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Abstract 
 
 Fabrication of PVC membrane electrodes incorporating selective neutral 
carriers for Cd2+ was reported. The ionophores were designed to have different 
topologies, donor atoms and lipophilicity by attaching tripodal amine (TPA) units to the 
lipophilic anthracene (ionophore L1) and p-tert-butylcalix[4]arene (ionophores L2, L3 
and L4). The synthesized ionophores were incorporated to the plasticized PVC 
membranes to prepare Cd(II) ion selective electrodes (ISEs). The membrane 
electrodes were optimized by changing types and amounts of ionic sites and 
plasticizers. The selectivity of the membranes fabricated from the synthesized 
ionophores was evaluated, the relationship between structures of ionophores and 
membrane characteristics were explored. The ionophore L4 which composed of two 
opposites TPA units on the calix[4]arene compartment showed the best selectivity 
toward Cd2+. The Cd-ISE fabricated from ionophore L4 exhibited good properties with a 
Nernstian response of 29.4  0.6 mV decade-1 of activity for Cd2+ ions and a working 
concentration range of 1.6 × 10-6–1.0 × 10-2 M. The sensor has a fast response time of 
10 s and can be used for at least 1 week without any divergence in potential. The 
electrode can be used in the pH range of 6.0–9.0. The proposed electrodes using 
ionophores L3 and L4 were employed as a probe for determining Cd2+ from the 
oxidation of CdS QDs solution and the real treatment waste water sample with 
excellent results. 
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Mono- and dinuclear Cu(II) complexes of p-tert-butylcalix[4]arene (CuL2 and 
Cu2L4, respectively) were synthesized, and their anion recognition abilities were 
explored. Recognition is efficiently signaled through the displacement of pyrocatechol 
violet bound to the receptor. For Cu2L4, recognition selectivity is ascribed to the tuning 
of the distance between donor atoms of anion guests and their ability to encompass 
the Cu2+- Cu2+ distance within the cleft of Cu2L4. In addition, the preorganization of 
calix[4]arene in the cone conformation and steric hindrance of two bulky tripodal amine 
moieties are important factors in controlling the Cu2+- Cu2+ distance. These factors 
caused Cu2L4 to recognize pyrophosphate selectively with respect to other inorganic 
anions in 80/20 (%v/v) MeCN/H2O solution buffered with 10 mM HEPES at pH 6.4. 
 
Keywords :  Ionophore, Ion selective electrode, Indicator displacement assay, 
Pyrophosphate anion 
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บทคัดยอ  
 

 ไดมีการสังเคราะหไอโอโนฟอรที่เปนอนุพันธของ p-tert-butylcalix[4]arene ที่มีหมูไทร
พอดเอมีน (TPA) เปนองคประกอบภายในโมเลกุล (L2-L4)  เพ่ือนํามาเตรียมเปนอิเล็กโทรดที่
มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) โดยทําการหาสภาวะการทดลองที่
เหมาะสมในการเตรียมเมมเบรน จากการศึกษาพบวาความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด
ไอออนแคดเมียม (II) มีความสัมพันธกับโครงสรางของไอโอโนฟอรที่ใชเตรียม โดยที่พบวาเมม
เบรนอิเล็กโทรดที่เตรียมจากไอโอโนฟอร L4 มีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดมากที่สุด 
เน่ืองจากมีคา Nernstian response ในการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) เทากับ 29.4  0.6 
mV decade-1 สามารถตรวจวัดไดในชวงของคา pH 6.0 – 9.0 ความเขมขนของไอออน
แคดเมียม (II) ที่สามารถตรวจวัดไดอยูในชวง 1.6 × 10-6–1.0 × 10-2 M และมีอายุการใชงาน   
1 สัปดาห นอกจากนี้แลวยังนําอิเล็กโทรดที่เตรียมไดมาใชในการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) 
ที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ CdS quantum dot และตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) ในน้ํา
ทิ้ง 

 
ไดมีการสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดโมโนนิวเคลียรและไดนิวเคลียรของ

