นเซอร์โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี พบว่า สารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ Calcon กับ 
Mg2+ สามารถใช้ส าหรับการตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสในระบบเอเควียสโดยเทคนิคยูวี -วิสิเบิล 
สเปกโตรเมทรีได้และใช้เป็น naked eye sensor ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV ได้
ด้วย โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ 635 นาโนเมตร และสีน้ าเงินของสารละลายจะเพ่ิมขึ้นเมื่อเกิดปฏิกิริยา
แทนที่ด้วย CPF และ DDPV ท าการศึกษาความเป็นไปได้เพ่ือการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืช
กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี พบว่าอัตราส่วนที่เหมาะสมในการใช้สาร
เชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์ calcon กับ Mg2+ ในการวิเคราะห์ปริมาณสารออร์กาโนฟอสฟอรัสคือ 1:1 เคโม
เซ็นเซอร์ที่ได้น าไปสร้างกราฟมาตรฐานสารออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV ความเข้มข้น 0-20 µM 
และค่าการดูดกลืนแสงที่ 635 นาโนเมตร พบว่าได้กราฟมาตรฐานที่มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ดีโดยให้
ค่า correlation coefficient (R2) = 0.9884 และ 0.9488 ส าหรับ CFP และ DDVP  ตามล าดับ และได้
ค่า detection limit ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ CPF และ DDPV ในระบบเอเควียส คือ 1.00 และ 
3.72 µM ตามล าดับ  

 

ค าส าคัญ  

Organophosphorus, pesticides, spectrometry, chemosensor, indicator-displacement 
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Abstract 

This research attempt to develop new chemosensor for quantification of 
organophosphorus in pesticides based on indicator-displacement assay or IDA using 
spectrometry including UV-visible and fluorescence. In order to develop new chemosensor 
systems for organophosphorus, compleaxation reactions of 5 metal-indicators including 
Calcon, Calcien, Murexide, Calconcarboxylic acid and Tiron were explored with 3 metal 
ions as Mg2+, Ca2+ and Zn2+ using UV-visible and fluorescence spectrometry. In additions, 
substitution reactions of organophosphorus chlopyriphos (CFP) and dichlovos (DDVP) 
toward metal-indicator complexs were also studied by UV-visible and fluorescence 
spectrometry. The results shows that the proposed chemosensor cannot be used as an 
effective fluorescent sensor for organophosphorus due to non-significant intensities change 
during substitution reactions. However, good characteristic of chemosensor were found in 
UV-visible spectrometry studied of substitution reactions of organophosphorus, CFP and 
DDVP toward metal-indicator complexs. By means of significant change of UV-visible 
spectrum and colors, the Calcon-Mg2+ complex was considered to be an effective 
chemosensor and naked eye sensor for organophosphorus. By an introduction of 
organophosphorus, CFP and DDVP toward developed Calcon-Mg2+ chemosensor, an 
increasing of absorbance at 635 nanometer and blue color were observed due to 
substitution of CFP and DDVP toward metal ion. In order to applied the proposed Calcon-
Mg2+ chemosensor for the quantification of organophosphorus in pesticides, calibration 
curves of CFP and DDVP standard solutions were constructed in the range of concentration 
0-20 µM using an absorbance at 635 nm of free Calcon. As the results, calibration curves 
of both organophosphorus shows good analytical characteristics by well linear relation as 
correlation coefficient (R2) of 0.9884 and 0.9488 for CFP and DDVP, respectively.  Moreover, 
the proposed chemosensor exhibits an excellent limit of detection for CFP and DDVP 
quantification in aqueous system as 1.00 and 3.72 for CFP and DDVP, respectively. 

 

Keywords : 
Organophosphorus, pesticides, spectrometry, chemosensor, indicator-displacement 
assay  
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บทที่ 1  

บทน า 

  

1.1 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

1.1.1 โครงสร้างและสมบัติของสารก าจัดศัตรูกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส 

สารก าจัดศัตรูพืช กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส (organophosphorus pesticides, OP) เป็น
สารอินทรีย์ประเภท เอสเทอร์ (ester) เอไมด์ (amide) หรือ ไทออล (thiol) ที่เป็นอนุพันธ์ของกรดฟอสฟอ
ริก เมื่อพิจารณาจากหมู่ฟังก์ชั่นในสารออร์กาโนฟอสฟอรัส ที่อยู่ในสารก าจัดศัตรูพืช สาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัส แบ่งออกเป็น 2 ประเภท  คือ สารกลุ่ม oxons และ thions  ซึ่งมีหมู่ฟังก์ชั่นเป็น 
oxonate (P=O) และ thionate (P=S) ตามล าดับ โครงสร้างทั่วไป แสดงในรูปที่ 2  

 

 
 

รูปที่ 1.1  โครงสร้างทั่วไปของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสที่ใช้สารก าจัดศัตรูพืช 
   
จากโครงสร้างทางเคมี สารกลุ่มออร์โนฟอร์ฟอรัสจะมีความหลากหลายเกิดจากหมู่แทนที่ R1 R2 

และ X ที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม โดยทั่วไปหมู่ R1 และ R2 ที่พบมักจะเป็นหมู่ alkoxy, aryloxy และ 
thioalkoxy ในขณะที่ X จะเป็น leaving group  ที่ว่องไวในการเกิดปฏิกิริยา ยกตัวอย่างเช่น สาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสที่ถูกห้ามใช้ในประเทศไทย คือ parathion (LD50  (mg/kg) = 1) หมู่ R1 และ R2  เป็น
หมู่ ethtoxy และมีหมู่ p-nitrophenoxy เป็น leaving group  ที่ว่องไวในการเกิดปฏิริยามาก ท าให้ P 
เกิดปฏิกิริยาแทนที่ด้วยนิวคลีโอไฟล์ได้อย่างรวดเร็ว parathion จึงมีพิษท่ีรุนแรงและเฉียบพลัน จากความ
ว่องไวในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์อะซิทิลโคลีนเอสเตอเรส (acetylcholinesterase) ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่จ าเป็นในกระบวนการส่งกระแสประสาท (The Pesticide Action Network (PAN), 2014) 
ตัวอย่างโครงสร้างสารออร์กลุ่มออร์โนฟอร์ฟอรัส กลุ่ม oxons และ thions แสดงในรูปที่ 2 
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รูปที่ 1.2  ตัวอย่างสารก าจัดศัตรูพืช กลุ่มสารออร์กาโนฟอสฟอรัส ประเภท oxons และ thions (The 
Pesticide Action Network (PAN), 2014) 

 
นอกจากสมบัติความเป็นนิวคลีโอไฟล์ของหมู่ thionate (P=S) และ oxonate (P=O) แล้วหมู ่

thionate และ oxonate สามารถเกิดสารเชิงซ้อนกับไอออนของโลหะหลายชนิด เช่น Cu2+ Co2+ Mg2+ 
Ca2+ เป็นต้น (Murugavel et al., 2008) ซึ่งการโคออร์ดิเนตของไอออนของโลหะกับหมู่ thionate (P=S) 
และ oxonate (P=O) จะเป็นการเร่งกระบวนการไฮโรไลซีสสารออร์กาโนฟอสฟอรัสด้วย 

 
1.1.2 การพัฒนาการตัวตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัส 

   การวิเคราะห์สารออร์กาโนฟอสฟอรัสในตัวอย่างทางสิ่งแวดล้อมและตัวอย่างทางชีวภาพที่ใช้
ในห้องปฏิบัติการโดยทั่วไป มีหลากหลายเทคนิค เช่น เทคนิคแก็สโครมาโทรกราฟฟี ลิควิคโครามาโตรก
ราฟฟี นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรเมสทรี และแมสเปกโตรเมทรี (Survey, U.S.G. , 2000; 
Steiner et al., 2005) รวมทั้งเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ ได้แก่ enzyme assay (Russell et al., 
2003) จากพ้ืนฐานความรู้ในทางเคมีซูปรา (supramolecular Chemistry) น าไปสู่การพัฒนาตัวตรวจวัด
ทางเคมี หรือ เคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor) ที่จ าเพาะต่อสารที่ต้องการวิเคราะห์ (analyte) ชนิดต่างๆ 
ได้โดยอาศัยการเกิดแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลหรือปฏิกิริยาที่จ าเพาะเจาะจงระหว่างโมเลกุลที่ท าหน้าที่
เป็นเคโมเซ็นเซอร์และโมเลกุลของสารที่ต้องการวิเคราะห์ เมื่อโมเลกุลของเคโมเซ็นเซอร์เกิดปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของสารที่ต้องการวิเคราะห์ โมเลกุลของตัวตรวจก็จะเกิดการเปลี่ยนแปลงที่สมบัติทางกายภาพ
บางอย่าง เช่น การดูดกลืนแสง สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์สมบัติการน าไฟฟ้า ซึ่งการเปลี่ยนแปลงเหล่านี้จะ
ตอบสนองโดยตรงกับปริมาณของสารที่ต้องการวิเคราะห์ 

ในการพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor) ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยส่วนใหญ่
มักจะเกี่ยวข้องกับเคโมเซ็นเซอร์ที่เป็นออปติคอลเซ็นเซอร์ (optical sensor) ซึ่งจะเกิดการเปลี่ยนแปลง
สมบัติเชิงแสงติดตามได้โดยใช้ สายตา (naked-eye sensor) และ/หรือ เครื่องมือทางสเปกโตรโฟโตเมทรี 
เช่น เครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรมิเตอร์ (UV-Vis spectrometer) และ ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรมิเตอร์ 
(fluorescent spectrometer) ซึ่งเป็นเครื่องมือพ้ืนฐานในห้องปฏิบัติการ 
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ด้วยสมบัติทางเคมีของหมู่ thionate (P=S) และ oxonate (P=O) ในสารออร์กาโนฟอสฟอรัส 
เคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัสจะใช้กระบวนรับรู้จดจ า (recognition) ระหว่างเคโม
เซ็นเซอร์และสารออร์กาโนฟอสฟอรัสผ่านกระบวน การแทนที่ด้วยนิวคลีโอไฟล์ ( nucleophilic 
substitution) ที่จ าเพาะเจาะจง เกิดการเปลี่ยนแปลงของหน่วยส่งสัญญาณ (signaling unit)  ของเคโม
เซนเซอร์ ตัวอย่างเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอสฟอรัส แสดงในรูปที่ 1.3  

