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บทคดัย่อ 
 

งานวิจัยนี้นำสารประกอบเชิงซ้อนไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของเมตาไซ

ลีน (Cu2L2) มาศึกษาการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดต่าง ๆ โดยใช้ไพโรแกลลอล เรด เป็นหน่วยให้สัญญาณ

ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 พบว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบ Cu2L2 

และอินดิเคเตอร์ไพโรแกลลอล เรด (pyrogallol red หรือ PGR) มีความจำเพาะในการตรวจวัดกลูตาไธโอน 

เนื่องจากมีเพียงกลูตาไธโอนเท่านั้นที่สามารถเปลี่ยนสีสารละลายของเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] จากสีน้ำเงิน

ไปเป็นสีส้มซึ่งเป็นสีของอินดิเคเตอร์ PGR ขีดจำกัดการตรวจวัดกลูตาไธโอนด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มี

ค่าเท่ากับ 0.85 µM นอกจากนี้ยังสามารถนำเอาเอนเซมเบิลดังกล่าวมาใช้ในการตรวจวัดหาปริมาณกลูตาไธ

โอนในยาประเภทแคปซูลได ้

 

คำสำคัญ :  ไพโรแกลลอล เรด, สารประกอบเชิงซ้อนไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II), กลูตาไธโอน, เอนเซมเบิล 
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Abstract 
 

In this research, the dinuclear copper (II) complex containing m-xylene units (Cu2L2) 

was applied to study the sensing abilities towards anions using Pyrogallol Red (PGR) as sensory 

unit in 10 mM HEPES buffer pH 6. The results demonstrated that the [Cu2L2•PGR] ensemble 

can be able to sense glutathione (GSH) selectively over than other anions, the color of 

[Cu2L2•PGR] change from blue to orange color of PGR in the present of GSH. The detection 

limit of GSH was 0.85 µM. The proposed ensemble was successfully applied to determination 

of glutathione in drug capsule. 

 

Keyword : Pyrogallol Red, dinuclear copper (II) complex, glutathione , ensemble  
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ประกาศคุณูปการ 
 

 โครงการวิจัยนี้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี เนื่องจากได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยตลอดทั้งโครงการ จาก

ทุนอุดหนุนการวิจัย ประเภทเงินรายได้ ประจำปีงบประมาณ พ.ศ. 2563 ของคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย

บูรพา หมายเลขสัญญา SC11/2563 ขอขอบคุณผู้ทรงคุณวุฒิที่ให้การประเมินข้อเสนอโครงการ ขอขอบคุณ

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่และเครื่องมือวิทยาศาสตร์ในการดำเนิน

โครงการวิจัย ขอขอบพระคุณคณาจารย์ผู้เคยให้ความรู้และอบรมสั่งสอนที่ผ่านมาทุกท่าน 

 สุดท้ายนี้ผู้เขียนต้องขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา รวมไปถึงพี่น้องและเพื่อนๆ ทุกคนที่คอยให้

คำแนะนำ และให้กำลังใจตลอดระยะเวลาในการดำเนินโครงการวิจัยนี้ จนสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี  
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ที่มาและความสำคัญของปัญหา 

 ปัจจุบันกลูตาไธโอน (Gluththione หรือ GSH) ได้รับความสนใจจากศาสตร์มากมายหลายแขนง 

เนื่องจากมีบทบาทสำคัญในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (Gaucher et al., 2018) สามารถพบได้ทั่วไปใน

เซลล์ต่างๆ ของร่างกายโดยเฉพาะอย่างยิ่งในเซลล์ตับ  ในภาวะการเกิดโรคหรือภาวะความผิดปกติของร่างกาย

บางอย่าง เช่น โรคพาร์กินสัน โรคอัลไซเมอร์โรคเบาหวาน (Mischley et al., 2016) โรคมะเร็ง (Kennedy et 

al., 2020) การได้รับรังสีสารพิษ สารเคมี โลหะหนักบางชนิด เป็นต้น ภาวะเหล่านี้จะทำให้ร่างกายเข้าสู่ภาวะ

เครียดออกซิเดชั่น (Oxidative stress) ซึ่งจะนำไปสู่การเพิ่มขึ้นของอนุมูลอิสระ กลูตาไธโอนจึงมีความสำคัญ

ในบทบาทของการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น นอกจากนี้ยังมีแนวคิดในการนำกลูตาไธ

โอนมาใช้ในด้านความสวยงามและช่วยให้ผิวขาว  อันเนื่องมาจากได้มีการค้นพบโดยบังเอิญว่าผู้ป่วยโรคมะเร็ง

ระยะสุดท้ายที่ได้รับการฉีดกลูตาไธโอนเพ่ือเพ่ิม ภูมิต้านทานกลับพบว่ามีผิวขาวขึ้นและสีผมอ่อนลง ซึ่งอธิบาย

ไดจ้ากการทีร่่างกายมีปริมาณกลูตาไธโอนสูงกว่าภาวะปกติมีผลยับยั้งเอนไซม์ไทโรซิเนสที่เกี่ยวข้องกับเม็ดสีผิว

ทำให้เม็ดสีผิวเปลี่ยนจากสีน้ำตาลดำเป็น สีขาวชมพู ซึ่งจะมองดูผิวพรรณออกขาวชมพูมากขึ้น  (Villarama 

and Maibach, 2005) แต่ปัจจุบันยังไม่พบงานวิจัยทางการแพทย์ที่น่าเชื่อถือใดๆ ที่สามารถยืนยันได้ว่ากลูตา

ไธโอนสามารถทำให้ผิวขาวขึ้นได้จริง ซึ่งเทคนิคที่นิยมใช้ในการตรวจวัด กลู ตาไธโอน ได้แก่ Resonance 

Elastic Light Scattering (RELS) Spectroscopy (Stobiecka et al., 2010), Electrochemiluminescence 

(ECL) method (Xu et al., 2016) และ High-performance Liquid Chromatography, HPLC) (Yu et 

al., 2016) แต่การตรวจวัดด้วยเทคนิคดังกล่าวนั้นต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง หรือในบางเทคนิคจำเป็นต้อง

อาศัยข้ันตอนในการเตรียมตัวอย่างท่ียุ่งยาก 

ดังนั้นในปัจจุบันนิยมนำเทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสง มาใช้ในการตรวจวัดกลูตาไธโอนซึ่งข้อดีของ

การใช้เทคนิคนี้คือ ตรวจวัดได้ง่ายและรวดเร็ว สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า มีสภาพไวและความจำเพาะที่ดี 

ค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ต่ำ สามารถประยุกต์ใช้ตรวจวัดในภาคสนามและไม่จำเป็นต้องใช้ผู้เชี่ยวชาญในการ

วิเคราะห์ (จอมใจ สุกใส, 2009) 

ในงานวิจัยนี้ได้นำสารประกอบ Cu2L2 มาใช้เป็นหน่วยรีเซบเตอร์ในการตรวจวัดกลูตาไธโอน และใช้

อินดิเคเตอร์ Pyrogallol Red (PGR) ทำหน้าที่เป็นหน่วยให้สัญญาณ ซึ่งโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2, 

PGR และ Glutathione (GSH) แสดงได้ในรูปที่ 1.1 
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รูปที ่1.1 โครงสร้างของ Cu2L2, PGR และ GSH 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการนำสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ PGR มาใช้ในการตรวจวัด 

GSH ด้วยเทคนิคคัลลอริเมตริกเซนเซอร์ 

 

1.3 ขอบเขตการศึกษา 

 1. ศึกษาการนำสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ PGR มาใช้ในการตรวจวัด GSH ด้วยเทคนิค

คัลลอริเมตริกเซนเซอร์ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

2. ศึกษาค่าทางการวิเคราะห์ ได้แก่ ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linear range) และขีดจำกัดของการ 

ตรวจวัด (Limit of detection, LOD) 

3. ศึกษาประสิทธิภาพในการวิเคราะห์กลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูล ด้วยเทคนิคคัลลอริเมตริก

เซนเซอร์ที่พัฒนาขึ้นเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
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1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

 สามารถนำสารประกอบ Cu2L2 มาใช้ในการตรวจวัด GSH โดยใช้เทคนิคคัลลอริเมตริกเซนเซอร์และ

สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัด GSH ในตัวอย่างจริงได ้
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 ทฤษฎีที่เกี่ยวข้อง 

 2.1.1 ความสำคัญของกลูตาไธโอน (ศศิวิมล และคณะ, 2555) 

กลูตาไธโอน (Glutathione) เป็นสารต้านอนุมูลอิสระที ่เซลล์ในร่างกายมนุษย์สามารถ

สังเคราะห์ได้เอง มีคุณสมบัติเป็นโปรตีนชนิดหนึ่ง ทำหน้าที่ปกป้องเนื้อเยื่อไม่ให้ถูกทำลายโดยสารอนุมูลอิสระ

ที่สะสมอยู่ตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย กระตุ้นภูมิคุ้มกันและที่สำคัญยังช่วยตับในการทำลายและขจัดสารพิษ

ออกจากร่างกาย ซึ ่งกลูตาไธโอนประกอบด้วยกรดอะมิโน 3 ตัว ได้แก่ L-cysteine, L-glutamate และ 

glycine ที ่จ ับกับพันธะเปปไทด์ ตามธรรมชาติมี 2 รูปแบบ ได้แก่ reduced glutathione (GSH) และ 

oxidized glutathione (GSSG)  ซ่ึงการตา้นอนุมูลอิสระในร่างกายมนุษย์นั้น GSH จะถูกออกซิไดซ์ด้วยอนุมูล

อิสระ ยกตัวอย่างเช่น เนื้อเยื่อที่อยู่ในภาวะออกซิเดชั่น (oxidation stress) จะเกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

(H2O2) ภายในเนื้อเยื่อ ร่างกายจะอาศัย GSH เข้าไปสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้กลายเป็นโมเลกุลน้ำ โดย 

GSH ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วยอนุมูลอิสระจะกลายเป็นรูป GSSG ดังรูปที่ 2.1 นอกจากนี้ในปัจจุบันได้มีการนำก

ลูตาไธโอนรูปแบบ reduced glutathione (GSH) มาผลิตเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมในรูปยาเม็ดเพื่อเพ่ิม

ความขาวแก่ผู้บริโภค (Moine et al., 2018) ซึ่ง GSH จะเข้าไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไทโร-สิเนส

สำหรับการสังเคราะห์เม็ดสีเมลานิน ด้วยการจับที่บริเวณที่มีทองแดงเป็นส่วนประกอบ และตามประกาศของ

สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาฉบับราชกิจจานุเบกษา 18 ตุลาคม 2549 ที่ได้กำหนดให้ผลิตภั ณฑ์

อาหารเสริมควรมีส่วนประกอบของแอล-กลูต้าไธโอน (L-glutathione) ไม่เกิน 250 มิลลิกรัม และเป็น

