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บทคัดย่อภาษาไทย 

58302806 : เคมีอินทรีย์  แบบ 1.1 ปรัชญาดุษฎีบัณฑิต 
ค าส าคัญ : สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์, Near IR sensor, Flow Injection analysis, อิเล็กโตรสปิ
นนิง 

นางสาว อรนวล หาญเม่ง: ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออนโลหะใน
สารละลาย การวิเคราะห์แบบฉีดไหลและแผ่นพอลิเมอร์  อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ : รอง
ศาสตราจารย์ ดร. นันทนิตย์ วานิชาชีวะ 

 
งานวิจัยนี้สนใจการออกแบบและสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  Cy7C3 ท่ีมี

การคายแสงในช่วงใกล้อินฟราเรดส าหรับตรวจวัดไอออนทองแดงได้อย่างจ าเพาะเจาะจง   ในตัวท า
ละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ HEPES ท่ี pH 7.0: acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v ซึ่งมีค่า 
detection limit เท่ากับ 9 ppb และยังพบว่าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 สามารถตรวจวัด
ไอออนทองแดงในเซลล์มะเร็งตับ HepG2 และน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ได้ด้วย  นอกจากนี้ได้น าสารได้มี
การน าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  M-141 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนเหล็ก มาศึกษาด้วย
เทคนิคการวิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis) พบว่ามีช่วงใช้งานในการตรวจวัด
ไอออนเหล็กอยู่ท่ี 2-10 mM ในตัวพาแบบสารละลายผสมระหว่าง Tris buffer pH 7.2 และ 
ethanol (95:5 v/v) อีกท้ังยังได้น าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ RhBH มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
ไอออนปรอทและสามารถเปล่ียนสีได้จากการสังเกตด้วยตาเปล่า  ไปข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มกับเส้นใยโพลิ
เมอร์ชนิด Poly(methyl methacrylate) ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) พบว่า
แผ่นฟิล์มจะเปล่ียนเป็นสีชมพูเมื่อมีการตรวจวัดไอออนปรอท แสดงว่าสาร RhBH ยังสามารถตรวจวัด
ไอออนปรอทได้แม้จะอยู่ในรูปของแผ่นฟิล์ม ซึ่งท าให้ได้แนวทางในการพัฒนาเป็นชุดทดสอบใน
ภาคสนามได้ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

58302806 : Major ORGANIC CHEMISTRY 
Keyword : FLUORESCENCE SENSOR, NEAR IR SENSOR, FLOW INJECTION ANALYSIS, 
ELECTROSPINNING 

MISS ORANUAL HANMENG : FLUORESCENT SENSORS FOR DETERMINING 
METAL IONS IN SOULTION, FLOW INJECTION ANALYSIS AND POLYMER 
MEMBRANE  THESIS ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR DR. NANTANIT WANICHACHEVA, 
Ph.D. 

This research is interested in the design and synthesis of near infrared 
fluorescent sensor, Cy7C3, for determining copper ion in HEPES buffer:acetonitrile 
(3:7 v/v) at pH 7.0. The detection limit of was found to be 9 ppb and also found that 
Cy7C3 sensor could determine copper ion in liver cancer cells, HepG2, and 
hydroponics fertilizer. In addition, iron-selective fluorescent sensor, M-141, which was 
studied with flow injection analysis technique, exhibited the working ranges of 2-10 
mM in tris buffer:ethanol (95:5 v/v) at pH 7.2. Moreover, the mercury- selective 
fluorescent sensor, RhBH, was made fiber films with poly(methyl methacrylate) 
polymers by electrospining.  The result showed that the films changed color to pink 
for detected mecury ion in water with the naked eye. Indicating that RhBH can work 
for mercury ion even in the film forms which way to develop as a test kit in the field. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

 
ปัจจุบันความต้องการของมนุษย์ เช่น เทคโนโลยีเพื่ออ านวยความสะดวกสบายในการ

ด ารงชีวิต ความต้องการทางด้านความสวยความงาน ความต้องการทางการแพทย์ รวมถึงอาหารใน
การด ารงชีวิต มีเพิ่มมากขึ้น   เรื่อย ๆ  การตอบสนองความต้องการเหล่านี้จึงเป็นโอกาสให้โรงงาน
อุตสาหกรรมขยายจ านวนเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็ว ซึ่งในกระบวนการผลิตต่าง ๆ นั้น มักมีการใช้สารเคมี
ในขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งอยู่เสมอ  และสารเคมีท่ีเหลืออยู่หรือของเสียท่ีเกิดจากกระบวนการผลิตนี้
อาจตกค้างจนเป็นพิษต่อคนและส่ิงแวดล้อม โดยเฉพาะมลพิษท่ีอยู่ในรูปของสารประกอบไอออน
โลหะหนัก  แม้ว่าโลหะหนักบางชนิดนั้นมีประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น ทองแดง (Cu) เป็นส่วนประกอบ
ของเอนไซม์ ท าหน้าช่วยส่งผ่านออกซิเจนเข้าสู่เซลล์ อีกท้ังช่วยป้องกันโรคโลหิตจาง และเหล็ก (Fe) 
เป็นส่วนประกอบของเม็ดเลือดแดง ซึ่งจะช่วยการจับออกซิเจนได้มากขึ้น เป็นต้น แต่หากได้รับโลหะ
เหล่านี้เข้าสู่ร่างกายมากจนเกินไป  จากประโยชน์จะแปรเปล่ียนเป็นโทษ เช่น ทองแดงจะท าให้เม็ด
เลือดแดงแตกตัว ท าลายตับ ยับย้ังการท างานของตับ หากมีการสะสมในปริมาณมากจะก่อให้เกิดโรค
วิลสัน (Wilson’s diease) [1] ส่วนเหล็ก หากสะสมในร่างกายมากเกินไปจะส่งผลต่อการขยายตัว
หลอดเลือด ท าให้ความดันเลือดผิดปกติ และท าให้ตับเส่ือมสภาพ  [2] เป็นต้น ในขณะท่ีโลหะหนัก
บางชนิดแต่โลหะหนักบางชนิดมักมีความเป็นพิษต่อร่างกาย เช่น ปรอท (Hg) เมื่อเข้าสู่ร่างกายจะ
ท าลาย  DNA  ระบบประสาทและสมอง [3-6] รวมไปถึงท าให้เกิดโรคมินามาตะ [3] เป็นต้น ท้ังนี้มี
การก าหนดค่ามาตรฐานของไอออนโลหะหนักต่าง ๆ ท่ีอาจตกค้างในน้ าด่ืมโดย U.S.  EPA ดังตารางท่ี 
1 

ชนิดของโลหะหนัก ความเข้มข้น (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ทองแดง 1 

เหล็ก 0.3 

ปรอท 0.002 

 

ตารางท่ี 1 ค่ามาตรฐานของไอออนโลหะหนักต่าง ๆ ท่ีอาจตกค้างในน้ าด่ืมโดย U.S.  EPA 
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 จากตารางข้างต้นจะเห็นได้ว่า ปริมาณไอออนโลหะหนักท่ีสามารถปนเปื้อนในน้ าด่ืมสูงสุด มี
ปริมาณน้อยมาก แล้วถ้าพิจารณาถึงแหล่งผลิตไอออนโลหะหนักท่ีส าคัญในประเทศไทย ก็มักพบว่า
เกิดจากอุตสาหกรรมต่าง ๆ หากไม่มีการจัดการอย่างถูกวิธีจะท าให้ไอออนโลหะหนักแพร่ออกสู่ทะเล 
ซึ่งเป็นแหล่งอาหารท่ีส าคัญของมนุษย์ โดยเฉพาะปลาทะเลท่ีมีวงจรชีวิตยาวจะสะสมไอออนโลหะ
หนักได้มาก เช่น ปลาทูน่า และปลาฉลาม เป็นต้น  เนื่องจากการปนเปื้อนของไอออนโลหะหนักสู่
ส่ิงแวดล้อมสามารถเกิดขึ้นได้โดยง่าย ดังนั้นจึงต้องตระหนักถึงความส าคัญกับส่ิงแวดล้อมรอบตัว  
โดยเฉพาะส่ิงแวดล้อมทางน้ า ท่ีเป็นแหล่งปนเป้ือนท่ีสามารถน ามาสู่การปนเปื้อนในห่วงโซ่อาหารของ
มนุษย์ได้ง่ายมากท่ีสุด  ด้วยเหตุนี้การท่ีมีเครื่องมือเพื่อใช้ตรวจจับความเป็นพิษของส่ิงแวดล้อมใกล้ตัว
ท่ีไม่ยุ่งยากซับซ้อน  มีประสิทธิภาพ  และประหยัดค่าใช้จ่าย ถือว่าเป็นส่ิงท่ีมีประโยชน์ต่อชีวิตมนุษย์
และส่ิงแวดล้อมมาก 

วิธีการตรวจวัดไอออนโลหะท่ีได้รับความสนใจและถูกพัฒนาขึ้นอย่างแพร่หลายในปัจจุบันคือ
การใช้ระบบโครงสร้างโมเลกุล (molecular system) ท่ีสามารถเหนี่ยวน าให้ท างานได้โดยการใช้แสง
เป็นตัวกระตุ้น (light-induced logic operation) หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือการใช้สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ (fluorescence sensor) เพื่อตรวจวัดไอออนโลหะ  โดยการตรวจวัดนั้นจะติดตามด้วย
เทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี  ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีได้รับความสนใจอย่างแพร่หลายในการ
ตรวจวิเคราะห์ไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ สามารถตรวจวัดได้ท้ังด้านคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณ
วิเคราะห์  โดยเทคนิคนี้เมื่อเทียบกับวิธีท่ีใช้ในการวิเคราะห์แบบอื่น ๆ เช่น Flame Photometry 
Atomic Absorption Spectrometry (AAS) หรือ Inductively Coupled Plasma-Atomic 
Emission Spectrometry (ICP-EAS) เป็นต้น พบว่ามีข้อดีกว่า เนื่องจากมีสภาพไว (sensitivity) ใน
การวิเคราะห์สูง ไม่ท าลายสารตัวอย่างและใช้สารตัวอย่างเพียงเล็กน้อยก็สามารถแสดงผลในเวลา
อันรวดเร็วได้  จึงสามารถใช้วิเคราะห์ตัวอย่างได้อย่างต่อเนื่อง (continuous monitoring) อีกท้ังการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค AAS และ ICP-EAS ต้องใช้สารตัวอย่างในปริมาณมาก (ระดับ ppm) อีกท้ัง
ค านึงถึงการก าจัดสารรบกวนในกรณีท่ีตัวอย่างเป็นน้ ากร่อย น้ าทะเล ส่ิงมีชีวิตจากทะเล หรือดิน
ตะกอน ท่ีมีการปนเป้ือนของเกลือจ านวนมากซึ่งอาจจะท าให้เกิดการอุดตันของเกลือ (salt-clogging) 
ในเครื่องมือขณะท าการวิเคราะห์ได้ด้วย  

โดยท่ัวไปการออกแบบโครงสร้างโมเลกุลของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้สามารถตรวจวัด
ไอออนโลหะโดยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีได้อย่างมีประสิทธิภาพนั้น ต้องออกแบบระบบ
โครงสร้างโมเลกุล (molecular system) ของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้ท างานได้จากการเกิด
สภาวะกระตุ้นท่ีถูกเหนี่ยวน าโดยแสง (light-induced logic operation) เพื่อสังเกตการเปล่ียนแปลง
สัญญาณจากการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ หรือการเปล่ียนแปลงสัญญาณจากการดูดกลืนแสงอุลตร้าไว
โอเลต และภายในโครงสร้างควรมีส่วนของโมเลกุลท่ีสามารถเกิดอันตรกิริยาจ าเพาะ (selective 
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interaction) ต่อไอออนโลหะท่ีต้องการวิเคราะห์ด้วย ซึ่งโครงสร้างโมเลกุลของสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ จะประกอบด้วย 2 ส่วนหลัก ได้แก่ 1. ฟลูออโรฟอร์ (fluorophore) คือส่วนท่ีแสดง
คุณสมบัติการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการดูดกลืนพลังงานในช่วงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม 2. 
ไอโอโนฟอร์ (ionophore) เป็นส่วนท่ีสามารถตรวจจับไอออนโลหะท่ีต้องการตรวจวัด ดังนั้นจึงเรียก
สารท่ีใช้วิเคราะห์โดยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปีนี้ว่า “ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์” หรือ 
“ฟลูออโรไอโอโนฟอร์ (fluoroionophore)” โดยส่วนท่ีแสดงสัญญาณเปรียบเสมือนตัวแปลง
สัญญาณเปล่ียนข้อมูลของกลไกการตรวจจับไอออน (recognition event) ไปสู่การเปล่ียนแปลง
สัญญาณทางแสง (optical signal) ผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น Photoinduced electron 
transfer (PET), Formation of monomer/excimer, Energy transfer และ Fluorescence 
resonance energy transfer (FRET) ดังนั้นการพัฒนาประสิทธิภาพของสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์จึงขึ้นกับการปรับเปล่ียนโครงสร้างส่วนไอโอโนฟอร์เพื่อพัฒนาความจ าเพาะเจาะจง 
(selectivity) ต่อไอออนโลหะท่ีต้องการวิเคราะห์ และการปรับเปล่ียนโครงสร้างส่วนฟลูออโรฟอร์ 
เพื่อพัฒนาสภาพไวของการวิเคราะห์ (sensitivity) โดยปัจจุบันการเน้นให้การดูดกลืนและคายแสง
ฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรด (near infrared region) ก าลังเป็นท่ีสนใจ เนื่องจากมี
ประโยชน์ในการน าไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ เช่น ด้านชีวภาพ และวิทยาศาสตร์ทางแพทย์ เป็น
ต้น นอกจากนี้ความยาวคล่ืนในช่วงใกล้รังสีอินฟราเรด ยังมีประโยชน์ในการน าไปศึกษากับตัวอย่าง
ชีวภาพและส่ิงมีชีวิต เนื่องจากแสงในช่วงใกล้อินฟราเรด  ถือว่ามีพลังงานต่ าเมื่อเทียบกับความยาว
คล่ืนในช่วงแสงท่ีตามองเห็น (visible region) ท าให้ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ส่ิงมีชีวิตและไม่ถูก
รบกวนโดยสารอื่น ๆ ท่ีสามารถดูดกลืนแสงได้ในเซลล์ส่ิงมีชีวิต ดังนั้นในการตรวจวัดไอออนโลหะใน
เซลล์ส่ิงมีชีวิตจึงไม่มีการท าลายเนื้อเยื่อ  และสามารถลดขั้นตอนในการเตรียมตัวอย่างได้ เช่น การ
ย่อยสลายตัวอย่าง การตรวจวัดจึงเป็นไปได้อย่างสะดวก รวดเร็ว สามารถใช้งานได้ง่ายเพื่อตรวจวัด
การปนเป้ือนของไอออนโลหะอันตรายในตัวอย่างจากธรรมชาติและส่ิงแวดล้อม  

 วิทยานิพนธ์นี้ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออน
ทองแดงชนิดใหม่ท่ีมีสภาพไวสูง (high sensitivity) และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนทองแดงสูง 
(high selectivity) โดยมีหลักการคือ ไอออนทองแดง (Cu2+) มีขนาดอะตอมใหญ่ ซึ่งจัดเป็น soft 
acid (จาก Pearson’s principle หรือ ทฤษฎี Hard and Soft Acid and Base) [7] ซึ่งชอบเกิด
อันตรกิริยาและสร้างพันธะ (bond binding) กับอะตอมหรือหมู่ฟังก์ชัน (functional group) ท่ีเป็น 
soft base  เช่น อะตอมซัลเฟอร์ ท่ีมีขนาดใหญ่และมีความหนาแน่นของอิเล็กตรอนสูง ซึ่งไอออน
โลหะต่าง ๆ มักจะเกิดการโคออดิเนตให้อยู่ในรูปร่างท่ีเหมาะสม เช่น ไอออนทองแดง ชอบท่ีเกิดการ
โคออดิเนตให้อยู่ในรูปร่างส่ีเหล่ียมแบบราบ ไอออนปรอทชอบเกิดการโคออดิเนตให้อยู่ในรูปร่างทรงส่ี
หน้า และไอออนเหล็กชอบเกิดการโคออดิเนตให้อยู่ในรูปร่างทรงแปดหน้า เป็นต้น ดังนั้นใน
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วิทยานิพนธ์นี้จึงเลือกสังเคราะห์ส่วนไอโอโนฟอร์ท่ีมีอะตอมซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ เพื่อท าหน้าท่ี
เป็น soft donor ligand ให้อิเล็กตรอนแก่ไอออนทองแดง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจวัดและ
เพิ่มความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนทองแดง และเลือกสังเคราะห์โมเลกุลให้มีลักษณะเป็นสายโซ่ยาว 
(long chain) เพื่อให้เกิดอันตรกิริยากับไอออนในต าแหน่งท่ีเหมาะสมโดยการม้วนตัวล้อมรอบไอออน
ทองแดงได้อย่างอิสระ เพื่อขจัดปัญหาเรื่องขนาดของช่องว่างท่ีไม่เหมาะสม และเลือกใช้สารฟลูออโร
ฟอร์ที่มีการคายแสงในช่วงใกล้อินฟราเรดคืออนุพันธ์ของ cyanine  ดังภาพที1่  