จากรายงานที่ปัญหาที่พบในการใช้เคโมเซ็นเซอร์ตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสที่ใช้ที่รูปแบบ
พ้ืนฐานของการสร้างเคโมเซนเซอร์แบบดั้งเดิมที่มีรูปแบบเป็น reporter-spacer-recognition site หน่วย
รับรู้จดจ า (recognition site) ติดกับหน่วยอ่ืนๆ ด้วยพันธะโคเวเลนต์ ต้องอาศัยกระบวนการทางการ
สังเคราะห์ที่ซับซ้อน สูญเสียเวลาในการสังเคราะห์ และใช้ค่าใช้จ่ายสูงในการพัฒนา และยังคงมีข้อด้อย
ของหน่วยรับรู้จดจ า (recognition site) ของการเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอฟอรัสที่อาศัย 
nucleophilic recognition เช่น (1) ระยะเวลาในการตอบสนองนาน (2) ความจ าเพาะเจาะจงต่ า (3) 
เกิดการการตอบสนองต่ าในระบบเอเควียส และ (4) ไม่สามารถเคโมเซนเซอร์น ากับมาใช้ใหม่ได้ เป็นต้น 

(Van Houten et.al. 1998) 

 

(Zhang and Swager, 2003) 

 

(Wallace, 2012) 

 

รูปที่ 1.3  ตัวอย่างเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอสฟอรัส 
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1.1.3 Indicator displacement chemosensor 
    ดังที่กล่าวมาข้างต้นในการปัญหาในพัฒนาเคโมเซนเซอร์ในรูปแบบดั้งเดิม ที่มีลักษณะ 

reporter-spacer-recognition site (R-S-R) คือ ปัญหาจากการสังเคราะห์ที่ยุ่งยาก หลายขั้นตอนและ
ต้องอาศัยสารเคมีที่มีราคาแพง ในการเชื่อมต่อ reporter และrecognition ด้วยพันธะโคเวเลนต์ จึงได้มี
การพัฒนาการระบบการตรวจวัด ไอออน หรือโมเลกุลที่สนใจ โดยวิธีการ ที่ เรียกว่า indicator-
displacement assay หรือ IDA  เพ่ือหลีกเลี่ยงขั้นตอนสังเคราะห์ที่ยุ่งยาก โดยอาศัยปฏิกิรยาแทนที่ของ 
analyte กับสารเชิงซ้อนระหว่างอินดิเคเตอร์กับโมเลกุลที่ท าหน้าที่เป็น receptor โดยกลไกการส่ง
สัญญาณ แสดงในรูปที่5 ในขณะที่ไม่มี analyte โมเลกลุของอินดิเคเตอร์ก็จะโคออร์ดิเนตอยู่กับ receptor 
ในขณะที่มี analyte เกิดแทนที่ของ analyst และปลดปล่อยโมเลกุลของอินดิเคเตอร์ออกมา เนื่องจาก 
analyte จับกับ receptor ได้ดีกว่าอินดิเคเตอร์ การตรวจวัดหรือติดตามก็ท าโดยการติดตามสมบัติทาง
เชิงแสงที่เปลี่ยนแปลงไปของอินดิเคเตอร์ซึ่งจะแตกต่างกันในขณะที่เกิดสารเชิงซ้อนกับ receptor และ
ในขณะที่เป็นอิสระ (Nguyen and Anslyn, 2006) 

 

 

   

 

 

 

 

รูปที่ 1.4 แผนภาพแสดงการกระบวนการ indicator-displacement assay 

indicator-displacement assay หรือ IDA ส าหรับการตรวจวัดติดตาม analyte ชนิดต่างๆ มี 
3 ประเภท ได้แก่ 

(1) colorimetric indicator-displacement assay หรือ C-ICA เป็นการพัฒนาเคโมเซ็น
เซนเซอร์เพ่ือใช้เป็น naked eye sensor  

(2) Fluorescent indicator-displacement assay หรือ F-ICA เป็นพัฒนาระบบ indicator-
displacement เพ่ือใช้เป็น Fluorescent sensor ซึ่งจะเป็นการตรวจงวัดที่มีความที่ใช้ขีดต่ าสุดของการ
ติดตาม (detection limit) ในระดับ micromolar 

(3) Metal complexing indicator-displacement assay หรือ M-ICA อาศัยสมบัติการเกิด
สารเชิงซ้อนของโลหะกับ receptor และการเกิดสารเชิงซ้อนของโลหะกับอินดิเคเตอร์ ท าให้วิธีการนี้
สามารถใช้พัฒนาเคโมเซนเซอร์ แบบ colorimetric และ Fluorescent sensor ส าหรับแอนไอออนและ 
analyte ที่เป็นชีวโมเลกลุต่างๆ  

Receptor-indicator Receptor-analyte  Free-

indicator 
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ในวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นที่จะพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์และเทคนิคการตรวจวัดสารกลุ่มออร์กาโน
ฟอสฟอรัสที่ใช้เป็นสารก าจัดศัตรูพืช โดยไม่ต้องใช้กระบวนการสังเคราะห์เคโมเซ็นเซอร์ และเคโม
เซ็นเซอร์ที่พัฒนาขึ้นมีสมบัติเป็น optical sensor ที่สามารถตรวจวัดสารออร์ออร์ฟอสฟอรัส โดยใช้ 
เทคนิคทางสปกโตรเมสทรี ได้แก่  ยูวี -วิสิเบิล และ ฟลูออร์เรสเซนส์ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไวต่อการ
วิเคราะห์สูง สามารถวิเคราะห์ปริมาณของสารได้ในระดับต่ า (mM และ M)  ได ้ 

การออกแบบเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัสในงานวิจัยนี้จะใช้กระบวนการ 
metal displacement indicator assay หรือ M-IDA จากสมบัติการเกิดสารเชิงซ้อนของหมู่ thionate 
(P=S) และ oxonate (P=O) ของสารออร์กาโนฟอส ฟอรัส กับไอออนของโลหะ เช่น Cu2+ Co2+ Mg2+ 
และ Ca2+ (Murugavel et al.,  2008) และการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ (metal 
indicator) เช่น  murexide, calcon และ alizarin โดยคาดหวั งว่าการเกิดสารเชิ งซ้อนของสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสกกับโลหะ เช่น Cu2+ Co2+ Mg2+ และ Ca2+  จะมีเสถียรภาพสูงเพียงพอที่จะแทนที่
การเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์กับไอออนโลหะ และปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระ การเปลี่ยน
สมบัติเชิงแสงที่เกิดขึ้น เช่น การดูดกลืนแสง สี หรือสัญญาณฟลูออร์เรสเซ็นส์ สัมพันธ์กับปริมาณสาร
ออร์กา โนฟอสฟอรัส  น า ไปสู่ การ ใช้ เค โมเซนเซอร์ที่ พัฒนาขึ้น ในการวิ เคราะห์ปริมาณสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสในสารเคมีก าจัดศัตรูพืชได้อย่างแม่นย า และรวดเร็ว (Khatua et al., 2009; 
Männel-Croisé et al., 2009) 

1.2 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 
จากข้อมูลของส านักงานเศรษกิจทางเกษตร กระทรวงเกษตร พบว่าในระหว่างปี 2551 -2555 

ประเทศไทยมีการน าเข้าสารเคมีที่ ใช้ในการสารก าจัดศัตรูพืช ทั้ง 4 กลุ่ม ได้แก่ (1) สารก าจัดวัชพืช 
(Herbicide) (2) สารก าจัดแมลง (Insecticide) (3) สารป้องกันและก าจัดโรคพืช (Fungicide) และ (4) 
กลุ่มอ่ืนๆ เพ่ิมข้ึนอย่างมาก โดยเฉลี่ยเพิ่มขึ้นร้อยละ 22 ต่อปี และเมื่อคิดเป็นมูลค่าของการน าของสารเคมี
ก าจัดศัตรูพืชจะมีมูลค่าเฉลี่ยปีละ 19,065 ล้านบาท ต่อปี จะเห็นได้ว่าสถานณการณ์การใช้สารเคมีเพ่ือ
ก าจัดศัตรูพืชของเกษตรกรไทยหรือการใช้สารเคมีในภาคเกษตรกรรมของประเทศไทยมีแนวโน้มที่เพ่ิม
สูงขึ้น ในขณะที่ยังคงมีพ้ืนที่ของการเพาะปลูกเท่าเดิม (กรมวิชาการเกษตร ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2557) 

จากข้อมูลเป็นข้อบ่งชี้ว่ามีการใช้สารเคมีเพ่ือก าจัดศัตรูพืชต่อไร่ของเกษตรกรสูงขึ้นทุกปี ท าให้
ในปัจจุบันปัญหาสุขภาพที่มีความเกี่ยวเนื่องกับการใช้สารเคมีทางการเกษตรกลายเป็นปัญหาใหญ่
และมีรุนแรงมากในประเทศไทย จากรายงานส านักโรคจากการประกอบอาชีพและสิ่งแวดล้อม 
กระทรวงสาธารณสุข พบว่าในปี 2550 มีเกษตรกรที่มีความเสี่ยงและไม่ปลอดภัยจากสารเคมีก าจัด
ศัตรูพืชถึงร้อยละ 39 ซึ่งก็มีแนวโน้มสูงตามปริมาณการใช้งานสารเคมีก าจัดศัตรูพืชที่เพ่ิมมากขึ้น
ของเกษตรกรนั่นเอง (ส านักงานโรคจาการประกอบอาชีพและสิ่งแวดล้อม, 2556 อ้างถึงใน สาคร ศรีมุข, 
2556) 