ผลิตภัณฑ์ที่แนะนำให้รับประทานได้ไม่เกิน 250 มิลลิกรัม/วัน 
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รูปที่ 2.1 กลไกของ GSH ที่ถูกออกซิไดซ์ไปเป็น GSSG 
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ผลกระทบในระยะสั้นจากการได้รับสารกลูตาไธโอนในปริมาณมาก ได้แก่ ผิวหนังแดง ความ

ดันโลหิตต่ำ หอบหืดเฉียบพลัน (Woelflingseder et al., 2018) และอาจเกิดอาการแพ้ Anaphylactic 

Reaction จากการปนเปื้อนหรือความไม่บริสุทธิ์ของยา นอกจากนี้ในระยะยาวอาจส่งผลทำให้กระบวนการ

ต้านอนุมูลอิสระของร่างกายเสียสมดุล กลายเป็นอนุมูลอิสระกลับมาทำร้ายร่างกายได้ และการที่ร่างกายได้รับ

สารกลูตาไธโอนเป็นเวลานานๆ จะทำให้เม็ดสีเมลานินที่จอตาลดลง ทำให้จอตารับแสง ได้น้อยลง อาจส่งผล

กระทบต่อสายตาได้ในอนาคต และการที่เม็ดสีเมลานินที่ผิวหนังลดลงทำให้ผิวหนังได้รับแสง ultraviolet มาก

ขึ้น ซ่ึงอาจเกิดริ้วรอยเหี่ยวย่นได้ง่ายกว่าเดิมและเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งผิวหนัง 

 

 2.1.2 เคมีซุปราโมเลกุล (Supramolecular chemistry) (จอมใจ สุกใส, 2009) 

  เคมีซุปราโมเลกุลหรือเคมีของโฮสต์กับเกสต์ เป็นการศึกษาการเกิดอันตรกิริยาแบบนอนโควา

เลนท์  (non-covalent bond) ระหว่างโมเลกุลของตัวรับหรือโฮสต์กับโมเลกุลหรือไอออนที่ต้องการตรวจวัด

หรือเกสต์ ตัวอย่างของอันตรกิริยาแบบนอนโควาเลนท์ (non-covalent bond) ได้แก่ พันธะไฮโดรเจน 

(hydrogen bond) แ ร งด ึ ง ด ู ดท า ง ไฟฟ ้ า  (electrostatic interaction) แคท ไอออน -ไพ  (cation- 

interaction) ไพ-ไพ (- interaction) หลักการพ้ืนฐานของเคมีซุปราโมเลกุล แสดงดังรูปที่ 2.2 เมื่อโมเลกุล

ของโฮสต์มาจับกับโมเลกุลของเกสต์แล้ว จะได้ซุปเปอร์ โมเลกุล (supermolecule) เป็นสารผลิตภัณฑ์ ใน

ปัจจุบันความรู้ทางเคมีซุปราโมเลกุลได้ถูกนำมาศึกษา และพัฒนาประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในด้านต่างๆ เช่น 

การพัฒนาในด้านการแพทย์และสาธารณสุข การพัฒนาตัวเร่งในอุตสาหกรรม และพัฒนาทางด้านนาโน

เทคโนโลยี ซึ่งนักเคมีสามารถสังเคราะห์โมเลกุลให้มีโครงสร้างและสมบัติที่เหมาะสมในการนำมาใช้เป็นตัว

ตรวจจับ (chemical receptor) กับไอออนชนิดต่างๆ  
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รูปที่ 2.2 หลักการพ้ืนฐานของเคมีซุปราโมเลกุล (Steed et al., 2009) 

 

  สำหรับโมเลกุลที่นำมาใช้เป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีนั้นต้องประกอบด้วย ส่วนที่สำคัญ 2 ส่วน คือ 

ส่วนที่ทำหน้าที่เป็นตัวรับ (receptor) เพื่อใช้ในการเลือกจับโมเลกุลเกสต์ที่เราสนใจ และอีกส่วนหนึ่งเป็นตัว

ทำหน้าที่ให้สัญญาณ (sensory unit) ซึ่งมีสมบัติทางเคมีที่แตกต่างกันออกไป เช่น ให้สัญญาณทางเคมีไฟฟ้า 

หรือ ให้สีที่แตกต่าง เมื่อโมเลกุลของเกสต์มาจับโมเลกุลโฮสต์โดยเกิดอันตรกิริยาที่ตำแหน่งของตัวรับ ก็จะ

ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณในส่วนที่เป็นตัวให้สัญญาณ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ

ดังกล่าว สามารถตรวจวัดได้โดยใช้เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ เช่น เคมีไฟฟ้า และสเปคโตรโฟโตเมทรี เป็นต้น 

การทำงานของเซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสง แสดงได้ดังรูปที่ 2.3 จากรูปจะเห็นได้ว่าเมื่อโมเลกุลของโฮสต์มีการจับ

กับโมเลกุลของเกสต์จะเกิดการเปลี่ยนแปลงสีในส่วนของหน่วยให้สัญญาณ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เกสต ์

SUPERMOLECULE 

การสังเคราะห ์

(พันธะโควาเลนด์) 

โฮสต์ 

การขนสง่ การเลือกจับ ตัวเร่งปฏิกริิยา 

เคมีซุปราโมเลกลุ 

(SUPRAMOL ECULA CHEMISTRY) 
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รูปที่ 2.3 หลักการทำงานของเซ็นเซอร์ทางเคมเีชิงแสง 

 

 2.1.3 ทฤษฎีการดูดกลืนแสงของเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี (แม้น อมรสิทธิ์ และคณะ, 

2554) 

  เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรีเป็นการศึกษาการดูดกลืนพลังงานของโมเลกุลในช่วง

รังสีอัลตราไวโอเลตและวิสิเบิล อยู่ในช่วงความยาวคลื่น 190-800 nm ซ่ึงเปน็ช่วงคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าที่เรียกว่า

ช่วงยูวี-วิสิเบิล (UV-Visible) และเนียร์อินฟาเรด (near-infrared) เมื่ออะตอมหรือโมเลกุลดูดกลืนโฟตอน 

(พลังงาน) ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน (transition) จากสถานะพลังงานต่ำ หรือที่เรียกว่าสถานะ

พื้น (ground state) ไปสู่สถานะพลังงานสูงหรือที่เรียกว่า สถานะกระตุ้น (excited state) ดังรูปที่ 2.4 โดย

ชนิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานขึ้นอยู่กับพลังงานของโฟตอน เมื่ออิเล็กตรอนดูดกลืนพลังงานโฟตอนของ

แสงย่าน UV-Vis การเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานจะเป็นการเลื่อนอิเล็กตรอนวงนอกสุดของอะตอมหรือโมเลกุล

จากสถานะพื้นไปยังสถานะกระตุ้น แต่ถ้ากรณีอะตอมหรือโมเลกุลนั้นดูดกลืนรังสีย่าน IR พันธะใดพันธะหนึ่ง

ของโมเลกุล จะเกิดการเปลี่ยนแปลงพลังงานโดยการสั่น (vibration) 

เกส

ต์ 

เกส

ต์ต ์

หน่วยให้สัญญาณ 

ตัวรับ 
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                  (ก)                     (ข) 

รูปที่ 2.4 กระบวนการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานของอิเล็กตรอนจากสภาวะพ้ืนไปยังสภาวะกระตุ้น (ก) การ

ดูดกลืนโฟตอน และ (ข) การเปล่งโฟตอนของอะตอมหรือโมเลกุล 

 

  จากรูปที่ 2.4 (ก) แสดงแผนภาพการดูดกลืน (absorption) เมื่อพลังงานโฟตอน (hV) ชนกับ

อะตอมหรือโมเลกุล การดูดกลืนจะเกิดขึ้นได้เมื ่อความแตกต่างของพลังงาน (∆E) ระหว่างสถานะพื้นกับ

สถานะกระตุ้นเท่ากับพลังงานโฟตอน โดยอะตอมหรือโมเลกุลของสารที่สนใจจะถูกกระตุ้นด้วยแหล่งกำเนิด

รังสีแม่เหล็กไฟฟ้าจากภายนอก 

  สเปกโทรสโกปีแบบเปล่งออก (emission spectroscopy) เป็นการวัดพลังงานของรังสี

แม่เหล็กไฟฟ้าที่คายออกมา เมื่ออะตอมหรือโมเลกุลเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน (transition) จาก

สถานะกระตุ้นไปสู่สถานะพื้น ดังรูปที่ 2.4 (ข) แสดงแผนภาพการเปล่งพลังงาน (emission) อะตอมหรือ

โมเลกุลในสถานะกระตุ้นจะปลดปล่อยโฟตอนออกมาแล้วกลับสู่สถานะพื้น การเปล่งพลังงานจะเกิดขึ้นได้เมื่อ

พลังงานโฟตอน (hV) เท่ากับความแตกต่างของพลังงานระหว่างสถานะพ้ืนและสถานะกระตุ้นเช่นเดียวกัน 

 

 2.1.4 การเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน (Electronic transition) ของสารอินทรีย์ (แม้น อมรสิทธิ์ 

และคณะ, 2554) 

สารอินทรีย์เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่สามารถตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคยูวี -วิสิเบิลได้ ซึ่งการเปลี่ยนระดับ

พลังงานที่เกี่ยวข้องกับ σ,π และ n โดยอิเล็กตรอนของโมเลกุลาร์ออร์บิทัลที่เป็นพันธะระหว่างอะตอม C, 

H, N และ O จะพบในสารประกอบอินทรีย์ ลักษณะสเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่ได้นี้ ในบางกรณีจะสามารถ

บอกได้ว่าพีคใดหรือช่วงการดูดกลืนคลื่นแถบใดเป็นของโมเลกุลาร์ออร์บิทัล (Molecular Orbital, MO) ใด 

นอกจากนีค้่าคงที่การดูดกลืนแสง ε (L·mol-1·cm-1) ของแต่ละสาร สามารถคำนวณได้จากค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดทีค่วามยาวคลื่นหนึ่ง ๆ (λ) โดยการเปลี่ยนระดับพลังงานของสารอินทรีย์ จะมีอยู่ 4 แบบ ดังแสดงในรูป

ที่ 2.5 
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รูปที ่2.5 แผนภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานของสารอินทรีย์ 

 

1. การทรานซิชันชนิด σ → σ * เกิดจากการดูดกลืนแสงในช่วง far UV (190-250 nm)  

ซึ ่งมีพลังงานมากพอที่จะทำให้อิเล็กตรอนในพันธะเดี่ยวเปลี่ยนสถานะจาก σ bonding MO ไปยัง σ*     

Anti-bonding MO ดังนั้นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนอิ่มตัวที่มีแต่พันธะเดี่ยวจึงไม่ดูดกลืนแสงในช่วง near 