 

ภาพที่ 1 โครงสร้างอนุพันธ์ของ cyanine ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ 

ซึ่งเป็นสารฟลูออโรฟอร์ท่ีลักษณะเป็นสายโพลิมีทีน (polymethine group) อยู่ระหว่างอะตอม
ไนโตรเจนสองอะตอม  ซึ่งอะตอมหนึ่งจะมีประจุ ท าให้อิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียวของไนโตรเจนอีกอะตอม
หนึ่งสามารถเคล่ือนท่ีผ่านระบบคอนจูเกต (conjugated system) ไปยังอีกอะตอมหนึ่งได้ ท าให้เกิด
การคายแสงฟลูออเรสเซนซ์ได้ดีในช่วงใกล้อินฟราเรด  และนอกจากนี้สารฟลูออโรฟอร์ชนิดนี้ยังมี
โครงสร้างท่ีง่ายต่อการปรับเปล่ียนจึงเหมาะท่ีจะน ามาศึกษาและพัฒนาเป็นสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ต่อไป ท้ังนี้ยังพบว่ามีการน าสารในกลุ่มของไซยานีน ไปพัฒนาใช้ในงานต่าง ๆ อีก
มากมาย เช่น  การพัฒนาเป็นไดโอดเปล่งแสง (light emitting diode) การพัฒนาให้ใช้งานด้าน
วิทยาศาสตร์ท่ีเกี่ยวกับส่ิงมีชีวิต  เช่น สีย้อมดีเอ็นเอ (DNA) และ สีย้อมเพื่อดูการสร้างพันธะของ
โปรตีน  นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาไปสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออนลบ (anion) 
และ ไอออนบวก (cation) ด้วย 

 จากการศึกษาอันตรกิริยาระหว่างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์และไอออนโลหะนั้น พบว่ามี
ลักษณะการเกิดอันตรกิริยาแบบ  โฮสต์-เกสต์ (host-guest chemistry) กล่าวคือ โมเลกุลโฮสต์ 
(host) จะจับกับโมเลกุลเกสต์ (guest) ได้อย่างจ าเพาะเจาะจงนั้น ต้องพิจารณาถึงความเหมาะสมใน
ด้าน 1. อันตรกิริยา (interaction) ท่ีจะเกิดขึ้นระหว่างไอโอโนฟอร์กับไอออนโลหะท่ีต้องการตรวจวัด  
ซึ่งสามารถเกิดได้หลายลักษณะ เช่น อันตรกิริยาไอออน-ไอออน (ion-ion interaction) อันตรกิริยา
ไอออน-ไดโพล์ (ion-dipole interaction) อันตรกิริยาไดโพล-ไดโพล์ (dipole-dipole interaction) 

พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) อันตรกิริยาไพ-ไพ (- interaction) และ อันตรกิริยาแคท

ไอออน-ไพ (cation- interaction) เป็นต้น ซึ่งอันตรกิริยาดังกล่าวมีความแข็งแรงของของพันธะ
แตกต่างกัน หากพันธะท่ีเกิดขึ้นมีความแข็งแรงมาก  การตรวจวัดจะมีประสิทธิภาพท่ีดี และ/หรือ 2. 

Cl

NN
I
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โครงสร้างโมเลกุลของโฮสต์ควรมีขนาดรูปร่างหรือขนาดช่องว่างท่ีเหมาะสม (size fit requirement) 
ต่อโมเลกุลเกสต์ เพื่อเพิ่มความจ าเพาะของการวิเคราะห์ได้อีกด้วย  ในท่ีนี้ส่วนไอโอโนฟอร์
เปรียบเสมือนโฮสต์  และไอออนโลหะท่ีต้องการตรวจวัดเปรียบเสมือนเกสต์ ซึ่งกระบวนการเกิดอันตร
กิริยาระหว่างโฮสต์กับเกสต์ในสารละลายสามารถแสดงดังภาพที่ 2 

 

 

ภาพที ่2 การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอโอโนฟอร์และไอออน  [8] 

เมื่ออยูใ่นสารละลาย ตัวท าละลายจะจัดตัวล้อมรอบโมเลกุลโฮสต์ด้วยอันตรกิริยาแวนเดอร์
วาลส์ (van der Waals) และอันตรกิริยาไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) และล้อมรอบโมเลกุลเกสต์
หรือไอออนโลหะด้วยอันตรกิริยาโคออร์ดิเนต (coordination) เพื่อให้สารท้ังสองสามารถอยู่ใน
สารละลายได้  ซึ่งการเกิดการตรวจวัดหรือเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไอโอโนฟอร์และไอออน
โลหะนั้น  โมเลกุลของสารท้ังสองชนิดจ าเป็นต้องใช้พลังงานเพื่อท าลายแรงยึดเหนี่ยวท่ีเกิดจาก
โมเลกุลของสารละลาย เพื่อให้ได้โมเลกุลอิสระ จากนั้นโมเลกุลโฮสต์อิสระจะเกิดการปรับเปล่ียน
โครงสร้างเพื่อให้มีขนาดและรูปร่างท่ีเหมาะสมกับเกสต์ จึงสามารถตรวจวัดไอออนโลหะท่ีต้องการได้ 
ในขณะท่ีสารประกอบท่ีเกิดขึ้นจะถูกโมเลกุลของสารละลายล้อมรอบไว้เช่นเดียวกัน  ซึ่งกระบวนการ
ตรวจวัดไอออนโลหะของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีสังเคราะห์ได้ในวิทยานิพนธ์นี้ จะแสดง
สัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ในลักษณะคล้ายการเปิด-ปิดสวิตซ์ไฟ (ON- OFF system) แสดงดังภาพที่ 3  
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ภาพท่ี 3 ลักษณะการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ก่อนไอโอโนฟอร์ตรวจจับไอออนโลหะ (ซ้าย) และ
ภายหลังตรวจจับไอออนโลหะ (ขวา) 

 
จากภาพท่ี 3 สามารถอธิบายได้ว่า ในภาวะท่ีสารละลายไม่มีไอออนโลหะ สารฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์จะสามารถคายแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมาได้ในปริมาณความเข้มข้นแสงสูง ในทางตรงข้าม
หากมีไอออนโลหะอยู่ในสารละลาย ไอออนโลหะจะเข้าจับกับไอโอโนฟอร์ท าให้สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์คายแสงฟลูออเรสเซนต์ออกมาได้น้อยลง โดยความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์จะลดลงใน
ลักษณะแปรผันตามกับปริมาณไอออนโลหะในสารละลาย โดยกระบวนการท างานท่ีท าให้สารฟลูออ
เรสเซนต์เซ็นเซอร์เกิดการคายแสงฟลูออเรสเซนต์เพิ่มขึ้นนี้ สามารถอธิบายได้ด้วยการรบกวน
กระบวนการ Photoinduced Electron Transfer (PET) [9] โดยกระบวนการท างานของสารฟลูออ
เรสเซนต์เซ็นเซอร์ในลักษณะนี้สามารถอธิบายได้ดังภาพที่ 4 กล่าวคือในภาวะท่ีสารละลายไม่มีไอออน
โลหะ (ON state) เมื่อกระตุ้นสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ด้วยแสงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม 
อิเล็กตรอนในระดับพลังงาน HOMO (the highest occupied molecular orbital) ของฟลูออโร
ฟอร์จะรับพลังงาน และถูกระตุ้นไปยังระดับพลังงานท่ีสูงขึ้นหรือระดับ LUMO (the lowest 
unoccupied molecular orbital) ของฟลูออโรฟอร์ ท าให้ระดับพลังงาน HOMO ของฟลูออโรฟอร์
เกิดท่ีว่าง  เมื่ออิเล็กตรอนคายพลังงานกลับลงมายังระดับพลังงาน HOMO หรือสถานะพื้น (ground 
state) จึงสังเกตเห็นการคายพลังงานออกมาในรูปของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซต์ เกิดลักษณะคล้าย
การเปิดสวิตซ์ไฟ (ON state) ในทางตรงกันข้ามหากสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์เกิดอันตรกิริยากับ
ไอออนโลหะ ระดับพลังงาน HOMO ของฟลูออโรฟอร์จะมีค่าต่ ากว่าระดับพลังงาน LUMO ของ
ไอออนโลหะ เมื่อสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ถูกกระตุ้นด้วยแสง อิเล็กตรอนในระดับพลังงาน 
HOMO ของฟลูออโรฟอร์จะขึ้นสู่ระดับพลังงาน LUMO เมื่อเกิดการคายพลังงานกลับลงมา  
อิเล็กตรอนเคล่ือนท่ีลงมาสู่ระดับพลังงาน LUMO ของไอออนโลหะแทน ท าให้อิเล็กตรอนไม่สามารถ
กลับสู่ระดับพลังงาน HOMO ของฟลูออโรฟอร์ หรือสถานะพื้นได้ จึงท าให้สังเกตเห็นการคาย
สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ลดลงเกิดลักษณะคล้ายการปิดสวิตซ์ไฟ 
(OFF state) ซึ่งกระบวนการนี้เรียกว่า PET process 
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ภาพที่ 4 กระบวนการ Photoinduced Electron Transfer (PET)  
 

จากภาพท่ี 5 แสดงโครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ (Cy7C3) ท่ีมีการคายแสงในช่วง
ใกล้อินฟราเรดส าหรับวิทยานิพนธ์นี้ โดยคาดว่าภายหลังการตรวจจับไอออนโลหะทองแดง Cy7C3 
อาจเกิดการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ เนื่องจากเกิดกระบวนการ PET  
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ภาพที่ 5 โครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ (Cy7C3) 
 

โดยการตรวจวัดไอออนโลหะนั้น จะท าการทดสอบความสามารถตรวจวัดไอออนโลหะต่าง ๆ ได้แก่ 
โลหะทรานซิชัน โลหะอัลคาไลน์ และโลหะอัลคาไลน์เอิร์ท ในสารละลายท่ีมีน้ าเป็นองค์ประกอบ ให้มี
ความไว และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนโลหะทองแดง  รวมท้ังยังมีการทดสอบการเกิดอันตร
กิริยากับโลหะทองทองในตัวอย่างจริง  เพื่อต้องการพัฒนาต่อยอดให้สามารถน าไปใช้ทางด้าน
การแพทย์และพัฒนาในเชิงพาณิชย์ โดยท าเป็นเครื่องมือหรือชุดตรวจสอบ เพื่อใช้ในการตรวจวัดใน
ภาคสนามท่ีมีราคาไม่แพงได้อีกด้วย 
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 นอกจากจะมีการศึกษาเกี่ยวกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์มีการคายแสงในช่วงใกล้
อินฟราเรดแล้วนั้น  ในวิทยานิพนธ์นี้ได้มีการน าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีมีการคายแสงในช่วง
การมองเห็นได้อีก 2 ชนิด โครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 6 ได้แก่ M-141 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับ
ไอออนเหล็ก และ RhBH และท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทมาท าการศึกษาต่อ  
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ภาพที่ 6 โครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด M-141 และ RhBH 

จากการศึกษาความสามารถในการตรวจวัดไอออนของสารเซ็นเซอร์ชนิด M-141 พบว่ามีความว่องไว
และมีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนเหล็กในสารละลาย ด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบไม่ต่อเนื่อง (batch 
analysis) ท าให้การวัดปริมาณตัวอย่างไอออนโลหะให้ในแต่ละครั้งท าได้ไม่เยอะ ดังนั้นวิทยานิพนธ์นี้  
จึงสนใจน าสาร เซ็นเซอร์ชนิด M-141 มาศึกษาความสามารถในการตรวจวัดไอออนเหล็ก ด้วยวิธีการ
วิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis, FIA) [10] การวิเคราะห์ในลักษณะสามารถอธิบาย
ได้ดังภาพที่ 7  

 

ภาพที่ 7 ลักษณะการวิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis, FIA) 

วิธีการ FIA มีหลักการพื้นฐาน  คือการฉีดสารละลายไอออนเหล็กท่ีต้องการวิเคราะห์เข้าสู่
กระแสของตัวพา (carrier) ซึ่งมีการไหลตลอดเวลา ในขณะเดียวกันสารละลายเซ็นเซอร์ชนิด M-141 
ก็มีการไหลตลอดเวลา  เมื่อสารละลายท้ัง 2 สาย มีการไหลมาเจอกันบริเวณท่อล าเลียง (reaction 
coil) จะเกิดอันตรกิริยากัน ท าให้สารเกิดการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ ก่อนถูกพา
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ไปสู่ระบบตรวจวัดท่ีจะวัดการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้น  โดยเทคนิคนี้เหมาะกับการวิเคราะห์สารตัวอย่าง
ชนิดเดียว แต่มีจ านวนหลายตัวอย่าง เพราะเป็นเทคนิคท่ีประหยัดเวลาในการวิเคราะห์ 

ส าหรับสารเซ็นเซอร์ชนิด RhBH ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอท  ได้มีการน ามาขึ้น
รูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) [11] ดังภาพท่ี 8  โดยการผสมกับ 
Poly(methyl methacrylate (PMMA) 

 

ภาพที่ 8 ลักษณะขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) 

โดยหลักการของเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงนั้น  จะเริ่มจากการให้ศักย์ไฟฟ้าก าลังสูงแก่สารละลายโพลิ
เมอร์เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ เมื่อหยดของโพลิเมอร์มีการสะสมของประจุเพิ่มมากขึ้นจะท าให้เกิดแรงผลักกัน
ของประจุท่ีเพิ่ม  และเมื่อแรงผลักนี้มากกว่าแรงตึงผิวของสารละลายโพลิเมอร์ จะท าให้เกิดกระแสโพ
ลิเมอร์ พุ่งออกมาและจะพุ่งไปยังอุปกรณ์รองรับเกิดเป็นเส้นใย โดยกระบวนการปั่นเส้นใยโพลิเมอร์
ขึ้นจนเห็นเป็นลักษณะเหมือนแผ่นฟิล์ม  ซึ่งสามารถพัฒนาไปเป็นเครื่องมือหรือชุดตรวจวัด เพื่อใช้ใน
การตรวจวัดในภาคสนามท่ีมีราคาไม่แพงได้อีกด้วย 
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บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 
ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ ได้มีผู้วิจัยหลายกลุ่มให้ความสนใจท่ีจะพัฒนาคุณสมบัติของสารฟลูออ

เรสเซนต์เซ็นเซอร์ ให้มีความจ าเพาะเจาะจงและความว่องไวส าหรับตรวจวัดไอออนโลหะชนิดต่าง ๆ 
โดยใช้สารอนุพันธ์ของไซยานีน เป็นส่วนของฟลูออโรฟอร์  ซึ่งมีการดูดกลืนและคายแสงในช่วงความ
ยาวคล่ืนใกล้อินฟราเรด  โดยมุ่งเน้นให้เซ็นเซอร์มีสภาพไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ไอออน และ
มีความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) ต่อไอออนโลหะเป้าหมายสูงขึ้น และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน
สารละลายอินทรีย์ สารละลายน้ า หรือในสารละลายผสมของสารละลายอินทรีย์กับน้ าได้ ซึ่งในท่ีนี้ได้
แสดงตัวอย่างบทความวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับอนุพัน์ของไซยานีนไว้ดังนี้   

ปี ค.ศ. 2012 Zheng และคณะ [12] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์
จากสารอนุพันธ์ของไซยานีน  ส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนปรอท ดังภาพท่ี 9 พบว่า
เซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนปรอทในสารละลายผสมระหว่าง Methanol:H2O 
ในอัตราส่วน 2:98 v/v ท่ี pH 6.60 โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดท่ี
ความยาวคล่ืน 714 nm และมีค่า detection limit ส าหรับตรวจวัดไอออนปรอท เท่ากับ 4.8 nM 

 

ภาพที่ 9 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Zheng และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนปรอท) 

ในปีเดียวกัน Zheng และคณะ [13] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์
จากอนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนเงิน ดังภาพท่ี 10  พบว่าเซ็นเซอร์
ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนเงินในสารละลายผสมระหว่าง Methanol:H2O ในอัตราส่วน 
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1:4 v/v ท่ี pH 5.40 โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืน 
731 nm และมีค่า detection limit ส าหรับตรวจวัดไอออนเงิน เท่ากับ 34 nM 

 

ภาพที่ 10 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Zheng และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนเงนิ) 

นอกจากนั้น ภายในปีเดียวกัน Guo และคณะ [14] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนสังกะสี ดังภาพท่ี 11  
พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนสังกะสีในสารละลาย  10% acetonitrile ใน
บัฟเฟอร์ HEPES ท่ี pH 7.4 โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดท่ีความ
ยาวคล่ืน 730 nm และยังมีการน าเซ็นเซอร์ไปทดสอบการใช้งานในเซลล์ส่ิงมีชีวิตชนิด C2C12 และ 
NIH3T3 อีกด้วย 

 

