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บทคัดย่อ 
ในงานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาการน าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์คอปเปอร์ (II)             

กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพนัธ์ของแอนทราซีน Cu2L1 และ Cu2L2 กับฟลอูอเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ Eosin Y มาใช้ในการตรวจวดั
กรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) ด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ โดยใช้สารละลาย 0.01 M HEPES บัฟเฟอร์ pH 7.4              
ใน 80/20 (%v/v) MeCN/H2O เป็นตวัท าละลาย จากการทดลองพบว่าค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดสารเชิงซ้อนระหว่าง
สารประกอบ Cu2L1 และ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ Eosin Y มีค่า log K เท่ากับ 3.82 ± 0.25 และ 4.91 ± 0.33 ตามล าดับ               
จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเอนเซมเบิลทัง้สองมาใช้ในการเป็นฟลูออเรสเซนต์เซ็นเซอร์ส าหรับการตรวจวัด                 
กรดอะมิโนฮิสทิดีน พบว่ามีเพียงเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบ Cu2L2 และอินดิเคเตอร์ Eosin Y เท่านัน้ที่สามารถ
น าไปใช้ในการตรวจวัด His ได้อย่างจ าเพาะเจาะจง ในขณะที่เอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบ Cu2L1 นัน้สามารถ                 
ถูกรบกวนได้จากกรดอะมิโนชนิดอื่นๆ ดงันัน้จึงสามารถสรุปได้ว่าสารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์คอปเปอร์ ( II) 
Cu2L2 สามารถใช้เป็นรีเซปเตอร์ส าหรับตรวจวัด His โดยใช้ฟลูออเรสเซนต์อินดิเคเตอร์ Eosin Y เป็นหน่วยให้สญัญาน             
ด้วยเทคนิคการถกูแทนท่ีของอินดิเคเตอร์  

ค าส าคัญ  :  สารประกอบโคออร์ดิเนชนัชนดิไดนิวเคลยีร์คอปเปอร์   เทคนิคการถกูแทนท่ีของอินดิเคเตอร์ 
                    ลแิกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของแอนทราซีน    กรดอะมิโนฮิสทิดีน   ฟลอูอเรสเซ็นต์เซ็นเซอร์ 
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Abstract 
 The formation of the ensembles between dinuclear copper (II) complexes of anthracene derivative ligands, 
Cu2L1 and Cu2L2, with fluorescence indicator Eosin Y was studied, aiming to employ the ensembles to detect 
histidine (His)  by using an indicator displacement assay approach ( IDAs) . Experiments were carried out in 80/20 
(%v/v) MeCN/H2O in the presence of 0.01 M HEPES buffer at pH 7.4. The ensemble formation constants (log K) of 
Cu2L1 and Cu2L2 with Eosin Y were calculated to be 3.82 ± 0.25 and 4.91 ± 0.33, respectively.  Interestingly, it was 
found that only Cu2L2 ensemble could detect His selectively, whereas the Cu2L1 ensemble could respond to other 
amino acids.  Thus, Cu2L2 can be used as a receptor to determine His with fluorescence indicator Eosin Y as                            
a signaling unit under an indicator displacement assay approach. 
 

Keywords :  dinuclear copper (II) complexes,  indicator displacement assay,  anthracene derivative ligands,  
      histidine amino acid, fluorescence sensor 