คอปเปอร (II) กับลิแกนดที่เปนอนุพันธของ p-tert-butylcalix[4]arene (CuL2 และ Cu2L4) 
เพ่ือนํามาใชเปนตวัตรวจวดัแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนทีข่องอินดิเคเตอรและใชอินดิเค
เตอร pyrocatechol violet หรือ PV เปนหนวยใหสัญญาณ โดยใชสารละลายผสมของ 80/20 
(%v/v) MeCN/H2O ในบฟัเฟอร HEPES ความเขมขน 10 mM ที่ pH 6.4 เปนตวัทําละลาย 
จากการศึกษาพบวามีเพียงสารประกอบ Cu2L4 เทาน้ันมีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดโร
ฟอสเฟตแอนไอออนไดเปนอยางดี ทั้งน้ีเน่ืองจากสารประกอบ Cu2L4  มีชองวางระหวาง
ไอออนของ Cu2+- Cu2+ ที่เหมาะสมในการเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับแอนไอออน
มากกวาสารประกอบ CuL2  นอกจากน้ีแลวโครงสรางที่แข็งแรงของคาลิกซ[4]แอรีนประกอบ
กับความเกะกะของหมูไทรพอดเอมีนทั้ง 2 หมูที่อยูในโครงสรางของสารประกอบ Cu2L4 ยัง
เปนสวนที่สําคัญในการควบคุมระยะหางระหวางไอออนของ Cu2+- Cu2+  

 
Keywords : ไอโอโนฟอร, เมมเบรนอิเลก็โทรดสําหรับการตรวจวัดไอออน, เทคนิคการถูก
แทนที่ของอินดิเคเตอร, ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน 
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Executive Summary 
 
ในงานวิจัยนี้ไดทําการสังเคราะหไอโอโนฟอรที่เปนอนุพันธของคาลกิซื[4]แอรีนที่มีหมู

ไทรพอดเอมีน (TPA) เปนองคประกอบภายในโมเลกุล (L2-L4) เพ่ือนํามาเตรียมเปน
อิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II)  นอกจากนี้แลวยังได
นําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดโมโนนิวเคลียรและไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) กับลิแกนด
ที่เปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (CuL2 และ Cu2L4) มาใชเปนตัวตรวจวัดไพโรฟอสเฟต
แอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนทีข่องอินดิเคเตอรและใชอินดิเคเตอร pyrocatechol violet 
หรือ PV เปนหนวยใหสัญญาณ โครงสรางของไอโอโนฟอร L2 – L4 และสารประกอบโคออรดิ
เนชัน CuL2 และ Cu2L4  แสดงไดดังรูป 
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ดังนั้นในรายงานวิจัยฉบบัสมบูรณนี้จึงประกอบไปดวยงานวิจัย 2 เรือ่งคือ 
 

1. การสังเคราะห และการศึกษาความจําเพาะเจาะจงของไอโอโนฟอรชนิดใหมที่เปนอนุพันธ
ของคาลิกซ[4]แอรีน สําหรับการพัฒนาเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงสําหรับการ
ตรวจวัดไอออนของแคดเมียม (II) 
2. การนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลยีรของคอปเปอร (II) กับลิแกนดที่เปน
อนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีนมาใชเปนเซน็เซอรทางเคมีสําหรับการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอน
ไอออนดวยเทคนคิการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาและความสําคัญของปญหา 

ในปจจุบันโมเลกุลรีเซบเตอร (molecular receptor) ไดรับการพัฒนาและ
สังเคราะหขึ้นมาเปนจํานวนมากเพื่อนํามาศึกษาอันตรกิริยาและความจําเพาะเจาะจงกับไอออน
หรือโมเลกุลที่ตองการตรวจวัด1-3 ซึ่งผลที่ไดจากการศึกษาน้ีสามารถนํามาใชประโยชนในการ
พัฒนางานวิจัยทางชีวภาพและทางการแพทย เชนการออกแบบตัวยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม4   การออกแบบ stationary phase เพ่ือแยกโปรตีนใหมีความบริสุทธิ์สูงในเทคนิคโคร
มาโทกราฟ5 นอกจากนี้แลวยังไดมีการนําเอาโมเลกุลรีเซบเตอรมาพัฒนาตอยอดเปนอุปกรณอิ
เล็กโทรนิกสเพ่ือนําไปใชงานในการตรวจวัดไดจริงเพื่อเปนการเพ่ิมคุณคาของตัวเลือกจับ
ดังกลาว ซึ่งหน่ึงในอุปกรณอิเล็กโทรนิกสที่ไดรับความสนใจและมีการพัฒนาเปนอยางมากใน
ปจจุบันคือเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับไอออน (membrane ion selective 
electrode)6 เพราะการตรวจวัดไอออนดวยเทคนิคดังกลาวนี้ทําไดงาย มีสภาพไวในการ
วิเคราะหสูง  มีความจําเพาะเจาะจงตอไอออนที่ตองการตรวจวัดเปนอยางดี และยังไมมี
ผลกระทบจากสีหรือความขุนของสารตัวอยาง และที่สําคัญคือเทคนิคดังกลาวน้ียังสามารถ
ตรวจวัดไดทั้งไอออนบวกและไอออนลบขึ้นอยูกับชนิดของโมเลกุลรีเซบเตอร (หรือที่เรียกวาไอ
โอโนฟอร) ที่นํามาเตรียมเปนอิเล็กโทรด  

ในการวิเคราะหไอออนบวกนั้นโมเลกุลที่นิยมนํามาเตรียมเปนไอโอโนฟอรไดแก
อนุพันธของ p-tert-butyl-calix[n]arene6  ซึ่งในปจจุบันน้ีสารประกอบ p-tert-butyl-
calix[4]arene tetraethylester7 ไดถูกผลิตขึ้นมาขายทางการคาเพ่ือใชเปนไอโอโนฟอรสําหรับ
การวิเคราะห Na+ (sodium ionphore X ผลิตภัณฑของบริษัท FLUKA)  นอกจากอนุพันธของ 
calix[4]arene แลวอนุพันธของคราวนอีเธอร6  และยาปฏิชีวนะ (antibiotics) ตัวอยางเชน 
valinomycin8,9   และ nonactin10  และโมเลกุลของลิแกนดที่เปนที่รูจักกันดี เชน  1,10-
phenanthroline11 และ 2,2-bipyridine12 ก็นิยมนํามาทําเปนไอโอโนฟอรสําหรับไอออนของ
โลหะดวยเชนกัน  ซึ่งอิเล็กโทรดที่เตรียมไดจากไอโอโนฟอรตามที่ไดกลาวมาแลวบางชนิดน้ัน
ไดถูกนําไปใชงานในดานการแพทยอยูในปจจุบัน6   โครงสรางของไอโอโนฟอรสําหรับการ
ตรวจวัดไอออนของโลหะแสดงไดดังรูปที่ 1   สําหรับไอโอโนฟอรที่นํามาใชในการวิเคราะห
ไอออนลบนั้นโมเลกุลที่นิยมนํามาเตรียมไดแกสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดตาง ๆ  เชน 
สารประกอบโคออรดิเนชันของ Rh(III)  กับลิแกนด bipyridine13 และสารประกอบโคออรดิ
เนชันของ Cd(II) กับลิแกนดประเภท Schiff-base14    
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รูปที่ 1  โครงสรางของไอโอโนฟอรที่ถูกนํามาใชสําหรับการตรวจวัดไอออนของโลหะ (ก) p-
tert-butyl-calix[4]arene  tetraethylester (ข) valinomycin  และ (ค) nonactin   
 

การเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับไอออนนั้นกระทําไดโดย
การนําเอาไอโอโนฟอรที่สังเคราะหไดมาผสมกับพอลิเมอร  plasticizer และ ion exchanger 
ซึ่งพอลิเมอรที่นิยมใชคือ poly(vinyl chloride) หรือ PVC  หลังจากน้ันจึงนําเมมเบรนที่เตรียม
ไดไปประกอบกับขั้วไฟฟาเพ่ือเตรียมเปนอิเล็กโทรดสําหรับใชในการตรวจวัด  ดังน้ันทั้งไอโอ
โนฟอรและ plasticizer ตองมีความสามารถในการละลายน้ําที่ต่ําหรือมีความเปนไฮโดรโฟบิก 
(hydrophobic) ที่สูงพอที่จะละลายอยูไดในเมมเบรนซึ่งจะทําใหอิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นมามี
ความเสถียรและมีประสิทธิภาพในการตรวจวัดที่ดี  ซึ่งปญหาท่ีสําคัญในการเตรียมเมมบรน
เพ่ือนํามาใชเปนอิเล็กโทรดนั้นคือการที่ไอโอโนฟอรและ plasticizer ที่ใชมีความเปนไฮโดร     
โฟบิกที่ไมเพียงพอ15 ดังนั้นเม่ือนําอิเล็กโทรดดังกลาวมาใชงานในการวิเคราะหสารตัวอยาง
จริงซ่ึงอยูในตัวทําละลายที่เปนนํ้าน้ัน ไอโอโนฟอรหรือ plasticizer ดังกลาวที่ละลายอยูในเมม
เบรนจะสามารถละลายออกมาได ซึ่งสงผลใหประสิทธิภาพ  เสถียรภาพและสภาพไวของ
อิเล็กโทรดดังกลาวมีคาต่ําลง ในปจจุบันนี้การแกปญหาดังกลาวกระทําโดยการสังเคราะห 
plasticizer และไอโอโนฟอรใหมีความสามารถในการละลายน้ําที่ต่ําลง16,17  แตอยางไรก็ตามใน
การสังเคราะห plasticizer ใหมีความเปนไฮโดรโฟบิกที่เพ่ิมขึ้นนั้นยังมีปญหาในขั้นตอนของ
การสังเคราะห ดังนั้นทางแกไขปญหาดังกลาวจึงมุงความสนใจมาที่การเพ่ิมความเปนไฮโดรโฟ
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บิกใหกับโมเลกุลของไอโอโนฟอร โดยการสังเคราะหไอโอโนฟอรที่เปนอนุพันธของโมเลกุลที่มี
ความเปนไฮโดรโฟบิกที่คอนสูงโดยมีสวนของหนวยเลือกจับกับไอออนที่ตองการวิเคราะหเปน
สวนประกอบของไอโอโนฟอร ซึ่งโมเลกุลที่นิยมนํามาใชเปนโครงสรางหลักของไอโอโนฟอร 
ไดแก calix[n]arene  นอกจากน้ีการเพ่ิมสมบัติความเปนไฮโดรโฟบิกใหกับไอโอโนฟอรอีกวิธี
หนึ่งที่นิยมคือการเพ่ิมหมูที่ มีความสามารถในการละลายน้ําไดนอย เชน สารประกอบ
ไฮโดรคารบอนชนิดที่เปนวง18,19 หรือสารประกอบอะโรมาติก20 เชน       แอนทราซีน 
และแนฟทาลีนเขาไปในโมเลกุลของไอโอโนฟอร 