ในด้านผลกระทบในด้านสิ่งแวดล้อมปัญหาที่พบ คือ การตกค้างของสารเคมีในสิ่งแวดล้อม จาก
ปริมาณการใช้งานสารเคมีจ านวนและลักษณะการใช้งานที่ส่งเสริมการแพร่กระจายในพื้นดินและน้ า ท าให้
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เกิดปัญหาการแพร่กระจายและตกค้างในสิ่งแวดล้อมซึ่งเป็นที่อยู่ของสิ่งมีชีวิตทั้งพืชและสัตว์น าไปสู่การ
สะสมของสารเคมีในห่วงโซ่อาหาร และส่งกระทบต่อสิ่งมีชีวิตในทุกระดับ 
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รูปที่ 1.5 แผนภาพแสดงแนวโน้มปริมาณการน าเข้าสารคมีก าจัดศัตรูพืช ของประเทศไทย ตั้งแต่ พ.ศ. 
2551-2554 (กรมวิชาการเกษตร ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2557) 

สารก าจัดศัตรูพืช กลุ่มออร์โนฟอสฟอรัส ถือว่าเป็นสารเคมีที่ใช้ในการเกษตรที่ต้องเฝ้าระวังและ
บางชนิดห้ามใช้ในประเทศเนื่องจากความเป็นพิษสูงต่อสิ่งมีมีชิต เนื่องจากส่งผลต่อระบบประสาท โดย
องค์กรพิทักษ์สิ่งแวดล้อมของสหรัฐอเมริกา หรือ EPA ได้รายงานว่ามากกว่า 70% (U.S. E.P.A., 2014) 
ของสารก าจัดศัตรูพืช ประเภทยาฆ่าแมลง ที่ใช้อยู่ในปัจจุบันเป็นสารกลุ่มออร์โนฟอสฟอรัส ท าให้สารกลุ่ม
นี้มีการกระจายตัวในสิ่งแวดล้อมมากที่สุด  ปัจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตรวจวัดสารก าจัดศัตรูพืช กลุ่มออร์
โนฟอสฟอรัส  โดยเทคนิคการวิเคราะห์เคมีและทางเทคโนโลยีชีวภาพต่างๆ จ านวนมาก เช่น แก็สโครมา
โทรกราฟฟี ลิควิคโครามาโตรกราฟฟี ธินเลเยอร์โคมาโตรกราฟฟี ไบโอเซนเซอร์ เพ่ือให้ได้วิธีการตรวจวัด
และติดตามสารก าจัดศัตรูพืช กลุ่มออร์โนฟอสฟอรัส ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด แต่ อย่างไรก็ตามวิธี
ตรวจวัดที่เป็นที่ยอมรับและใช้งานในห้องปฏิบัติการ ก็ยังคงเป็นเทคนิคการตรวจวัดที่ต้องอาศัยเครื่องมือ
การวิเคราะห์ราคาแพงและต้องการขั้นตอนการเตรียมสารตัวอย่างมาก เช่น เทคนิคแก็สโครมาโทรกราฟฟี 
ลิควิคโครามาโตรกราฟฟี นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรเมสทรี และแมสเปกโตรเมทรี (Survey, 
U.S.G., 2000; Steiner et al., 2005) ท าให้ยังคงมีความพยายามในการพัฒนาวิธีตรวจวัดสารกลุ่มออร์
โนฟอฟอรัสอย่างต่อเนื่อง เพ่ือให้ได้เทคนิคการตรวจวัดสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสที่ง่าย ให้ผลดี สะดวก
และสูญเสียค่าใช้จ่ายน้อย 

จากรายงานที่ผ่านมาพบว่ามีการพัฒนาตัวตรวจวัดทางเคมี หรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor) 
เพ่ือใช้เป็นในการตรวจวัดสารออร์โนฟอสฟอรัสโดยส่วนใหญ่ จะเป็นการพัฒนาเพื่อใช้ในการการตรวจวัด
และติดตามสารเคมีที่ใช้เป็นอาวุธสงคราม (warfare agent) เช่น แก็สซารินและซามิน  (Jenkins et al. 
1997; Jenkins et al. 1999; Jenkins et al., 2001; Rudzinski et al., 2002; Russell et al., 2003; 
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Sohn et al., 2000; Steiner et al,. 2000; Minami et al., 2014; Greñu et al., 2014) นอกจากนี้พบว่า
รายงานที่เกี่ยวข้องการพัฒนาพัฒนาตัวตรวจวัดทางเคมี หรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor) เพ่ือใช้เป็น
ในการตรวจวัดสารกลุ่มออร์โนฟอสฟอรัสที่เป็นสารเคมีก าจัดศัตรูพืชอยู่น้อยและส่วนใหญ่ยังมี 
ประสิทธิภาพไม่ดีในระดับความเข้มข้นของการตรวจวัด (detection limit) และ ความจ าเพาะเจาะจง 
(Van Houten et al., 1998; Zhang and Swager 2003; Walton et al.,  2011; Sun et al., 2011; 
Guo et al., 2011)  ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส ที่ใช้
ในการเกษตร เพ่ือน าไปสู่เทคนิคการวิเคราะห์ที่ถูกต้องแม่นย า รวดเร็ว สิ้นเปลืองเวลาและสารเคมีน้อย 
และให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องในระดับความเชื่อมั่นที่ยอมรับได้ โดยพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับใช้ใน
การวิเคราะห์หาปริมาณสารออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยเทคนิคทางสเปกโทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-วิสิเบิล และ 
ฟลูออร์เรสเซนส์ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีมีความไวต่อการวิเคราะห์สูง สามารถวิเคราะห์ปริมาณของสารได้ในระดับ
ต่ า (mM และ M) นอกจากนี้เครื่องมือสเปกโทรเมทรี เช่น ยวูี-วิสิเบลิ สเปกโตรมิเตอร์ (UV-Vis 
spectrometer) และ ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรมิเตอร์ (fluorescent spectrometer) เป็นเครื่องมือที่มี
ใช้อย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการ 

1.3 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1.3.1 ศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคตอร์โลหะ (metal indicator) ชนิดไม่ใช่ฟลูออร์

เรสเซนต์และฟลูออร์เรสเซนต์กับไอออนของโลหะและสารออร์กาโน- ฟอสฟอรัส โดยใชเ้ทคนิคทางสเปก
โทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรเมทรี และ ฟลูออร์เรสเซนต์สเปกโทรเมทรี  

1.3.2 เพ่ือพัฒนาเป็นตัวตรวจวัดทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor) ส าหรับการตรวจวัด
สารออร์กาโนฟอสฟอรัสในสารตัวอย่างประเภท สารก าจัดศัตรูพืช โดยใช้เครื่องมือ เช่น ยูวี-วสิิเบิล สเปก
โตรมิเตอร์ (UV-Vis spectrometer) และ ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรมิเตอร์ (fluorescent 
spectrometer) 
1.4 วิธีด าเนินงานวิจัย 

1.4.1 ศึกษาปฏิกิริยาการกิดสารเชิงซ้อนและการแทนที่ของอินดิเคตอร์ส าหรับโลหะ (metal 
indicator)  ไอออนของโลหะ และสารออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้เทคนิคทางสเปกโทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-วิ
สิเบิล สเปกโทรเมทรี และ ฟลูออร์เรสเซนต์สเปกโทรเมทรี 

1.4.2 หาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้สารเชิงซ้อนของอินดิเคตอร์ส าหรับโลหะ (metal indicator)  
กับ ไอออนโลหะ เพ่ือใช้เป็นตัวตรวจวัดทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor)  ส าหรับสารกลุ่ม
ออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้เทคนิคทางสเปกโทรเมทรี ได้แก่  ยูวี-วิสิเบิล และ ฟลูออร์เรสเซนส์ 

1.4.3 ศึกษาความเป็นไปได้ในน าตัตรวจวัดทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor)  ที่พัฒนาขึ้น 
ส าหรับการตรวจวัด สารออร์กาโนฟอสฟอรัส ที่ใช้เป็นสารเคมีก าจัดศัตรูพืช กลุ่ม เช่น chlopyrifos และ 
dichlovos โดยใช้เครื่องมือ เช่น ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรมิเตอร์ (UV-Vis spectrometer) และ ฟลูออร์เรส
เซนต์สเปกโตรมิเตอร์ (fluorescent spectrometer) 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1.5.1 ตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารระดับนานาชาติ เช่น Journal of  fluorescence, Analyst, 
Sensor และ Journal of sensor and actuator A 

1.5.2 น าตัวตรวจวัดทางเคมีไปใช้ในการตรวจวัดสารออร์ฟอสฟอรัสในตัวอย่างทางสิ่งแวดล้อมหรือ
ตัวอย่างทางชีวภาพ



 
 

 

บทที่ 2 วธิีการด าเนินงานวิจัย 

 

2.1 เครื่องมือและสารเคมี 

2.1.1 สารเคมี 

            สารเคมีประภทสีย้อมทั้งหมดเป็นเกรดวิเคราะห์โดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์เพ่ิมเติม ตัวท า
ละลายอินทรีย์ทั้งหมดใช้ในเกรดสเปกโตรสโกปีโดยปราศจากการท าให้บริสุทธิ์เพิ่มเติม และน้ าที่ใช้เป็น
เกรด Ultrapure (MilliQ water)  

- Calcon (Sigma-Aldrich) 
- Calcien (Sigma-Aldrich) 
- Murexide (Sigma-Aldrich) 
- Calconcarboxylic acid (Sigma-Aldrich) 
- Titron (Sigma-Aldrich) 
- 8-hydroxyquinoline zinc (Sigma-Aldrich) 
- 8-hydroxyquinoline copper (Sigma-Aldrich) 
- Tris(hydroxymethyl)aminomethane, Tris buffer (Sigma-Aldrich) 
- Magnesium perchlorate  (Sigma-Aldrich) 
- Calcium perchlorate hexahydrate  (Sigma-Aldrich) 
- Zinc perchlorate hexahydrate  (Sigma-Aldrich) 
- DMSO (Sigma-Aldrich) 
- Chlopyrifos, CPF (Merck) 
- 2,2-Dichlorovinyl dimethyl phosphate, Dichovos, DDVP, Merck 
- Commercial Chlopyrifos 40%W/V, CPF, (Linkphos) 
- Commercial Dichovos 50%W/V, DDVP,  (Pine) 
 