 
บทน า 
 ในระยะเวลาประมาณสองทศวรรษที่ผ่านมานกัวิจยัพบว่ามีการอบุตัิใหม่ของภาวะผิดปกติที่มีสาเหตุมาจากความ
ผิดปกติของระดบัสารเคมีในร่างกายของมนษุย์มากขึน้ อาทิเช่นฮอร์โมน แอนไอออน และกรดอะมิโน ท าให้นกัวิทยาศาสตร์            
ในปัจจุบันให้ความสนใจในการพัฒนาเทคนิคที่จะใช้ส าหรับตรวจวัดปริมาณสารเคมีในเซลล์เหล่านีม้ากขึน้ ในกลุ่มของ      
กรดอะมิโนที่จ าเป็น 20 ชนิด พบว่ากรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) มีบทบาทต่อกระบวนการต่างๆ ในร่างกายของมนุษย์ เช่น มี
บทบาทในกระบวนการน าสง่กระแสประสาท (Sulliva Jr et al., 1996) ในผู้ ป่วยโรคพาร์คินสนัพบวา่มีปริมาณฮิสทิดีนในระดบั
ต ่ากว่าปกติ (Nan et al., 1999) ในขณะที่ผู้ ป่วยภาวะบวมน า้ (histidinemia) จะมีปริมาณ His สูงกว่าปกติ (Kovach & 
Meyerhoff, 1982) นอกจากนีย้งัมีรายงานการวิจยัพบวา่วา่กรดอะมิโนฮิสทิดีนได้ถกูน ามาใช้เป็นตวับง่ชีท้างชีวภาพในร่างกาย
ของสตรีที่มีภาวะความดนัโลหิตสงูขณะตัง้ครรภ์ ซึง่ภาวะดงักลา่วนัน้จะมีปริมาณของไกลโคโปรตีนท่ีมีกรดอะมิโนฮิสทิดีนเป็น
องค์ประกอบหลกั (Histidine-Rich Glycoprotein หรือ HRG) (Bolinl et al., 2011) อยู่ในสภาวะที่ต ่ากว่าปกติ วิธีที่ใช้ในการ
ตรวจวัดกรดอะมิโนฮิสทิดีนที่ใช้ในปัจจุบันได้แก่ Gas chromatography–mass spectrometry (GC–MS) (Kaspar et al., 
2008) และ Liquid chromatography–mass spectrometry (LC–MS) (Tang et al., 2008) แต่ปัญหาที่พบคือวิธีดงักลา่วนัน้ 
มีข้อจ ากดัที่ต้องอาศยัเคร่ืองมือที่มีราคาแพงและต้องอาศยัผู้วิเคราะห์ที่มีความเช่ียวชาญ ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงเสนอวิธีการ
ตรวจวดักรดอะมิโนฮิสทิดีนด้วยโมเลกุลเซ็นเซอร์ทางเคมีเชิงแสงโดยอาศยัเทคนิคการถกูแทนที่ของอินดิเคเตอร์ ( Indicator 
displacement assay) (Wiskur et al., 2001) โดยใช้สารประกอบโคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลยีร์ของคอปเปอร์ (II) กบัลแิกนด์
ที่เป็นอนุพันธ์ของแอนทราซีนที่มีหมู่ไดพิโคลิลแอมีน (Cu2L1) และลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของแอนทราซีนที่มีหมู่ไทรโพดัล              
แอมีน (Cu2L2) เป็นโมเลกุลรีเซปเตอร์ และใช้ฟลูออเรสเซ็นต์อินดิเคเตอร์ Eosin Y เป็นหน่วยให้สญัญาณในการตรวจวดั                
ซึง่โครงสร้างของโมเลกลุที่ใช้ในงานวิจยันีแ้สดงได้ดงัภาพที่ 1 
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ภาพที่ 1 โครงสร้างของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัไดนิวเคลยีร์ของคอปเปอร์ (II) กบัลแิกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของแอนทราซีน 
ที่มีหมูไ่ดพิโคลลิแอมีน (Cu2L1) และไทรโพดลัแอมีน (Cu2L2) อินดิเคเตอร์ Eosin Y และกรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สารเคมี 
 กรดอะมิโนที่จ าเป็นชนิดแอลฟา 20 ชนิดและ HEPES บัฟเฟอร์ จากบริษัท Aldrich, EtOH, MeOH, MeCN และ 
CH2Cl2 จากบริษัท Fluka, Eosin Y จากบริษัท Aldrich, น า้กลัน่ จากบริษัท General Hospital Products Public Co., Ltd,  
 
2. อุปกรณ์และเคร่ืองมอื 
 นิวเคลียร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรมิเตอร์ ยี่ห้อ Bruker รุ่น AVANCE 400 และฟลอูอเรสเซ็นต์สเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ ยี่ห้อ Agilent รุ่น Cary Eclipse  
 
3. วิธีการทดลอง 
 3.1 การสังเคราะห์ลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของแอนทราซีนที่มีหมู่ไดพิโคลิลแอมีน 