จากงานวิ จัยที่ทางคณะผู วิ จัยไดรับทุนสงเสริมนักวิ จัย รุนใหมของ  สกว 
(MRG5080149) ซึ่งไดทําการสังเคราะหฟลูออเรสเซนตเซนเซอรสําหรับกรดอะมิโนโดยใชลิ
แกนดที่มีแอนทราซีนเปนองคประกอบนั้น พบวาฟลูออเรสเซนตเซนเซอรโมเลกุล L1 ที่มี
หนวยใหสัญญาณคือ  แอนทราซีนและมีหนวยของ tripodal amine เปนหนวยเลือกจับกับ
ไอออนของโลหะ สามารถนํามาประยุกตใชเปนไอโอโนฟอรและมีแนวโนมที่จะนําไปพัฒนาเปน
เมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับไอออนของ Cd2+ ได  แตปญหาที่พบคือเม่ือไอ
โอโนฟอร L1 จับกับไอออนของโลหะแลวจะเกิดเปนไอออนเชิงซอนที่สามารถละลายนํ้าได  
ดังนั้นไอออนเชิงซอนที่เกิดขึ้นในขณะที่ทําการวิเคราะหจึงสามารถละลายออกมาจากเมมเบรน 
ซึ่งจะสงผลตอประสิทธิภาพในการวิเคราะหไอออนโลหะของอิเล็กโทรดดังกลาวโดยตรง  
ดังน้ันทางกลุมผูวิจัยจึงมีความคิดที่จะเพิ่มความเปนไฮโดรโฟบิกของโมเลกุลของไอโอโนฟอร 
L1 โดยการนําหนวยของ tripodal amine มาเปนสวนประกอบบนโมเลกุลที่มีความเปน
ไฮโดรโฟบิกที่มากย่ิงขึ้น ซึ่งโมเลกุลของไอโอโนฟอรที่ตองการพัฒนาขึ้นมาใหมในงานวิจัยนี้
ไดแกอนุพันธของ p-tert-butyl-calix[4]arene L2 – L4 ที่มีหมู tripodal amine เปนหนวยเลือก
จับไอออนของโลหะ หลังจากที่สังเคราะหไอโอโนฟอรชนิดใหมดังกลาวไดแลวจึงนําไปศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมเปนเมมเบรนเพื่อนํามาใชเปนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะ
เจาะจงกับไอออนของโลหะตอไป องคความรูใหมที่จะไดจากงานวิจัยน้ีคือไดเมมเบรน
อิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนของ Cd2+    
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
 เพ่ือสังเคราะหและศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลอืกจับกับไอออนของโลหะของ    
ไอโอโนฟอร   L2 – L4  ในการนํามาพัฒนาเปนเมมเบรนอิเลก็โทรดชนิดใหมสําหรับการ
ตรวจวัดไอออนของโลหะ 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 1.3.1 สังเคราะหและพิสูจนโครงสรางลิแกนด  L2 – L4  ดวยเทคนิคนิวเคลยีรแมก
เนติก  เรโซแนนซสเปคโตรสโคป (NMR) และแมสสเปคโตรเมทร ี 
 1.3.2 ศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับไอออนของโลหะของไอโอโนฟอร
ทั้งสามชนิดดวยเทคนิคเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวดั 
 
1.4 ประโยชนที่จะไดรับจากการวิจัย 
 ไดไอโอโนฟอรชนิดใหมที่สามารถนําไปพัฒนาเปนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจง
ตอการตรวจวดัไอออนของโลหะ Cd2+  



บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
2.1 ทฤษฎีที่เก่ียวของ 
 2.1.1 การวิเคราะหไอออนดวยเทคนิคโพเทนชโิอเมทรี 21   
 เทคนิคการตรวจวัดทางโพเทนชิโอเมทรีเปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมเปนอยางมาก
เน่ืองจากเปนเทคนิคทีใ่ชวิเคราะหไดอยางรวดเร็ว สะดวกสบาย คาใชจายในการวิเคราะหต่ํา 
ใหความเทีย่งและความแมนที่ดี อีกทั้งไมตองการความชํานาญของผูวิเคราะหมากนัก เทคนิค
โพเทนชิโอเมทรีที่ตรวจวัดดวยอิเล็กโทรดทํางาน (working electrode) ที่มีความเลือกจําเพาะ
ตอไอออนอาจเรียกวาอิเลก็โทรดชี้วัดเฉพาะไอออน (Ion Selective Electrode, ISE)   
อิเล็กโทรดชี้วดัเฉพาะไอออนนี้เปนอุปกรณที่ใชในการวิเคราะหไอออนของสารที่สนใจจะ
วิเคราะห โดยสามารถตรวจวัดไดเฉพาะสารตัวอยางทีมี่ประจุเทาน้ัน หลักการของเทคนิคน้ีจะ
เปนการวัดคาความตางศกัยที่เกิดขึ้นบรเิวณผิวหนาของอิเล็กโทรดชี้วัดเฉพาะไอออนเทียบกับ
อิเล็กโทรดอางอิง (reference electrode) 