UV (250-350 nm) ได ้

2. การทรานซิชันชนิด n → σ* เป็นการกระตุ้นอิเล็กตรอนที่ไม่เกิดพันธะของอะตอม O, 

N, S และ Cl ใน non-bonding MO ไปยัง Anti-bonding σ* MO 

3. การทรานซิชันจาก n → π* เกิดจากอิเล็กตรอนใน non- bonding MO เปลี่ยน 

สถานะไปอยู่ที่ระดับพลังงานสูงขึ้น Anti-bonding π* MO เป็นการดูดกลืนแสงในช่วงพลังงานต่ำ ส่วนใหญ่

เกิดกับสารประกอบอนิทรีย์ที่มีอะตอมหลายชนิด และเป็นสารประกอบที่มีพันธะคู่ และอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว 

4. การทรานซิชันจาก π →  π* เกดิจากอิเล็กตรอนเปลี่ยนสถานะจาก π -bonding  

MO ไปยัง Anti-bonding π* MO การทรานซิชันชนิดนี้ต้องมีหมู่หรือพันธะที่ไม่อ่ิมตัว 

  

 2.1.5 อิทธิพลที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเฉดสี (แม้น อมรสิทธิ์ และคณะ, 2554) 

สีที่เกิดจากการคายพลังงานแสงที่อิเล็กตรอนดูดเข้าไป จากสภาวะกระตุ้นสู ่สภาวะพ้ืน 

โดยสารแต่ละชนิดมีสีที ่แตกต่างกันได้เพราะมีการดูดและคายพลังงานของอิเล็กตรอนไม่เท่ากัน และให้

สเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่แตกต่างกันขึ้นกับลักษณะโครงสร้างของโมเลกุล โดยเมื่อเกิดการเปลี่ ยนแปลง

โครงสร้างโมเลกุลของสาร จะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสง และปริมาณการดูดกลืนแสง 
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รวมถึงความเข้มของสี ซึ่งสิ่งเหล่านี้ส่งผลถึงสีที่ปรากฏให้เห็น โดยอิทธิพลที่ทำให้มีการเปลี่ยนแปลงความยาว

คลื่นของสาร คือ 

  อิทธิพลที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเฉดสี แบ่งเป็น 2 ประเภท ดังนี้ 

  1. Bathochromic (red shift) คืออิทธิพลที่ทำให้โมเลกุลดูดกลืนแสงเลื่อนไปทางความยาว

คลื่นยาวขึ้น (𝜆max เพ่ิม) 

2. Hypsochromic (blue shift) คืออิทธิพลที่ทำให้โมเลกุลดูดกลืนแสงเลื่อนไปทางความ 

ยาวคลื่นสั้นลง (𝜆max ลด) 

และอิทธิพลที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงความเข้มสี แบ่งเป็น 2 ดังนี้ 

1. Hyperchromic คืออิทธิพลที่ทำให้โมเลกุลดูดกลืนแสงเพ่ิมข้ึน (εmax เพ่ิม) 

2. Hypochromic คืออิทธิพลที่ทำให้โมเลกุลดูดกลืนแสงลดลง (εmax ลด)  

 
รูปที่ 2.6 การเปลี่ยนแปลงความยาวคลื่นที่ดูดกลืนแสง และปริมาณการดูดกลืนแสงจากการเปลี่ยนแปลง

โครงสร้างทางเคมีของโมเลกุลของสาร 

 

2.1.6 กฎของบียร์-แลมเบิร์ต (Beer and Lambert’s Law) (วิสุทธิ ์ กังวานตระกูล , 2546)          

  กฎของแลมเบิร์ต (Lambert’s law) กลาววา “ถ้าเพิ่มความกว้างของของระยะทางที่แสง

เดินทางผานสารละลาย คาการดูดกลืนแสงจะมากขึ้นตามอยางเปนสัดสวน” สรุปคือ คาดูดกลืนแสงของ

สารละลายจะแปรผันตามความกวางของสารละลายที่แสงผาน 

  กฎของเบียร์ (Beer’s law) กล่าวว่า “ถาสารละลายมีความเขมขนมากข้ึนคาดูดกลืนแสงของ

สารละลายจะมากขึ้นตามความเขมขนที่เพิ่มขึ้น ในทางกลับกันถาสารละลายมีความเขมขนลดลงคาการ

ดูดกลืนแสงจะลดลงเชนกัน” สรุปคือ คาดูดกลืนแสงของสารละลายจะแปรผันตรงกับความเข้มขนของ

สารละลาย 
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เมื่อรวมกฎของเบียร์กับกฎของแลมเบิร์ตจะได้ว่า ปริมาณความเข้มของแสงที่ถูกดูดกลืน จะ

ขึ้นอยู่กับทั้งความเข้มข้นของสารละลายและความหนาของสารละลายที่ลําแสงต้องผ่าน เรียกว่า “กฎของเบียร์

และแลมเบิร์ต” (Beer and Lamberts’ law) 

 

A=𝜀bc                                                       (2.1) 

 

เมื่อ A = ค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 

   𝜀 = ค่า molar absorptivity (L•mol-1•cm-1) 

b = ความหนาของตัวกลางที่แสงผ่าน (cm) 

c = ความเข้มข้นของสารดูดกลืน (mol/L) 

 

จากสมการที่ 2.1 เรียกสั้นๆ ว่า กฎของเบียร์ (Beer’s law) สามารถใช้คำนวณค่าสภาพ 

ดูดกลืน เป็นโมลาร์ (molar absorptivity) ของสปีชีส์ที่สามารถดูดกลืนแสงได้ ในกรณีที่ทราบความเข้มข้น

ของสปีชีส์นั้น ๆ หรือในทำนองกลับกัน กฎของเบียร์สามารถใช้หาความเข้มข้นของสปี ชีส์เมื่อทราบสภาพ

ดูดกลืนเป็นโมลาร์ (𝜀) และความหนาของตัวกลาง (b) 

หลักการดูดกลืนแสงของสารใดๆ ตามกฎของเบียร์เป็นดังนี้ 

1. รังสีเป็นรังสีชนิดลำแสงขนาน และความยาวคลื่นเดี่ยว (parallel monochromatic  

radiation) 

2. รังสีตั้งฉากกับพ้ืนผิว 

3. สารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน (homogeneous solution) และต้องไม่ทำให้เกิดการ 

กระเจิงแสง 

4. ใช้สารละลายมีความเข้มข้นที่เจือจาง (น้อยกว่า 0.01 mol/L) 

 

2.2 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

Uttam R. Pokharel และคณะ ศึกษาปฏิกิริยารีดักชันของคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) เพื่อให้ได้ออก

ซาเลต (oxalate) ในรูปอิสระโดยใช้สารประกอบเชิงซ้อน Cu2L2 ซึ่งในการเกิดปฏิกิริยามีทั้งหมด 3 ขั้นตอน 

โดยในขั้นตอนแรก Cu2+ ไอออน (1 or 2) ในสารประกอบเชิงซ้อน Cu2L2 จะถูกรดีิวซ์ไปเป็น Cu+ ไอออน (3) 

โดยใช้ Soduim ascorbate เป็นตัวออกซิไดซ์ ซึ่งสารประกอบเชิงซ้อนที่ได้จะเกิดปฏิกิริยากับ CO2 ในอากาศ 
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ทำให้อะตอมคอปเปอร์ทั้ง 2 อะตอมเกิดการจับกับไอออนออกซาเลต (4) จากนั้นไอออนออกซาเลตจะถูก

ปล่อยออกมาในรูปของกรดออกซาลิกด้วยการเติมกรด นอกจากนี้ยังได้สารประกอบเชิงซ้อน Cu2+ ไอออน

กลับมาดังเดิม ตามกลไกในรูปที่ 2.7 ซึ่งในงานวิจัยนี้ถือว่าประสบความสำเร็จในการนำสารประกอบเชิงซ้อน 

Cu2L2 มาใช้จับไอออนออกซาเลต  

 

 
 

รูปที่ 2.7 ขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และโครงสร้างของสารประกอบ 

Cu2L2 

 

Jun Feng Zhang และคณะ (Duan  et al., 2012) ได้ทำการสังเคราะห์อนุพันธ์ rhodamine B ที่มี

หมู่ 1,8-naphthyridine เป็นองค์ประกอบ (1)  จากการศึกษาพบว่าสารประกอบ 1 สามารถเกิดเป็นสาร

เชิงซ้อนกับ Cu2+ ไอออนได้ในระบบตัวทำละลาย EtOH-HEPES buffer (3:7 v/v) ความเข้มข้น 0.02 M pH 

7.4 โดยมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 562 nm และสีของสารละลายเปลี่ยนจากใสไม่มีสีเป็นสี

ชมพู เนื่องมาจากการเปิดวงของ rhodamine B จากนั้นเมื่อนำสารเชิงซ้อน 1-Cu2+ มาศึกษาความจำเพาะกับ

กรดอะมิโนชนิดต่างๆ ในระบบตัวทำละลายเดียวกัน พบว่ามีเพียงแค่ Cys, Hcy และ GSH ที่ส่งผลให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 562 nm ลดลง และสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีชมพูไปเป็นใสไม่มีสี ดังแสดงใน

รูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8 (A) กลไกของ 1-Cu2+ และ Cys/Hcy/GSH  (B) สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลาย 1-Cu2+  

ที่มีกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ในตัวทำละลาย EtOH-HEPES buffer (3:7 v/v) ความเข้มข้น 0.02M pH 

7.4 

 

 Xiaoding Lou และคณะ (Lou et al., 2014) ได้ทำการออกแบบและสังเคราะห์อนุพันธ์ของ TPE 

ให้ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน TPE-DCV เพื่อนำไปเป็นตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ที่ใช้ในการตรวจวัด GSH  

ในระบบตัวทำละลายผสม H2O/ethanol (68:32, v/v) ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเมื่อกระตุ้นสารละลายที่

ความยาวคลื่น 415 nm ไม่ปรากฎสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของสารประกอบ TPE-DCV แต่เมื่อทำการเติม 

GSH ลงไปในสารละลาย TPE-DCV  และกระตุ้นสารละลายที่ความยาวคลื่น 415 nm จะปรากฏสัญญาณ

ฟลูออเรส-เซนต์ที่ความยาวคลื่น 523 nm ในขณะที่กรดอะมิโนอื่น ๆ ทั้งหมดรวมถึง Cys และ Hcy ไม่ทำให้

เกิดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่นดังกล่าวแต่อย่างใด ดังแสดงในรูปที่ 2.9 นอกจากนี้ยังได้นำระบบ

การตรวจวัด GSH ดังกล่าวไปประยุกต์ใช้เป็นตัวตรวจวัด GSH ในเซลล์สิ่งมีชีวิตได้อีกด้วย 
 

 

 

 

 