ละลาย 9,10-bis(chloromethyl)anthracene 3.01 กรัม กับ Dipicolylamine (Incarvito et al., 2001) และ K2CO3 
5.05 กรัม ใน DMF 30 มิลลิลิตร แล้วค่อย ๆ หยดสารละลาย KI 1.80 กรัม ใน DMF 10 มิลลิลิตร แล้วคนเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จากนัน้เติม 1 M HCl จนกระทั่งสารละลายเป็นกรด แล้วสกัดด้วย Ethyl acetate น าชัน้น า้มาเติม 4 M NaOH จนกระทั่ง              
มีค่า pH เป็นกลาง แล้วท าการสกดัตอ่ด้วยสารละลายผสม Ethyl acetate : THF (1:1 v/v) แล้วน าเอาชัน้ตวัท าละลายอินทรีย์
มาล้างน า้ และก าจัดน า้ออกด้วย MgSO4ที่ปราศจากน า้ น าสารละลายไประเหยตวัท าละลายโดยเคร่ืองระเหยตวัท าละลาย
แบบลดความดนัจะได้ผลติภณัฑ์เป็นของเหลวสนี า้ตาล ท าการตกผลกึด้วย CH2Cl2 : diethyl ether : MeOH (1:1:1 v/v) จะได้
ผลติภณัฑ์ผลกึสเีหลอืงร้อยละของผลติภณัฑ์เทา่กบั 82 
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm):  8.43 (d, J = 5.2 Hz, 4H, ArH), 8.40 (dd, J = 3.2, 3.6 Hz, 4H, ArH), 7.49-7.52 (m,  
4H, ArH), 7.43 (dd, J = 3.2, 7.4 Hz, 4H, ArH), 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 4H, ArH), 7.03 (dd, J = 5.2, 6.0 Hz, 4H, ArH), 4.64 
(s, 4H, -CH2-), 3.87 (s, 8H, -CH2-)  
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ภาพที่ 2  แผนภาพแสดงวิธีการสงัเคราะห์ลแิกนด์ L1 

 
3.2 การสังเคราะห์ลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของแอนทราซีนที่มีหมู่ไทรโพดัลแอมีน 
ละลายสารประกอบไทรโพดัลแอมีน 1.93 กรัม ด้วย MeCN ที่ปราศจากน า้ 50 มิลลิลิตร จากนัน้จึงเติม 9,10-

diformylanthracene 0.64 กรัม ลงในสารละลายดงักล่าว ท าการรีฟลกัซ์สารละลายผสมภายใต้บรรยากาศแก๊สไนโตรเจน            
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าไประเหยตวัท าละลายโดยเคร่ืองเคร่ืองระเหยตวัท าละลายแบบลดความดนั ได้ผลิตภณัฑ์
เป็นของเหลวสีน้ า้ตาลแดง ท าการละลายสารผลิตภัณฑ์ดังกล่าวด้วย  MeOH 100 มิลลิลิตร น าสารละลายผสมมาท าให้            
เย็นลงที่อุณหภูมิ -5 oC จากนัน้ค่อยๆเติม NaBH4 4.18 กรัม ลงในสารละลายผสม ท าการรีฟลกัซ์สารละลายผสมภายใต้
บรรยากาศแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาน้าสารละลายมาท้าให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิห้องและเติมน ้า 150 มิลลิลติร 

ลงในสารละลายดังกล่าว น้าสารละลายผสมมาระเหย MeOH  โดยเคร่ืองเคร่ืองระเหยตวัท าละลายแบบลดความดนั จากนัน้             
น าส่วนที่เหลือมาสกัดด้วย CH2Cl2 ล้างด้วยน า้ครัง้ละ 100 มิลลิลิตร 3 ครัง้ และน าชัน้ CH2Cl2 มาก าจัดน า้ด้วย MgSO4             
ที่ปราศจากน า้ น้าสารละลายผสมที่ได้มาระเหย CH2Cl2 โดยเคร่ืองเคร่ืองระเหยตวัท าละลายแบบลดความดนั และท าการ            
ตกผลึกด้วย CH3OH : diethyl ether (1:1 v/v) จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีเหลือง ร้อยละของผลิตภัณฑ์เท่ากับ 41 
(Watchasit et al., 2014) 
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm):  8.45 (q, J = 3.6 Hz, 4H, ArH), 8.03 (d, J = 4.4 Hz, 4H, ArH), 7.58 (q, J = 3.6 Hz, 
4H, ArH), 7.38 (t, J = 8 Hz, 2H, ArH), 7.18 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.10 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH), 6.73 (m, 10H, ArH), 
6.51 (d, J = 7.6 Hz, 4H, ArH), 6.33 (s, 2H, -NH-), 5.28 (s, 4H, -CH2-), 3.59 (s, 4H, -CH2-), 3.52 (s, 8H, -CH2-).  
ESI-MS (positive mode); 811.4281 [M+H]+.  
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ภาพที่ 3  แผนภาพแสดงวิธีการสงัเคราะห์ลแิกนด์ L2 
 

3.3 การสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์ของ Cu(II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของ 
แอนทราซีนที่มีหมู่ไดพิโคลิลแอมีน (Cu2L1) 