สวนประกอบที่สําคัญของการตรวจวัดดวยเทคนิคโพเทนชิโอเมทรีประกอบไปดวย
อิเล็กโทรดชี้วดัเฉพาะไอออน อิเล็กโทรดอางอิง และเครื่องวัดความตางศักยที่สามารถวัดความ
ตางศักยในระดับมิลลิโวลต ดังแสดงในรูปที ่ 2.1 โดยอิเล็กโทรดอางอิงควรที่จะใหศักยไฟฟาที่
คงที่ ตลอดชวงเวลาที่ใชในการวัด อิเล็กโทรดชี้วัดเฉพาะไอออนทําหนาที่เปนอิเล็กโทรด
ทํางาน ตองมีความสามารถในการเลือกจําเพาะตอการตรวจวัดแอกทีวติีของไอออนที่สนใจได 
ซึ่งลักษณะทีส่ําคัญของอิเล็กโทรดนี้คือสามารถตอบสนองไดอยางรวดเร็ว ใหชวงความเขมขน
ที่จะตรวจวัดที่กวางมาก สามารถใชงานไดแมกระทั่งสารละลายที่ขุนหรือมีสี ไมทําลายสารที่จะ
วิเคราะห และราคาไมแพง 
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รูปที่ 2.1 แสดงสวนประกอบของเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี 
 

อิเล็กโทรดชี้วดัเฉพาะไอออนมีสวนประกอบสําคัญคือ สวนของเมมเบรนนั้นประกอบ
ไปดวยโมเลกลุที่มีความจําเพาะเจาะจงของสารที่ทําการตรวจวัด (ไอโอโนฟอร) และดวยวัสดุที่
ใหความสามารถในการเลือกผานเขาออกของไอออน (permselective ion-conducting 
materials) ที่ใชแยกระหวางตวัอยางที่จะวิเคราะหออกจากสารละลายทีบ่รรจุไวภายใน
อิเล็กโทรด หรือเรียกวา สารละลายอางอิงภายใน (inner filling solution) ซึ่งประกอบดวย
สารละลายที่มีแอกทีวิตทีี่คงที่ของไอออนของสิ่งที่จะวิเคราะหอยูลักษณะทัว่ไปของเมมเบรนมกั
จะไมมีรูพรุน ไมละลายน้าํหรือละลายไดยากมาก และทนตอแรงภายนอก สวนประกอบของ
เมมเบรนถูกออกแบบมาเพ่ือใหสามารถวดัศักยไฟฟาอันเกิดเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลงแอก
ทีวติีของไอออนไดดวยกระบวนการทีเ่กิดความจําเพาะเจาะจงไดที่ผิวของเมมเบรนกับ
สารละลาย เชน การเกิดการแลกเปลี่ยนไอออน การเกิดสารเชิงซอน การเกิดเปนสารประกอบ
ที่ละลายไดยาก เปนตน การแสวงหาเมมเบรนที่ใหความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไอออน 
อาจทําไดโดยการเปลี่ยนชนิดของวัสดุทีน่ํามาทําเมมเบรน หรืออาจเปลี่ยนโมเลกุลของไอโอโน
ฟอร  
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2.1.2 การวิเคราะหโครงสรางของสารประกอบดวยเทคนิคเอกซเรยคริสตลัโลก
ราฟฟ 22 