ภาพที่ 11 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Guo และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
สังกะสี) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2013  Li และคณะ [15] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนเงิน ดังภาพท่ี  12  พบว่า
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เซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนเงินในสารละลายผสมระหว่าง Ethanol:H2O ใน
อัตราส่วน 40:1 v/v ท่ี pH 7.0 (บัฟเฟอร์ HEPES) โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วง
ใกล้อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืน 758 nm และมีค่า detection limit ส าหรับตรวจวัดไอออนเงิน 
เท่ากับ 0.2 µM  

 

ภาพที่ 12 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Li และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
เงิน) 

ในปีเดียวกัน Wang และคณะ [16] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์จาก
อนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนพาราเดียม ดังภาพท่ี 13 พบว่าเซ็นเซอร์
ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนพาราเดียมในสารละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ PBS:PEG400 
(1:1) กับ NaBH4 (100 mM) ท่ี pH 7.40 โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้
อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืน 750 nm และยังมีการน าเซ็นเซอร์ไปทดสอบการตรวจวัดไอออนพารา
เดียมในตัวอย่างจริง โดยทดสอบใช้งานในเซลล์ชนิด HeLa cells และหนูอีกด้วย 

 

ภาพที่ 13 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Wang และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนพาราเดียม) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2015 Datta และคณะ [17] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนอะลูมิเนียม ดังภาพท่ี 14   
พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนอะลูมิเนียมในสารละลายผสมระหว่าง  
Methanol:H2O ในอัตราส่วน 2:3 v/v ท่ี pH 7.4 (บัฟเฟอร์ HEPES) โดยมีค่าการคายแสงฟลูออ
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เรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืน 730 nm และได้มีการน าเซ็นเซอร์ไปทดสอบการ
ใช้งานในเซลล์ชนิด HeLa cells นอกจากนี้ยังพบว่าเซ็นเซ็อร์ชนิดนี้สามารถเกิด interaction กับ 
CT-DNA ซึ่งสามารถน าไปพัฒนาเป็นตัวติดตามการท างานของ nuclease ได้อีกด้วย 

 

ภาพที่ 14 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Datta และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนอะลูมิเนียม) 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2016 Hu และคณะ [18] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีนส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนสังกะสีและไอออนทองแดง 
ดังภาพที่ 15  ในสารละลายผสมระหว่าง 1% DMSO ท่ี pH 7.4 (บัฟเฟอร์ HEPES) พบว่าเซ็นเซอร์
ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนสังกะสีและไอออนทองแดง กล่าวคือ มีการเปล่ียนสีจาก
สารละลายสีเขียวเป็นสีน้ าเงิน เมื่อมีการตรวจวัดไอออนสังกะสีและไอออนทองแดง  และเมื่อมีการ
เติม S2- ลงในสารละลายของไอออนโลหะท้ังสองชนิด  จะพบว่า มีเพียงสารละลายของไอออน
ทองแดงท่ีสามารถเปล่ียนกลับมาเป็นสีเขียวได้เช่นเดิม  

 

ภาพที่ 15 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Hu และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออน
สังกะสีและไอออนทองแดง) 
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นอกจากสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีนจะใช้เป็ฯเซ็นเซอร์ส าหรับ
ตรวจวัดไอออนโลหะแล้ว ยังพบว่าสามารถใช้ตรวจวัดโมเลกุลอื่น ๆ ได้อีก เช่น ในปี  ค.ศ. 2017 
Wang และคณะ [19] ได้เสนอการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์จากอนุพันธ์ของไซยานีน
ส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดโมเลกุลของไฮโดรเจนซัลไฟด์  ดังภาพท่ี 16  ในสารละลายผสม 
DMSO/HEPES อัตราส่วน 2:8 (v/v) ท่ี pH 7.2 พบว่าเซ็นเซอร์ชนิดนี้มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
ไฮโดรเจนซัลไฟด์ โดยมีค่าการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟราเรดท่ีความยาวคล่ืน 633 
nm และมีการเปล่ียนสีจากสารละลายสีเขียว เป็นสีชมพู  เมื่อมีการตรวจวัดโมเลกุลของ
ไฮโดรเจนซัลไฟด์   
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ภาพที่ 16 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ Wang และคณะ (เซ็นเซอร์ตรวจวัด
โมเลกุลไฮโดรเจนซัลไฟด์) 

นอกจากจะมีกลุ่มผู้วิจัยท่ีศึกษาเกี่ยวกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์มีการคายแสงในช่วง
ใกล้อินฟราเรดด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบไม่ต่อเนื่อง (batch analysis) แล้วนั้น พบว่ามีกลุ่มผู้วิจัย
บางกลุ่มท่ีให้ความสนใจการตรวจวัดไอออนโลหะของสารเซ็นเซอร์วิด้วยธีการวิเคราะห์แบบต่อเนื่อง 
หรือวิธีการวิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis, FIA) แต่การวิเคราะห์ไอออนโลหะ
ด้วยเทคนี้ยังไม่เป็นท่ีแพร่หลายมากนัก ซึ่งสามารถศึกษาได้จากงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง  ดังตัวอย่างเช่น 

ในปี ค.ศ. 2007  Destandau และคณะ [20] ได้เสนอการใช้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์
ชนิด calix-Bodipy ดังภาพที่ 17 ส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนโพแทสเซียมด้วยวิธีการวัด
แบบ FIA  ในตัวพาแบบ 10:90 (v/v) H2O:acetonitrile ผสมกับ HClO4 ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  
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10-4 M ท่ี pH 4.5 โดยมีปริมาตรการฉีดตัวอย่างเท่ากับ 100 µL  และอัตราการไหลคงท่ีเท่ากับ 0.5 
mL.h-1 

 

 

ภาพที่ 17 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด calix-Bodipy ของ Destandau และ
คณะ 

ต่อมาในปี ค.ศ. 2013  Kamel และคณะ [21] ได้เสนอการใช้สารเซ็นเซอร์ท่ีมีส่วของไอออ
โนฟอร์ชนิด pyridine carboximide derivatives ดังภาพท่ี 18 ส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัด
ไอออนตะกั่ว ด้วยวิธีการวัดแบบ FIA  ในตัวพาแบบ acetate buffer ท่ีความเข้มข้น 10-2 M ท่ี pH 
4.5 โดยมีปริมาตรการฉีดตัวอย่างเท่ากับ 100 µL  และอัตราการไหลท่ี 3.5 mL.min-1 
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ภาพที่ 18 โครงสร้างไอออโนฟอร์ชนิด pyridine carboximide derivative ของ Kamel และคณะ 

ในปี ค.ศ. 2017 Tachapermpon และคณะ [22] ได้เสนอการใช้สารฟลูออเรสเซนต์ 
เซ็นเซอร์ชนิด MF3 ดังภาพที่ 19 ส าหรับใช้เป็นเซ็นเซอร์ตรวจวัดไอออนทองแดง ด้วยวิธีการวัดแบบ 
FIA  ในตัวพาแบบสารละลายผสม 50:50 v/v acetonitrile/water โดยมีปริมาตรการฉีดตัวอย่าง
เท่ากับ 30 µL  และอัตราการไหลท่ี 2.0 mL.min-1 

.                                       

ภาพที่ 19 โครงสร้างของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด MF3 ของ Tachapermpon และคณะ 
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นอกจากนี้การพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้ง่ายต่อการน าไปใช้งานก็ได้เป็นท่ีสนใจ
ซึ่งมีนักวิจัยบางกลุ่มสนใจการขึ้นรูปฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) ซึ่งสามารถ
ศึกษาได้ดังตัวอย่างบทความวิจัยท่ีเกี่ยวข้องในท่ีนี้ ดังต่อนี้ 

ในปี ค.ศ. 2014 Saithongdee และคณะ [23] ได้เสนอการขึ้นรูปฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็ก   โต
รสปินนิงจาก zein โดยมีการใส่สารฟลูออเรสเซนต์ชนิด curcumin ลงไปเป็นส่วนประกอบ จากนั้น
จึงน าไปทดสอบความสามรถในการตรวจวัดไอออนโลหะ พบว่าแผ่นฟิล์มนี้มีความสามรถในการ
ตรวจวัดไอออนเหล็กได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ดังแสดงในภาพที่ 20  

 

ภาพที่ 20 การทดสอบความสามรถในการตรวจวัดไอออนโลหะด้วยแผ่นฟิล์ม ของ Saithongdee 
และคณะ 

ในปี ค.ศ. 2016 Cho และคณะ [24] ได้เสนอการขึ้นรูปฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง
จากโพลิเมอร์ชนิด poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-N-methylolacrylamide) โดยมีการ
ใส่สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของอนุพันธ์โรดามีน บี ดังภาพท่ี 21 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
ไอออนปรอท พบว่าแผ่นฟิล์มเมื่อมีการตรวจวัดไอออนปรอทจะสามารถสังเกตเห็นการเปล่ียนสีของ
แผ่นฟิล์มได้ด้วยตาเปล่า 
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ภาพที่ 21 การทดสอบความสามรถในการตรวจวัดไอออนปรอทด้วยแผ่นฟิล์ม ของ Cho และคณะ 

ในปี ค.ศ. 2017 Chen และคณะ [25] ได้เสนอการขึ้นรูปฟิล์ม poly(HEMA-co-NMA-co-
RhBN2AM ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงจากโพลิเมอร์ชนิด poly(2-hydroxyethylmethacrylate-
co-N-methylolacrylamide) โดยมีการใส่สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของอนุพันธ์โรดามีน บี ดัง
ภาพที่ 22 ซึ่งมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนปรอท พบว่าแผ่นฟิล์มเม่ือมีการตรวจวัดไอออนปรอท
จะสามารถสังเกตเห็นการเปล่ียนสีได้ด้วยตาเปล่า 

 

 

ภาพที่ 22 การทดสอบความสามรถในการตรวจวัดไอออนโลหะด้วยแผ่นฟิล์ม ของ Chen และคณะ 

  จากตัวอย่างงานวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่ามีผู้วิจัยหลายกลุ่มท่ีให้ความสนใจและศึกษาเกี่ยวกับ
การพัฒนาโครงสร้างโมเลกุลของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์มีการคายแสงในช่วงใกล้อินฟราเรด ซึ่ง
อาจมีการปรับเปล่ียนโครงสร้างตรงส่วนไอโอโนฟอร์ หรือส่วนฟลูออโรฟอร์เพื่อให้มีความสามารถใน
การคายแสงฟลูออเรสเซนต์และการตรวจวัดไอออนโลหะท่ีต้องการได้ดีขึ้น นอกจากนี้นักวิจัยบางกลุ่ม
ได้หันไปให้ความสนใจในเรื่องของวิธีการวัด และการพัฒนาเพื่อให้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์อยู่ใน
รูปแบบท่ีง่ายต่อการน าไปใช้งาน เช่น การขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์ม ท้ังนี้ยังสามารถน าไปต่อยอดเป็นชุด
เครื่องมือหรืออุปกรณ์ตรวจสอบไอออนโลหะในภาคสนามต่อไปได้อีกด้วย  
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อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าจะมีผู้วิจัยอื่น ๆ ท่ีศึกษาและพฒนาโครงสร้างโดยท าการสังเคราะห์สาร
เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจจับไอออนโลหะชนิดใหม่เป็นจ านวนมาก แต่เซ็นเซอร์ท่ีมีฟลูออโรฟออร์ชนิดไซ
ยานีนท่ีและสามารถตรวจวัดโละหะทองแดงได้อย่างจ าเพาะเจาะจงยังมีไม่มากนัก ดังนั้นงาน
วิทยานิพนธ์นี้จึงสนใจการพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจจับไอออนทองแดงท่ีมีความ
เข้มข้นต่ า อย่างมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนทองแดงมากท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับโลหะทรานซิ
ชัน โลหะอัลคาไลน์ และโลหะอัลคาไลน์เอิร์ท และมีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน
ในช่วงใกล้รังสีอินฟราเรด ซึ่งมีประโยชน์ในการน าไปศึกษากับตัวอย่างทางชีวภาพและส่ิงมีชีวิต 
เนื่องจากแสงในช่วงใกล้อินฟราเรด  ถือว่ามีพลังงานต่ าท าให้ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ส่ิงมีชีวิตและไม่
ถูกรบกวนโดยสารอื่น ๆ นอกจากนี้ยังสนใจการศึกษาความสามารถในการตรวจวัดไอออนโลหะด้วย
วิธีการวิเคราะห์แบบ FIA  เพราะสามารถช่วยให้ประหยัดเวลาในการวิเคราะห์หากมีตัวอยางจ านวน
มาก  รวมไปถึงการพัฒนาเพื่อให้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์อยู่ในรูปแบบท่ีง่ายต่อการน าไปใช้งาน
ด้วย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  20 

บทท่ี 3 

อุปกรณ์และสารเคม ี

 
1. อุปกรณ์ 

1.1 เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance 300 MHz: Bruker 300 
1.2 เครื่อง UV-visible spectrometer: HP-8453 
1.3 เครื่อง Fluorescence spectrometer: Perkin Elmer Luminescence spectrometer 

model LS-55 
1.4 เครื่อง Mass spectrometer: ESI-FT-ICR (High resolution) Bruker BioAPEX 70e 

spectrometer  
1.5 เครื่อง Rotary evaporator: Buchi Rotavapor R-114 
1.6 เครื่อง Vacuum pump: Tokyo Rikakikai Co., Ltd. model A-3S 
1.7 เครื่อง peristaltic pump: Ismatec model ISM827 
1.8 เครื่อง Hot air oven: Binder model ED115 (E2) 
1.9 เครื่องช่ังละเอียด (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง): Denver instrument model S-234 
1.10 เครื่องช่ังละเอียด (ทศนิยม 4 ต าแหน่ง): Mettler Toledo model AB204 
1.11 เครื่อง Hotplate and stirrer: Framo model M21/1 
1.12 Micropipette: Finnpipette, HH10711 ขนาด 1-10 µL 
1.13 TLC Silica gel 60 F254 aluminium sheet, Merck 
1.14 อุปกรณ์ส าหรับเตรียมแผ่น preparative TLC: Desaga Brinkmann 
1.15 กระดาษกรอง: Advantec ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 110 mm 
1.16 กระดาษกรอง: Advantec ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 70 mm   
1.17 ชุดกรองแบบลดความดัน 
1.18 Clamp และ Clamp Holder 
1.19 เครื่องแก้วพื้นฐาน 

2. สารเคมี 

2.1 Aluminium perchlorate nonahydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 487.47 g/mol) 
2.2 Argon gas: Masser Specialty Gas Co., Ltd. (99.999 %) 
2.3 n-Butanol, BDH 
2.4 Barium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99.9 %, Mw = 336.24 g/mol) 
2.5 Cadmium perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 

g/mol) 
2.6 Calcium perchlorate tetrahydrate: Sigma-Aldrich (99 %, Mw = 311.04 g/mol) 
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2.7 Chloroform-d (contains 1% v/v of TMS): Sigma-Aldrich (99.8 atom %D) 
2.8 Cobalt perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 365.93 g/mol) 
2.9 Copper perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 370.54 g/mol) 
2.10 Cyclohexanone  
2.11 Cysteamine hydrochloride: Fluka (≥ 97.0 %, Mw = 113.61 g/mol) 
2.12 De-ionized  water: Departmentment of chemistry, Silpakorn University 
2.13 1,3-Dibromopropane: Fluka (> 99%, d = 1.989 g/mL, Mw = 201.89 g/mol) 
2.14 Dichloromethane (distillation)  
2.15 Dichloromethane (for analysis): MERCK (99.8 %) 
2.16 Dimethylformamide: J.T. Baker 
2.17 Ethanol (distillation)  
2.18 Ethanol (absolute for analysis): MERCK 
2.19 Hydrazine hydrate: (80 %, d = 1.03 g/mL, Mw = 50.06 g/mol) 
2.20 Hydrochloric acid: J.T. Baker (37% , d = 1.18 g/mL, Mw = 36.46 g/mol) 
2.21 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 
2.22 Iron(lll) chloride hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 270.30 g/mol) 
2.23 Iron perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 354.20 g/mol) 
2.24 Lead perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 406.09 g/mol) 
2.25 Lithium perchlorate trihydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 311.30 g/mol) 
2.26 M-141: ได้รับความอนุเคราะห์สารจากกลุ่มวิจัยของ ดร.ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง 
2.27 Magnesium perchlorate hydrate: Fluka (98 %, Mw = 223.21 g/mol)  
2.28 Manganese perchlorate hexahydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 253.84 

g/mol) 
2.29 Mercuric perchlorate hydrate: Sigma-Aldrich (98 %, Mw = 372.06 g/mol) 
2.30 Methanol (distillation)  
2.31 Methanol (for analysis): MERCK (99.9 %) 
2.32 Nickel perchlorate hexahydrate: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 365.69 g/mol) 
2.33 Phosphoryl chloride 
2.34 Potassium perchlorate: Sigma-Aldrich (99+ %, Mw = 138.55 g/mol) 
2.35 Rhodamine B hydrochloride: Fluka (Mw = 479.02 g/mol) 
2.36 Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) ส าหรับ column chromatography, Merck 
2.37 Silica gel 60 F254 containing gypsum ส าหรับ preparative thin layer 

chromatography, Merck 
2.38 Silver perchlorate monohydrate: Strem chemical (99 %, Mw = 207.32 g/mol) 
2.39 Sodium bicarbonate: Sigma-Aldrich (Mw = 84.01 g/mol) 
2.40 Sodium hydroxide: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 40.00 g/mol) 
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2.41 Sodium methoxide: Fluka (≥ 98.0 %, Mw = 54.02 g/mol) 
2.42 Sodium perchlorate: Fluka (98 %, Mw = 82.03 g/mol) 
2.43 Sodium sulfate anhydrous: Sigma-Aldrich (99.0 %) 
2.44 1,2,3,3-Tetramethyl-3H-indolium iodide: Sigma-Aldrich 
2.45 Toluene: BDH (99.5 %) 
2.46 Triethylamine: Ridel-de-Haen (99 %, d = 0.73 g/mL, Mw = 101.19 g/mol) 
2.47 Tris(hydroxymethyl)aminomethane 
2.48 Zinc perchlorate hexahydrate: Sigma-Aldrich (Mw = 372.36 g/mol) 
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บทท่ี 4 