(A) 
(B) 
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รูปที่ 2.9 (A) ความจำเพาะของ TPE-DCV ต่อ GSH (B) สเปกตรัมฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย TPE-DCV 

ที่มีกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ในตัวทำละลายผสม H2O/ethanol (68:32, v/v) และ (C) ปฏิกิริยาของ 

TPE-DCV กับ thiol 

 

Yichao Wan และคณะ (Wan et al., 2019) ได้ทำการสังเคราะห์สารประกอบ ADS ขึ ้นมา เพ่ือ

นำไปเป็นตัวตรวจวัดฟลูออเรสเซนซ์ที่ใช้ในการตรวจวัด GSH ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์เซนเซอร์แบบกลไก 

PET ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเมื่อกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 550 nm พบว่าสารประกอบ ADS ในตัวทำ

ละลาย PBS/CH3CN  (8/2 V/V, pH 7.4) ให้สัญญาณที่ต่ำ แต่เมื่อทำการเติม GSH ลงไปในสารละลาย ADS 

ส่งผลให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์เพ่ิมข้ึนที่ความยาวคลื่น 630 nm ดังแสดงในรูปที่ 2.10 การตรวจวัด GSH ใน

ระบบนี้มีช่วงความเป็นเส้นตรงเท่ากับ 1-6 mM และมีขีดจำกัดการตรวจวัด 13.1 µM แต่อย่างไรก็ตามจาก

งานวิจัยนี้ยังคงพบการรบกวนของ Cys ที่ความยาวคลื่นเดียวกัน นอกจากนี้ยังได้มีการนำไปประยุกต์ใช้เป็นตัว

ตรวจวัด GSH ในเซลล์สิ่งมีชีวิต ซึ่งถ้าในเซลล์มี GSH อยู่จะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์สีแดงออกมา 
 

 

(A) (B) 

(C) 
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รูปที่ 2.10 โครงสร้างของสารประกอบ ADS และสเปกตรัมฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย ADS ที่ม ี      แอน

ไอออนชนิดต่างๆ ในตัวทำละลาย PBS/CH3CN  (8/2 V/V, pH 7.4) 
 

Pinyi Ma และคณะ (Liang  et al., 2019) ได้ทำการสังเคราะห์สารประกอบ EQR-S เพื่อนำไปเป็น

ตัวตรวจวัด GSH ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซ้นซ์เซนเซอร์ย่านใกล้อินฟาเรดแบบกลไก ICT ผลการศึกษาแสดงให้

เห็นว่าสารประกอบ EQR-S ในตัวทำละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 50 mM pH 7.4 มีความจำเพาะกับ 

GSH เมื่อทำการกระตุ้นที่ความยาวคลื่น 585 nm จะมีการให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์สีแดงที่ความยาวคลื่นที่ 

728 nm ดังแสดงในรูปที่ 2.11  การตรวจวัด GSH ในระบบนี้มีช่วงความเป็นเส้นตรงอยู่ที ่ 0-5 µM และ

ขีดจำกัดในการตรวจวัดเท่ากับ 69 nM  นอกจากนี้ในงานวิจัยยังได้นำไปประยุกต์ใช้เพื่อตรวจวัด GSH ใน

เซลล์สิ่งมีชีวิตภายใต้อุณหภูมิสูง ซึ่งจะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์สีแดง 

 

    
 

รูปที่ 2.11 โครงสร้าง EQR-S และกราฟความเข้มฟลูออเรสเซนซ์ของ EQR-S ใน HEPES buffer ความเข้มข้น 

50 mM pH 7.4 ท ี ่ ท ำการ เต ิ มแอน ไอออนช น ิ ดต ่ า ง ๆล ง ไป  (1=GSH, 2=Cys, 3=Hcy, 

4=glycine,5=leucine, 6=alanine, 7=tyrosine, 8=proline, 9=methionine, 

10=glutamine, 11=tryptophan, 12=OCl-, 13=H2O2, 14=OH) 

 

ADS 

EQR-S 
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Liguo Ji และคณะ (He et al., 2019) ได้ทำการสังเคราะห์สารประกอบเชิงซ้อน L-Cu2+ จากอนุพันธ์

ของคู-มารินเพ่ือเป็นตัวตรวจวัด GSH ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนซ์เซนเซอร์ ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า

สารประกอบเชิงซ้อน L-Cu2+ ในตัวทำละลาย CH3CN:HEPES buffer (3/2 v/v) pH 7.2-7.4 ให้สัญญาณ

ฟลูออเรสเซนซ์ที่ต่ำ แต่เมื ่อทำการเติม GSH ลงไปในสารละลายสารประกอบเชิงซ้อน L-Cu2+ ส่งผลให้

สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์เพิ่มขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 2.12  เมื่อพิจารณาสเปกตรัมฟลูออเรสเซนซ์ Cys และ Hcy 

ก็ให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์ที่เพิ่มขึ้นเช่นเดียวกัน การตรวจวัด GSH ในระบบนี้มีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-30 

µM และมีขีดจำกัดในการตรวจวัด 0.12 µM นอกจากนี้ในงานวิจัยยังได้นำไปประยุกต์ใช้เพ่ือตรวจวัด GSH ใน

เซลล์สิ่งมีชีวิต ซึ่งถ้าในเซลล์มี GSH จะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนซ์สีเขียวเข้มขึ้นจากเดิมที่เมื่อมีแค่สารประกอบ

เชิงซ้อน L-Cu2+   

                                                                           
 

รูปที่ 2.12 โครงสร้าง L-Cu2+และสเปกตรัมฟลูออเรสเซนซ์ของสารละลาย L-Cu2+ ที่มีแอนไอออนชนิดต่างๆ 

ในตัวทำละลาย CH3CN/HEPES  (3/2 V/V, pH 7.2-7.4) 

 

L-Cu2+ 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนนิการทดลอง 

 

3.1  เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1. เครื่องระเหยตัวทำละลายแบบลดความดัน (Heiddolph Laborota 4000 efficient)    

2. ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรมิเตอร์ (Agilent 8453) 

3. ฟลูออเรสเซ้นซ์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Agilent Cary Eclipse) 

4. เครื่องวัดค่า pH (Mettler toledo) 

5. นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปคโตรมิเตอร์ (Bruker 400 MHz Ultra shield AVANCE III 

HD 400) 

 

3.2 สารเคมี 

1. Acetonitrile     C2H3N        A.R.Grade (QRec) 

2. Adenosine 5’-diphosphate  C10H15N5O10P2      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

3. Adenosine 5’-monophosphate  C10H14N5O7P      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

4. Adenosine 5’-triphosphate disodium C10H16N5O13P3      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

5. Disodium DL-malate Hydrate  C4H4Na2O5•H2O      A.R.Grade (TCI) 

6. Disodium Fumarate   C4H2Na2O4      A.R.Grade (TCI) 

7. Disodium glutarate   C5H6Na2O4      A.R.Grade (TCI) 

8. Disodium hydrogen phosphate  Na2HPO4      A.R.Grade (May & Baker) 

9. Disodium L-(+)-tartrate Dihydrate C4H4Na2O6•2H2O   A.R.Grade (TCI) 

10. Disodium malonate   C3H2Na2O4      A.R.Grade (TCI) 

11. Disodium succinate Hexahydrate C4H4Na2O4•6H2O   A.R.Grade (TCI) 

12. Disodium terephthalate  C8H4Na2O4      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

13. Glutathione, Reduced, Free Acid C10H17N3O6S      A.R.Grade (MERCK) 

14. L-Aspartic acid    C4H7NO4      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

15. L-Glutamic acid   C5H9NO4      A.R.Grade (MERCK) 

16. L-Histidine    C6H9N3O2      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 
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17. Pyrogallol Red    C19H12O8S      A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

18. Sodium acetate   C2H3NaO2      A.R.Grade (TCI) 

19. Sodium citrate dihydrate  C6H5Na3O7•2H2O   A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

20. Sodium cyanide   NaCN       A.R.Grade (MERCK) 

21. Sodium DL-lactate (60% in water) C3H5NaO3      A.R.Grade (TCI) 

22. Sodium formate   CHNaO2      A.R.Grade (TCI) 

23. Sodium glycolate   C2H3NaO3      A.R.Grade (TCI) 

24. Sodium L-ascorbate   C6H7NaO6      A.R.Grade (MERCK) 

25. Sodium pyrophosphate  Na(P2O7)4       A.R.Grade (Sigma Aldrich) 

26. Sodium triphosphate   Na5P3O10      A.R.Grade (MERCK) 

27. Sodium oxalate   Na2C2O4      A.R.Grade (CARLO ERBA) 

28. Urea     CO(NH2)2      A.R.Grade (QRec) 

29. น้ำเกลือ NSS 0.9% ยี่ห้อ GHP 
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 3.3 การสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2  

            

BrBr

DMF/H2O, stir 20 h

NaN3, Na2CO3, CuSO4

Ascorbic acid

N+

NH3/EDTA

N N

N

NN

N

N N

L

CuCl2

CH3CN, CHCl3
stir 3 h

Cu

Cu

Cl

N

N

N N

NN

N

N

N
NN

N
N

N

N

Cl2

Cl

Cu2L2  
รูปที ่3.1 แผนภาพการสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 

 

สำหรับสารประกอบ Cu2L2 ทำการสังเคราะห์ตามกระบวนการในงานวิจัยของ Pokharel และคณะ 

(Pokharel et al., 2013) โดยขั ้นแรกทำการเตรียมสารประกอบลิแกนด์ L โดยทำการละลาย α,α’-

dibromo-m-xylene (792 mg, 3.0 mmol) ในตัวทำละลายผสมระหว่าง DMF/H2O ในอัตราส่วน 4:1 

ปริมาตร 15 mL จากนั้นเติม NaN3 (410 mg, 6.30 mmol) ตามด้วย Na2CO3 (312 mg, 3.0 mmol), 

CuSO4·5H2O (300 mg, 1.2 mmol), ascorbic acid (420 mg, 2.4 mmol) และ 2-ethynylpyridine (640 

mg, 6.0 mmol) ทำการคนสารละลายผสมที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นทำการเติมสารละลาย 

NH3/EDTA (Na2H2EDTA·2H2O 2 g ใน 28% aqueous 5 mL และปรับปริมาตรเป็น 100 mL ด้วย H2O) 

ลงในสารละลายผสมดังกล่าว ทำการสกัดสารละลายผสมด้วย chloroform (2 x 100 mL) และเก็บชั้นตัวทำ

ละลายอินทรีย์มากำจัดน้ำด้วย Anhydrous MgSO4 ทำการระเหยตัวทำละลายออกแล้วตกผลึกจะได้ของแข็ง

สีขาว จากนั้นทำการกรองผลึกและล้างผลึกด้วย diethyl ether เย็น จะได้ลิแกนด์ L (910 mg, 77%)  
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 เมื่อได้ลิแกนด์ L แล้วจะนำมาเตรียมสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 โดยทำการละลายลิแกนด์ L 