 เทคนิคเอกซเรยคริสตลัโลกราฟฟเปนเทคนิคที่ใชศึกษาโครงสรางของโมเลกุลโดยการ
ฉายรังสีเอกซไปยังผลึกของสารที่ตองการศึกษา เม่ือผลึกถูกยิงดวยรังสีเอกซสิง่ที่เกิดขึ้นคือ
รังสีเอกซจะชนเขากับอิเล็กตรอนที่ในอยูโมเลกุลของสาร ทําใหเกิดการกระเจิงของรังสีและเกิด
การหักเหของรังสีซึ่งมีทิศทางที่แตกตางกันไปตามมุมและระนาบทีต่กกระทบ ดังนั้นทําใหเกิด
โอกาสที่รังสีจะรวมตวักันหรือหักลางกันซ่ึงเปนคุณสมบัติทัว่ไปของคลื่น หากรังสีเกิดการ
รวมตวักันจะทําใหไดเปนรังสีที่มีความเขมสูงมากพอและวิ่งผานไปตกกระทบลงบนดีเทคเตอร
ของเคร่ืองมือ ทําใหเกิดเปนจุดสีดําบนดีเทคเตอรซึ่งจุดแตละจุดก็คอื ความเขมของรังสีที่เปน
ผลลัพธจากแสงยอย ๆ รวมตัวกัน จุดหลาย ๆ จุดบนดีเทคเตอร เรียกรวมกันวา diffraction 
pattern และสําหรับรังสีที่หักลางกันจะหายไปและไมตกกระทบยังดีเทคเตอร เม่ือได 
diffraction pattern แลวจะนําขอมูลไปคํานวณวาจุดแตละจุดเกิดจากตกกระทบของรังสีที่มา
จากอิเล็กตรอนใดซึ่งหมายความวาแตละจุดบน diffraction pattern เปรียบไดกับแผนที่บอกให
ทราบวามาจากอิเล็กตรอนตัวใดในโมเลกุล ดังนั้นถาเราทราบตําแหนงอิเล็กตรอนในโมเลกุลได
แลวก็เทากับทราบวารูปรางของโมเลกุลเปนอยางไร เน่ืองจากโมเลกุลสรางมาจากอะตอมและ
อะตอมมีอิเล็กตรอนเปนองคประกอบเปรยีบเสมือนการวาดภาพตอจุดที่ใหเราลากเสนจากจุด 
1 ไป 2 และไปยังจุดตอ ๆไป จนถึงจุดสุดทายเราก็จะทราบวาเราไดภาพอะไร จุดในภาพวาดที่
ได ก็คือตําแหนงของอิเล็กตรอนในโมเลกุล โดยหลักการทํางานของเคร่ืองเอกซเรยคริสตลัโลก
ราฟฟแสดงในรูปที่ 2.2 
 

 
 

รูปที่ 2.2 หลักการทํางานของเคร่ืองเอกซเรยคริสตลัโลกราฟฟ(8) 
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 เทคนิคทีใ่ชหลักการการเลีย้วเบนของรังสีเอ็กซนี้สามารถแบงไดเปน 2 เทคนคิ ไดแก 
     1. เทคนิคการวิเคราะหแบบผลึกเดี่ยว (Single-Crystal Methods) 

เทคนิคน้ีใชในการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบ โดยที่สารตัวอยางทีจ่ะนํามา
วิเคราะหนั้นตองอยูในรูปของผลึกเด่ียวทีส่มบูรณ ซึ่งวธิีการด้ังเดิมน้ันจะทําโดยการยึดใหผลึก
ติดอยูกับที่และทําการเปลีย่นแปลงคาความยาวคลื่นของรังสีเอ็กซ แตสําหรับในปจจุบันนั้นทํา
โดยการหมุนผลึกไปเปนมุมตาง ๆ กัน และใชรังสเีอ็กซที่มีความยาวคลื่นคาเดียว ซึ่งใหผลการ
ทดลองที่มีความแมนยํามากกวาวธิีแรก 
     2. เทคนิคการวิเคราะหแบบผง (Powder Methods) 

การวิเคราะหตัวอยางโดยใชวิธีนี้นั้น สารตัวอยางตองเปนของแข็งที่มีลักษณะเปนผง
ละเอียด ผลที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคน้ีจะใชบอกองคประกอบและตรวจวัด
ความสัมพันธของธาตุที่มีอยูในสารผสม  

 
2.1.3 คาลิกซ[n]เอรีน (calix[n]arene) 23 

 คาลิกซ[n]เอรีน (calix[n]arene) เปนสารประกอบแมโครไซคลิกที่ประกอบดวยหนวย
ของหมูฟนอลจํานวน n หนวยเชื่อมตอกันดวยสะพานเมธิลีน (methylene bridge) ในตําแหนง
ออรโธกับหมูฟนอลิกไฮดรอกซีและสงผลใหโครงสรางของคาลิกซ[n]เอรีนมีชองวางอยูภายใน
โมเลกุลโครงสรางของคาลกิซ[n]เอรีน แบงออกไดเปน 2 สวน คือสวน wide rim ซึ่งเปนสวนที่
มีหมูฟงกชันใด ๆ ที่ตออยูกับวงฟนอลในตําแหนงพาราและสวนของ narrow rim คือ สวนที่
หมูฟนอลิกไฮดรอกซีเปนองคประกอบ  ดังแสดงในรูปที่ 2.3  
 