วิธีการทดลอง 
 

ในวิทยานิพนธ์นี้ได้สังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออนทองแดงชนิด
ใหม่ 1 ชนิด ซึ่งมีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรด มีการศึกษาการวิเคราะห์แบบฉีด
ไหล (Flow Injection Analysis, FIA) ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M-141 ท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจงต่อไอออนเหล็ก รวมท้ังการผสมสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
ไอออนปรอทแล้วน าไปข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) มีวิธีการ
ด าเนินงานดังต่อไปนี้ 

 
1.  สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 

การสังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออนทองแดงชนิดใหม่ ท่ีมีการคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรด และมีความจ าเพาะเจาะจงสูงต่อไอออนทองแดงนั้น  ใน
โครงสร้างจะประกอบด้วยส่วนของไอออโนฟอร์ท่ีมีอะตอมซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ ได้แก่ 2-[3-(2-
aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine เช่ือมต่อกับสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด  ไซยานีน 
(Cyanine dye) ซึ่งท ามีหน้าท่ีเป็นฟลูออโรฟอร์  โดยโครงสร้างของสารเซ็นเซอร์ Cy7C3 แสดงได้ดัง
ภาพที่ 23 

 

NN

NH

S

S

NH2

 
 

ภาพที่ 23 โครงสร้างของเซ็นเซอร์ Cy7C3 

1.1 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3  
ในขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ Cy7C3 นั้นจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน กล่าวคือ จะต้อง

สังเคราะห์ส่วนของไอออโนฟอร์ และส่วนของฟลูออโรฟอร์ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงน าท้ัง 2 ส่วนมาเช่ือม
เข้าด้วยกันโดยการปฏิกิริยาการแทนท่ีแบบนิวคลีโอฟิลิก 
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1.1.1 การสังเคราะห์ไอโอโนฟอร์ชนิด 2-[3-(2-
aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl] ethanamine (I-3) 

การสังเคราะห์สารไอออโนฟอร์นั้นสามารถท าได้ภายใน 1 ข้ันตอน โดยอาศัยการ
เกิดปฏิกิริยาการแทนท่ีแบบนิวคลีโอฟิลิก ในสภาวะเบส ดังภาพที่ 24 

H3N SHCl Br Br

    NaOMe/MeOH

      10 h, 40 oC
S S

NH2H2N

I-1 I-2 I-3  

ภาพที่ 24 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 2-[3-(2-
aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) 

วิธีการสังเคราะห์ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) ได้
ศึกษาตามวิธีของ Wanichacheva และคณะ [26]  เริ่มจากช่ัง sodium methoxide (NaOMe) 
ปริมาณ 1.50 กรัม (27.8 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้นกลมขนาด  50 มิลลิลิตร จากนั้นละลายด้วย dry 
methanol (MeOH) ปริมาณ 7.0 มิลลิลิตร และเติมซิสเตเอมีนไฮโดรคลอไรด์ (cysteamine 
hydrochloride; I-1) ปริมาณ 1.00 กรัม (8.80 มิลลิโมล) ลงในสารละลาย แล้วจึงกวนปฏิกิริยา
ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน (argon atmosphere) ท่ีอุณหภูมิห้อง (room temperature) เป็น
ระยะเวลา 30 นาที แล้วจึงเติม 1,3-ไดโบรโมโพรเพน (1,3-dibromopropane; I-2) ปริมาณ 7.0 
มิลลิลิตร (3.5 มิลลิโมล) แล้วกวนปฏิกิริยาพร้อมให้ความร้อนจนอุณหภูมิถึง 40 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 10 ช่ัวโมง เมื่อครบก าหนดเวลาจึงน าไปก าจัดตัวท าละลายออก โดยใช้เครื่อง rotary 
evaporator จากนั้นเติมสารละลาย sodium hydroxide (NaOH) เข้มข้น 30% w/v ปริมาณ 15.0 
มิลลิลิตร ลงในขวดปฏิกิริยาข้างต้นและกวนเบา ๆ ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง แล้วน าไปสกัด
ด้วย dichloromethane (CH2Cl2) ปริมาณ 20.0 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง โดยเก็บสารละลายช้ัน 
CH2Cl2 ท่ีได้รวมกัน  จากนั้นน าสารละลายช้ัน CH2Cl2 ท่ีได้มาสกัดด้วยน้ าปราศจากไอออน 
(deionized water; น้ า DI) ปริมาณ 60.0 มิลลิลิตร อีกหนึ่งครั้ง โดยเลือกเก็บช้ัน CH2Cl2 มาก าจัด
น้ าออกโดยการเติม sodium sulfate anhydrous (anh. Na2SO4) ลงไปปริมาณเล็กน้อย และน าไป
ระเหยตัวท าละลาย CH2Cl2 ออกโดยใช้เครื่อง rotary evaporator จะได้สาร I-3 มีลักษณะเป็น
น้ ามันสีเหลืองอ่อน (น าไปใช้ในปฏิกิริยาขั้นตอนต่อไปโดยไม่ผ่านการแยกบริสุทธิ์) 
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1.1.2 การสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน (Cyanine dye, F-2) 
การสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีนนั้นสามารถท าได้ภายใน 2 ขั้นตอน ในขั้นแรก

นั้นจะอาศัยการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้  Vilsmeier Haack reagents ท าปฏิกิริยากับ cyclohexanone  
ได้สาร F-1 ดังภาพที่ 25 และในขั้นตอนท่ี 2 จะเป็นการท าปฏิกิริยา alkylation ระหว่างสาร F-1 กับ 
Indolium Iodide ดังภาพท่ี 26 จึงเกิดเป็นสารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน F-2 ซึ่งสามารถแสดง
รายละเอียดการสังเคราะห์ได้ดังต่อไปนี้ 

 
1) การสังเคราะห์สาร F-1 
 

Cl

H

O

OH

O

N

O

H POCl3
CH2Cl2, reflux

3 h

F-1  
ภาพที่ 25 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์สาร F-1 

 
วิธีการสังเคราะห์สาร F-1 สามารถท าได้ตามสมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดังภาพท่ี 25 โดย

ได้ศึกษาตามวิธีของ Reynolds และคณะ [27]  เริ่มจากน า dimethylformamide ปริมาณ  4.0 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดก้นกลมใบท่ี 1 ขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมตัวท าละลาย dry 
dichloromethane ปริมาณ  4.0 มิลลิลิตร  ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน  แล้วจึงกวนสารละลายขณะ
แช่ในอ่างน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที  ในขณะเดียวกัน  น า  phosphoryl chloride ปริมาณ  3.7 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดก้นกลมใบท่ี 2 ขนาด 10 มิลลิ ลิตร จากนั้น เ ติมตัวท าละลาย dry 
dichloromethane ปริมาณ  3.5 มิลลิลิตร  ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน  แล้วจึงน าสารละลายจาก
ขวดใบท่ี 2 ใส่ลงสารละลายของขวดใบท่ี 1 อย่างช้า ๆ แล้วจึงกวนปฏิกิริยาเป็นเวลา 5 นาที หลังจาก
นั้นให้เติม cyclohexanone ปริมาณ 1 มิลลิลิตร จากนั้นให้น าสารละลายผสมนั้นไป        รีฟลักซ์
เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาให้ต้ังท้ิงไว้ให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง  แล้วจึงเทปฏิกิริยาลงบนน้ าแข็ง
ปริมาณ 20 กรัม และต้ังท้ิงไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จะสังเกตเห็นตะกอนสีเหลือง
ส้มของสาร F-1 จากนั้นกรองแบบลดความดันเพื่อแยกเก็บตะกอนและท้ิงให้ตะกอนแห้ งใน 
decicator เป็นเวลา  2 ช่ัวโมง แล้วน าสาร F-1 ท่ีได้ไปต้ังปฏิกิริยาต่อทันที (สาร F-1 น าไปใช้ใน
ปฏิกิริยาขั้นตอนต่อไปโดยไม่ผ่านการแยกบริสุทธิ์) 
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2) การสังเคราะห์สาร F-2 
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reflux, 3 h

Cl

NN

F-2

Cl

H

O

OH

F-1  
 

ภาพที่ 26 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารไซยานีน F-2 
 

วิธีการสังเคราะห์สาร F-2 สามารถท าได้ตามสมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดังภาพท่ี 26 โดย
ได้ศึกษาตามวิธีของ Narayanan และคณะ [28] เริ่มจากช่ัง 1,2,3,3-Tetramethyl-3H-indolium 
iodide ปริมาณ 0.18 กรัม (0.6 มิลลิโมล) และสาร F-1 ปริมาณ  0.06 กรัม (0.3 มิลลิโมล) ใส่ลงใน
ขวดก้นกลมขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมตัวท าละลายผสมของระหว่าง n-butanol และ toluene 
ในอัตราส่วน 7:3 v/v ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน  แล้วน าสารละลายผสมนั้นไป  
รีฟลักซ์เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาปล่อยท้ิงไว้ให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วจึงน าไประเหยตัวท า
ละลายออกโดยใช้เครื่อง rotary evaporator จะได้ของแข็งสีเหลืองอมสีเขียวเป็น crude product  
จากนั้นน า crude product  ท่ีได้มาแยกบริสุทธิ์สารท่ีได้ด้วยเทคนิค column chromatography 
ในท่ีมืด โดยใช้ตัวท าละลายผสมระหว่าง CH2Cl2 และ MeOH ในอัตราส่วน 97:3 v/v ตามล าดับ เป็น 
mobile phase พบว่าจะได้สาร F-2  มีลักษณะเป็นของแข็งสีเขียวปีกแมลงทับ ปริมาณผลผลิตใน 
0.13 กรัม คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากับ 99% โดยการแยกด้วยเทคนิคนี้ มีค่า Rf เท่ากับ 0.27  

 
1.1.3 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
การสังเคราะห์สารสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 นั้นสามารถท าได้ภายในขั้นตอนเดียว  

โดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยา alkylation ในสภาวะเบส ดังภาพที่ 27 
 



  27 

S S

H2N NH2

DMF, 90 oC, 10 h NN

NH

S

S

NH2

Cy7C3

I-3

Cl

NN

F-2

 

ภาพที่ 27 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 

การสังเคราะห์เซ็นเซอร์ Cy7C3 สามารถท าได้ตามสมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดังภาพท่ี 
27 โดยได้ศึกษาตามวิธีของ Guo และคณะ [29] เริ่มจากช่ังสาร cyanine dye F-2 ปริมาณ 0.16 
กรัม (0.26 มิลลิโมล) และสารไอออโนฟอร์ I-3 ปริมาณ 0.10 กรัม (0.52 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้น
กลมขนาด 25 มิลลิลิตร จากนั้นเติมตัวท าละลาย dry dimethylformamide ปริมาณ 20 มิลลิลิตร
ภายใต้บรรยากาศอาร์กอน  แล้วน าสารละลายผสมนั้นไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ  90 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาปล่อยท้ิงไว้ให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วจึงน าไประเหยตัวท าละลาย
ออกโดยใช้เครื่อง rotary evaporator จะได้ crude product มีหลักษณะเป็นของเหลวสีน้ าเงินเข้ม 
จากนั้นน า crude product  ท่ีได้มาแยกบริสุทธิ์สารท่ีได้ด้วยเทคนิค column chromatography 
ในท่ีมืด โดยใช้ตัวท าละลายผสมระหว่าง CH2Cl2 และ MeOH ในอัตราส่วน 95:5 v/v ตามล าดับ เป็น 
mobile phase พบว่าจะได้สารเซ็นเซอร์ Cy7C3  มีลักษณะเป็นของแข็งสีน้ าเงินเข้ม ปริมาณผลผลิต
ใน 23 มิลลิกรัม (0.036 มิลลิโมล)  คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ผลผลิตได้เท่ากับ 13.8% โดยการแยกด้วย
เทคนิคนี้ มีค่า Rf เท่ากับ 0.24  

1.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนทองแดง 
จากการที่สามารถสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิดใหม่ได้นั้น จึงมีการน ามาศึกษา

คุณสมบัติในการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ และคุณสมบัติในการดูดกลืนแสงอุลตร้าไวโอเลต โดยการ
ตรวจสอบ excitation spectrum และ emission spectrum ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์แต่
ละชนิดในตัวท าละลายท่ีเหมาะสม จากนั้นน ามาศึกษาประสิทธิภาพในการท างานเกี่ยวกับการ
ตรวจจับไอออนทองแดง ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี เพื่อหาความไวในการวิเคราะห์ 
(sensitivity) ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนทองแดง (selectivity) เปรียบเทียบกับไอออนรบกวน
ชนิดอื่น ๆ รวมทั้งน าไปศึกษาถึงประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออนรบกวน
อื่น ๆ อัตราส่วนการเกิดสารเชิงซ้อนด้วยวิธีการของ Job (Job’s plot) ค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับ
ไอออนปรอท (Association constant; Kasso) และน าไปศึกษาถึงโครงสร้างโมเลกุลหลังจากเกิดอันตร



  28 

กิริยากับไอออนทองแดงโดยการค านวณ (molecular modeling) นอกจากนี้ได้น าฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนไปทดสอบในตัวอย่างจริงด้วย 

1.2.1 การทดสอบความไว (sensitivity) 
การทดสอบความไวของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์นั้น สามารถศึกษาการดูดกลืนแสง ด้วย

เครื่อง UV Visible spectrophotometer และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ด้วยเครื่องมือ 
fluorescence spectrophotometer โดยการปิเปตสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมขึ้นมาปริมาณ 3 
มิลลิลิตร แล้ววัดสัญญาณการคายแงฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึ้นก่อนการเติมไอออนก่อนเติมไอออน
ทองแดง จากนั้นจึงไตเตรตด้วยสารละลายไอออนทองแดงท่ีเตรียมขึ้น แล้ววัดสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ท่ีเกิดขึ้นภายหลังการเติมไอออนทองแดงในแต่ละครั้ง จะสังเกตเห็นการลดลงของความเข้ม
สัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ นอกจากนี้ผลการทดลองท่ีได้จากการทดสอบนี้ ได้น าไปใช้ใน
การหาค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออนปรอท (Kasso) จากสมการ Benesi-Hildebrand [30-32] 
ตามสมการท่ี (1) 

 
ตามสมการ Benesi-Hildebrand;   

 
          (1) 

 
 จากสมการท่ี  (1) มี ลักษณะความสัมพันธ์ เ ชิง เส้นตรง ดังนั้นการสร้ างกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่าง               ในแนวแกน y และ             ในแนวแกน x จะหาค่าคงท่ีสมดุล
ของการจับกับไอออนปรอทได้ เมื่อก าหนดให้  

A 0  = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์เริ่มต้น 

A    = ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์หลังเติมไอออนท่ีความเข้มข้น
ใดๆ 

Amax= ความเข้มแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายเซ็นเซอร์มากท่ีสุด 
n     = จ านวนเต็มใด ๆ เช่น 1, 2 และ 3 

 
 
 
 
 
 

1

(A-A0)

1

K  (Amax-A0)  [Cu2+]n
=

(A-A0) Amax-A0

1 1

[Cu2+]n

1
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พบว่าค่าคงท่ีสมดุลของการจับกับไอออนทองแดงค านวณได้จากความชันของกราฟที่สร้างขึ้น ดังนี้ 
 

slope =
K  (Amax-A0)

1

slope  (Amax-A0)
K

1
=

 
 
1) การเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
เตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 เข้มข้น 5x10-4 M ในตัวท าละลาย acetonitrile 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 โดยปิเปตสารละลายจากขวดท่ีมี
ความเข้มข้น 5x10-4 M มาปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร  ใส่ขวดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม
สารละลาย HEPES buffer pH 7.0 ปริมาณ 3 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile จะได้
สารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 เจือจางความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5x10-6 M (ได้มีการทดสอบเบื้องต้น
เพื่อเลือกตัวท าละลายท่ีเหมาะสม โดยใช้ตัวท าละลายเป็น methanol ethanol และ acetonitrile 
พบว่าใน acetonitrile มีการเปล่ียนแปลงของสัญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจนท่ีสุด จากนั้นจึงน าไป
ทดสอบ %water ของสารละลาย พบว่าท่ี น้ า 30% ในตัวท าละลาย acetonitrile มีการเปล่ียนแปลง
ของสัญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจนท่ีสุด และสุดท้ายเป็นการหาสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสม โดยใช้
สารละลายบัฟเฟอร์ 3 ชนิด ได้แก่ PES, HEPES และ Tris buffer แทนน้ า พบว่าในสารละลาย 
HEPES buffer มีการเปล่ียนแปลงของสัญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจนท่ีสุด fดังนั้นจึงได้สภาวะท่ี
เหมาะสม คือ 30% HEPES buffer ใน acetonitrile)  