(200 mg, 0.51 mmol) ใน Chloroform (25 mL) จากนั้นค่อยๆ หยดลานละลายลิแกนด์ L ดังกล่าวลงใน

สารละลายของ CuCl2.2H2O (86 mg, 0.51 mmol) ใน CH3CN (25 mL) ทำการคนสารละลายผสมเป็นเวลา 

3 ชั่วโมง จะเกิดของแข็งสีเขียวขึ้น ทำการกรองของแข็งดังกล่าวและล้างด้วย CH3CN และ CHCl3 ตามลำดับ 

จะได้สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 (242 mg, 90.2%) 

  

3.4 การเตรียมสารละลาย HEPES buffer ความเข้มขน้ 10 mM pH 6 

 ชั่ง 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazynyl]-ethanesulfonic (HEPES) Acid น้ำหนัก 1.1940 กรัม  

ละลายด้วยน้ำปริมาตร 400 มิลลิลิตร วัดค่า pH ของสารละลาย HEPES buffer ด้วยเครื่อง pH meter ทำ

การปรับค่า pH ด้วยสารละลาย NaOH จนสารละลาย HEPES buffer มีค่า pH เท่ากับ 6 จากนั ้นเท

สารละลาย HEPES buffer (pH 6) ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ำ จะได้

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

 

3.5 การศึกษาความจำเพาะในการตรวจวัดแอนไอออนชนิดต่างๆ ของเอนเซมเบิลที ่เตร ียมจาก

สารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

 3.5.1 การเตรียมสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  ชั่งสาร Cu2L2 น้ำหนัก 4.23 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตรจนถึงขีดบอก

ปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความเข้มข้น 

800 µM ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย 

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2ความเข้มข้น 20 

µM 

 3.5.2 การเตรียมสารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่ง PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ
เข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ
ไดส้ารละลาย PGR ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 800 µM มา 2.50 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ
เข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM 
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 3.5.3 การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ชั่งแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ตามน้ำหนักที่แสดงไว้ในตารางที่ 3.1 ละลายด้วยน้ำใส่ลงในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลายแอนไอออนชนิดต่างๆ ความ
เข้มข้น 10 mM จากนั้นปิเปตสารละลายแอนไออนชนิดต่าง ๆ จากความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 1.00 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ
เข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 1 mM 
 
ตารางท่ี 3.1 น้ำหนักและปริมาตรของแอนไออนชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในการเตรียมสารละลาย 

ลำดับที่ ชนิดของแอนไอออน มวลโมเลกุล (g/mol) น้ำหนัก (มิลลิกรัม) 

1 Na2HPO4 141.96 14.20 

2 Na(P2O7)4 265.9 26.59 

3 NaTPP 367.86 36.79 

4 AMP 391.18 39.12 

5 ADP 427.20 42.72 

6 ATP 551.14 55.11 

7 NaCN 49.01 4.90 

8 Sodium oxalate 133.998 13.40 

9 Glutathione 307.3 30.73 

10 Sodium L-ascorbate 198.11 19.81 

11 Sodium acetate 82.03 8.20 

12 L-Aspartic acid  133.10 13.31 

13 Sodium citrate dihydrate 294.10 29.41 

14 Sodium formate 68.01 6.80 

15 Sodium fumarate dibasic 160.04 16.00 

16 L-Glutamic acid 147.13 14.71 

17 Disodium glutarate 176.08 17.61 

18 Sodium glycolate 98.03 9.80 

19 Lactic acid 90.089 9.01 
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ตารางท่ี 3.1 (ต่อ) น้ำหนักและปริมาตรของแอนไออนชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ในการเตรียมสารละลาย 

ลำดับที่ ชนิดของแอนไอออน มวลโมเลกุล (g/mol) น้ำหนัก (มิลลิกรัม) 

20 Sodium malate 178.05 17.81 
21 Disodium malonate 148.02 14.80 

22 Disodium succinate 162.052 16.21 

23 Sodium tartrate 194.05 19.41 

24 Disodium terephthalate 210.09 21.01 

25 L-Histidine 155.16 15.52 

26 Urea 60.06 60.06 

25 L-Histidine 155.16 15.52 

26 Urea 60.06 60.06 

 
3.5.4 วิธีการทดลอง 

ปิเปตสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้ว และปิ

เปตสารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 100.00 ไมโครลิตร (0.10 มิลลิลิตร) ลงในขวดแก้ว

ดังกล่าว คนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นปิเปตสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 

1 mM ปริมาตร 350.00 ไมโครลิตร (0.35 มิลลิลิตร) ลงไปในขวดแก้วที ่มีสารละลาย [Cu2L2•PGR] คน

สารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 3 นาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเชิงซ้อน [Cu2L2•PGR] ใน

สภาวะที่มีแอนไอออนชนิดต่าง ๆ อยู่ในระบบ 

ในการพิจารณาว่าสารละลาย [Cu2L2•PGR] ว่ามีความจำเพาะต่อแอนไอออนชนิดใดนั้น 

นอกจากการสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายแล้ว ยังสามารถทำได้โดยการสังเกตว่าแอนไอออนชนิดใด

ที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสเปกตรัมมากที่สุด โดยนำสารละลาย [Cu2L2•PGR] ในขณะที่ยังไม่เติม

สารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ และในขณะที่เติมแล้ว นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 250-

900 nm จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความยาวคลื่น 
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3.6 การหาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเค-เตอร์ PGR โดย

ใช้เทคนิคยูวี-วิสเิบิลไทเทรชัน 

3.6.1 เตรียมสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ชั ่งสารประกอบ Cu2L2 น้ำหนัก 3.70 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย 

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 แล้วถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึง

ขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 700 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความ

เข้มข้น 700 µM ปริมาตร 2.86 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2 ที่

ความเข้มข้น 400 µM  

 

3.6.2 เตรียมสารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ชั่งสาร PGR น้ำหนัก 1.60  มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 

0.50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ

เข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น   20 µM 

 

3.6.3 วิธีการทดลอง 

  ปิเปตสารละลาย PGR ที่มีความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในคิวเวทและทำการ

วัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นทำการไทเทรตด้วยสารละลายสารประกอบเชิงซ้อน Cu2L2 ความเข้มข้น 400 

µM ครั้งละ 5.00 ไมโครลิตร (0.05 equivalent) คนสารละลายเป็นเวลา 1 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี นำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง

และความยาวคลื่น 

 

3.7 การหาอัตราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR โดยวิธี Job’s method 

3.7.1 การเตรียมสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  เตรียมเหมือนข้อ 3.5.1 

 

 



24 

 

3.7.2 การเตรียมสารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

  ชั่งสาร PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย PGR ทีค่วามเข้มข้น 400 µM ปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 5.00 

มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ

เข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM 

 

3.7.3 วิธีการทดลอง 

  บรรจุสารละลาย Cu2L2 และสารละลาย PGR จากข้อ 3.6.1 และ 3.6.2 ลงในบิวเรต จากนั้น

ทำการไขสารละลายทั้งสองชนิดลงในขวดวัดปริมาตร 10.00 มิลลิลิตร ปริมาตรที่ไขดังแสดงในตารางที่ 3.2 

เขย่าให้เข้ากันเป็นเวลา 1 นาที และนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm จากนั้นนำข้อมูลมา

สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm กับเศษส่วนโมลของ 

Cu2L2 

 

ตารางที่ 3.2 สภาวะการทดลองสำหรับการหาอัตราส่วนในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง  Cu2L2 กับ 
PGR 

 

ขวดที่ ปริมาตร 20 µM Cu2L2 

(มิลลิลิตร) 
ปริมาตร 20 µM PGR 

(มิลลิลิตร) 
เศษส่วนโมลของ Cu2L2 

1 0 10.00 0 
2 1.00 9.00 0.1 
3 2.00 8.00 0.2 
4 3.00 7.00 0.3 
5 4.00 6.00 0.4 
6 5.00 5.00 0.5 
7 6.00 4.00 0.6 
8 7.00 3.00 0.7 
9 8.00 2.00 0.8 
10 9.00 1.00 0.9 
11 10.00 0 1 
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3.8 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กับ GSH โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

3.8.1 การเตรียมเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร 

ชั่งสาร Cu2L2 น้ำหนัก 4.23 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความเข้มข้น      800 µM 

มา 2.50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนเกือบถึงขีดบอกปริมาตร  

ชั่ง PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม  ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer  

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย PGR มีความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 800 µM 

ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ลงไปในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย Cu2L2 อยู่ ปรับปริมาตร

ด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลายเอนเซม

เบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM  

 

3.8.2 การเตรียมสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 10 มิลลิลติร 

  ชั่ง Glutathione น้ำหนัก 15.365 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอก

ปริมาตร จะได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 10 mM จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH จากความเข้มข้น 10 

mM ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM 

 

3.8.3 วิธีการทดลอง 

  ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ  Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM 

ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในคิวเวทและทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH ความ

เข้มข้น 1 mM ครั้งละ 0.025 มิลลิลิตร (0.625 equivalent) ลงในคิวเวทที่มีสารละลาย [Cu2L2•PGR] และ

ทำการปรับปริมาตรให้ปริมาตรรวมเท่ากับ 0.350 มิลลิลิตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 

mM pH 6 คนสารละลายให้เข้ากัน จับเวลา 3 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทุกครั้งที่มีการเติมสารละลาย 
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GSH ลงไป จนกระทั ่งไทเทรตครบ 0.35 มิลล ิล ิตร (8.75 equivalent) นำข้อมูลที ่ ได ้มาสร ้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความยาวคลื่น 

 

ตารางที่  3.3 สภาวะการทดลองสำหร ับการศึกษาการเก ิดสารประกอบเช ิงซ ้อนระหว ่าง GSH กับ 
[Cu2L2•PGR] 

 
ครั้งที ่ ปริมาตร 20 µM 

[Cu2L2•PGR] 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตร 1 mM 
GSH  

(มิลลิลิตร) 

จำนวนโมล 
[Cu2L2•PGR] 

 

จำนวนโมล 
GSH 

อัตราส่วนโมลของ 
GSH ต่อโมลของ
[Cu2L2•PGR] 

1 2.00 0 4x10-8 0 0 
2 2.00 0.025 4x10-8 2.50x10-8 0.625 
3 2.00 0.050 4x10-8 5.00x10-8 1.250 
4 2.00 0.075 4x10-8 7.50x10-8 1.875 
5 2.00 0.100 4x10-8 1.00x10-7 1.875 
6 2.00 0.125 4x10-8 1.25x10-7 2.500 
7 2.00 0.150 4x10-8 1.50x10-7 3.750 
8 2.00 0.175 4x10-8 1.75x10-7 4.375 
9 2.00 0.200 4x10-8 2.00x10-7 5.000 
10 2.00 0.225 4x10-8 2.25x10-7 5.625 
11 2.00 0.250 4x10-8 2.50x10-7 6.250 
12 2.00 0.275 4x10-8 2.75x10-7 6.875 
13 2.00 0.300 4x10-8 3.00x10-7 7.500 
14 2.00 0.325 4x10-8 3.25x10-7 8.125 
15 2.00 0.350 4x10-8 3.50x10-7 8.750 
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3.9 การศึกษาการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโต

เมทรีภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนและปราศจากออกซิเจน 

3.9.1 ศึกษาการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตร

โฟโตเมทรีภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจน 

3.9.1.1 การเตรียมเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้ม- 

ข้น 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ชั่งสาร Cu2L2 น้ำหนัก 4.23 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย  

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีด

บอกปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความ

เข้มข้น 800 µM ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 เล็กน้อย 

   ชั่ง PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอก

ปริมาตร จะได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 800 

µM ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ลงไปขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตรที่มีสารละลาย Cu2L2 อยู่ ปรับปริมาตร

ด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร 

3.9.1.2 การเตรียมสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 10 มิลลลิิตร 

เตรียมเหมือนข้อ 3.7.2 

 

3.9.1.3 วิธีการทดลอง 

  ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 

20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในคิวเวทแล้วทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH 

ความเข้มข้น 1 mM 0.35 มิลลิลิตร ลงในคิวเวทที่มีสารละลาย [Cu2L2•PGR] คนสารละลายให้เข้ากัน นำไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงทุก ๆ 30 วินาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย และนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้

ไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา (นาท)ี 
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3.9.2 ศึกษาการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตร

โฟโตเมทรีภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน 

3.9.2.1 การเตรียมเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้ม- 

ข้น 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

ชั่งสาร Cu2L2 น้ำหนัก 3.17 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย  

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีด

บอกปริมาตร จะได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 600 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความ

เข้มข้น 600 µM ปริมาตร 0.67 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย

สารละลาย HEPES buffer ความเขม้ข้น 10 mM pH 6 เล็กน้อย 

ชั่ง PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES  

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอก

ปริมาตร จะได้สารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 400 

µM ปริมาตร 1.00 มิลลิลิตร ลงไปขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตรที่มีสารละลาย Cu2L2 อยู่ ปรับปริมาตร

ด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลายเอนเซม

เบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 40 µM 

ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น  

40 µM ปริมาตร 5.00 มิลลิลิตร ลงในขวดวัดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนเกือบถึงขีดวัดปริมาตรและนำสารละลาย [Cu2L2•PGR] ไปกำจัด

ออกซิเจนโดยการพ่นแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้

สารละลาย [Cu2L2•PGR] ความเข้มข้น 20 µM 

 

3.9.2.2 การเตรียมสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 25 มิลลลิิตร 

   ชั่ง Glutathione น้ำหนัก 15.365 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย 

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตร

จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 10 mM จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH จากความ

เข้มข้น 10 mM ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วย

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงเกือบขีดบอกปริมาตรและนำสารละลาย GSH 

ไปกำจัดออกซิเจนโดยการพ่นแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM 
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3.9.2.3 วิธีการทดลอง 

ปิเปตสารละลาย GSH ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 1.75 มิลลิลิตร ใส่ลงในสาร  

ละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในข้อที่ 

3.9.2.1 โดยทำที่ภายใต้สภาวะไนโตรเจน เขย่าสารละลายให้เข้ากัน เทสารละลายใส่คิวเวทและนำไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงทุก ๆ 30 วินาที สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย และนำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปสร้าง

กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา (นาที) 

 

3.10 การศ ึกษาผลการรบกวนของไอออนชนิดต ่าง ๆ ต ่อการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซม-เบิล 

[Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

3.10.1 การเตรียมสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง [Cu2L2•PGR] + GSH ความเข้มข้น 20 µM 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ชั่งสาร Cu2L2 น้ำหนัก 4.23 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer 

ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะ

ได้สารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 800 µM จากนั้นปิเปตสารละลาย Cu2L2 จากความเข้มข้น 800 µM 

ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 เล็กน้อย 

  ชั่ง PGR น้ำหนัก 1.60 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer ความ

เข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้ 

สารละลาย PGR ความเข้มข้น 800 µM ปิเปตสารละลาย PGR จากความเข้มข้น 800 µM ปริมาตร      2.50 

มิลลิลิตร ลงไปขวดวัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย Cu2L2 อยู ่ แล้วปรับปริมาตรด้วย

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนเกือบถึงขีดบอกปริมาตร 

  จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH จากความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวด

วัดปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย [Cu2L2•PGR] เขย่าให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย 

HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย [Cu2L2•PGR] + GSH ที่

มีความเข้มข้น 20 µM 
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3.10.2 การเตรียมสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

   เตรียมเหมือนข้อ 3.5.2 

 
3.10.3 วิธีการทดลอง 

  ปิเปตสารละลายเชิงซ้อน [Cu2L2•PGR] + GSH ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร  2.00 

มิลลิลิตร ลงในคิวเวท จากนั้นปิเปตสารละลายแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 350.00 

ไมโครลิตร ลงในคิวเวทที่มีสารละลายเชิงซ้อน [Cu2L2•PGR] + GSH คนให้เข้ากันเป็นเวลา 3 นาที และนำไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 567 nm ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดต่าง ๆ จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มา

สร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 567 nm กับแอนไอออนชนิดต่าง 

ๆ ที่เติมลงไป 

 

3.11 การวิเคราะห์ปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูลโดยใช้ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

3.11.1 การเตรียมเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร 

  เตรียมเหมือนข้อ 3.8.1 

 

3.11.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน GSH ความเข้มข้น 500 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ชั่ง Glutathione น้ำหนัก 15.365 มิลลิกรัม ลงในขวดแก้ว ละลายด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนถึงขีดบอก

ปริมาตร จะได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 10 mM จากนั้นปิเปตสารละลาย GSH จากความเข้มข้น 10 

mM ปริมาตร 0.50 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร จะได้สารละลาย GSH ความเข้มข้น 500 µM 

 

3.11.3 การเตรียมตัวอย่าง 

ชั่งตัวอย่างยา 3 เม็ด โดยไม่รวมปลอกแคปซูล นำยาทั้งหมดผสมให้เข้ากัน จากนั้นทำการ 

ชั่งยาให้ได้น้ำหนัก 1 ใน 4 ของน้ำหนักเฉลี่ย ละลายด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 

6 แล้วถ่ายใส่ขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตรจนถึงขีดบอกปริมาตรและนำไปกรอง

ด้วย Syringe filter nylon ขนาด 0.22 µM จากนั้นปิเปตสารละลายที่กรองแล้วมา 0.60 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
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ขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร ทำการปรับปริมาตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น       10 

mM pH 6 จนถึงขีดบอกปริมาตร 

 

3.11.4 วิธีการทดลอง 

  ปิเปตสารละลายเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR ความเข้มข้น 20 µM 

ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร ลงในคิวเวท แล้วทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นปิเปตสารละลายตัวอย่างลงใน

คิวเวทที่มีสารละลาย [Cu2L2•PGR] 0.1 มิลลิลิตร และทำการเติมสารละลายมาตรฐาน GSH ความเข้มข้น 

500 µM ปริมาตรต่างกันตามลำดับให้ได้ความเข้มข้น 1,3,5 และ 7 µM ดังตารางที่ 3.4 ปรับปริมาตรให้

ปริมาตรรวมเท่ากับ 2.35 มิลลิลิตรด้วยสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6  คนสารละลาย

ให้เข้ากัน จับเวลา 3 นาที แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง นำค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มาสร้างกราฟแสดง

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 nm กับความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 

GSH (µM) 

 

ตารางที่ 3.4 สภาวะการทดลองเพื่อวิเคราะห์ปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูลโดยใช้วิธี Standard 

addition  

ครั้งที ่ ปริมาตรของสารละลาย 
เอนเซมเบิล  

[Cu2L2•PGR]  
20 µM (มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของ
สารละลาย
ตัวอย่าง 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรของสารละลาย
มาตรฐาน GSH   

500 µM (มิลลิลิตร) 

ปริมาตรสุทธิ
(มิลลิลิตร) 

1 2 0.1 0 2.35 
2 2 0.1 0.0047 2.35 
3 2 0.1 0.0140 2.35 
4 2 0.1 0.0235 2.35 
5 2 0.1 0.0330 2.35 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 

4.1 การสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2  
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N
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Cu2L2  
รูปที ่4.1 แผนภาพการสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 

 

 ลิแกนด์ L ที่จะนำมาใช้ในการเตรียมสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu(II) สามารถเตรียมได้จากการทำ

ปฏ ิก ิร ิยาระหว ่าง α,α’-dibromo-m-xylene กับ 2-ethynylpyridine  ในต ัวทำละลาย DMF : H2O 

อัตราส่วน 4:1 และทำการคนสารละลายที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้บรรยากาศของแก็สไนโตรเจน ได้สารผลิตภัณฑ์

เป็นของแข็งสีขาวร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 77 โดยปฏิกิริยาดังแสดงในรูปที่ 4.1 จากการพิสูจน์โครงสร้าง

ของลิแกนด์ L โดยใช้เทคนิค 1H-NMR พบว่าปรากฏพีคของ -ArH (a) ของวง pyridine ที่มีลักษณะเป็น 

doublet ที่  เท่ากับ 8.55 ppm  มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 2 โปรตอน พีค –ArH (b) ที่มีลักษณะเป็น 
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multiplet ที่  เท่ากับ 8.21 ppm มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 1 โปรตอน และพีค –CH2- (c) ที่มีลักษณะเป็น 

singlet ที่  เท่ากับ 5.59 ppm มีจำนวนโปรตอนเท่ากับ 4 โปรตอน ซึ่งเป็นการยืนยันไดว้่าเกิดเป็นลิแกนด์ L 

ขึ้น นอกจากนั้นเมื่อทำการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 13C-NMR ก็ปรากฏสัญญานของอะตอมคาร์บอนทั้ง 

22 ตำแหน่ง ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และ 4.3 

 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  8.55 (d, J = 4.8 Hz, 2H, ArH), 8.21-8.18 (m, 4H, ArH), 7.83-7.79 (m,  

2H, ArH), 7.42–7.23 (m, 6H, ArH), 5.59 (s, 4H, -CH2-)  

13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  149.82, 148.92, 148.41, 137.37, 135.60, 130.14, 128.63, 127.92, 

123.02, 122.34, 120.46, 53.96 

 

รูปที่ 4.2  1H-NMR สเปคตรัมของลิแกนด์ L ในตัวทำละลาย CDCl3 

(a) 