2.1.2 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

        การวัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดในงานวิจัยนี้จะใช้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Cary Eclipse fluorescence spectrometer  ที่มีแหล่งก าเนิดแสงและ
ตัวตรวจวัด (detector) เป็น Xenon flash lamp และ Photomultiplier tube (PMT) ตามล าดับ การ
วัดฟลูออร์เรสเซนส์เสปกตรัมทั้งหมดจะใช้สารละลายตัวอย่างที่มีปริมาตรในระดับไมโครลิตร ดังนั้นใน
งานวิจัยนี้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ใช้จะมีการติดตั้งอุปกณ์เพ่ิมเติม คือ Microplate 
Reader ตามรปูที่ 2.1   
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รูปที่ 2.1 เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Cary Eclipse fluorescence 
spectrometer ที่ติดตั้ง Microplate reader  

 
 ในการตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่างจะท าการวัดโดยปิเปตสารละลาย
ตัวอย่าง จ านวน 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate ใช้ mode scan ในการวัด 
ท าการวัดแบบ pre-scan ก่อน เพ่ือหา Excitation wavelength และสภาวะของเครื่องมือ ที่เหมาะสมใน
การตรวจวัดฟลูออร์เรสเซนซ์สเปกตรัมของสารตัวอย่าง 
 

2.1.3 เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

       การวัดยูวี-วิสิเบิลเสปกตรัมทั้งหมดในงานวิจัยนี้จะใช้เครื่องฟลูออเรสเซนต์สเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Cary 60 UV-VIS spectrometer  ที่มีแหล่งก าเนิดแสงและตัวตรวจวัด 
(detector) เป็น Xenon flash lamp และ Photomultiplier tube (PMT) ตามล าดับ การยูวี-วิสิเบิลเส
ปกตรัมทั้งหมดจะใช้สารละลายตัวอย่างที่มีปริมาตร 4 ไมโครลิตร โดยใช้ microcell ตามรูปที่ 2.2 
 

 
 
 
รูปที่ 2.2 เครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Cary 60 UV-VIS spectrometer ที่
ติดต้ัง Microcell 
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2.2 วิธีการทดลอง 

2.2.1 ศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะกับไอออนของโลหะ โดย
เทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรเมทรี   

2.2.1.1 เตรียมสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย Tris 
buffer pH = 8 ได้แก่ Calcon Calcien Murexide Calconcarboxylic acid และ Tiron 

2.2.1.2 เตรียมสารละลายโลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 
8 ได้แก่ magnesium perchlorate, calcium perchlorate hexahydrate และ  calcium perchlorate 
hexahydrate 

ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock 10 ไมโครลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร เติม
สาร อินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ stock 50 ไมโครลิตร ผสมด้วย vortex เติมสารละลาย Tris buffer pH = 
8 จนถึงขีด ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 400 ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate 
ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้  

Start: 550 nm 

End: 750 nm 

Excitation wavelength: 250 nm 

Excitation Slit: 5.0 nm 

Emission Slit: 5.0 nm 

Scan rate: 120 nm/min 

PMT = 750 voltage 

2.2.2 ศึกษาปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของอินดิเคเต
อร์โลหะกับไอออนของโลหะโดยเทคนิคโดยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรเมทรี   

2.2.2.1 เตรียมสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย Tris 
buffer pH = 8 ไ ด้ แ ก่  Calcon Calcien Murexide Calconcarboxylic acid แ ล ะ  Tiron แ ล ะ  
8-hydroxyquinoline copper 

2.2.2.2 เตรียมสารละลายโลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 
8 ได้แก่ magnesium perchlorate, calcium perchlorate hexahydrate และ  calcium 
perchlorate hexahydrate 

2.2.2.3 เตรียมสารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัส stock ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย 
Tris buffer pH = 8 ได้แก่  chlopyriphos (CFP) และ dichovos (DDVP) 

2.2.2.4 ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock 10 ไมโครลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตร ขนาด 5 
มิลลิลิตร เติมสาร อินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ stock 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปต
สารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัส stock ความเข้มข้น 10 mM  50 ไมโครลิตร ผสมด้วย vortex เติม
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สารละลาย Tris buffer pH = 8 จนถึงขีด ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 400 
ไมโครลิตร ใส่ลงใน microplate ชนิด 96 well plate น าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่อุณหภูมิห้อง 
ภายใต้สภาวะของเครื่องมือ ดังนี้ 

          Start: 550 nm 

End: 750 nm 

Excitation wavelength: 250 nm 

Excitation Slit: 5.0 nm 

Emission Slit: 5.0 nm 

Scan rate: 120 nm/min 

PMT = 750 voltage 

2.2.3 ศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะกับไอออนของโลหะ  
โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 

2.2.3.1 เตรียมสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 10 mM ในสารละลาย 
Tris buffer pH = 8 ได้แก่ Calcon Calcien Murexide Calconcarboxylic acid และ Tiron 

2.2.3.2 เตรียมสารละลายโลหะ stock ความเข้มข้น 10 mM ในสารละลาย Tris buffer 
pH = 8 ได้แก่ magnesium perchlorate, calcium perchlorate hexahydrate และ  calcium 
perchlorate hexahydrate 

2.2.3.3 ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock 100 ไมโครลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตร ขนาด 
5 มิลลิลิตร เติมสาร อินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ stock 500 ไมโครลิตร ผสมด้วย vortex เติมสารละลาย 
Tris buffer pH = 8 จนถึงขีด ทิง้ไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร ใส่ใน 
microcell วัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร  

2.2.4 ศึกษาปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของอินดิเคเต
อร์โลหะกับไอออนของโลหะโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 

2.2.4.1 เตรียมสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 10 mM ในสารละลาย 
Tris buffer pH = 8 ไ ด้ แ ก่  Calcon Calcien Murexide Calconcarboxylic acid Tiron แ ล ะ  
8-hydroxy quinoline copper 

2.2.4.2 เตรียมสารละลายโลหะ stock ความเข้มข้น 10 mM ในสารละลาย Tris buffer 
pH = 8 ได้แก่ magnesium perchlorate, calcium perchlorate hexahydrate และ  calcium 
perchlorate hexahydrate 

2.2.4.3 เตรียมสารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัส stock ความเข้มข้น 10 mM ใน
สารละลาย Tris buffer pH = 8 ได้แก่  chlopyriphos (CFP) และ dichovos (DDVP) 

2.2.4.4 ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอรโ์ลหะ stock 100 ไมโครลิตร ใส่ขวดวัดปริมาตร ขนาด 
5 มิลลิลิตร เติมสาร อินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ stock 500 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปต
สารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัส stock ความเข้มข้น 10 mM  500 ไมโครลิตร ผสมด้วย vortex เติม
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สารละลาย Tris buffer pH = 8 จนถึงขีด ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 5 
ไมโครลิตร ใส่ใน microcell วัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร  

2.2.5 ศึกษาความเป็นไปได้เพ่ือการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืช กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส
โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 

2.2.5.1 เตรียมสารละลาย Calcon ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย  
2.2.5.2 เตรียมสารละลาย magnesium perchlorate ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย 

Tris buffer pH = 8 
2.2.5.3 เตรียมสารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัส chlopyriphos และ dichovos stock

ความเข้มข้น 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 8  
2.2.5.4  การไทเทรตอินดิเคเตอร์เตอร์โลหะกับไอออนของโลหะ 

    ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM 25 ไมโครลิตร ใส่
ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารละลายไอออนโลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 0, 10, 20, 
30, 20, 40, 50, 75 และ 100 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Tris buffer pH = 8 ให้มีปริมาตรสุดท้าย
เท่ากับ 2000 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร ใส่ใน 
microcell วัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร 

 
2.2.5.5  การสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายมาตรฐานออร์กาโนฟอสฟอรัส 0-20 µM 

    ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM 10 ไมโครลิตร ใส่
ขวด vial ขนาด 2 มิลลิลิตร เติมสารสารละลายโลหะ stock ความเข้มข้น 1 mM 10 ไมโครลิตร ผสมด้วย 
vortex ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายออร์กาโนฟอสฟอรัส stock ความเข้มข้น 1 mM 
ปริมาตร 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15 และ 20 ไมโครลิตร เติมสารละลาย Tris buffer pH = 8 ให้มีปริมาตร
สุดท้ายเท่ากับ 1000 ไมโครลิตร จะได้สารละลายมาตรฐานสารออร์กาโนฟอสฟอรัสความเข้มข้น   0, 2, 
4, 6, 8, 10, 15 และ 20 µM ทิ้งไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง ปิเปตสารละลายตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร ใส่ใน 
microcell วัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร 
 

2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 

 การท า Linear regression ด้วยโปรแกรม OringinPro 8 

 

 
 

 

 

 



 
 

บทท่ี 3  

ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

 

ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาระบบการตรวจวัดหรือเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสในระบบเอเควียสโดยใช้วิธีการ indicator-displacement assay หรือ IDA  จาก
ปฏิกิริยาแทนที่ของออร์กาโนฟอสฟอรัสกับสารเชิงซ้อนระหว่างอินดิเคเตอร์โลหะกับไอออนของโลหะ ใน
งานวิจัยครั้งนี้ได้ท าการศึกษาอินดิเคเตอร์โลหะทั้งหมด 6 ตัว (รูปภาพที่ 3.1) ท าการศึกษาการเกิดสาร
เชิงซ้อนกับไอออนของโลหะ 3 ชนิด ได้แก่ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+ ซึ่งเป็นไอออนสามารถจับกับหมู่
ฟอสเฟสได้ ดังนั้นสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสกลุ่ม oxons และ thions  ที่มีหมู่ฟังก์ชั่นเป็น oxonate 
(P=O) และ thionate (P=S) ก็คาดว่าจะสามารถจับกับไอออนของโลหะแล้วปลดปล่อยอินดิเคเตอร์โดย
การแทนที่แล้วปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระ อินดิเคเตอร์ที่ถูกปลดปล่อยให้เป็นอิสระให้สัญญาณทาง
กายภาพ เช่น การดูดกลืนแสง การเกิดฟลูออร์เรสเซนส์ ที่สัมพันธ์กับปริมาณของ anayte  