 
2)  การเตรียมสารละลายไอออนทองแดง 
ในการทดสอบความไวของสารเซ็นเซอร์ Cy7C3 จะเตรียมสารละลายไอออนทองแดงเปอร์

คลอเรตเข้มข้น 1.0x10-2 M ใน H2O ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางสารละลายไอออน
ทองแดง ด้วยวิธี serial dilution โดยให้ความเข้มข้นลดลงครั้งละ 10 เท่า  จนได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 1.0x10-3 M และ 1.0x10-4 M ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

 
3)  การทดสอบความไว 
น าสารละลายเซ็นเซอร์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ความเข้มข้น 5x10-6 M ท่ีเตรียมขึ้น ไปวัดสัญญาณ

ฟลูออเรสเซนต์ โดยสังเกตการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึ้น เมื่อมีการไตเตรต
สารละลายไอออนทองแดง โดยก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในการทดสอบส าหรับเซ็นเซอร์เซ็นเซอร์ 
Cy7C3 ตามตารางท่ี 2 
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พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่ก าหนด 

ปริมาตรสารเซ็นเซอร์ (mL) 3 

λex (nm) 647 

λem (nm) 718 

Scan speed (nm/min) 300 

Slit width (nm) 5.0 

ช่วงความยาวคล่ืนท่ีศึกษา (nm) 650-800 

 
ตารางท่ี 2 ค่าพารามิเตอร์ท่ีก าหนดส าหรับการทดสอบความไวของเซ็นเซอร์ Cy7C3 

 
1.2.2 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) 
การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ Cy7C3 ได้ศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์

สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จากการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนทองแดงลง
ในสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมขึ้น ปริมาณ 3 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี
เกิดขึ้นจากการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนรบกวนอื่น ๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีถูกเตรียมขึ้น 
ปริมาณ 3 มิลลิลิตร จะสังเกตเห็นการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีแตกต่างกันระหว่าง
การไตเตรตด้วยสารละลายไอออนทองแดงและการไตเตรตด้วยสารละลายไอออนรบกวนอื่น ๆ 

 
1) การเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 จะเตรียมขึ้นโดยใช้ความเข้มข้นของสารเซ็นเซอร์

เท่ากับการทดสอบความไวโดยให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5x10-6 M ในปริมาณ 50 มิลลิลิตร 
สามารถท าได้โดยปิเปตสารละลายจากขวดท่ีมีความเข้มข้น 5x10-4 M มาปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร  ใส่
ขวดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย HEPES buffer pH 7.0 ปริมาณ 15 
มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วย acetonitrile จะได้สารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 เจือจางความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 5x10-6 M ปริมาณ 50 มิลลิลิตร 
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2)  การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอื่น ๆ 
ในการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของเซ็นเซอร์ Cy7C3 จะเตรียมสารละลายไอออนทอง 

และไอออนโลหะเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่าง ๆ ใน H2O ท่ีความเข้มข้นเดียวกับการทดสอบความไว 
ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นและความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากัน โดยไอออนรบกวนอื่น ๆ ได้แก่ Li+, Na+, K+, 
Ba2+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Ni2+, Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+ 

 
3)  การทดสอบความจ าเพาะเจาะจง 
น าสารละลายเซ็นเซอร์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ท่ีเตรียมขึ้นไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ สังเกต

การเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึ้น เมื่อมีการไตเตรตสารละลายไอออนทองแดง
เทียบกับการไตเตรตสารละลายไอออนโลหะเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่าง ๆ ซึ่งในการไตเตรทไอออน
รบกวนอื่น ๆ จะใช้ความเข้มข้นเท่ากับการไตรทไอออนทองแดง โดยก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ใน
การทดสอบตามตารางท่ี 2 เช่นเดียวกับการทดสอบความไว 

 
1.2.3 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะที่มีไอออน

รบกวนชนิดอื่น ๆ (competitive) 
การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอื่น 

ๆ ได้ศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในขณะก่อน
เติมและหลังเติมสารละลายไอออนทองแดงลงในสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 ท่ีถูกเตรียมขึ้น ปริมาณ 
3 มิลลิลิตร จนสังเกตเห็นการเปล่ียนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ชัดเจนท่ีความเข้มค่าหนึ่ง  จากนั้น
จึงเติมสารละลายไอออนรบกวนชนิดอื่น ๆ ในปริมาณ 10 เท่าของสารละลายไอออนทองแดงท่ีเติมลง
ไป และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ภายหลังการเติมไอออนรบกวนอื่น ๆ อีกครั้ง โดยสารละลาย
เซ็นเซอร์แต่ละชนิด สารละลายไอออนทอง และสารละลายไอออนรบกวนชนิดต่าง ๆ นั้น สามารถ
เตรียมได้เช่นเดียวกับการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง 

 
1) การเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
การเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์  Cy7C3 จะเตรียมขึ้นในลักษณะเดียวกับการทดสอบ

ความจ าเพาะเจาะจง โดยใช้ความเข้มข้นของสารเซ็นเซอร์สุดท้ายเท่ากับ 5x10-6 M ในปริมาณ 50 
มิลลิลิตร ในตัวท าละลายผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 
v/v  
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2)  การเตรียมสารละลายไอออนทองแดงและไอออนรบกวนชนิดอื่น ๆ 
ในการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิด

อื่น ๆ ของเซ็นเซอร์ Cy7C3 จะเตรียมสารละลายไอออนทอง และโดยไอออนรบกวนอื่น ๆ ชนิด
เดียวกับท่ีใช้ในการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง  

 
3)  การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะที่มีไอออนรบกวน

ชนิดอื่น ๆ 
การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดอื่น 

ๆ ของเซ็นเซอร์ Cy7C3 สามารถท าได้โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์และสังเกตการเปล่ียนแปลง
ของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีเกิดขึ้น เมื่อมีการเติมสารละลายไอออนทองแดงและสารละลายไอออน
โลหะเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่าง ๆ ลงในสารละลายเซ็นเซอร์ โดยก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ใน
การทดสอบตามตารางท่ี 2 เช่นเดียวกับการทดสอบความไว จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์
ระหว่างค่า IF/I0 ท่ีความยาวคล่ืน 718 nm ในแนวแกน y และชนิดของสารต่าง ๆ ในแนวแกน x เมื่อ
ก าหนดให้                 

  
I0 = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายก่อนเติมไอออน  

IF = ความเข้มของแสงฟลูออเรสเซนต์ของสารละลายหลังเติมไอออน 
  
1.2.4  การหาอัตราส่วนการเกิดสารเชิงซ้อนวิธีการของ Job (Job’s plot) ของ

เซ็นเซอร์ Cy7C3 
การหาอัตราส่วนการเกิดสารเชิงซ้อนวิธีการของ Job [33] ได้ศึกษาด้วยเทคนิคฟลูออเรส

เซนต์สเปกโทรสโกปี โดยการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ในระบบท่ีมีเศษส่วนโมล (mole fraction) 
หรืออัตราส่วนระหว่างจ านวนโมลของเซ็นเซอร์แต่ละชนิดต่อจ านวนโมลไอออนทองแดงในอัตราส่วน
ต่าง ๆ  สามารถท าได้โดยผสมสารละลายเซ็นเซอร์ Cy7C3 ในตัวท าละลายผสมระหว่าง HEPES 
buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v เข้มข้น 5x10-6 M และสารละลายไอออน
ทองแดงเปอร์คลอเรตใน H2O เข้มข้น 5x10-4 M ในขวดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ด้วยอัตราส่วนดัง
ตารางท่ี 3  
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ขวดท่ี ปริมาตรสารเซ็นเซอร์ 
(mL) 

ปริมาตรไอออนทองแดง 
(µL) 

Mole fraction  

1 0 1.0 0 
2 0.1 0.9 0.1 
3 0.2 0.8 0.2 
4 0.3 0.7 0.3 
5 0.4 0.6 0.4 
6 0.5 0.5 0.5 
7 0.6 0.4 0.6 
8 0.7 0.3 0.7 
9 0.8 0.2 0.8 
10 0.9 0.1 0.9 
11 1.0 0 1.0 

 
ตารางท่ี 3 การหาอัตราส่วนการเกิดสารเชิงซ้อนของเซ็นเซอร์ Cy7C3  

 
โดยแต่ละขวดปรับปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยการค านวณให้ตัวท าละลายผสมระหว่าง 

HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile มีอัตราส่วนเป็น 3:7 v/v แล้วน าไปวัดสัญญาณการคาย
แสงฟลูออเรสเซนต์ จากนั้นสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มของสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 718 nm ในแนวแกน y และเศษส่วนโมลในแนว  แกน x เพื่อหาอัตราส่วน
ระหว่างเซ็นเซอร์ต่อไอออนทองแดงท่ีสามารถแสดงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ได้มาก 

 
1.2.5 ลักษณะการตรวจจับไอออนทองแดงเซอร์ด้วยเทคนิคเคมีเชิงค านวณ 

(molecular modeling) 
การศึกษาเคมีเชิงค านวณเป็นการศึกษาลักษณะโครงสร้างของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ก่อน 

และหลังตรวจวัดไอออนทองแดง โดยใช้พื้นฐานความรู้ทางเคมีเชิงฟิสิกส์ ผ่านโปรแกรม Gaussian 
09 [34] โดยเป็นการค านวณผ่าน density functional theory  (DFT)/ B3LYP density 
functional ก าหนด basis sets เป็น 6-311G** ส าหรับ main group element และ LanL2DZ 
ส าหรับไอออนโลหะ ตัวท าละลายท่ีใช้ในการวิเคราะห์จะจ าลองโดยให้ค่าความเป็นขั้วในระบบท่ีศึกษา
โดยใช้ integral equation formalism polarizable continuum model (IEFPCM) จากนั้นเมื่อได้
ข้อมูลมาจะท าการสร้างภาพโดยใช้โปรแกรม Visual Molecular Dynamics [35] 
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1.2.6 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy3C7 
ในตัวอย่างจริง 

ในวิทยานิพนธ์นี้มีการน าสารเซ็นเซอร์ Cy3C7 ไปศึกษาในตัวอย่างจริง แต่เป็นการศึกษา
เบ้ืองต้นส าหรับการน าไปพัฒนาเป็นชุดเครื่องมือต่อไป ในท่ีนี้ได้ศึกษาในตัวอย่างจริง 2 ชนิดคือ การ
ทดสอบกับเซลล์ส่ิงมีชีวิตและการทดสอบกับน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ 

 
1)   ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในเซลล์ HepG2 
การทดสอบกับเซลล์ส่ิงมีชีวิต เป็นการศึกษาเบื้องต้นส าหรับการพัฒนาไปใช้กับร่างกายมนุษย์

โดยตัวอย่างท่ีน ามาใช้ คือ เซลล์มะเร็งตับ (HepG2 cancer cells) ของมนุษย์ โดยท าการศึกษาโดย
บ่มเซลล์ในสภาวะท่ีมี และไม่มีไอออนทองแดง และบ่มเซลล์ต่อด้วยสารละลายเซ็นเซอร์ Cy3C7 
จากนั้นจึงน าไปทดสอบด้วยกล้องจุลทัศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence microscope)  

 
2)  ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ 
การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy3C7 ในน้ าปุ๋ย

ไฮโดรโปนิกส์  สามารถศึกษาได้โดยการเปรียบเทียบระดับของสีของสารละลายเซ็นเซอร์ท่ีความ
เข้มข้นเท่ากับ 5x10-6 M ในตัวท าละลายผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile 
(3:7 v/v) ในขณะท่ีมีและไม่มีไอออนทองแดง 
 

2.  การวิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis, FIA) ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
M-141 

ในวิทยานิพนธ์นี้นอกจากได้มีการได้สังเคราะห์ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ท่ีมีการคายแสงฟลูออ
เรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรดแล้ว ยังได้มีการน าสาร  M-141 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออน
เหล็กมาทดสอบความสามารถในการตวจวัดไอออนเหล็กด้วยวิธีการแบบ FIA อีกด้วย 

 
1) การเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M-141 
โดยการเตรียมสารละลายเซ็นเซอร์ M-141 เข้มข้น 5x10-4 M ในตัวท าละลาย ethanol 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางโดยปิเปตสารละลายจากขวดท่ีมีความเข้มข้น 5x10-4 M มา
ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม ethanol ปริมาณ 2 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยสารละลาย 
Tris buffer เข้มข้น 5 mM ในขวดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร จะได้สารละลายเซ็นเซอร์ เซ็นเซอร์ 
M-141 เจือจางความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 5x10-6 M ในตัวท าละลายผสมระหว่าง Tris buffer pH 
7.2 และ ethanol (95:5 v/v) 
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2)  การเตรียมสารละลายไอออนเหล็ก 
ในการทดสอบนี้จะเตรียมสารละลายไอออนเหล็ก(lll) เกลือคลอไรด์ในน้ า ท่ีความเข้มข้นต่าง 

ๆ ได้แก่  2 mM  4 mM  6 mM  8 mM และ 10  mM  ความเข้มข้นละ 10 มิลลิลิตร  
 
3)  การทดสอบการตรวจวัดไอออนเหล็กด้วยวิธีการแบบ FIA 
ในการต่อระบบ FIA ส าหรับตรวจวัดไอออนเหล็กสามารถท าได้ดังภาพท่ี 28 โดยใช้ตัวพา

แบบสารตัวท าละลายผสมระหว่าง Tris buffer pH 7.2 และ ethanol (95:5 v/v) โดยมีปริมาตรการ
ฉีดตัวอย่างเท่ากับ 30 µL  และอัตราการไหลท่ี 2.0 mL.min-1 

 

  
 

ภาพที่ 28 การต่อระบบ FIA ส าหรับตรวจวัดไอออนเหล็ก  
 

โดยการตรวจวัดครั้งนี้จะสังเกตการเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ เมื่อมีการฉีด
ไอออนเหล็กเข้าสู่ระบบ FIA โดยก าหนดค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ในการทดสอบสัญญาณฟลูออเรสเซนต์
ตารางท่ี 4 

 
 
 
 
 

 
ตารางท่ี 4 ค่าพารามิเตอร์ท่ีก าหนดส าหรับตรวจวัดไอออนเหล็กของเซ็นเซอร์ M141 
 

 
 

พารามิเตอร์ที่ศึกษา ค่าพารามิเตอร์ที่ก าหนด 

λex (nm) 308 

λem (nm) 500 
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3.  การข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) 
ในวิทยานิพนธ์นี้ยังได้ให้ความสนใจต่อการพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้ง่ายและ

สะดวกต่อการน าไปใช้งาน  โดยน าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด RhBH ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง
กับไอออนปรอทมาขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง โดยใช้โพลิเมอร์เป็นตัวจับเอาไว้  

 
3.1 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ RhBH  
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ภาพที่ 29 สมการปฏิกิริยาการสังเคราะห์ RhBH 

การสังเคราะห์สาร RhBH สามารถท าตามวิธีของ Kraithong และคณะ [36] ดังภาพท่ี  29 
โดยช่ังสารโรดามีน บี ไฮโดรคลอไรด์ปริมาณ 0.20 กรัม (0.42 มิลลิโมล) ใส่ขวดก้นกลมขนาด 25 
มิลลิลิตร จากนั้นละลายด้วย dry ethanol ปริมาณ 10.0 มิลลิลิตร และเติม dry NEt3 ซึ่งท าหน้าท่ี
เป็นเบส ปริมาณ 0.20 มิลลิลิตร (3.4 มิลลิโมล) กวนปฏิกิริยาภายใต้บรรยากาศอาร์กอนท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 30 นาที แล้วเติมไฮดราซีนปริมาณ 0.13 มิลลิลิตร (2.1 มิลลิโมล) 
จากนั้นรีฟลักซ์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบก าหนดเวลาท้ิงให้เย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง แล้วจึงน าไป
กรองและก าจัด ethanol ออกด้วยเครื่อง rotary evaporator จากนั้นเติม CH2Cl2 ปริมาณ 30 
มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีน าไปใส่เครื่อง rotary evaporator ข้างต้น แล้วน าไปสกัดด้วยน้ า DI ปริมาณ 
30 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง โดยเลือกเก็บสารละลายช้ัน CH2Cl2 มาก าจัดน้ าออกโดยเติม anh. 
Na2SO4 ลงไปปริมาณเล็กน้อย และน าไปก าจัด CH2Cl2 ออกโดยใช้เครื่อง rotary evaporator 
จากนั้นแยกบริสุทธิ์สารท่ีได้ด้วยเทคนิค column chromatography โดยใช้ตัวท าละลายผสม
ระหว่าง CH2Cl2 และ MeOH ในอัตราส่วน 97:3 v/v ตามล าดับ เป็น mobile phase พบว่าได้สาร 
RhBH มีลักษณะเป็นของแข็งสีชมพูอ่อนปริมาณ 138 มิลลิกรัม (0.303 มิลลิโมล) คิดเป็นเปอร์เซ็นต์
ผลผลิตเท่ากับ 72% โดยมีค่า Rf เท่ากับ 0.44 
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3.2 การข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปนินิง (electrospinning) 
ในการขึ้นรูปฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงในท่ีนี้ จะใช้โพลิเมอร์ชนิด Poly(methyl 

methacrylate) ละลายผสมกับโดยมีการใส่สารเซ็นเซอร์ RhBH จากนั้นจึงน าผ่านกระแสไฟฟ้าก าลัง
สูง เพื่อเกิดเป็นเส้นใยพอลิเมอร์ท่ีรวมตัวกันมากพอจนเป็นแผ่นฟิล์ม 