N N
N

N N

N

N N

L
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รูปที่ 4.3  13C-NMR สเปคตรัมของลิแกนด์ L ในตัวทำละลาย CDCl3 

 

สำหรับสารประกอบ Cu2L2 ทำการสังเคราะห์ตามกระบวนการในงานวิจัยของ Pokharel และคณะ 

(Pokharel et al., 2013) โดยเตรียมจากการทำปฏิกิริยาระหว่างลิแกนด์ L และ CuCl2.2H2O ได้สารประกอบ

โคออร์ดิเนชัน Cu2L2 ที่มีลักษณะเป็นของแข็งสีเขยีว ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 90.2 

 

4.2 การศึกษาความจำเพาะในการตรวจวัดแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ของเอนเซมเบิลที ่เตรียมจาก

สารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

 จากการศึกษาความจำเพาะของแอนไอออนชนิดต่างๆ ต่อสารประกอบ Cu2L2 ในสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 โดยทำการปิเปตสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 

มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วและปิเปตสารละลาย PGR ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร            0.10 มิลลิลิตร 

ตามลงในขวดดังกล่าว คนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 1 นาที สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากใสไม่มีสีไปเป็น

สีน้ำเงิน จากนั้นทำการปิเปตแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 1mM ปริมาตร 0.35 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้ว

ที ่มีสารละลายของเอนเซนเบิล [Cu2L2•PGR] คนสารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 3 นาที และสังเกตการ

เปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย ผลการทดลองที่ได้แสดงดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดต่างๆ 

ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

จากรูปที่ 4.3 ในการตรวจวัดแอนไอออนชนิดต่างๆ ต่อสารประกอบ Cu2L2 จะเห็นได้ว่าสารละลาย

เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มีความจำเพาะกับแอนไอออน GSH เพียงชนิดเดียว เนื่องจากมีเพียง GSH เท่านั้น

ที่ทำให้สีของสารละลายเปลี่ยนจากสีน้ำเงินไปเป็นสารละลายสีแดงของ PGR ในขณะที่แอนไอออนชนิดอื่นๆ 

ไม่ส่งผลต่อการตรวจวัดแต่อย่างใด   

จากรูปที ่4.5 เมื่อนำสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดต่างๆ มาวัด

ค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี พบว่ามีเพียง GSH ที่ส่งผลทำให้สเปกตรัมการ

ดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ที่ความยาวคลื่น 567 nm มีค่าลดลงและที่ความยาว

คลื่น 420 nm มีค่าเพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัด  ในขณะที่แอนไอออนชนิดอื่นๆ สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของเอน

เซมเบิล [Cu2L2•PGR]  มีค่าลดลงเพียงเล็กน้อย 
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รูปที่ 4.5 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] (20 µM) ที่มีแอนไอออนชนิด

ต่างๆ (1 mM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

 

4.3 การหาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเค-เตอร์ PGR โดย

ใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ PGR โดย

ใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน ทำได้โดยนำสารละลาย PGR ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 2.00 มิลลิลิตร มา

ไทเทรตด้วยสารละลาย Cu2L2 ความเข้มข้น 400 µM ครั้งละ 5.00 ไมโครลิตร (0.05 equivalent) แล้วนำไป

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี โดยทำการทดลองจนครบ 0.10 มิลลิลิตร (1 

equivalent) จากรูปที่ 4.6 เมื่อเติมสารละลาย Cu2L2 ลงไป 0 ถึง 1.0 equivalent จะสังเกตเห็นได้ว่าสีของ

สารละลายเปลี่ยนจากสารละลายสีแดงไปเป็นสารละลายสีน้ำเงิน  โดยพบว่าที่ความยาวคลื่น 567 nm มีค่า

การดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นและท่ีความยาวคลื่น 420 nm มีค่าการดูดกลืนแสงลดลง เมื่อนำข้อมูลที่ได้จากการทำยู

วี-วิสิเบิลไทเทรชันไปคำนวณหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างสารประกอบ Cu2L2 กับ

อินดิเคเตอร์ PGR โดยใช้โปรแกรม SPECFIT พบว่ามีค่า log K = 4.32 ± 0.21  ซึ่งสอดคล้องกับการเกิดสปี
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รูปที่ 4.6 ยูวี-วิสิเบิลไทเทรชันสเปกตรัมของสารละลาย PGR (20 µM) ด้วยสารละลาย Cu2L2 (400 µM) ใน

สารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

 

4.4 การหาอัตราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR โดยวิธี Job’s method 

การหาอัตราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับ PGR โดยวิธี Job’s method 

โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี ทำได้โดยเตรียมสารละลายผสมระหว่างสารละลาย Cu2L2 และ

สารละลาย PGR ที่เศษส่วนโมลต่างกัน  แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm จากนั้นนำ

ข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm กับเศษส่วน โม

ลของ Cu2L2 จากรูปที่ 4.7 พบว่าเมื่อทำการลากเส้นสัมผัสจะเกิดจุดตัดที่เศษส่วนโมลของ Cu2L2 ที่ประมาณ 

0.44 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า PGR เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับ Cu2L2 ด้วยอัตราส่วน 1:1 โครงสร้างที่เป็นไป

ได้ของสีชีส์ที่เกิดข้ึนแสดงได้ดังรูปที่ 4.8 
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รูปที ่ 4.7 การหาอัตราส่วนในการเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างสารละลาย Cu2L2 (20 µM) กับ
สารละลาย PGR (20 µM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 โดยวิธี Job’s 
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รูปที่ 4.8 โครงสร้างที่เป็นไปได้ของสปีชีส์ [Cu2L2•PGR] (มนูญ พิชิ และคณะ, 2557) 
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4.5 การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กับ GSH โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

การศึกษาการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 กับ GSH  โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทร-ชัน 

ทำได้โดยไทเทรตสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] ความเข้มข้น 20 µM 2.00 มิลลิลิตร ด้วยสารละลาย 

GSH ความเข้มข้น 1 mM ครั้งละ 0.025 มิลลิลิตร (0.625 equivalent) แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงจน

ครบ 0.35 มิลลิลิตร (8.75 equivalent) จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสงและความยาวคลื่น ดังรูปที่ 4.8 จากรูปจะเห็นได้ว่าเมื่อเติมสารละลาย GSH ลงไป  สารละลายจะ

ค่อย ๆ เปลี่ยนจากสีน้ำเงินไปเป็นสีส้ม และค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซม-เบิล [Cu2L2•PGR] ที่

ความยาวคลื่น 567 nm มีค่าลดลง ในขณะที่ค่าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่น 420 nm มีค่าเพ่ิมข้ึน ดังแสดง

ในรูปที่ 4.9 

 

รูปที่ 4.9 ยูวี-วิสิเบิลไทเทรชันสเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] (20µM) ด้วยสารละลาย 
GSH (1mM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 

 
แต่อย่างไรก็ตามเม่ือเวลาผ่านไปประมาณ 15 นาที พบว่าสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีส้มกลับมาเป็น

สีน้ำเงินคล้ายกับสีของเอนเซมเบิลอีกครั้ง จากปรากฎการณ์ดังกล่าวผู้วิจัยจึงคาดเดาว่าเป็นไปได้ที่ เมื่อทำการ

เติม GSH เข้าไปในระบบ GSH จะไปรีดิวซ์ Cu2+ ไอออนในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ไปเป็น Cu+ 

ไอออนและเมื่อ GSH ถูกออกซิไดซ์ด้วยแก๊สออกซิเจนในอากาศกลายเป็น GSSG นอกจากนี้ออกซิเจนยังมีผล
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ทำให้ Cu+ ไอออนเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกลายเป็น Cu2+ ไอออนกลับมาดังเดิม ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงได้

ทำการศึกษาการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและปราศจาก

ออกซิเจน โดยทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงทุกๆ 30 วินาที จนครบ 1 ชั่วโมง สังเกตสีของสารละลายและนำค่า

การดูดกลืนแสงที่ได้ไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา (นาท)ี 

จากรูปที่ 4.10 ภาพ (a) พบว่าในสภาวะที่มีออกซิเจน ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 และ 

567 nm มีค่าคงท่ีในช่วง 3-15 นาที และสีของสารละลายเปลี่ยนจากสีน้ำเงินเป็นสีส้ม จากนั้นเมื่อเวลาผ่านไป 

15 นาทีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 nm จะลดลงและที่ 567 nm จะเพิ่มขึ้นก่อนจะคงที่ทั้งสอง

ความยาวคลื่น โดยสีของสารละลายเริ่มเปลี่ยนจากสีส้มไปเป็นสีน้ำเงินของเอนเซมเบิลจนเมื่อครบ 1 ชั่วโมง สี

ของสารละลายจะเปลี่ยนกลับไปเป็นสีน้ำเงินของเอนเซมเบิล ดังรูปที่ 4.11 และภาพ (b) เมื่อทำการทดลอง

ภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน พบว่าเมื่อเวลาผ่านไปประมาณ 3 นาทีค่าการดูดกลืนแสงทั้งสองความยาว

คลื่นจะค่อนข้างคงที่ สีของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีน้ำเงินไปเป็นสีส้มและเมื่อครบ 1 ชั่วโมงสีของสารละลาย

จะเปลี่ยนไปเพียงเล็กน้อย ดังรูปที่ 4.11  

จากผลการทดลองดังที่ได้กล่าวมาแล้วจึงเป็นไปได้ว่าเมื่อทำการเติม GSH ลงไปยังสารละลายของเอน

เซมเบิล GSH จะไปทำการรีดิวซ์ Cu2+ ไอออนในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ไปเป็น Cu+ ไอออนและสี

ของสารละลายจะเปลี่ยนจากสีน้ำเงินของเอนเซมเบิลไปเป็นสีแดงของอินดิเคเตอร์ PGR ในขณะเดียวกัน GSH 

จะถูกออกซิไดซ์ไปเป็นกลูตาไธโอนในรูป GSSG โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนอยู่ในระบบ ออกซิเจนจะไป

ออกซิไดซ์ Cu+ ไอออนในโครงสร้างของ Cu2L2 ไปเป็น Cu2+ ไอออนส่งผลให้สีของสารละลายกลับมาเป็นสีน้ำ

เงินของสารละลายเอนเซมเบิลอีกครั้ง ตามกลไกทีแ่สดงดังรูปที่ 4.10 ภาพ (c) 
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รูปที่ 4.10 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับเวลา (นาที) ของสารละลาย [Cu2L2•PGR]     

(20 µM) ที่มีสารละลาย GSH  (1 mM) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 

6 (a) ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน (b) ภายใต้สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน และ (c) กลไกการ

ตรวจวัดกลูตาไธโอนด้วยเอนเซนเบิล [Cu2L2•PGR] ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 

10 mM pH6 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน 

 

 