 
รูปที่ 3.1 โครงสร้างโมเลกุลของอินดิเคเตอร์โลหะที่ใช้ในการวิจัย  
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3.1 ศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะกับไอออนของโลหะโดยเทคนิคฟลูออร์
เรสเซนส์สเปกโตรเมทรี 
 
  การศึกษาปฏิกิริยาของการเกิดสารสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ (metal indicator) 5 ชนิด 
ได้แก่ 1) Calcon 2) Calconcarboxylic acid 3) Calcien 4) Merexide และ 4) Tiron กับไอออนของ
โลหะ 3 ชนิด ได้แก่ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+ ใน Tris buffer pH = 8 โดยใช้ปริมาณของไอออนของโลหะ
มากเกินพอ (5 equiv.) สารละลายผสมของอินดิเคเตอร์โลหะและไอออนของโลหะหลังจากตั้งทิ้งที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปวัดฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมโดยใช้ microplate reader โดย
ใช้ปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง 400 ไมโครลิตร ที่ excitation wavelength เท่ากับ 250 นาโนเมตร 
ส าหรับอินดิเคเตอร์ทุกชนิด  ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.2 และ 3.3  
 

 
 
รูปที่ 3.2 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะ (ex = 250 nm)  ก) Tiron  
ข) Calconcaroxylic acid  และ ค)  Merexide เมื่อเติม 5 equiv. ของ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+  
เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 2 µM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 10 µM ในสารละลาย 
Tris buffer pH =8 
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จากรูปภาพที่ 3.2 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมแสดงให้เห็นว่ามีอินดเคเตอร์โลหะ 2 ชนิด คือ 
Tiron และ Merexide มี quantum yield ต่ า ไม่เหมาะสมที่จะน าไปใช้เป็นฟลูออร์เรสเซนส์เซ็นเซอร์
ส าหรับไอออนของโลหะ นอกจากให้สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ต่ าแล้วยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ
ฟลูออร์เรสเซนส์เมื่อเติมไอออนของโลหะอีกด้วย และในกรณีของ Calconcaroxylic acid  ถึงแม้ว่าให้
สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์สูงแต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงเมื่อเติมไอออนของโละจึงไม่เหมาะสมในการเป็น
ฟลูออร์เรสเซนส์เซ็นเซอร์ส าหรับไอออนของโลหะเช่นเดียวกัน 

 
 
รูปที่ 3.3 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะ (ex = 250 nm)  ก) Calcien และ ข)  
Calcon เมื่อเติม 5 equiv. ของ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+ เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 2 µM 
ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 10 µM ในสารละลาย Tris buffer pH =8  
 
  ในรูปที่ 3.3 แสดงฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะที่มีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณ
ฟลูออร์เรสเซนส์เมื่อเติม 5 equiv. ของ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+ ได้แก่อินดิเคเตอร์ Calcien และ Calcon 
โดยที่ Calcien จะมีการลดลงของสัญญาณมากที่สุดเมื่อเกิดการจับกับ Ca2+  ในขณะที่ Calcon จะมีการ
ลดลงของสัญญาณมากที่สุดเมื่อเกิดการจับกับ Zn2+ แสดงให้เห็นถึงความจ าเพาะเจาะจงของอินดิเค 
เตอร์โลหะ Calcien และ Calcon ที่มีต่อ Ca2+ และ Zn2+ ตามล าดับ แสดงว่าอินดิเคเตอร์โลหะ Calcien 
และ Calcon สามารถน าไปใช้ ในการเป็นฟลูออร์ เรสเซนส์ เซ็นเซอร์หรือตัวตรวจวัดทางเคมี  
(chemosensor) ส าหรับ Ca2+ และ Zn2+ ได้ 
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รูปที่ 3.4 ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะ ก) Tiron ข) Calconcarboxylic acid ค) 
murexide ง) Calcon จ) Calcien  และ ฉ) 8-hydroxyquinolien copper ในขณะที่มี 5 equiv. ของ 
Zn2+, Mg2+, และ Ca2+ และ 5 equiv. ของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส chlopyrifos (CPF) และ dichlovos 
(DDPV)  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 2 µM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 10 µM ความ
เข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 10 µM ในสารละลาย Tris buffer pH =8  
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3.2 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะกับ
ไอออนของโลหะโดยเทคนิคโดยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรเมทรี 
 
  จากผลการศึกษาในข้อ 3.1 แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์โลหะมีแนวโน้มในการใช้ เป็นฟลูออร์เรส
เซ็นเซอร์ได้เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงสัญญาณเมื่อเกิดปฏิกิริยากับไอออนของโลหะ ในการทดลองนี้ 
ได้การศึกษาปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัส ได้แก่ chlopyrifos (CFP) และ dichovos 

(DDVP) ในสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์กับไอออนของโลหะ โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกตรัมเมื่อเติมสารออร์กาโนฟอสฟอรัสมากเกินพอ (5 equiv.) ในสารละลายผสมของอินดิเคเตอร์โลหะ
และไอออนโลหะ    

  จากรูปที่ 3.4 แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์โลหะทั้ง 6 ชนิดที่ท าการศึกษาไม่มีการเปลี่ยนแปลง
สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์เมื่อเติมสารออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยกลุ่มที่ 1 ได้แก่ Tiron Calconcaroxylic 
acid และ Merexide ซึ่งเป็นอนิดิเคเตอร์ที่ไม่ให้สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์หรือให้สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์
ต่ าอยู่แล้วจะไม่พบการเปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์เลย ซึ่งอาจจะเกิดการที่สารเชิงซ้อนที่เกิดข้ึน
ไม่ให้สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์หรืออินดิเคเตอร์ให้กลุ่มนี้ไม่เกิดปฏิกิริยาไอออนของโลหะหรือ สาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสได้เลย ในกลุ่มที่ 2 ได้แก่ Calcon Calcien  และ 8-hydroxyquinolien copper ซึ่ง
สารที่มี quantum yield สูง และสามารถเกิดสารเชิงซ้อนกับไอออนของโลหะได้แล้วเกิดการแปลี่ยน
แปลงสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ แต่เมื่อเติม 5 equiv. ของ CFP และ DDVP ฟลูออร์เรสเซนส์สเปกตรัมที่
ได้ยังคงมีลักษณะเหมือนกับในขณะที่เติมเฉพาะ 5 equiv. ของไอออนโลหะ แสดงให้เห็นว่าในสภาวะที่
ท าการศึกษาสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์กับไอออนโลหะ สารเชิงซ้อนของโลหะและอินดิเคเตอร์สถียร
มากหมู่ oxonate ของ DDPV และหมู่ thionate ของ CFP ไม่สามารถไปจับกับไอออนของโลหะและ
ปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระได้หรือไม่เกิดปฏิกิริยาแทนที่ตามกลไกการตรวจวัดแบบ indicator-
displacement assay หรือ IDA  จึงไม่สามารถน าระบบนี้ไปใช้เพ่ือใช้เป็นเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัด
สารเคมีก าจัดศัตรูพืชออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยใช้เทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรเมทรีได ้
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3.3 ปฏิกิริยาการเกิดสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะกับไอออนของโลหะโดยเทคนิคยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโตรเมทรี 
 
 การศึกษาปฏิกิริยาของการเกิดสารสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์ส าหรับโลหะ  5 ชนิด ได้แก่ 1) 
Calcon 2) Calconcarboxylic acid 3) Calcien 4) Merexide และ 4) Tiron กับไอออนของโลหะ 3 
ชนิด ได้แก่ Ca2+ Mg2+ และ Zn2+ ใน Tris buffer pH = 8 โดยใช้ปริมาณของไอออนของโลหะมากเกิน
พอ (5 equiv.) ความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 5 mM ใน
สารละลาย Tris buffer pH = 8 หลังจากตั้งทิ้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดยูวี-วิสิเบิล
สเปกตรัม โดยใช้ปริมาตรของสารละลายตัวอย่าง 4 ไมโครลิตร โดยใช้ microcell วัดสเปกตรัมช่วงความ
ยามคลื่น  250-750 นาโนเมตร ให้ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.5  
 

 
 
รูปที่ 3.5 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะ ก) Calcien ข) Calconcarboxylic acid  
ค) Calconcarboxylic acid ง) murexide และ จ) Tiron  เมื่อเติม 5 equiv. ของไอออนของโลหะ Zn2+ 
Mg2+ และ Ca2+  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 5 
mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 8 
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 จากรูปที่ 3.5 แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์โลหะสามารถเกิดสารเชิงซ้อนกับไอออนที่ท าการศึกษา 
พบการเปลี่ยนแปลงยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมหลังการเติม 5 equiv. ไอออนของโลหะ โดยการเปลี่ยนแปลง
เปลี่ยนแปลงยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัม แสดงให้ว่าอินดิเคเตอร์แต่ละชนิดมีความจ าเพาะเจาะจงต่อชนิดของ
แคทไอออน เมื่อพิจารณาจากสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงของพีคที่เกิดขึ้นในขณะที่เติมและไม่เติม  
5 equiv. ไอออนของโลหะ (A/A0) ดังแสดงจากตารางที่ 3.1 จากค่า A/A0 แสดงให้ความจ าเพาะเจาะจง
ของอินดิเคเตอร์โลหะต่อชนิดของแคทไออน ดังนี้ Calcien จ าเพาะต่อ Ca2+ Calcon Calconcarboxylic 
acid Merexide และ Tiron จ าเพาะต่อ Zn2+ และเมื่อพิจารณาการที่ค่า A/A0 และการเปลี่ยนแปลงของ
ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัม พบว่า Merexide แสดงความจ าเพาะต่อ  Zn2+ มากท่ีสุด โดยจะปรากฏพีคใหม่ 460 
นาโนเมตร และสีของสารละลาย Merexide จะเปลี่ยนจากสีชมพูเป็นสีเหลืองเมื่อเติม Zn2+ เท่านั้น   
  