ท าการละลายสารประกอบลิแกนด์ L1 ปริมาณ 0.5 กรัม ใน EtOH 20 มิลลิลิตร จากนัน้ค่อยๆ หยดสารละลาย 
Cu(ClO4)2.6H2O ที่ละลายใน EtOH 20 มิลลิลิตร ลงในสารละลายดงักล่าว น าสารละลายผสมที่ได้ไปท าการรีฟลกัซ์ภายใต้
บรรยากาศแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 12 ชัว่โมง เมื่อสารละลายเย็นลงที่อณุหภมูิห้องจะได้ผลิตภณัฑ์เป็นตะกอนสีเขียว ท าการ
กรองผลติภณัฑ์ที่ได้และล้างด้วย CH2Cl2 และ EtOH จะได้ของแข็งสเีขียวร้อยละของผลติภณัฑ์เทา่กบั 78 
 
ESI-MS (positive mode); 1025.39 [M+3ClO4]+.  
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3.4 การสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์ของ Cu(II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของ 
แอนทราซีนที่มีหมู่ไทรโพดัลแอมีน (Cu2L2) 

ท าการละลายสารประกอบลิแกนด์ L2 ปริมาณ 0.5 กรัม ใน MeOH 20 มิลลิลิตร จากนัน้ค่อยๆ หยดสารละลาย 
Cu(ClO4)2.6H2O ที่ละลายใน MeOH 20 มิลิลลิตร ลงในสารละลายดงักลา่ว น าสารละลายผสมที่ได้ไปท าการรีฟลกัซ์ภายใต้
บรรยากาศแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 12 ชัว่โมง เมื่อสารละลายเย็นลงที่อณุหภมูิห้องจะได้ผลิตภณัฑ์เป็นของแข็งสีเขียว ท าการ
กรองผลติภณัฑ์ที่ได้และล้างด้วย CH2Cl2 และ MeOH ได้ของแข็งสเีขียวร้อยละของผลติภณัฑ์เทา่กบั 62 

 
ESI-MS (positive mode, m/z): [M + 3ClO4]+ = 1235.0554  

 
3.5 การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างอินดิเคเตอร์ Eosin Y กับสารประกอบ             

โคออร์ดิเนชัน Cu2L1 และ Cu2L2 ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซ็นต์ไทเทรชัน 
ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์ Eosin Y ความเข้มข้น 1 µM ปริมาตร 2 มิลลลิติร ใสล่งในคิวเวท จากนัน้คอ่ยๆ ไทเทรต

สารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัแต่ละชนิด ความเข้มข้น 20 µM ลงในคิวเวทดงักลา่วด้วยไมโครไซริงค์ หลงัจากนัน้
คนสารละลายให้เข้ากนั น าสารละลายเอนเซมเบิลที่ได้ไปวดัคา่ความเข้มแสง โดยเคร่ืองฟลอูอเรสเซ็นต์สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
ท าการไทเทรตจนกระทัง่คา่ความเข้มของสญัญานฟลอูอเรสเซ็นต์คงที่ น าข้อมลูที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง
ค่าความเข้มของสญัญานฟลอูอเรสเซ็นต์กบัความยาวคลื่น และค านวณหาค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลโดยใช้โปรแกรม 
SPECFIT (Binstead et al.,  2000) 

 
3.6 การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ของเอนเซมเบิล 
ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์ Eosin Y ความเข้มข้น 1 µM ปริมาตร 2 มิลลลิติร ใสล่งในคิวเวท จากนัน้ใสส่ารละลาย

โคออร์ดิเนชันแต่ละชนิดที่มีความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร คนสารละลายให้เข้ากันและน าสารละลาย             
เอนเซมเบิลดงักลา่วไปวดัค่าความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ จากนัน้ใสก่รดอะมิโนที่มีความเข้มข้น 0.1 mM ปริมาตร 
400 ไมโครลิตร ลงในคิวเวทที่มีสารละลายเอนเซมเบิลอยู่หลงัจากนัน้คนสารละลายให้เข้ากนัแล้วน าไปวดัค่าความเข้มของ
สัญญาณฟลูออเรสเซ็นต์ และท าการทดลองซ า้เช่นนีก้ับกรดอะมิโนชนิดอื่นๆ จากนัน้น าข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดง
ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์กบัความยาวคลื่น การพิจารณาว่ากรดอะมิโนชนิดใดสามารถ
แทนที่ Eosin Y และการพิจารณาวา่เอนเซมเบิลใดมีความจ าเพาะเจาะจงในการเลอืกจบักบักรดอะมิโนชนิดใดนัน้ สามารถท า
ได้โดยสงัเกตว่ากรดอะมิโนชนิดใดท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของค่าความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่ น  
545 nm ซึง่เป็นคา่สญัญานฟลอูอเรสเซ็นต์ของ Eosin Y ในรูปอิสระ 