3.3 การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นฟลิ์ม 
การทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นฟิล์ม  สามารถศึกษาได้โดยการสังเกต
ด้วยตาเปล่า จากการเปรียบเทียบระดับความเข้มของสีของแผ่นฟิล์มขนาด 1 ตารางเซนติเมตร เมื่อ
อยู่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของไอออนปรอทเกลือเปอร์คลอเรตท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ โดยในภาวะท่ี
ไม่มีไอออนปรอทสารเซ็นเซอร์ RhBH จะไม่มีสีแต่เมื่อมีการตรสจวัดไอออนปรอท สารเซ็นเซอร์ 
RhBH จะเปล่ียนเป็นสีชมพู 
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บทท่ี 5 

ผลการด าเนินงานวิจัย 

ในวิทยานิพนธ์นี้ได้สังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับตรวจวัดไอออนทองแดง
และมีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรด มีการศึกษาการวิเคราะห์แบบฉีดไหล 
(Flow Injection Analysis, FIA) ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M-141 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง
ต่อไอออนเหล็ก นอกจากนี้มีการศึกษาขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิ ล์มด้วยเทคนิคอิ เ ล็กโตรสปินนิ ง 
(electrospinning) จากการผสมสารเซ็นเซอร์ท่ีส าหรับตรวจวัดไอออนปรอทพบว่าได้ผลการทดลอง
ดังต่อไปนี้ 

1. สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
จากการศึกษาเกี่วกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด Cy7C3 ส าหรับตรวจวัดไอออน

ทองแดงและมีการคายแสงฟลูออเรสเซนต์อยู่ในช่วงใกล้อินฟาเรดพบว่าได้ผลการทดลองดังนี้ 
 

1.1 การสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3  
ในขั้นตอนการสังเคราะห์สารเซ็นเซอร์ Cy7C3 นั้นจะแบ่งออกเป็น 2 ส่วน กล่าวคือ จะต้อง

สังเคราะห์ส่วนของไอออโนฟอร์ และส่วนของฟลูออโรฟอร์ขึ้นมาก่อน จากนั้นจึงน าท้ัง 2 ส่วนมาเช่ือม
เข้าด้วยกันโดยการปฏิกิริยาการแทนท่ีแบบนิวคลีโอฟิลิก 

1.1.1   การยืนยันโครงสร้างไอโอโนฟอร์ชนิด 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propyl- 
sulfanyl]ethanamine (I-3) 
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ภาพที่ 30 โครงสร้างของ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) 
 
จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl] 

ethanamine (I-3) ดังภาพที่30 โดยวิธีทาง NMR สเปกโทรสโกปีสามารถยืนยันโครงสร้างได้ดังนี้ 
1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.63 (br s, 2NH2), 1.87 (quintet, J = 6.9 Hz, 2H), 

2.60–2.65 (m, 8H), 2.88 (t, J = 6.3 Hz, 4H) ppm (ภาพท่ี 31).; 13C NMR (75 MHz, CDCl3):  
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29.1 (CH2), 30.0 (2CH2), 35.7 (2CH2), 40.8 (2CH2) ppm (ภาพท่ี 32).; HR-ESI MS จากการ
ค านวณ C7H19N2S2 (M+H)+ 195.0990 m/z, จากการทดสอบ 195.1066 m/z (ภาพที่ 33). 

 

 

ภาพที่ 31 1H NMR ของ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) 

 

ภาพที่ 32 13C NMR ของ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) 
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ภาพที่ 33 HR-ESI MS ของ 2-[3-(2-aminoethylsulfanyl)propylsulfanyl]ethanamine (I-3) 
 

เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสาร I-3 (ภาพท่ี 30) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพท่ี 31) แสดง
ให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 5 กลุ่ม ดังนี้ สัญญาณชุดแรกมีค่า chemical shift () 1.63 ppm เป็น 
singlet มีลักษณะ board เกิดจากโปรตอนของหมู่เอมีน (-NH2; H-5) ถัดมาท่ี  1.87 ppm เกิดจาก
โปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่ง 1 (H-1) มีลักษณะเป็น quintet มีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 
6.9 Hz เนื่องจากเกิด coupling กับส่ีโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่ง 2 (H-2) ถัดมาสัญญาณของ
โปรตอนต าแหน่ง 2 (H-2) และโปรตอนต าแหน่ง 3 (H-3) ปรากฏใกล้กันมาก จึงเห็นเป็น multiplet 
ท่ี   2.60–2.65 ppm และสุดท้ายสัญญาณของโปรตอนต าแหน่ง 4 (H-4) มีลักษณะเป็น triplet ท่ี 
 2.88 ppm มีค่า coupling constant (J) เท่ากับ 6.3 Hz เนื่องจากเกิด coupling กับสอง
โปรตอนของ H-3 โดยปรากฏบริเวณสนามแม่เหล็กต่ า (down field) กว่าโปรตอนชนิดอื่นๆ 
เนื่องจากอิทธิพลของหมู่เอมีนท่ีอยู่บนคาร์บอนเดียวกัน พบว่าเพียงแค่ 1H NMR สเปกตรัม สามารถท่ี
จะยืนยันโครงสร้างสาร I-3 ได้ แต่เพื่อความแน่นอนมากยิ่งขึ้น สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบ
น้ าหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพท่ี 33) ในสูตรโมเลกุลเป็น C7H19N2S2 
(M+H)+ ได้เท่ากับ 195.1066 m/z มีค่าใกล้เคียงกับท่ีได้จากการค านวณมาก โดยมีค่าเท่ากับ 
195.0990 m/z จึงยืนยันได้ว่าได้สาร I-3 เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์   
 

1.1.2   การยืนยันโครงสร้างสารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน (Cyanine dye, F-2) 

จากการสังเคราะห์สารฟลูออโรฟอร์ชนิดไซยานีน F-2 นั้น  จะต้อง ท าภาย 2 ขั้นตอน  แต่
เมื่อท าการทดลองแล้วพบว่า สาร F-1 ท่ีสังเคราะห์ได้นั้น  มีความเสถียรน้อยมาก เมื่อน าไปท าการ
ยืนยัยโครสร้างของสารด้วยเทคนิค NMR ก็พบว่าสารนั้นได้สลายตัวในเวลาอันรวดเร็ว  
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ภาพที่ 34 โครงสร้างทางเคมีสารไซยานีน F-2 
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ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไม่ได้มีการยืนยันโครงสร้างของสาร F-1 แต่ได้น าไปทดลองท าปฏิกิริยา
ต่อทันทีในขั้นตอนถัดไปทันที พบว่าเกิดสารไซยานีน F-2  ท่ีมีโครงสร้างดังภาพท่ี 34 และสามารถ
ยืนยันโครงสร้างด้วยวิธีทาง NMR สเปกโทรสโกปีได้ดังนี้ 

1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.73 (s, 12H), 1.90 (m, 2H), 2.75 (t, J = 6.0 Hz, 4H), 
3.76 (s, 6H), 6.22 (d, J = 15 Hz, 2H), 7.20-7.41(m, 8H), 8.35 (d, J = 12 Hz, 2H)  ppm 

(ภาพท่ี 35).; 13C NMR (75 MHz, CDCl3):  20.7 (2CH2), 26.8 (CH2), 28.0 (2CH3), 28.1 
(2CH3), 32.6 (2CH3), 49.2 (2C), 101.7 (2CH), 110.9 (2CH), 122.2 (2CH), 125.4 (2CH), 127.7 
(C), 128.8 (2CH), 140.1 (2C), 142.8(2C), 144.4 (2CH), 150.6 (2C), 172.9 (2C) ppm (ภาพท่ี 
36).; HR-ESI MS จากการค านวณ C32H36ClN2

+ (M) 483.2562 m/z, จากการทดสอบ 483.2562 
m/z (ภาพที่ 38).  

 

 
ภาพที่ 35 1H NMR สเปกตรัมของสารไซยานีน F-2 
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ภาพที่ 36 13C NMR สเปกตรัมของสารไซยานีน F-2 
 

 

ภาพที่ 37 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของสารไซยานีน F-2 
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ภาพที่ 38 HR-ESI MS สเปกตรัมของสารไซยานีน F-2 
 

 เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสารไซยานีน F-2 (ภาพท่ี 34) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพท่ี 
35) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 7 กลุ่ม ท่ีแตกต่างกัน โดยสัญญาณต าแหน่งแรกปรากฏบริเวณ 
chemical shift () ต่ าสุดคือ 1.73 ppm มีลักษณะเป็น  singlet เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 12 
โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 1 (H-1) เนื่องจากห่างไกลจากอิทธิพลของแรงดึง
อิเล็กตรอนมากท่ีสุด สัญญาณถัดมาปรากฏท่ี  1.90 ppm มีลักษณะเป็น multiplet เกิดจาก
โปรตอนต าแหน่ง 2 (H-2) ท่ีมีการเกิด coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 3 (H-3) 
สัญญาณท่ีสามมีลักษณะเป็น triplet ท่ี  2.75 ppm มีค่า J  เท่ากับ 6.6 Hz เกิดจากการ 
coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 (H-2) สัญญาณถัดมามีค่า  ปรากฏท่ี 3.76 ppm 
เป็น singlet มีลักษณะเกิดจากโปรตอนต าแหน่งท่ี 4 (H-4) สัญญาณถัดมาปรากฏท่ี  6.22 ppm มี
ลักษณะเป็น doublet มีค่า J เท่ากับ 15 Hz เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 5 (H-5) coupling กับ
โปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 7 (H-7)  ส่วน  ปรากฏท่ีช่วง 7.20-7.41 ppm เกิดจากโปรตอน
ต าแหน่ง 6 (H-6) ซึ่งเป็นโปรตอนของกลุ่ม aromatic ring จึงเห็นการ split ของสัญญาณในลักษณะ
เป็น multiplet  ส่วนโปรตอนต าแหน่ง 7 (H-7) มีค่า  ปรากฏท่ี 8.35 ppm ซึ่งพบลักษณะ
สัญญาณเป็น doublet มีค่า J  เท่ากับ 12 Hz โดยเกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอน
ต าแหน่งท่ี 5 (H-5) และเพื่อความแน่นอนมากยิ่งขึ้น สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบน้ าหนัก
โมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพท่ี 38) ในสูตรโมเลกุลเป็น C32H36ClN2

+ (M) ได้
เท่ากับ 483.2562 m/z  ซึ่งมีค่าเท่ากับท่ีได้จากการค านวณมาก โดยมีค่าเท่ากับ 483.2562 m/z  จึง
ยืนยันได้ว่าได้สาร F-2 เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์   
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1.1.3 การยืนยันโครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
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ภาพที่ 39 โครงสร้างทางเคมีสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 

เมื่อสังเคราะห์ สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ท่ีมีโครงสร้างดังภาพท่ี 39 ได้แล้วจึง
ยืนยันโครงสร้างด้วยวิธีทาง NMR สเปกโทรสโกปีได้ดังนี้ 

1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.62 (s, 12H), 1.85 (m, 2H), 1.98 (m, 2H), 2.50      
(t, J = 6.0 Hz, 4H), 2.82 (m, 8H), 3.21(m, 2H), 3.45 (s, 6H), 3.98 (m, 2H), 5.60 (d, J = 15 
Hz, 2H), 6.91 (-NH2), 7.10-7.32 (m, 8H), 7.80 (d, J = 12 Hz, 2H) ppm (ภาพท่ี 40).; 13C NMR 

(75 MHz, CDCl3):  20.0 (2CH2), 23.6 (CH2), 27.0 (CH3), 27.2 (4CH3), 27.5 (CH3), 30.5 
(CH2), 31.6 (CH2), 36.1 (CH2), 37.7 (CH2), 46.5 (CH2), 46.9 (CH2), 52.0 (CH2), 75.9 (CH2), 
93.4 (2CH), 107.1 (2CH), 108.9 (C), 119.0 (2CH), 120.7 (2CH), 121.7 (2CH), 127.1 (2CH), 
137.4 (2C), 138.5 (2C), 142.0 (2CH), 177.8 (2C) ppm (ภาพท่ี 41).; HR-ESI MS จากการ
ค านวณ C39H53N4S2

+ (M) 641.3706 m/z, จากการทดสอบ 641.3755 m/z (ภาพที่ 43).  
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ภาพที่ 40 1H NMR สเปกตรัมของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 

 

ภาพที่ 41 13C NMR สเปกตรัมของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
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ภาพที่ 42 13C DEPT135 NMR สเปกตรัมของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
 

 

ภาพที่ 43 HR-ESI MS สเปกตรัมของสารสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 
 

เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสารเซ็นเซอร์ Cy7C3 (ภาพท่ี39) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพ
ท่ี 40) แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 11 กลุ่ม ท่ีแตกต่างกัน โดยสัญญาณต าแหน่งแรกปรากฏ
บริเวณ chemical shift () ต่ าสุดคือ 1.62 ppm มีลักษณะเป็น  singlet เมื่ออินทิเกตได้ค่าเท่ากับ 
12 โปรตอน นั่นแสดงว่าเกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 1 (H-1) เนื่องจากห่างไกลจากอิทธิพลของแรงดึง
อิเล็กตรอนมากท่ีสุด สัญญาณถัดมาปรากฏท่ี  1.85 ppm มีลักษณะเป็น multiplet เกิดจาก
โปรตอนต าแหน่ง 8 (H-8) ท่ีมีการเกิด coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 (H-5) 



  47 

สัญญาณท่ีสามมีลักษณะเป็น multiplet ท่ี  1.98 ppm เป็นสัญญาณโปรตอนต าแหน่งท่ี 10 (H-
10) เกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 9 (H-9) สัญญาณถัดมามีค่า  
ปรากฏท่ี 2.50 ppm เป็นสัญญาณโปรตอนต าแหน่งท่ี 5 (H-) มีลักษณะเป็น triplet มีค่า J  เท่ากับ 
6.0 Hz เกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 8 (H-8) สัญญาณถัดมามีค่า  
ปรากฏท่ี 2.82 ppm มีลักษณะ multiplet เกิดจากโปรตอนต าแหน่งท่ี 9 (H-9) สัญญาณถัดมามีค่า 
 ปรากฏท่ี 3.21 ppm เป็นมีลักษณะ multiplet เกิดจากโปรตอนต าแหน่งท่ี 11 (H-11) ท่ีอยู่ใกล้
กับหมู่เอมีน สัญญาณถัดมาปรากฏท่ี  3.45 ppm มีลักษณะเป็น  singlet ของโปรตอนต าแหน่งท่ี 
4 (H-4) ท่ีอยู่ใกล้กับหมู่เอมีน สัญญาณถัดมามีค่า  ปรากฏท่ี 3.98 ppm มีลักษณะแบบ multiplet 
เกิดจากโปรตอนต าแหน่งท่ี 7 (H-7)  ถัดมามีค่า  ปรากฏท่ี 5.60 ppm มีลักษณะเป็น doublet มี
ค่า J เท่ากับ 15 Hz เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 2 (H-2) coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 
3 (H-3)  ในส่วนของสญาณต าแหน่งถัดมา  ปรากฏท่ี 6.91 เกิดหมู่เอมีนของสายโซ่ไอออโนโฟอร์ 
ต าแหน่งถัดมา  ปรากฏท่ีช่วง 7.10-7.32 ppm เกิดจากโปรตอนต าแหน่ง 6 (H-6) ซึ่งเป็นโปรตอน
ของกลุ่ม aromatic ring จึงเห็นการ split ของสัญญาณในลักษณะเป็น multiplet  ส่วนโปรตอน
ต าแหน่ง 3 (H-3) มีค่า  ปรากฏท่ี 7.80 ppm ซึ่งพบลักษณะสัญญาณเป็น doublet มีค่า J  เท่ากับ 
12 Hz โดยเกิดจากการ coupling กับโปรตอนบนคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 (H-2) และเพื่อความแน่นอน
มากยิ่งขึ้น สามารถยืนยันผลจากการตรวจสอบน้ าหนักโมเลกุลร่วมด้วย โดยพิจารณาจาก HR-ESI MS 
(ภาพที่ 43) ในสูตรโมเลกุลเป็น C39H53N4S2