ตารางท่ี 3.1 สัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงในขณะที่เติมและไม่เติม 5 equiv. ไอออนของโลหะ (A/A0) 
ของอินดิเคเตอร์โลหะ 

อินดิเคเตอร์โลหะ ความยาว
คลื่น  

(นาโนเมตร) 

ค่า A/A0  

Ca2+ Mg2+ Zn2+ 
Calcien 476 1.07* 1.15 1.25 
Calcon 560 0.97 1.07 1.53* 
Calconcaroxylic acid 550 1.04 1.00 0.82* 
Merexide 465 0.98 0.79 5.98* 
Tiron 296 1.06 1.04 1.20* 

 
  เมื่อพิจาณาอินดิเคเตอร์ Calcon ในรูปที่ 3.5(ข) และ 3.5(ง) พบว่ายูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของ 
Calcon มีการเปลี่ยนแปลงทั้งในกรณีที่เติม Zn2+ และ Mg2+ โดยการเปลี่ยนแปลงจะเกิดกับ Zn2+ มากกว่า 
Mg2+ โดยเมื่อเติม Zn2+ ลงในสารละลาย Calcon ยูวี-วิสเิบิลสเปกตรัมของ Calcon จะมีการเกิดเลื่อน
ต าแหน่งของพีคแบบ blue shift จาก 635 นาโนเมตร มาที่ต าแหน่ง 550 นาโนเมตร  สีของสารละลายจะ
เปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสีชมพู แสดงว่าการเกิดสารเชิงซ้อนระหว่าง Calcon กับ Zn เสถียรมาก ซึ่งอาจจะ
เนื่องมาจากการเกิดสารเชิงซ้อนของ Zn2+ กับ Calcon จะเกิดผ่าน tetradentate binding site จึงมีความ
เสถียรและท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่โครงสร้างของ Calcon มากจึงเกิดเลื่อนของพีคไปที่ต าแหน่ง
พลังงานสูงขึ้น ในกรณีของ Mg2+ ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของ Calcon มีการเปลี่ยนแปลงน้อยกกว่า โดยมีการ
ลดลงของพีคท่ี 635 นาโนเมตร และเกิดพีคท่ี 550 นาโนเมตร สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็น
สีชมพู การเปลี่ยนแปลงที่น้อยกว่าแสดงว่าการเกิดสารเชิงซ้อนของ Mg2+ กับ Calcon เสถียรน้อยกว่า 
Zn2+ กับ Calcon  
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3.4 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะกับ
ไอออนของโลหะโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 
 
 จากผลการศึกษาในข้อ 3.3 แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์โลหะมีแนวโน้มในการใช้เคโมเซ็นเซอร์หรือ 
naked eye sensor ได้เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนแปลงยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมได้เมื่อมีการสารเชิงซ้อนกับ
โลหะได้อย่างจ าเพาะเจาะจงและเกิดการเปลี่ยนแปลงในช่วง 400-750 นาโนเมตร ยกเว้น Tiron การ
เปลี่ยนแลงเกิดในช่วงยูวี ในการทดลองนี้ได้ศึกษาปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัส ได้แก่ 
chlopyrifos (CFP) และ dichovos (DDVP) โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมเม่ือมีการ
เติมสารออร์กาโนฟอสฟอรัสมากเกินพอ (5 equiv.) ในสารละลายผสมของอินดิเคเตอร์โลหะและไอออน
ของโลหะ  โดยในการศึกษาครั้งได้ใช้ microcell ส าหรับวัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมท าให้ใช้สารปริมาณน้อยใน
การวัด คือ 5 ไมโครลิตร การศึกษาปฏิกิริยาการแทนท าโดยการผสมสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะกับอินดิ
เคเตอร์โลหะ ในอัตราส่วน 1:1.1 ตั้งทิง้ไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้องเพ่ือให้มีการเกิดสารเชิงซ้อนระหว่าง
โลหะกับอินดิเคเตอร์โลหะอย่างสมบูรณ์ แล้วค่อยเติมสารละลายสารออร์กาโนฟอสฟอรัสปรับปริมาตร
และท้ิงไว้ 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แล้ววัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร โดยใช ้
microcell ซึ่งจะใช้ปริมาตรของสารตัวอย่างเท่ากับ 5 ไมโครลิตร 

3.4.1 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของ Calcien กับไอออน
ของโลหะ 

การศึกษาการเกิดการสารเชิงซ้อนของ Calcien โดยยูวี-วิสเิบิลสเปกโตรเมทรี (รูปที่ 3.6) 
แสดงเห็นจ าเพาะต่อ Ca2+ แต่มีการเปลี่ยนแปลงไม่มากมีการลดลงของพีคที่ 475 นาโนเมตร เล็กน้อย
และสีของสารละลายไม่สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า เมื่อเติมสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ DDPV 
ลงในสารละลายผสมของ Calcien กับไอออนของโลหะ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ พบว่าไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบสเปกตรัมและสีของสารละลายสารละลายผสมของ Calcien กับไอออนของ
โลหะ แสดงว่าไม่เกิดปฏิกิริยาแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับ Calcien ที่เกิดสารเชิงซ้อนกับ
ไอออนของโลหะ 
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รูปที่ 3.6 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและสีของสารละลายอินดิเคเตอร์โลหะ Calcien  มื่อเติม 5 equiv. ของ
ไอออนของโลหะ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ และ 5 equiv. ของไอออนของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF 
และ DDPV  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 1 mM 
ความเข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 8 
 

3.4.2 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของ Tiron กับไอออน
ของโลหะ 

การศึกษาการเกิดการสารเชิงซ้อนของ Tiron โดยยูวี-วิสิเบลิสเปกโตรเมทรี (รูปที่ 3.7) แสดง
เห็นจ าเพาะต่อ Zn2+ มีการเปลี่ยนแปลงเพ่ิมขึ้นของพีคท่ี 295 นาโนเมตร เมื่อเติมสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส 
CPF และ DDPV ลงในสารละลายผสมของ Tiron กับไอออนของโลหะ Zn Mg และ Ca ดังแสดงในรูปที่ 
3.8 พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบสเปกตรัมและสีของสารละลายสารละลายผสมของ Tiron กับ
ไอออนของโลหะ แสดงว่าไม่เกิดปฏิกิริยาแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับ Tiron ที่เกิดสารเชิงซ้อน
กับไอออนของโลหะ 



22 
 

 
 
รูปที่ 3.7 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของอินดิเคเตอร์โลหะ Tiron  ในขณะที่มี 5 equiv. ไอออนของโลหะ Zn2+ 
Mg2+ และ Ca2+ และ 5 equiv. ของไอออนของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ DDPV  เมื่อความ
เข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 1 mM ความเข้มข้นของสาร
ออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 1 mM ในสารละลายTris buffer pH =8 
 
 
 
 
 
 
 



23 
 

3.4.3 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของ Calconcarboxylic 
acid กับไอออนของโลหะ 
  การศึกษาการเกิดการสารเชิงซ้อนของ Calconcarboxylic acid (รูปที่ 3.8) แสดงเห็น
จ าเพาะต่อ Zn2+ มีการเปลี่ยนแปลงเลื่อนของพีคจาก 550 ไปที่ 575 นาโนเมตร สารละลายมีการ
เปลี่ยนแปลงสีจากสีม่วงเป็นสีชมพู (รูปที่ 3.8) เมื่อเติมสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ DDPV ลงใน
สารละลายผสมของ Calconcarboxylic acid กับ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ ดังแสดงในรูปที่ 3.8 พบว่าไม่มี
การเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบสเปกตรัมและสีของสารละลายสารละลายผสมของ Calconcarboxylic acid 
กับ Zn2+ แสดงว่าไม่เกิดปฏิกิริยาแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับ Calconcarboxylic acid ที่เกิด
สารเชิงซ้อนกับ Zn2+ สารเชิงซ้อนระหว่าง Calconcarboxylic acid กับ Zn2+ มีความเสถียรมากท าให้ 
หมู่ oxonate และ thionate ของ DDPV และ CFP ไม่ก็จะสามารถแย่งจับกับไอออนของโลหะแล้ว
ปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระได้ 
 

 
 
รูปที่ 3.8 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและสีของสารละลายของอินดิเคเตอร์โลหะ Calconcarboxylic acid  
ในขณะที่มี 5 equiv. ของไอออนของโลหะ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ และ 5 equiv. ของไอออนของสารออร์
กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ DDPV  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของ
ไอออนโลหะ = 1 mM ความเข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 1 mM ในสารละลายTris buffer pH 
= 8 
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3.4.4 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของ Merexide กับ
ไอออนของโลหะ 
  การศึกษาการเกิดการสารเชิงซ้อนของ Merexide โดยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี แสดงเห็น
จ าเพาะต่อ Zn2+ มากที่สุด โดยจะปรากฏพีคใหม่ 460 นาโนเมตร และสีของสารละลาย Merexide จะ
เปลี่ยนจากสีชมพูเป็นสีเหลืองเมื่อเติม Zn2+ ดังแสดงในรูปที่ 3.9 พบว่าเมื่อเติมสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส 
CPF และ DDPV ลงในสารละลายผสมของ Merexide กับ Mg2+ และ Ca2+ ไม่มีการเปลี่ยนแปลง
สเปกตรัมและสีของสารละลายเมื่อเทียบกับขณะที่เป็น Merexide อิสระ แสดงว่า Merexide ไม่เกิดสาร
เชิงซ้อนกับ Mg2+ และ Ca2+ หรือเกิดปฏิกิริยากับสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ DDPV เลย  
 