 
3.7 การศึกษาอันตรกิริยาขั ้นตอนการแทนที่ ของ His กับสารประกอบของเอนเซมเบิลที่ เกิดจาก

สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ Eosin Y 
ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์ Eosin Y ความเข้มข้น 1 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในคิวเวท จากนัน้ปิเปต

สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L2 ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ลงในคิวเวทดงักล่าว คนสารละลายให้             
เข้ากนั น าสารละลายดงักลา่วไปวดัคา่ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซน็ต์ หลงัจากนัน้เติมสารละลายของ His ความเข้มข้น 
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0.1 mM ครัง้ละ 10 ไมโครลิตร ลงในคิวเวทดังกล่าว คนสารละลายให้เข้ากัน   และน าไปวัดค่าความเข้มของสัญญาณ                 
ฟลูออเรสเซ็นต์ และน าข้อมูลที่ได้มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มของสัญญาณฟลูออเรสเซ็ นต์              
กบัความยาวคลืน่ และค านวณหาคา่คงที่การเกิดของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัโดยใช้โปรแกรม SPECFIT  
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
 1. การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างอินดิเคเตอร์ Eosin Y กับสารประกอบ 
Cu2L1 และ Cu2L2 ด้วยเทคนิคฟลูออเรสเซ็นต์ไทเทรชัน 
 จากการทดลองพบว่าสารละลายอินดิเคเตอร์ Eosin Y มีค่าความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์สงูสดุที่ความ

ยาวคลืน่ 545 nm (λex = 525 nm) และเมื่อท าการไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัของคอปเปอร์ (II) ท่ีทราบ
ความเข้มข้นท่ีแนน่อนลงไปยงัสารละลายอินดิเคเตอร์ดงักลา่ว พบวา่คา่ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ของอินดิเคเตอร์           
ในรูปอิสระจะมีคา่ลดลงเนื่องจากคอปเปอร์ (II) ไอออนเป็นตวั quencher ที่ดี (Liu et al., 2011) ดงันัน้เมื่ออินดิเคเตอร์ Eosin 

Y เกิดพนัธะโคออร์ดิเนชันกับคอปเปอร์ (II) ในสารประกอบโคออร์ดิเนชัน จึงท าให้ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์             
ของอินดิเคเตอร์ Eosin Y มีค่าลดลง หลงัจากนัน้น าข้อมลูที่ได้จากการท าฟลอูอเรสเซ็นต์ไทเทรชนัมาค านวณหาคา่คงที่ความ
เสถียร (log K) ของการเกิดเอนเซมเบิลโดยใช้โปรแกรม SPECFIT 
 จากภาพที่ 4-ก จะเห็นได้วา่ เมื่อคอ่ย ๆ เติมสารละลายของสารประกอบ Cu2L1 ลงไปยงัสารละลายของอินดิเคเตอร์ 
Eosin Y ในรูปอิสระจะท าให้ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ที่ความยาวคลื่น 545 nm มีค่าลดลงและเมื่อน าข้อมลูที่ได้
ไปค านวณหาคา่ log K พบวา่มีคา่เทา่กบั 3.82 ± 0.25 ซึง่สอดคล้องกบัการเกิดของสปีชีส์ [Cu2L1·Eosin Y] ในท านองเดียวกนั
จากภาพที่ 4-ข จะเห็นได้ว่า เมื่อค่อย ๆ เติมสารละลายของสารประกอบ Cu2L2 ลงไปยงัสารละลายของอินดิเคเตอร์ Eosin Y 
จะท าให้ความเข้มของสญัญาณฟลูออเรสเซ็นต์ที่ความยาวคลื่น 545 nm มีค่าลดลงเช่นเดียวกันและเมื่อน าข้อมูลที่ได้ไป
ค านวณหาคา่ log K พบวา่มีคา่เทา่กบั 4.91 ± 0.33 ซึง่สอดคล้องกบัการเกิดของสปีชีส์ [Cu2L2·Eosin Y] 
 

 
(ก)                                                                         (ข)   