รูปที่ 4.11 การเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  เมื่อเติมสารละลาย GSH เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง ภายใต้สภาวะ (a) ที่มีออกซิเจน และ (b) ที่ปราศจากออกซิเจน ในสารละลาย HEPES 

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6  
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4.6 การศ ึกษาการรบกวนของไอออนชน ิดต ่ าง  ๆ ต ่อการตรวจว ัด  GSH ด ้วยเอนเซมเบิ ล                  

[Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

การศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดต่ างๆ ต่อการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล 

[Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรีแสดงได้ดังรูปที่ 4.12 เมื่อพิจารณากราฟแท่งสีน้ำ

เงิน พบว่าเมื่อทำการเติมแอนไออนชนิดต่าง ๆ ลงไปในสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มีเพียงแค่ GSH 

เท่านั้นที่ทำให้ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm ลดลง จากนั้นเมื่อพิจารณากราฟแท่งสีแดงที่ทำ

การเติมแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ลงไปในระบบที่มี GSH อยู่ด้วย พบว่าค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 

nm มีแนวโน้มที่ลดลง  

ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าไม่มีแอนไอออนชนิดใดที่สามารถรบกวนการตรวจวัด GSH ด้วยสารละลายของเอน

เซมเบิล [Cu2L2•PGR] ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 แสดงให้เห็นว่าสารละลาย

เอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] สามารถนำมาใช้เป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีในการตรวจวัด GSH ได้เป็นอย่างดีโดยไม่ถูก

รบกวนจากแอนไอออนชนิดอื่นๆ 

รูปที่ 4.12 ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย [Cu2L2•PGR]+GSH (20 µM ) กับสารละลายแอนไอออน    

             ชนิดต่างๆ (1 mM ) ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 ที่ความยาวคลื่น     

             567 nm 
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4.7 การหาขีดจำกัดการในการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิค ยูวี-วิสิ

เบิลสเปกโตรโฟโตเมทร ี

 การหาขีดจำกัดในการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] โดยใช้เทคนิคยูวี-วิส ิเบิล    

สเปกโตรโฟโตเมทรี สามารถคำนวณหาค่าขีดจำกัดการตรวจวัด  ดังสมการที่ (4.1) 

 Detection of limit = 3 𝜎/k (4.1) 

โดยที่ 𝜎 คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard derivation) ของค่าการดูดกลืนแสงของ          

สารละลาย 

 k คือ ความชันของกราฟท่ีจากการสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืน 

แสงที่ความยาวคลื่น 567 nm กับความเข้มข้น GSH (µM) 

 
รูปที่ 4.13 การหาขีดจำกัดในการตรวจวัดสารละลาย GSH โดยใช้เอนเซมเบลิ [Cu2L2•PGR] 

 

จากการทดลองหาค ่ าข ีดจำก ัดการตรวจว ัดของสารละลาย GSH โดยใช ้ เอนเซมเบิล           

[Cu2L2•PGR] ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรโฟโตเมทรี เมื่อค่า 𝜎 เท่ากับ 0.00048 พบว่ามีค่าขีดจำกัดใน

การตรวจวัด GSH เท่ากับ 0.85 µM หรือ 0.26 ppm  

 

 

 

 

 

y = -0.0017x + 0.3181
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4.8 การวิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูลด้วยโดยใชยู้วี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตเมทรี 
จากการทดลองวิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูลโดยทำการเติมสารละลาย

มาตรฐานลงไปในสารละลายตัวอย่างและนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นนำข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน (µM) พบว่าสามารถ

วิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนได้แสดงดังตารางที่ 4.1 

 

ตารางท่ี 4.1 ผลการวิเคราะห์ปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยาแคปซูลโดยใช้ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี

เทียบกับปริมาณท่ีวิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐานโดยใช้เทคนิคฟลูออเรสเซ้นซ์สเปกโตรโฟโตเมทรี 

 

ตัวอย่าง 

Fluorescence  
Spectrophotometry* 

UV-Visible  
spectrophotometry 

ปริมาณที่พบ 
 (mg/เม็ด) 

% Recovery 
ปริมาณที่พบ  
(mg/เม็ด) 

% Recovery 

G01 332.81 101.0-135.0 326.50 101.0-111.3 
G02 208.29 100.8-117.5 199.48 99.8-109.2 
G03 229.73 72.52-98.75 230.05 81.6-102.8 

*ใช้วิธีตามมาตรฐานของ Roman Kandar (Kandar et al., 2007)  
  

จากตารางที่ 4.1 แสดงให้เห็นว่าปริมาณกลูตาไธโอนที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่พัฒนาขึ้นมามีค่าใกล้เคยีง

กับปริมาณที่วิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐาน และเม่ือทำการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีโดยใช้หลักทางสถิติ t-

Test: Paired Two Sample for Means ที่ความเชื่อมั่น 95 % พบว่าค่า t ที่ได้จากการทดลองเท่ากับ 1.68 

ซึ่งน้อยกว่าค่า t ทางทฤษฎีที่เท่ากับ 4.30  (tcal < tcrit) แสดงให้เห็นว่าข้อมูลไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ดังนั้น

วิธีการหาปริมาณกลูตาไธโอนด้วยเทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสงที่พัฒนาขึ้นมาจึงสามารถใช้ได้ในการ

วิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในยาแคปซูลได ้  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 ในงานวิจัยนี้ได้นำสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ PGR มาใช้สำหรับตรวจวัด glutathione 

(GSH)  โดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี ในสารละลาย HEPES buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 

6 จากการศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ PGR นั ้นพบว่าเมื ่อเติม

สารละลายสีแดงของอินดิเคเตอร์ PGR ลงไปยังสารละลายใสไม่มีสีของสารละลายสารประกอบ Cu2L2 

สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 567 nm จากการหาค่าคงที่ความ

เสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่าง Cu2L2 กับ PGR ด้วยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน โดยใช้โปรแกรม 

SPECFIT พบว่ามีค่าคงที ่ความเสถียรเท่ากับ log K = 4.32 ± 0.21 ซ่ึงสอดคล้องกับการเกิดเอนเซมเบิล 

[Cu2L2•PGR] จากการศึกษาหาอัตราส่วนในการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเค-

เตอร์ PGR โดยวิธี Job’s method พบว่ามีอัตราส่วนของการเกิดเอนเซมเบิล คือ 1:1  

 เมื่อนำเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มาศึกษาความจำเพาะในการตรวจวัดแอนไอออนชนิดต่าง ๆ พบว่า

มีเพียง GSH เท่านั้นที่ทำให้สีน้ำเงินของสารละลายเอนเซมเบิลเปลี่ยนเป็นสีส้มของอินดิเคเตอร์ PGR แสดงว่า

มีเพียงแค่ GSH เท่านั้นที่จำเพาะกับเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR]  โดยคาดว่าเมื่อเติม GSH เข้าไปในระบบ GSH 

จะทำการรีดิวซ์ Cu2+ ไอออนในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ไปเป็น Cu+ ไอออนและสีของสารละลาย

จะเปลี่ยนจากสีน้ำเงินของเอนเซมเบิลไปเป็นสีแดงของอินดิเคเตอร์ PGR  ในขณะเดียวกัน GSH จะถูก

ออกซิไดซ์ไปเป็นกลูตาไธโอนในรูป GSSG โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนอยู่ในระบบ ออกซิเจนจะออกซิไดส์ Cu+ 

ไอออนในโครงสร้างของ Cu2L2 ไปเป็น Cu2+ ไอออนส่งผลให้สีของสารละลายกลับมาเป็นสีน้ำเงินของ

สารละลายเอนเซมเบิลอีกครั้ง  

เมื่อทำการศึกษาผลการรบกวนของแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ต่อการตรวจวัด GSH ด้วยเอนเซมเบิล 

[Cu2L2•PGR] พบว่าไม่มีแอนไอออนชนิดใดส่งผลรบกวนต่อการตรวจวัด GSH เนื่องจากไม่ทำให้ค่าการ

ดูดกลืนแสงที่  567 nm มีค่าลดลง แสดงให้เห็นว่าเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] สามารถนำมาใช้เป็นเซนเซอร์

ทางเคมีเชิงแสงในการตรวจวัด GSH ได้เป็นอย่างดี และการตรวจวัด GSH ด้วยสารละลายเอนเซมเบิล 

[Cu2L2•PGR] ขีดจำกัดการตรวจวัดเท่ากับ 0.85 µM 

นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังได้ประสบความสำเร็จในการนำเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มาใช้ตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณกลูตาไธโอนในตัวอย่างยารูปแบบแคปซูล ซึ่งปริมาณกลูตาไธ โอนที่วิเคราะห์ได้จากวิธีที่

พัฒนาขึ้นมามีค่าใกล้เคียงกับปริมาณที่วิเคราะห์ได้จากวิธีมาตรฐาน และเม่ือทำการตรวจสอบความถูกต้องของ
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วิธีโดยใช้หลักทางสถิติ t-Test: Paired Two Sample for Means ที่ความเชื่อม่ัน 95 % แสดงให้เห็นว่าข้อมูล

ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ดังนั้นวิธีการหาปริมาณกลูตาไธโอนด้วยเทคนิคเซนเซอร์ทางเคมีเชิงแสงที่

พัฒนาขึ้นมาจึงสามารถใช้ได้ในการวิเคราะห์หาปริมาณกลูตาไธโอนในยาแคปซูลได ้  

 

ข้อเสนอแนะ 

1. ทำการยืนยันโครงสร้างที่เป็นไปได้ของเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] และสปีชีส์ที่เป็นไปได้ของการ 

เกิดสารเชิงซ้อนระหว่าง Cu2L2 และ GSH ด้วยเทคนิคแมสสเปกโทรเมทรี 

2. การนำเอนเซมเบิล [Cu2L2•PGR] มาใช้ในตรวจวัดกลูตาไธโอนควรทำในสารละลาย HEPES  

buffer ความเข้มข้น 10 mM pH 6 
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รูปภาพ S1. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO1 โดยใช้เทคนิค
ฟลูออเรสเซ้นซ์สเปกโตรโฟโตเมทรี 

 

 
รูปภาพ S2. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO2 โดยใช้เทคนิค

ฟลูออเรสเซ้นซ์สเปกโตรโฟโตเมทรี 
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รูปภาพ S3. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO3 โดยใช้เทคนิค
ฟลูออเรสเซ้นซ์สเปกโตรโฟโตเมทรี 

 

 

รูปภาพ S4. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO1 โดยใช้เทคนิคยู
วี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 

 

 
รูปภาพ S5. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO2 โดยใช้เทคนิคยู

วี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
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รูปภาพ S6. กราฟ Standard addition ในการวิเคราะห์หาปริมาณ GSH ของตัวอย่าง GO3 โดยใช้เทคนิคยู

วี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมทรี 
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