 
 
รูปที่ 3.9 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและสีของสารละลายของอินดิเคเตอร์โลหะ Merexide ในขณะที่มี  
5 equiv. ของไอออนของโลหะ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ และ 5 equiv. ของไอออนของสารออร์กาโนฟอร์
ฟอรัส CPF และ DDPV  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นไอออนโลหะ = 
1 mM ความเข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 8 
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  ในการศึกษาปฏิกิริยาระหว่างของ DDPV และ CPF กับละลายผสมของ Merexide กับ Zn2+ 
พบว่า ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีและยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมดังแสดงในรูปที่ 3.9(ค) แสดงว่าไม่ไม่มีปฏิกิริยา
แทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับ Merexide เกิดข้ึน สารเชิงซ้อนที่เสถียรมากระหว่าง Merexide กับ 
Zn2+ ท าให้หมู่ oxonate และ thionate ของ DDPV และ CFP ไม่ก็จะสามารถแย่งจับกับไอออนของโลหะ
แล้วปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระได้  
   

3.4.5 ปฏิกิริยาของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับ 8-hydroxyquinolien copper   
 ในการศึกษาได้ท าการศึกษาปฏิกิริยาของ DDPV และ CFP กับ 8-hydroxyquinolien 

copper  โดยเติม 5 equiv. สารออร์กาโนฟอร์ฟอรัสลงในสารละลาย 8-hydroxyquinolien copper  ใน 
Tris buffer pH =8 ดังแสดงในรูปที่ 3.10 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสเปกตรัมและสีของสารละลายแสดงว่าไม่
มีเกิดปฏิกิริยาของ DDPV และ CFP กับ 8-hydroxyquinolien copper เช่นเดียวกับสารเชิงซ้อน 
Merexide กับ Zn2+ ซึ่งเป็นสารเชิงซ้อนที่มีเสถียรภาพสูง 
 

 
 

รูปที่ 3.10 ก) ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและสีของสารละลายของอินดิเคเตอร์ 8-hydroxyquinolien copper 
(8-HQCu) เมื่อเติม 5 equiv. ของไอออนของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส chlopyrifos (CPF) และ 
dichlovos (DDPV)  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์ = 0.2 mM ความเข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์
ฟอรัส = 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH =8 
  
  จากผลข้างต้นแสดงให้ว่าในเคโมเซ็นเซอร์ที่มีกลไกการตรวจวัดแบบ indicator-displacement 
assay หรือ IDA สารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์กับโลหะควรมีเสถียรภาพปานกลาง และสารเชิงซ้อนของ 
analyte กับอินดิเคเตอร์ต้องมีสถียรภาพสูงเพียงพอที่จะแย่งกับกับโลหะได้  
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3.4.6 ปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของ Calcon กับไอออน
ของโลหะ 

จากที่กล่าวมาในหัวข้อ 3.3 พบว่ายูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของ Calcon มีการเปลี่ยนแปลงทั้งใน
กรณีท่ีเติม Zn2+ และ Mg2+ โดยการเปลี่ยนแปลงจะเกิดกับ Zn2+ มากกว่า Mg2+ สีของสารละลายจะ
เปลี่ยนจากสีน้ าเงินเป็นสีชมพูเข้ม ขณะที่ สีของสารละลาย Calcon เมื่อเติม Mg2+ จะเป็นสีม่วง เมื่อท า
แสดงว่าการเกิดสารเชิงซ้อนระหว่าง Calcon กับ Zn2+ เสถียรมากกว่า Mg2+  (รูปที่ 3.11) 

 

 
 
 
รูปที่ 3.11 ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมและสีของอินดิเคเตอร์โลหะ Calcon  ในขณะที่มี 5 equiv. ของไอออน
ของโลหะ Zn2+ Mg2+ และ Ca2+ และ 5 equiv. ของไอออนของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส CPF และ 
DDPV  เมื่อความเข้มข้นของอินดิเคเตอร์โลหะ = 0.2 mM ความเข้มข้นของไอออนโลหะ = 1 mM ความ
เข้มข้นของสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส = 1 mM ในสารละลาย Tris buffer pH = 8 
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  ผลการศึกษาปฏิกิริยาแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัส DDPV และ CFP กับสารละลาย
ละลายผสมของ Calcon กับ Zn2+ พบว่า ไม่มีการเปลี่ยนแปลงสีและยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัม ตามรูปที่  
3.11(ค) ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมที่ได้ยังคงเหมือนกับสารเชิงซ้อนของ Calcon กับ Zn2+  และเม่ือพิจารณาที่สี
ของสารละลายยังคงเป็นสีชมพูเข้มเหมือนแสดงว่าไม่มีการเกิดปฏิกิริยาของ Zn2+ กับ DDPV หรือ CFP 
และไม่มีปลดปล่อยอินดิเคเตอร์ Calcon เป็นอิสระ ซึ่งก็แสดงให้เห็นว่าการเกิดสารเชิงซ้อนของ   Zn2+ กับ 
Calcon เสถียรมาก หมู่ oxonate และ thionate ของ DDPV และ CFP ไม่ก็จะสามารถจับกับ Zn2+ แลว้
ปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระได้ เช่นเดียวกับอินดิเคเตอร์ Merexide ดังนั้นในระบบของ Calcon กับ 
Zn2+ ไม่สามารถพัฒนาเป็นตัวตรวจทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัสได้เนื่องจาก
มีเสถียรภาพมากเกินไปที่จะเกิดปฏิกิริยาแทนที่ 
  ผลการศึกษาปฏิกิริยาแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัส DDPV และ CFP กับสารละลาย
ผสมของ Calcon กับ Mg2+ พบว่าสีของสารละลายเปลี่ยนกลับมาเป็นสีน้ าเงินและยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมมี
การเพ่ิมขึ้นของพีคที่ต าแหน่ง 635 นาโนเมตร เช่นเดียวกับตอนที่เป็นอินดิเคเตอร์อิสระ ดังแสดงรูปที่ 
3 .11(ค) การกลับไปอยู่ต าแหน่งเดิมของพีคและสีที่ย้อนกลับเป็นการยืนยันว่า เมื่อเติมสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัส DDPV และ CFP ลงในสารเชิงซ้อนของ Calcon กับ Mg2+ เกิดปฏิกิริยาการแทนที่
ตามแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA การที่สามารถเข้าแย่งจับของของ DDPV หรือ CFP 
กับ Mg2+  ที่เดิมจับอยู่กับ Calcon สารเชิงซ้อนกับ Mg2+ ก็เนื่องมาจากสารเชิงซ้อนระหว่าง Calcon กับ 
Mg2+ มีเสถียรภาพปานกลาง โดย Mg2+ ไม่ได้จับกับ Calcon ในต าแหน่ง tetrahedron binding site 
เหมือนกับ Zn2+ ท าให้เกิดสารเชิงซ้อนที่แข่งแรงเหมือนกับ Zn2+ การแย่งจับของหมู่ oxonate และ 
thionate ของ DDPV และ CFP กับ Mg2+ จึงเกิดขึ้นได้ Calcon ถูกปลดปล่อยเป็นอิสระ  ดังแสดงเป็น
แผนภาพตามรูปที่ 3.12  
 

 
 
รูปที่ 3.12 กลไกการ indicator-displacement assay ของ Calcon ในการใช้เป็นเคโมเซ็นเซอร์ในการ
ตรวจวัดสารออร์กาโนฟอร์ฟอรัส chlopyrifos (CPF) และ dichlovos (DDPV)  
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  จากผลการทดลองข้างต้นแสดงสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ Calcon กับ Mg2+ สามารถใช้
เป็นในเคโมเซ็นเซอร์ที่มีกลไกการตรวจวัดแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA  ส าหรับการ
ตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรีและใช้เป็น naked eye sensor 
ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัส เช่น CPF และ DDPV ได้ 
 
3.5 ศึกษาความเป็นไปได้เพื่อการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดย
เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 
 

3.5.1 การไทเทรตอินดิเคเตอร์ Calcon ด้วย Mg2+ 
ในการศึกษาความเป็นไปได้ที่จะเอาสารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ Calcon กับ Mg2+ มา

ใช้เป็นตัวตรวจวัดส าหรับสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมท
ร ีจ าเป็นต้องอัตราส่วนระหว่าง Calcon กับ Mg2+ ที่เหมาะสมเพ่ือให้ได้สัญญาณเริ่มต้นที่คงท่ี ปริมาณ
ของโลหะต้องไม่มากเกิน เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดการจับกันของโลหะกับ anayte โดยไม่ผ่านกระบวนการ 
indicator-displacement เพ่ือให้สัญญาณของอินดิเคเตอร์สัมพันธ์โดยตรงกับปริมาณของ anayte โดย
ในการทดลองนี้ท าการไทเทรตสารละลาย Calcon ความเข้มข้น 25 µM ด้วยสารละลาย Mg2+ 0-2 
equiv. วัดยูวี-วิสิเบิลสเปกตรมั เพื่อติดตามการเปลี่ยนค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร ซึ่งเป็น
สัญญาณของสารเชิงซ้อน Calcon กับ Mg2+ ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3.13 

 

 
 

รูปที่ 3.13 ก) ยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของสารละลายอินดิเคเตอร์ Calcon (25 µM ในสารละลายTris 
buffer pH =8) เมื่อไทเทรตด้วย Mg2+ 0-2 equiv. และ ข) การเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 
นาโนเมตร ของ 25 µM Calcon เมื่อไทเทรตด้วย Mg2+ 0-2 equiv. 