ภาพที่ 4  ฟลอูอเรสเซ็นต์ไทเทรชนัสเปกตรัมระหวา่งอินดิเคเตอร์ Eosin Y และ (ก) สารประกอบ Cu2L1 (ข) สารประกอบ  

Cu2L2 ในสารละลาย 0.01 M HEPES pH 7.4 ใน 80/20 (%v/v) CH3CN/H2O (λex = 525 nm) 
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 โครงสร้างที่เป็นไปได้ของเอนเซมเบิลทัง้สองแสดงได้ในภาพที่ 5 จะเห็นได้ว่าอินดิเคเตอร์ Eosin Y ใช้ออกซิเจน       
2 อะตอมของหมู่คีโตนและหมู่แอลกอฮอล์ ในการสร้างพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์กบั Cu2+ แต่ละอะตอมในโครงสร้างของ
สารประกอบโคออร์ดิเนชนั (Zhang & Yoshida, 2011) 
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                                             (ก)                                                 (ข) 
ภาพที่ 5  โครงสร้างที่เป็นไปได้ของเอนเซมเบิลระหวา่ง (ก) Cu2L1 และ Eosin Y กบั (ข) Cu2L2 และ Eosin Y   
 2. การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ของเอนเซมเบิล 
 จากการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจบักรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ ของเอนเซมเบิล [Cu2L1·Eosin Y] และ 
[Cu2L2·Eosin Y] ดังแสดงในภาพที่ 6 พบว่ามีเพียงเอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y] เท่านัน้ที่มีความจ าเพาะเจาะจงในการ
ตรวจวดั His ได้เป็นอยา่งดี โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่เมื่อมีกรดอะมิโน His อยูใ่นระบบจะท าให้ความเข้มของสญัญาณ
ฟลอูอเรสเซ็นต์ของอินดิเคเตอร์ Eosin Y ในรูปอิสระที่ความยาวคลื่น 545 nm มีค่าเพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชดัเจน ในขณะที่ระบบ
ของเอนเซมเบิล [Cu2L1·Eosin Y] ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดักรดอะมิโนแต่อย่างใด เนื่องจากมีกรดอะมิโน            
ชนิดอื่น ๆ นัน้สามารถท าให้ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ที่ระบบของเอนเซมเบิล [Cu2L1·Eosin Y] ที่ความยาวคลืน่
ดงักลา่วมีคา่เพิ่มขึน้ด้วย 

 
(ก)                                                                      (ข) 

 
ภาพที่ 6  (ก) ฟลอูอเรสเซ็นต์สเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L1·Eosin Y] ในสภาวะที่มีกรดอะมิโนชนิดตา่ง ๆ  
                2 equivalents อยูใ่นระบบ (ข) ฟลอูอเรสเซ็นต์สเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y]  
               ในสภาวะที่มีกรดอะมิโนชนิดตา่ง ๆ 4 equivalents อยูใ่นระบบ 
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 จากภาพที่ 7 จะเห็นได้ว่า เมื่อค่อย ๆ เติม His ลงไปยงัสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y] จะสง่ผลให้ความ
เข้มข้นของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ที่ความยาวคลื่น 545 nm มีเพิ่มขึน้ ทัง้นีค้าดว่าเป็นผลเนื่องมาจาก His อยู่ในระบบได้เข้า
ไปแทนที่ Eosin Y ในโครงสร้างเอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y] และท าให้อินดิเคเตอร์ Eosin Y หลุดออกมาอยู่ในรูปอิสระ 
สง่ผลให้ความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ของอินดิเคเตอร์ Eosin Y ในรูปอิสระท่ีความยาวคลืน่ 545 nm มีคา่เพิ่มขึน้ 
 

 
(ก)                                                              (ข) 

 
ภาพที ่7  (ก) ฟลอูอเรสเซ็นต์ไทเทรชนั และ (ข) กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มของสญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ 
               ที่ความยาวคลืน่ 545 nm กบัจ านวน equivalent ของ His  

 
 3. การศึกษาอันตรกิริยาขัน้ตอนการแทนที่ของ His กับสารประกอบของเอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y] 
 จากงานวิจัยของ Folmer-Andersen  และคณะ (Folmer-Andersen et al., 2005) ที่พบว่า His สามารถแทนที่                 
อินดิเคเตอร์ 5(6)-carboxyfluorescein และลิแกนด์ที่เป็นอนพุนัธ์ของไพริดีน เกิดเป็นสารประกอบ [Cu•His2] ในสารละลาย  
ซึ่งในงานวิจยันีพ้บวา่เมื่อคอ่ย ๆ เติมสารละลาย His ลงไปยงัสารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Cu2L2 เข้มข้น 1 mM 
พบว่ามีของแข็งสีเหลืองเกิดขึน้ในสารละลาย หลงัจากนัน้กรองของแข็งที่ได้และน าไปพิสจูน์โครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR 
พบว่า 1H-NMR สเปกตรัมของของแข็งที่กรองได้มีลกัษณะเหมือนกบั 1H-NMR สเปกตรัมของลิแกนด์ L2 ในรูปอิสระ โดยที่คา่ 