+ (M) 6 ได้เท่ากับ 641.3755 m/z  ซึ่งมีค่าใกล้เคียงท่ีได้
จากการค านวณมากโดยมีค่าเท่ากับ 41.3706 m/z จึงยืนยันได้ว่าได้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ 
Cy7C3 เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์  

  
1.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการตรวจวัดไอออนทองแดง 

น าได้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 แล้วก็ได้มีการน ามาศึกษาถึงประสิทธิภาพในการ
ตรวจวัดไอออนทองแดง เช่น ความไวในการวิเคราะห์ (sensitivity) ความจ าเพาะเจาะจงกับไอออน
ทองแดง (selectivity) เมื่อเปรียบเทียบกับไอออนรบกวนชนิดอื่น ๆ รวมท้ังน าไปศึกษาถึง
ประสิทธิภาพในการตรวจจับไอออนปรอทในภาวะท่ีมีไอออนรบกวนอื่น ๆ อัตราส่วนการเกิดสาร
เชิงซ้อน เป็นต้น ซึ่งสามารถแสดงผลการทดสอบได้ดังต่อไปนี้ 

 
1.2.1 ผลการการทดสอบความไว (sensitivity) 
การทดสอบความไว สามารถศึกษาได้จากความสามารถในการดูดกลืนแสง (absorption) 

และการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ ท าได้โดยเตรียมสารละลายฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์  Cy7C3 ใน
ระบบตัวท าละลายผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v 
และน าติดตามสัญญาณการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง UV-visible spectrometer: HP-8453 เมื่อความ
เข้มข้นของเซ็นเซอร์ Cy7C3 เท่ากับ 10 µM และใช้ไอออนทองแดงในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต ผล
การทดลองแสดงดังภาพที่ 44  
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ภาพท่ี 44 การดูดกลืนแสง UV-Vis ของเซ็นเซอร์ Cy7C3 (10 µM) ในสารละลาย HEPES 

buffer:CH3CN (3:7 v/v) ก่อนและหลังเติมไอออนทองแดงท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ a: 0 µM, 
b: 0.50 µM, c: 0.67 µM, d: 0.83 µM, e: 1.00 µM, f: 1.17 µM, g: 1.33 µM and h: 
1.50 µM  

 
จากจากผลการทดสอบการดดูกลืนแสง  พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 

(max)ท่ีความยาวคล่ืน 647 นาโนเมตร ในระบบตัวท าละลายผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 
และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v  ภายหลังการเติมไอออนทองแดงเปอร์คลอเรตท่ีความ
เข้มข้นต่าง ๆ ส่งผลให้การดูดกลืนแสงของเซ็นเซอร์  ซึ่งการเปล่ียนแปลงความเข้มของการดูดกลืน
แสงท่ีเกิดขึ้นนี้ ท าให้เกิดการแปลงเปล่ียนสีจากสารละลายใสสีฟ้าเป็นสารละลายใสไม่มีสีอย่างชัดเจน
โดยสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า ในขณะท่ีไอออนรบกวนชนิดอื่น ๆ ได้แก่  Li+, Na+, K+, Ba2+, 
Mg2+, Ca2+, Al3+, Ni2+, Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+ ไม่ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงการดูดกลืนแสง UV-Vis และการเปล่ียนสีดังภาพที่ 45 

 

 
 
ภาพท่ี 45 การเปล่ียนแปลงสีของเซ็นเซอร์ Cy7C3 ในสารละลาย HEPES buffer:CH3CN (3:7 v/v) 

ก่อนและหลังเติมไอออนทองแดงและไอออนรบกวนอื่น ๆ 
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ส่วนการส าหรับติดตามสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซ็นต์ของเซ็นเซอร์ ด้วยเครื่อง 
Fluorescence spectrometer: Perkin Elmer Luminescence spectrometer model LS-55
โดยศึกษาในสารละลายผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 
v/v  โดยติดตามสเปกตรัมของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence emission spectra) เมื่อ 

ex เท่ากับ 647 นาโนเมตร ความเข้มข้นของเซ็นเซอร์ Cy7C3 เท่ากับ 5 µM และใช้ไอออนทองแดง
ในรูปของเกลือเปอร์คลอเรต ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 46 

 
ภาพท่ี 46 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ (ex = 647 nm และ em = 718 nm) ของเซ็นเซอร์ 

Cy7C3 (5 µM) ในสารละลาย HEPES buffer:CH3CN (3:7 v/v) ก่อนและหลังเติมไอออน
ทองแดงท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ a: 0 µM, b: 1.33 µM, c: 2.00 µM, d: 2.67 µM, e: 3.33 
µM, f: 4.67 µM, g: 6.00 µM and h: 8.00 µM 

 

จากผลการทดลองการคายแสงฟลูออเรสเซนต์พบว่า การตรวจวัดไอออนทองแดงของ
เซ็นเซอร์ Cy7C3 จะแสดงสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์แบบระบบ  ON - OFF  ซึ่งคาดว่าเกิด
จากกลไกกระบวนการ PET โดยไอออนทองแดง พบว่าในสภาวะท่ีไม่มีไอออนทองแดงสารฟลูออเรส
เซนต์เซ็นเซอร์จะคายแสงฟลูออเรสเซนต์ได้มาก แต่ในทางตรงข้ามภายหลังการเติมไอออนทองแดง
เปอร์คลอเรตท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ  เซ็นเซอร์จะแสดงสัญญาณคายแสงฟลูออเรสเซนต์ลดลงในช่วง
ความยาวคล่ืนใกล้อินฟาเรดท่ี  650-800 นาโนเมตร โดยความยาวคล่ืนท่ีมีการคายแสงฟลูออเรส

เซนต์สูงสุด (max) เท่ากับ 718 นาโนเมตร  ซึ่งการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์จะลดลงเป็น
สัดส่วนโดยตรงกับปริมาณไอออนทองแดงท่ีเพิ่มขึ้นในสารละลาย  และเมื่อค านวณค่าคงท่ีสมดุลของ
การจับกับไอออนปรอท (Kasso) โดยใช้การเปล่ียนแปลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์  เมื่อมีการเติม
ไอออนของปรอทในความเข้มข้นต่าง ๆจากสมการ Benesi-Hildebrand  ได้เท่ากับ 1.24x106 M-1 
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ซึ่งคาดว่าแรงกระท าแบบ 1:1 ระหว่างเซ็นเซอร์ Cy7C3 กับไอออนทองแดง  และพบว่าในระบบนี้มี
ค่าความเข้มข้นต่ าสุด (detection limit) ในการตรวจวัดไอออนทองแดง เท่ากับ 9 ppb  

1.2.2 ผลการทดสอบความจ าเพาะเจาะจง (selectivity) 
การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์ในระบบตัวท าละลายผสมระหว่าง 

HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v  ในสภาวะท่ีมีไอออนทองแดง 
เปรียบเทียบกับในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนชนิดต่าง ๆ ได้แก่ ได้แก่ Li+, Na+, K+, Ba2+, Mg2+, Ca2+, 
Al3+, Ni2+, Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+ ดังภาพที่ 47 และ 48 

 

ภาพที่ 47 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของ Cy7C3 (5 µM) ในสภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือเปอร์
คลอเรตชนิดต่าง ๆ เข้มข้น 8 µM 
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ภาพท่ี 48 Normalized fluorescence intensity plot (ex 647nm, em 718 nm) ของ
เซ็นเซอร์ Cy7C3 (5 µM) ในสภาวะท่ีมีไอออนโลหะของเกลือเปอร์คลอเรตชนิดต่าง ๆ 

 
จากการทดลองพบว่าสารเซ็นเซอร์ Cy7C3 มีความจ าเพาะเจาะจงท่ีดีกับไอออนทองแดงเมื่อ

เปรียบเทียบกับไอออนโลหะชนิดอื่น ๆ โดยจากการทดลองท้ังนี้ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อมี
การเติมไอออนทองแดงจะท าให้เกิดการลดลงของการคายสัญญาณฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจน  
ในขณะท่ีสัญญาณการคายแสงฟลูออเรสเซนต์หลังเติมไอออนโลหะรบกวนชนิดอื่น ๆ ได้แก่ Li+, Na+, 
K+, Ba2+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Ni2+, Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+  ในความ
เข้มข้นเดียวกันกับไอออนทองแดง  แทบจะไม่แสดงให้เห็นถึงการเปล่ียนแปลงหรือมีการเปล่ียนแปลง
น้อยมาก เมื่อเทียบกับความเข้มของสัญญาณเริ่มต้นหรือในขณะท่ีไม่มีไอออนโลหะเจือปนใน
สารละลายเซ็นเซอร์ 

1.2.3 ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในสภาวะที่มีไอออน
รบกวนชนิดอื่น ๆ (competitive) 

การทดสอบการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของเซ็นเซอร์  Cy7C3 ในระบบตัวท าละลายผสม
ระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v ในสภาวะท่ีมีไอออน
ทองแดงละลายรวมอยู่กับไอออนรบกวนอื่น ๆ  ได้แก่ Li+, Na+, K+, Ba2+, Mg2+, Ca2+, Al3+, Ni2+, 
Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+ ซึ่งได้ตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ใน
ขณะท่ีมีปริมาณไอออนรบกวนต่าง ๆ มากกว่าปริมาณไอออนทองแดงในสารละลาย  โดยผลการ
ทดลองแสดงในรูปของกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่า IF/I0 (แกน y) และชนิดของสาร (แกน x)ได้ผลดัง
แสดงในภาพที่ 49 
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ภาพท่ี 49 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของ Cy7C3 เข้มข้น 5 µM (ex 647nm, em 718 nm) 

ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นไอออนรบกวนต่าง ๆ เจือปนในสารละลายมากกว่าความเข้มข้น
ของไอออนทองแดง 10 เท่า 

 
การทดลองนี้เป็นการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ 

Cy7C3 ในสภาวะท่ีมีไอออนรบกวนอื่น ๆ เข้มข้นมากกว่าไอออนทองแดง ปริมาณ 10 เท่า  โดย
ตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ีความยาวคล่ืน 718 นาโนเมตร สังเกตได้ว่าสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ท่ีได้หลังจากเติมไอออนรบกวนอื่น ๆ รวมกับไอออนทองแดง มีการเปล่ียนแปลงน้อยมาก เมื่อ
เทียบกับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์หลังการเติมไอออนทองแดงเพียงชนิดเดียว นั่นแสดงให้เห็นว่า 
เซ็นเซอร์ Cy7C3 ยังคงมีประสิทธิภาพในการท างานเพื่อตรวจวัดไอออนทองแดงได้แม้ว่าจะมีไอออน
รบกวน  แต่จะมีไอออนรบกวนบางตัว คือ Hg2+เท่านั้นท่ีส่งผลรบกวนการท างานของเซ็นเซอร์  

1.2.4  ผลการศึกษาเพื่อหาอัตราส่วนการเกิดสารเชิงซ้อนวิธีการของ Job (Job’s plot) 
ของเซ็นเซอร์ Cy7C3 

 การทดลองเพื่อหาอัตราส่วนระหว่างโมเลกุลของเซ็นเซอร์ Cy7C3 กับไอออนทองแดงท่ีใช้ใน
การเกิดการ binding ศึกษาโดยวิธี Job’s plot ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 50 
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 ภาพที่ 50 Job’s plot ของเซ็นเซอร์ Cy7C3 
 

จากผลการศึกษา Job’s plot พบว่าค่าสัดส่วนโมลสูงสุดมีค่าตรงกับสัดส่วนโมลของไอออน
ทองแดงเท่ากับ 0.5 นั้นแสดงว่าอัตราส่วนการเกิดไอออนเชิงซ้อนระหว่างโมเลกุลของฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ Cy7C3 กับไอออนทองแดงเกิดแรงกระท าแบบ 1:1 (Cy7C3:Cu2+ = 1:1) ในสารละลาย
ผสมระหว่าง HEPES buffer pH 7.0 และ acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v  

 
1.2.7 ลักษณะการตรวจจับไอออนทองแดงเซอร์ด้วยเทคนิคเคมีเชิงค านวณ 

(molecular modeling) 
ผลจากการศึกษาลักษณะโครงสร้างของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ขณะก่อน และหลัง

ตรวจวัดไอออนทองแดง  เพื่อค านวณหาโครงสร้างท่ีเสถียรท่ีสุด สามารถท าได้โดยค านวณผ่าน
โปรแกรม Gaussian 09 ซึ่งใช้ค าส่ังการท างานโดย DFT-B3LYP ก าหนด basic set ของการค านวณ
เป็น 6-311G** ส าหรับธาตุในหมู่ 1A-8A (ไนโตรเจน ออกซินเจน คาร์บอน ไฮโดรเจน และซัลเฟอร์) 
และใช้ LanL2DZ ส าหรับไอออนทองแดง ก าหนดตัวท าละลายท่ีใช้เป็นอะซิโตรไนไทรล์ต่อน้ าใน
อัตราส่วน 7:3 โดยใช้วิธีทาง integral equation formalism polarizable continuum model 
(IEFPCM) เมื่อค านวณจนได้โครงสร้างท่ีเสถียรที่สุดแล้ว จะน าข้อมูลทางต าแหน่งของอะตอมไปสร้าง
ภาพด้วยโปรแกรม Visual Molecular Dynamics (VMD) ผลแสดงดังภาพที่ 51 
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ภาพที่ 51  (a) ลักษณะโครงสร้างท่ีเสถียรที่สุดของฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 (b) สารประกอบ
เชิงซ้อนระหว่างฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3:Cu2+ ในอัตราส่วน 1:1 

 จากโครงสร้างท่ีได้จะเห็นได้ว่าฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ตรงส่วนของไอออโนฟอร์จะ
มีลักษณะเป็นเส้นตรง เมื่อไม่มีไอออนทองแดงในระบบตัวท าละลาย และเมื่อในสภาวะท่ีมีไอออน
ทองแดงจะเห็นได้ว่าส่วนของไอออโนฟอร์จะมีลักษณะล้อมรอบไอออนทองแดง โดยใช้อะตอมของ
ซัลเฟอร์ 2 อะตอมมาสร้างพันธะ โดยมีระยะห่างเท่ากับ 2.18 Å และ  2.14 Å โดยอัตราส่วนท่ีใช้ใน
การตรวจวัดเป็น 1:1 ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองด้วยวิธี job’s plots และการหาค่าคงท่ีสมดุล
ของการเกิดไอออนเชิงซ้อนตามสมการ Benesi-Hildebrand 

1.2.8 ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy3C7 
ในตัวอย่างจริง 

การน าสารเซ็นเซอร์ Cy3C7 ไปศึกษาในตัวอย่างจริง ซึ่งถือได้ว่าเป็นการศึกษาเบ้ืองต้น
ส าหรับการน าไปพัฒนาเป็นชุดเครื่องมือต่อไป ในท่ีนี้ได้ศึกษาในตัวอย่างจริง 2 ชนิดคือ การทดสอบ
กับเซลล์ส่ิงมีชีวิตและการทดสอบกับน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ ได้ผลการทดลองดังนี้ 

 
1) ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในเซลล์ HepG2 
ผลการการศึกษาตรวจวัดไอออนทองแดงในตัวอย่างจากส่ิงมีชีวิต เป็นการศึกษาเบื้องต้น

ส าหรับน าไปพัฒนาใช้กับร่างกายมนุษย์ โดยตัวอย่างท่ีใช้ คือ เซลล์มะเร็งตับของมนุษย์ หรือ HepG2 
cancer cells โดยผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 52  
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ภาพที่ 52  ภาพถ่ายกล้องจุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์แบบ Bright-field และ fluorescence 
images ของ HepG2:  (A, D, G) bright-field images ของ HepG2 cells ท่ีบ่มด้วย 
CuCl2 ก่อนน าไปบ่มด้วยสารเซ็นเซอร์ : (A) 0 µM, (D) 50 µM และ G) 100 µM ; (B, E, 
H) fluorescence images ของเซลล์ท่ีบ่มด้วยสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร ์Cy7C3 ท่ี 37 
°C ในสารละลาย PBS buffer: (C, F, I) bright-field images ของเซลล์ท่ีบ่มด้วยสารฟลูออ
เรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ท่ี 37 °C ในสารละลาย PBS buffer 

 
จากผลการทดลองท่ีเพิ่มความเข้มข้นของไอออนทองแดงในการบ่มเซลล์ และเมื่อน าเซลล์

เหล่านั้นไปบ่มต่อกับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ พบว่า มีสารเซ็นเซอร์สามารถเข้าไปท างานในเซลล์
ได้  โดยสังเกตเห็นการลดลงของแสงฟลูออเรสเซนต์อย่างชัดเจนเมื่อเซลล์นั้นมีความเข้มข้นของ
ไอออนทองแดงมากขึ้น นั่นหมายความว่าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 สามารถน ามาประยุก
ใช้เป็นตัวตรวจหาไอออนทองแดงในเซลล์ส่ิงมีชีวิตได้   ซึ่งสามารถน าไปเป็นต้นแบบในการน าไปประ
ยุกใช้ทางการแพทย์ได้ 

2)  ความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ 
ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy3C7 ในน้ าปุ๋ย

ไฮโดรโปนิกส์ ได้ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 53 
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ภาพที่ 53 การตรวจวัดไอออนทองแดงของเซ็นเซอร์ Cy3C7 ในน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ 
 