 
ดังแสดงในรูปที่ 3.13 เมื่อปริมาณของ Mg2+ เพ่ิมข้ึนค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร

เพ่ิมข้ึน และจะคงท่ี 1.0 equiv. แสดงว่าการเกิดสารเชิงซ้อนของ Calcon กับ Mg2+ เป็นแบบ 1:1 และ
ให้สัญญานคงท่ี ดังนั้นในศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเอาสารเชิงซ้อนของ Calcon กับ Mg2+ มาใช้
วิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรีจะใช้
ระบบที่มีอัตราส่วนของ ของ Calcon กับ Mg2+ 1:1 
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3.5.2 กราฟมาตรฐานสารละลายออร์กาโนฟอสฟอรัส 

เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้การน าเอาระบบของ ของ Calcon กับ Mg2+ ปริมาณสารเคมีก าจัด
ศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส จึงได้ท าการสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้
ระบบที่อัตราส่วนของ Calcon กับ Mg2+ เป็น 1:1 แล้วเติมสารมาตรฐานสารละลายมาตรฐานสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV ความเข้มข้น   0 2 4 6 8 10 15 และ 20 µM วดัยูวี-วิสิเบิล
สเปกตรัมช่วง 250 – 750 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงที่ 635 นาโนเมตร ไปสร้างกราฟมาตรฐาน ได้
กราฟตามรูปที่ 3.14  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.14 กราฟมาตรฐานสารละลายออร์กาโนฟอสฟอรัส ก) chlopyrifos และ ข) dichlovos ความ
เข้มข้น 0-20 µM (ความเข้มข้น Calcon และ Mg2+= 10  µM ใน Tris buffer pH = 8) 

 

 

ก) 

ข) 
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  จากกราฟมาตรฐานที่ได้แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ดีของความเข้มข้นของสารละลาย
ออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDVP 0-20 µM โดยให้ค่า correlation coefficient (R2) = 0.9884 
และ 0.9488 ตามล าดับ โดยตัวแปรในการวิเคราะห์ปริมาณของกราฟมาตรฐานแสดงในตารางที่ 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 ตัวแปรในการวิเคราะห์ปริมาณของกราฟมาตรฐาน chlopyrifos และ dichlovos 

 สมการเส้นตรง  correlation coefficient (R2) Detection limit* (µM) 
 

Chlopyrifos y=2.42×10-3CCPF+0.134 0.9884 1.00 
Dichlovos y=6.22×10-4CCPF+0.124 0.9487 3.72 

 
  

*detection ค านวณจากความเข้มข้นที่ค านวณมาจาก 3 เท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของสัญญาณท่ี
จากวัด blank จ านวน 10 ครั้ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 4 

สรุปผลการวิจัย 

 

4.3 การพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสด้วยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์
สเปกโตรเมทรี 

4.1.1 อินดิเคเตอร์โลหะ Calcien และ Calcon สามารถน าไปใช้ในการเป็นฟลูออร์เรสเซนส์
เซ็นเซอร์ส าหรับ Ca2+ และ Zn2+ ได ้ 

4.1.2 อินดิเคเตอร์โลหะ Tiron และ Merexide มี quantum yield ต่ า ไม่เหมาะสมที่จะน าไปใช้
เป็นฟลูออร์เรสเซนส์เซ็นเซอร์ส าหรับไอออนของโลหะ 

4.1.3 อินดิเคเตอร์โลหะ Calconcaroxylic acid  ถึงแม้ว่าให้สัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์สูงแต่ไม่พบ
การเปลี่ยนแปลงเมื่อเติมไอออนของโละจึงไม่เหมาะสมในการเป็นฟลูออร์เรสเซนส์เซ็นเซอร์ส าหรับไอออน
ของโลหะ 

4.1.4 จากการศึกษาปฏิกิริยาการแทนที่ของสารออร์กาโนฟอสฟอรัสกับของสารเชิงซ้อนของอินดิเค
เตอร์โลหะกับไอออนโลหะโดยเทคนิคโดยเทคนิคฟลูออร์เรสเซนส์สเปกโตรเมทรี พบว่า สารเชิงซ้อนของ
โลหะ Calcien และ Calcon และอินดิเคเตอร์สถียรมากหมู่ oxonate ของ DDPV และหมู่ thionate 
ของ CFP ไม่สามารถไปจับกับไอออนของโลหะและปลดปล่อยอินดิเคเตอร์เป็นอิสระได้จึงไม่เกิด
เปลี่ยนแปลงสัญญาณฟลูออร์เรสเซนส์ ระบบที่ท าการศึกษานี้จึงไม่สามารถใช้เป็นฟลูอออร์เรสเซ็นส์
เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มสารออร์กาโนฟอสฟอรัสได้ 

 
4.4 การพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดสารออร์กาโนฟอสฟอรัสด้วยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 

1) อินเคเตอร์ Calcien จ าเพาะต่อ Ca2+ Calcon Calconcarboxylic acid Merexide และ 
Tiron จ าเพาะต่อ Zn2+  

2) อินเคเตอร์ Calcien และ Merexide สามารถใช้เป็น naked eye sensor ส าหรับ Zn2+ ได้ 
3) ระบบของ Calcon กับ Zn2+ ไม่สามารถพัฒนาเป็นตัวตรวจทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์

ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัสได้เนื่องจากมีเสถียรภาพสูง 
4) เคโมเซ็นเซอร์ที่มีกลไกการตรวจวัดแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA  สาร

เชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์กับโลหะควรมีเสถียรภาพปานกลาง และสารเชิงซ้อนของ  analyte กับอินดิเค
เตอร์ต้องมีสถียรภาพสูงเพียงพอที่จะแย่งจับกับโลหะได้ 

5) สารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์โลหะ Calcon กับ Mg2+ สามารถใช้เป็นในเคโมเซ็นเซอร์ที่มี
กลไกการตรวจวัดแบบ indicator-displacement assay หรือ IDA  ส าหรับการตรวจวัดสาร
ออร์กาโนฟอสฟอรัสในระบบเอเควียสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรีและใช้เป็น naked eye 
sensor ส าหรับสารออร์กาโนฟอสฟอรัส เช่น CPF และ DDPV ได ้
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4.5 การศึกษาความเป็นไปได้เพื่อการวิเคราะห์ปริมาณสารเคมีก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัส
โดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี 

1) อัตราส่วนที่เหมาะสมในการใช้สารเชิงซ้อนของอินดิเคเตอร์ calcon กับ Mg2+ เพ่ือใช้เป็นตัว
ตรวจวัดทางเคมีหรือเคโมเซ็นเซอร์ (chemosensor)  ส าหรับสารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-
วิสิเบิลสเปกโตรเมทรี คือ 1:1   

2) จากกราฟมาตรฐานของที่ได้แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ดีกับความเข้มข้นของ
สารละลายออร์กาโนฟอสฟอรัส CPF และ DDPV 0-20 µM โดยให้ค่า correlation coefficient (R2) = 
0.9884 และ 0.9488 ตามล าดับ 

3) Detection limit การใช้สารเชิงซ้อน calcon กับ Mg2+ 1:1 ใน Tris buffer pH = 8 
ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ CPF และ DDPV ในระบบเอเควียส คือ 1.00 และ 3.72 µM ตามล าดับ 

 
4.6 ข้อเสนอแนะ 

1) ท าการศึกษาผลกระทบจากตัวรบกวน (interference) ในการวิเคราะห์ เช่น แอนไอออนชนิด
ต่างๆ 

2) ควรท าการวิเคราะห์เปรียบกับวิธีการวิเคราะห์กลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยใช้เทคนิคอ่ืน 
3) ควรท าการวิเคราะห์หาปริมาณกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสตัวอย่างจริง 
 

4.7 การน าไปใช้ประโยชน์ 
1) การวิเคราะห์สารกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัในระบบเอเควียสด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเทรี 

สามารถได้ระดับต่ าในระดับไมโครโมลาร์ 
2) การวิเคราะห์ปริมาณกลุ่มออร์กาโนฟอสฟอรัสโดยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรเทรี สามารถ

น าไปใช้ในการวิเคราะห์ในน้ าได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการที่ซับซ้อนจึงใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้นและ
สิ้นเปลืองสารเคมีน้อย 
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รายงานสรุปการเงิน 

เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย (NRMS 13 หลัก) 2559A10802095 สัญญาเลขที่ 113/2559 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 

ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2559 

มหาวิทยาลัยบูรพา 

ชื่อโครงการ การพัฒนาเคโมเซ็นเซอร์ส าหรับสารเคมีก าจัดศัตรูพืชออร์กาโนฟอสฟอรัส โดยใช้เทคนิค 
สเปกโตรเมทรี 

ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน (อ./ดร./ผศ./รศ./ศ.) อาจารย์ ดร. เมธินี จามกรธโทก 

รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ (วัน/เดือน/ปี) 1 ตุลาคม 2558 ถึงวันที่ (วัน/เดือน/ปี) 30 กันยายน 2562 

ระยะเวลาดาเนินการ 3 ปี - เดือน ตั้งแต่วันที่ (วัน/เดือน/ปี) 1 ตุลาคม 2562 

รายรับ 

จ านวนเงินที่ได้รับ   220,000 ยาท 

งวดที่ 1 (50%) 110,000  บาท   เมื่อวัน เดือน ปี 24 กุมภาพันธ์ 2559 

งวดที่ 2 (40%)   88,000   บาท   เมื่อวัน เดือน ปี  

งวดที่ 3 (10%)   22,000   บาท   เมื่อวัน เดือน ปี 

รวม 220,000 บาท 

รายจ่าย 

รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินคงเหลือ/
เกิน 1. ค่าตอบแทน 22,000 22,000  

2. ค่าจ้าง 0 0  
3. ค่าวัสดุ 160,000 176,000  
4. ค่าใช้สอย 16,000 0  
5. ค่าครุภัณฑ์ 0 0  
6. ค่าใช้จ่ายอื่น ๆ    
ค่าธรรมเนียมสภาบัน 22,000 22,000  
รวม 220,000 220,000  

 

 

 

      (นางสาวเมธินี จามกระโทก) 

  ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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