 ที่ 3.52 ppm เป็นโปรตอนของหมูเ่มทิลลนี ที่ต าแหนง่โปรตอน 1 คา่  ที ่3.59 ppm เป็นโปรตอนของหมูเ่มทิลลนี ที่ต าแหนง่

โปรตอน 2 คา่  ที่ 5.28 ppm เป็นโปรตอนของหมูเ่มทิลลนี ที่ต าแหนง่โปรตอน 3 และคา่  ที ่6.33 ppm เป็นโปรตอนของหมู่
แอมีนที่ต าแหนง่โปรตอน 4 ผลการทดลองดงักลา่วแสดงวา่ His สามารถเข้าไปแทนท่ี Eosin Y  ลแิกนด์ L2 และได้สารประกอบ  
[Cu•His2] (log K = 18.1) เกิดขึน้ในสารละลายเช่นเดียวกบังานวิจยัของ Anderson นอกจากนีย้งัพบวา่เมื่อน าสารละลายที่ได้
จากการกรองเอาของแข็งสีเหลืองออกไปมาตัง้ทิง้ไว้ 1 คืนจะได้ของแข็งสีฟ้า หลงัจากนัน้จึงกรองของแข็งดงักลา่วและน าไป
พิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยเทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีพบวา่พีกที่มีคา่ m/z สงูสดุคือพีกที่ต าแหนง่ 404.1112 ซึ่งเป็นน า้หนกัโมเลกลุ
ของสปีชีส์ [Cu•His2 + H+]  ดงัแสดงในภาพที ่9-ก   
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ภาพที่ 8   1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) ลแิกนด์ L2 ในรูปอิสระและ (ข) ของแข็งที่เกิดขึน้จากการท าปฏิกิริยาระหวา่ง 
                สารประกอบ Cu2L2 และกรดอะมิโน His 
 
 ดงันัน้จึงสามารถสรุปได้ว่ากลไกในการตรวจวดั His โดยใช้เอนเซมเบิล [Cu2L2·Eosin Y] นัน้ His จะเข้าไปแทนที่
อินดิเคเตอร์ Eosin Y ท าให้สญัญาณฟลอูอเรสเซ็นต์ของอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระมีคา่เพิ่มขึน้และนอกจากนี ้His ยงัเข้าไปแทนท่ี
ลิแกนด์ L2 และเกิดเป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชัน [Cu•His2] ที่ละลายน า้ได้อยู่ในสารละลาย ดังนัน้จึงสามารถสรุปการ
เกิดปฏิกิริยาการแทนท่ีของ His ดงัแสดงได้ในภาพที ่10 
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ภาพที่ 9   (ก) แมสสเปกตรัมของสปีชีส์  [Cu•His2 + H]+ และ (ข) โครงสร้างทีเ่ป็นไปได้ของสารประกอบ [Cu•His2]   
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จากโครงสร้างของสารประกอบ [Cu•His2] จะเห็นได้วา่เมื่อ His สร้างพนัธะโคออร์ดเินตโควาเลนต์กบัไอออน            
คอปเปอร์ (II) แล้วจะท าให้ได้โครงสร้างคีเลตทีม่ีลกัษณะเป็นวง 6 เหลีย่ม (six-membered rings) จงึสง่ผลให้สารประกอบ               
โคออร์ดิเนชนัท่ีเกิดขึน้มีความเสถียรสงู (Wada & Fernando, 1971) จากเหตผุลดงักลา่วจึงท าให้ His สามารถเข้าไปแทนท่ี     
อินดิเคเตอร์ Eosin Y และลแิกนด์ L2 ในโครงสร้างของเอนเซมเบลิ [CuL2·Eosin Y] ได้ 
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ภาพที่ 10   ขัน้ตอนการแทนท่ีของ His กบัสารประกอบของเอนเซมเบิลที่เกิดจากสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Cu2L2  
                  กบัอินดิเคเตอร์ Eosin Y 
 
สรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจวดักรดอะมิโนฮิสทิดีน (His) ด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ 
โดยใช้เอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบโคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลยีร์ของคอปเปอร์ (II) กบัลแิกนด์ที่มีหมูไ่ดพิโคลลิแอมีน 
Cu2L1 และหมู่ไทรโพดัลแอมีน Cu2L2 เป็นองค์ประกอบกับอินดิเคเตอร์ Eosin Y ในสารละลายบัฟเฟอร์ 80/20 (%v/v) 
CH3CN/H2O ใน 0.01 M HEPES pH 7.4 จากการศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัทัง้สองชนิดด้วย
เทคนิคฟลอูอเรสเซนต์ไทเทรชนั พบว่าเมื่อท าการไทเทรตสารละลายสารประกอบโคออร์ดิเนชนัไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II) 
ลงไปยงัสารละลาย  Eosin Y จะท าให้สญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 545  nm มีค่าลงลดเนื่องจากคอปเปอร์ (II) 
ไอออนเป็นตัว quencher ที่ดี ดังนัน้เมื่ออินดิเคเตอร์ Eosin Y เกิดพันธะโคออร์ดิเนชันกับคอปเปอร์ ( II) ในสารประกอบ               
จึงท าให้ความเข้มของสญัญาณฟลูออเรสเซนต์ของอินดิเคเตอร์ Eosin Y มีค่าลงลด โดยสารละลายเอนเซมเบิลระหว่าง
สารประกอบโคออร์ดิเนชนั Cu2L1 กบั Eosin Y มีค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล ( log K) [Cu2L1•Eosin Y] มีคา่
เท่ากบั 3.82  0.25 สว่นสารละลายเอนเซมเบิลระหว่างสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Cu2L2 กบั Eosin Y มีค่า log K ของการ
เกิดเอนเซมเบิล [Cu2L2•Eosin Y] เทา่กบั 4.91  0.33  จากคา่ log K ของการเกิดเอนเซมเบิลทัง้สองจะเห็นได้วา่อินดิเคเตอร์ 
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Eosin Y เกิดอันตรกิริยากับไอออนของ Cu2+ ในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ได้แข็งแรงกว่าสารประกอบ Cu2L1 
เนื่องจากในโครงสร้างของ Cu2L1 นัน้มีความยืดหยุน่ของโครงสร้างมากกวา่ Cu2L2 ซึง่เป็นผลมาจากการท่ีหมูไ่ดพิโคลลิแอมีน
มีความเกะกะน้อยกว่า (steric effect) หมู่ไทรโพดัลแอมีน จึงท าให้โครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 มีความแข็งแรงของ
โครงสร้างมากกว่าสารประกอบ Cu2L1 ส่งผลให้สามารถควบคุมระยะห่างระหว่างไอออนคอปเปอร์ ( II) ได้ดีกว่า                           
ในสารประกอบ Cu2L1 และส่งผลให้อินดิเคเตอร์ Eosin Y สร้างพันธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์กับไอออนคอปเปอร์ ( II)                      
ในโครงสร้างของสารประกอบ Cu2L2 ได้อยา่งแข็งแรง 
 เมื่อน าเอนเซมเบิลที่ เตรียมจากสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Cu2L1 และ Cu2L2 กับอินดิเคเตอร์ Eosin Y                             
มาท าการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจบักบักรดอะมิโนชนิดต่าง ๆ พบว่าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบ               
โคออร์ดิเนชนั Cu2L2 กบั Eosin Y มีความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจบักบักรดอะมิโนฮิสทิดีนได้เป็นอย่างดี ซึ่งจากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นวา่กลไกการตรวจวดั His นัน้เกิดผา่นปฏิกิริยาการแทนท่ี โดยที่ His เข้าไปแทนท่ีอินดิเคเตอร์ Eosin Y และ
ลิแกนด์ L2 ในสารประกอบ Cu2L2 เกิดเป็นสารประกอบโคออร์ดิเนชนั [Cu•His2] และลิแกนด์ L2 กับอินดิเคเตอร์ Eosin Y             
ในรูปอิสระ ดังนัน้จึงสามารถสรุปได้ว่า สารประกอบโคออร์ดิเนชันของคอปเปอร์ ( II) (Cu2L2) สามารถใช้เป็นรีเซปเตอร์              
ในการตรวจวดักรดอะมิโน His ด้วยเทคนิคการถกูแทนทีข่องอินดเิคเตอร์ โดยใช้อินดิเคเตอร์ Eosin Y  เป็นหนว่ยให้สญัญาณ 
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