จากผลการทดลองพบว่า ภายหลังการเติมตัวอย่างน้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ท้ัง 4 ชนิด ผสมกับ
สารละลายเซ็นเซอร์ ท าให้เกิดการแปลงเปล่ียนสีจากสารละลายใสสีฟ้าเป็นสารละลายสีฟ้าอ่อน โดย
สามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่า แสดงให้เห็นว่าเซ็นเซอร์ Cy3C7 สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในตัวอย่า
อย่างจริงได้  

 
2.  ผลการวิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis, FIA) ของสารฟลูออเรสเซนต์

เซ็นเซอร์ M-141 
ในการศึกษาการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ของสาร M-141 นั้น ผู้วิจัยได้รับความอนุเคราะห์

สารจากกลุ่มวิจัยของ ดร.ธนศาสตร์ สุขศรีเมือง ซึ่งมีโครงสร้างดังภาพที่ 54  
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ภาพที่ 54 โครงสร้างทางเคมีสาร M-141 
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ในการทดลองนี้ได้น าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M-141 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการ
ตรวจจับไอออนเหล็กเบื้องต้น ด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบไม่ต่อเนื่อง (batch analysis) พบว่า สาร
ฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ M-141 ตรวจวัดไอออนเหล็กเกลือคลอไรด์ได้อย่างว่องไวในสารละลายผสม 

Ethanol:Tris buffer (5:95 v/v) โดยก าหนดค่า  excitation wavelength (ex) เท่ากับ 308 nm  

ค่า emission wavelength (em) เท่ากับ 500 nm ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 55  

 

 

ภาพท่ี 55 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ M-141 (10 µM) ในสารละลาย Ethanol:Tris 
buffer (5:95 v/v) หลังการเติมไอออนเหล็กของเกลือคลอไรค์ท่ีความเข้มข้นต่างๆ a: 0 
µM, b: 6.67 µM, c: 13.33 µM, d: 36.67 µM, e: 56.67 µM, f: 83.33 µM, g: 136.67 
µM, h: 190.00 µM 

 
จากผลการทดลองเมื่อเซ็นเซอร์มีการตรวจวัดไอออนเหล็กเกลือคลอไรค์ในสารละลาย 

Ethanol:Tris buffer (5:95 v/v) ท่ีความเข้มข้นต่าง  ๆ จะพบว่ามีลักษณะการท างานเป็นแบบ ON-
OFF fluorescence switch แสดงให้เห็นว่ามีการลดลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์เป็นสัดส่วน
โดยตรงกับปริมาณไอออนเหล็กเปรียบเทียบกับสภาวะท่ีไม่มีไอออนเหล็ก โดยการคายแสงฟลูออเร

เซนต์สูงท่ีสุดในช่วงความยาวคล่ืน 400-600 nm ก าหนดให้ค่า em ของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ 
เท่ากับ 500 nm ความสามารถในการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ และ detection limit ของการ
ตรวจวัดหาปริมาณของเหล็ก มีค่าเท่ากับ 2.68 ppb และยังได้น าไปทดสอบความจ าเพราะเจาะจง
ของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ในสารละลาย Ethanol:Tris buffer (5:95 v/v) ในสภาวะท่ีมีไอออน
เหล็กเปรียบเทียบกับไอออนโลหะรบกวนอื่น ๆ  ได้ผลการทดลองดังภาพที่ 56 
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ภาพท่ี 56  การคายแสงฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ M-141 (10 µM) ในสารละลาย Ethanol:Tris 
buffer (5:95 v/v)  ในสภาวะท่ีมีไอออนชนิดอื่นๆ ได้แก่ Cu2+, Al3+, Li+, K+, Na+, Ca+, 
Ba2+, Mn2+, Ni2+, Cd2+, Mg2+, Zn2+ ,Hg2+ และ Pb2+(190 µM) 

 

จากผลการทดลองการคายสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ท่ี 500 nm แสดงให้เห็นว่า เซ็นเซอร์ M-
141 มีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนเหล็ก เมื่อเปรียบเทียบกับไอออนชนิดอื่น ๆ ท่ีเติมลงไปใน
สารละลาย  ได้แก่ Cu2+, Al3+, Li+, K+, Na+, Ca+, Ba2+, Mn2+, Ni2+, Cd2+, Mg2+, Zn2+ ,Hg2+ และ 
Pb2+  แต่ในการทดลอง พบว่าอาจมีการรบกวนของไอออนอื่นบางชนิดเล็กน้อย คือ Cu2+ และ Al3+

ของเซ็นเซอร์ต่อการตรวจจับไอออนเหล็กเล็กน้อย  แต่ก็ไม่ถือว่ามีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการ
ลดลงของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์จากไอออนเหล็กท่ีความเข้มข้นเดียวกัน 

เมื่อท าการทดสอบเบื้องต้นแล้ว  พบว่าสารเซ็นเซอร์ M-141 มีความว่องไวและความจ าเพาะ
เจาะจงต่อไอออนเหล็ก จึงได้มีการน าไปทดลองวัดด้วยวิธีการ FIA ซึ่งได้ผลการทดลองดังภาพที่ 57  
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ภาพที่ 57 การคายแสงฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ของ M-141 ด้วยวิธีการวิเคราะห์แบบ FIA 

จากการทดสอบนี้เมื่อมีการฉีดไอออนเหล็กความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 3 ซ้ า โดยก าหนดค่า  

excitation wavelength (ex) เท่ากับ 308 nm  ค่า emission wavelength (em) เท่ากับ 500 
nm เช่นดียวกับการวัดแบบ batch เมื่อเข้าสู่ระบบ FIA  พบว่า ท่ีความเข้มข้นเหล็กเพิ่มขึ้น การลดลง
ของการคายแสงฟลูออเรสเซนต์ก็จะเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งจากผลการทดลองจะมีช่วงการใช้งานอยู่ท่ีความ
เข้มข้น  2-10 mM โดยมีค่า detection limit เท่ากับ 0.08 mM ส าหรับเทคนิค FIA แม้ว่าค่า DL ท่ี
หาได้จะค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับวิธีการแบบ batch analysis แต่เทคนิคนี้ก็ยังมีข้อดีตรงท่ีสามารถวัด
ตัวอย่างได้จ านวนมากในระยะเวลาอันส้ัน และจากผลการการทดลองยังท าให้เห็นถึงแนวทางการ
พัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์ส าหรับสารฟลูออเรสเซนต์เพื่อใช้ตรวจวัดไอออนโลหะได้อีกด้วย  

 
3.  ผลการทดสอบการข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง (electrospinning) 

การศึกษาวิธีการพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ให้ง่ายและสะดวกต่อการน าไปใช้งาน  
นั้น มีวิธีการหนึง่ท่ีน่าสนใจ คือ การขึ้นรูปเป็นแผ่นฟิล์มด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิง โดยใช้โพลิเมอร์
เป็นตัวจับสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์เอาไว้ ในท่ีนี้ได้เลือกใช้สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ชนิด RhBH 
ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับไอออนปรอทมาท าการศึกษา ซึ่งได้ผลการทดลองดังต่อไปนี้ 
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3.4 การยืนยันโครงสร้างสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ RhBH  
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ภาพที่ 58 โครงสร้างทางเคมีของสาร RhBH 
 
 จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสาร RhBH โดยวิธีทางสเปกโทรสโกปีสามารถยืนยัน
โครงสร้างได้ดังนี้ 
1H NMR (300 MHz, CDCl3):  1.14 (t, J = 6.9 Hz, 12H), 3.31 (q, J = 6.9 Hz, 8H), 3.62 (br 
s, 2H, NH2), 6.27 (dd, J1 = 8.7 Hz, J2 = 2.4 Hz, 2H), 6.43-6.46 (m, 4H), 7.06 (dd, J1 = 5.4 
Hz, J2 = 3.0 Hz, 1H), 7.39 (dd, J1 = 5.4 Hz, J2 = 3.6 Hz, 2H), 7.92 (dd, J1 = 5.7 Hz, J2 = 

3.0 Hz, 1H) ppm (ภาพท่ี 59).; 13C NMR (75 MHz, CDCl3):  12.6 (4CH3), 44.3 (4CH2), 65.8 
(C), 98.0 (2CH), 104.6 (2C), 108.0 (2CH), 122.8 (CH), 123.7 (CH), 127.9 (CH), 128.0 (2CH), 
139.9 (2C), 132.4 (CH), 148.8 (2C),151.5 (C), 153.8 (C), 166.0 (C) ppm (ภาพท่ี 60).; HR-ESI 
MS จากการค านวณ C28H33N2O2 (M+H)+ 457.2604 m/z, จากการทดสอบ 457.2366 m/z (ภาพ
ท่ี 62). 
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ภาพที่ 59 1H NMR สเปกตรัมของสาร RhBH 

 

ภาพที่ 60 13C NMR สเปกตรัมของสาร RhBH  
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ภาพที่ 61 13C Dept 135 สเปกตรัมของสาร RhBH 
 

 

ภาพที่ 62 HR-ESI MS สเปกตรัมของสาร RhBH 
 

เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างสาร RhBH (ภาพท่ี 58) และ 1H NMR สเปกตรัม (ภาพท่ี 59) 
แสดงให้เห็นสัญญาณของโปรตอน 8 ชนิดท่ีแตกต่างกัน แต่ไม่สามารถยืนยันโครงสร้างท่ีแน่นอนได้
อย่างชัดเจน เนื่องจากโครงสร้างเริ่มต้นของโรดามีน บี ไฮโดรคลอไรด์แสดงผล 1H NMR แตกต่างกับ
สาร RhBH เพียงแค่สัญญาณของหมู่เอมีนในต าแหน่ง  เท่ากับ 3.62 ppm เท่านั้น ส่วนสัญญาณท่ี
เหลือไม่สามารถบอกได้อย่างชัดเจน จึงต้องอาศัยผลของ 13C NMR สเปกตรัม (ภาพท่ี 60) มาอธิบาย
เพิ่มเติม โดยสัญญาณท่ีสามารถระบุได้ชัดเจนคือ สัญญาณท่ีปรากฏต าแหน่ง  เท่ากับ 166.0 ppm 
ซึ่งเกิดจากสัญญาณคาร์บอน ของหมู่คาร์บอนิล (C=O) ท่ีเกิดพันธะกับอะตอมไนโตรเจนได้เป็นหมู่เอ
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ไมด์ (N-C=O; C-1) ซึ่งได้เปล่ียนต าแหน่งของสัญญาณจากเดิมโรดามีน บี ไฮโดรคลอไรด์  หมู่คาร์บอ
นิล (C=O) จะมีพันธะอยู่กับอะตอมออกซิเจนได้เป็นหมู่คาร์บอกซิลิก (O-C=O) ซึ่งจะแสดงสัญญาณ
ปรากฏท่ี  167.29 ppm ท้ังนี้สามารถใช้ผลจากการตรวจสอบน้ าหนักโมเลกุลยืนยันร่วมด้วย โดย
พิจารณาจาก HR-ESI MS (ภาพท่ี 62) ในสูตรโมเลกุล C28H33N2O2 (M+H)+  ได้เท่ากับ 457.2366 
m/z มีค่าใกล้เคียงจากการค านวณโดยมีค่าเท่ากับ 457.2604 m/z  จึงยืนยันได้ว่าได้สาร RhBH 
เกิดขึ้นจริงจากการสังเคราะห์ 

 
3.5 ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นฟิล์ม 

ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนปรอทของแผ่นฟิล์มท่ีได้จากการขึ้นรูป
ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรสปินนิงนั้น พบว่าสามารถท างานได้เมื่อน าไปจุ่มในสารละลายปรอทท่ีความ
เข้มข้นต่าง ๆ โดยได้ผลการทดลองดังภาพที่ 63  

 

 
 

ภาพที่ 63 การเปล่ียนสีของแผ่นฟิล์มท่ีความเข้มข้นของไอออนปรอทต่าง ๆ 
 

จากการสังเกตด้วยตาเปล่าพบว่า เมื่อปรอทมีความเข้มข้นมากขึ้นแผ่นฟิล์มจะเปล่ียนเป็นสี
ชมพูเข้มขึ้นด้วย  นอกจากนี้ยังได้ทดสอบความจ าเพาะเจาะจงต่อการวิเคราะห์ไอออนปรอทบน
แผ่นฟิล์มอีกด้วย โดยได้ผลดังภาพที่ 64 
        

 
 

ภาพที่ 64 ความจ าเพาะเจาะจงต่อการวิเคราะห์ไอออนปรอทบนแผ่นฟิล์ม 
 

จากผลการทดลอง  พบว่าสาร RhBH ยังสามารถท างานได้อย่างมีความจ าเพาะเจาะจง
กับไอออนปรอท  เมือ่เทียบกับไอออนชนิดอืน่ ได้แก่ Cu2+ Ag+ Pb2+ Fe2+ Ca2+ Na+ และ K+ ซ่ึง
การเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้สามารถพัฒนาเพือ่ไปเปน็อปุกรณ์ภาคสนามที่สามารถวิเคราะห์ได้
ทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพได้อีกด้วย 
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บทท่ี 6 

สรุปผลการทดลอง 

วิทยานิพนธ์นี้สามารถสังเคราะห์สารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3 ท่ีมีการคายแสงในช่วง
ใกล้อินฟราเรดส าหรับตรวจวัดไอออนทองแดง  โดยภายในโครงสร้างจะประกอบด้วยส่วนของไอออ
โ น ฟ อ ร์ ท่ี มี อ ะ ต อ ม ซั ล เ ฟ อ ร์ เ ป็ น อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ  ไ ด้ แ ก่  2 -[ 3 -( 2 -aminoethylsulfanyl)- 
propylsulfanyl]ethanamine เช่ือมต่อกับสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด ไซยานีน (Cyanine dye) จาก
ผลการทดสอบความสามารถในการตรวจวัดไอออนทองแดงในตัวท าละลายผสมระหว่างบัฟเฟอร์ 
HEPES: acetonitrile ในอัตราส่วน 3:7 v/v ท่ี pH 7.0 สามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 5 

พารามิเตอร์ ผลการทดลอง 

λex (nm) 647 

λem (nm) 718 

 Detection limit (ppb) 9 

Kasso 1.24x106 M-1 

Ratio [Cy7C3:Cu2+] 1:1 

Color เปล่ียนจากสีฟ้าเป็นใสไม่มีสี 

 ตัวอย่างจริง 1. เซลล์มะเร็งตับ (HepG2)  
2. น้ าปุ๋ยไฮโดรโปนิกส์ 

 

ตารางท่ี 5 สรุปผลการทดลองของสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ Cy7C3  

 เซ็นเซอร์ Cy7C3 มีค่า detection limit ส าหรับตรวจวัดไอออนแดงท่ีต่ ากว่ามาตรฐานของ 
U.S. EPA และแสดงการคายสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ลักษณะ ON - OFF ในช่วงความยาวคล่ืนใกล้
อินฟาเรด  โดยพฤติกรรมนี้ไม่แสดงผลต่อไอออนโลหะรบกวนอื่น ๆ ได้แก่ Li+, Na+, K+, Ba2+, Mg2+, 
Ca2+, Al3+, Ni2+, Zn2+, Cd2+, Co2+, Mn2+, Hg2+, Pb2+, Fe3+และ Ag+เป็นต้น จึงถือได้ว่ามี
ความจ าเพาะเจาะจงต่อไออออนทองแดงเป็นอย่างมาก   นอกจากนี้ได้น าสารได้มีการน าสารฟลูออ
เรสเซนต์เซ็นเซอร์  M-141 ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนเหล็ก มาศึกษาด้วยเทคนิคการ
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วิเคราะห์แบบฉีดไหล (Flow Injection Analysis) พบว่ามช่ีวงใช้งานในการตรวจวัดไอออนเหล็กอยู่ท่ี 
2-10 mM ในตัวพาแบบสารละลายผสมระหว่าง Tris buffer pH 7.2 และ ethanol (95:5 v/v) โดย
มีค่า detection limit เท่ากับ 0.08 mM ส าหรับเทคนิค FIA แม้ว่าค่า DL ท่ีหาได้จะค่อนข้างสูงแต่
สามารถวัดตัวอย่างได้จ านวนมากในระยะเวลาอันส้ัน  ดังนั้นจึงสามารถใช้เป็นแนวทางการพัฒนา
เทคนิคการวิเคราะห์ส าหรับสารฟลูออเรสเซนต์เพื่อใช้ตรวจวัดไอออนโลหะอื่น ๆ ต่อไปได้  อีกท้ังยัง
ได้น าสารฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ RhBH มีความจ าเพาะเจาะจงต่อไอออนปรอทและสามารถเปล่ียนสี
ได้จากการสังเกตด้วยตาเปล่าดังภาพที่ 65  

 

ภาพที่ 65 การเปล่ียนสีของแผ่นฟิล์ม 

จากผลการทดลองข้างต้นนั้นสามารถน าไปใช้เป็นแนวทางการพัฒนาสารฟลูออเรสเซนต์
เซ็นเซอร์ให้สามารถน าออกไปใช้เป็นอุปกรณ์ภาคสนาม หรือพัฒนาเป็นชุดทดสอบท่ีมีราคาไม่แพง
ต่อไปได้ในอนาคต 
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