OH HO

R R R

OH OH

R wide rim

narrow rim  
 

รูปที่ 2.3โครงสรางของคาลกิซ[4]เอรีน  แสดงสวนของ wide rim และ narrow rim 
 
 พาราเทอรเชยีรีบิวทิลคาลกิซ[4]เอรีน (p-tert-butyl-calix[4]arene) เปนคาลิกซ[n]เอรีน
ที่มีผูนิยมศึกษากันมาก เนื่องจากสามารถเตรียมไดงายจากปฏิกิริยาคอนเดนเซชันของ p-tert-
butyl-phenol และฟอรมัลดีไฮด (formaldehyde) สารประกอบคาลิกซ[4]เอรีนมีโครงสรางที่
แตกตางกันทัง้หมด 4 ไอโซเมอร ไดแก cone, partial cone, 1,2-alternate และ 1,3-alternate  
ดังแสดงในรูปที่ 2.4 โดยที่โครงสรางของไอโซเมอรแบบ cone จะเปนโครงสรางที่เสถียรมาก
ที่สุด เน่ืองจากเกิดพันธะไฮโดรเจนภายในโมเลกุลระหวางหมูฟนอลิกไฮดรอกซีทั้ง 4 หมู  
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R
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รูปที่ 2.4 โครงสรางชนิดตาง ๆ ของคาลิกซ[4]เอรีน 
 

 การพิสูจนโครงสรางของของคาลิกซ[4]เอรีนทั้ง 4 ไอโซเมอรนั้น สามารถทําไดโดย
อาศัยเทคนิค 1H-NMR  โดยการพิจารณาจากทั้งสัญญาณของโปรตอนของหมูเมทิลลีนทีเ่ชื่อม
วงฟนอล (methylene bridge, Ar-CH2-Ar) และคา coupling constant (J) ของโปรตอนของหมู
ดังกลาว เน่ืองจากโปรตอนทั้งสองของหมูดังกลาวในโครงสรางของคาลิกซ[4]เอรีนจะไม
สมมาตรซึ่งกันและกัน ดังนั้นพีคของโปรตอนใน 1H-NMR สเปกตรัมของจึงมีลักษณะเปน 
doublet ที่เกิดจากการ coupling กันของโปรตอนทั้งสองที่อยูในตําแหนง equatorial และ axial 
โดยโปรตอนที่ตําแหนง axial เปนโปรตอนที่อยูใกลกับหมูไฮดรอกซีจึงปรากฏพีคของ Hax ที่
คา chemical shift () ไปทางตําแหนง down field สวนโปรตอนทีต่ําแหนง equatorial นั้นอยู
ไกลจากหมูไฮดรอกซี มากกวาจึงทําใหปรากฏพีค Heq ที่คา  ไปทางตําแหนง up field  
สําหรับโครงสรางของไอโซเมอรที่เปนแบบ cone นั้นพีคของ 1H-NMR ของหมูเมทิลลีนที่เชื่อม
วงฟนอลทั้ง 4 หมูจะมีลักษณะเปนแบบ doublet จํานวน 2 ชุด ทีค่า  อยูที่ตําแหนงประมาณ 
3.49 และ 4.26 ppm และมีคา J อยูในชวงประมาณ 12.6 - 14 Hz ตัวอยางเชนเม่ือพิจารณา 
1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบ 5, 11, 17, 23-tetra-tert-butyl-25, 26, 27, 28-tetrakis-
((ethoxycarbonyl)methoxy)calix[4]arene ที่มีโครงสรางไดทั้งหมด 4 ไอโซเมอร ดังแสดงใน
รูปที่ 2.5 พบวาโครงสรางของไอโซเมอรที่เปนแบบ cone นั้น โปรตอนของหมูเมทิลลีนปรากฏ
เปนพีคที่มีลักษณะเปน doublet 2 ชุด โดยที่โปรตอนในตําแหนง equatorial จะปรากฏที่คา  
3.13 ppm และโปรตอนทีต่ําแหนง axial จะปรากฏที่ 4.50 ppm สวนโครงสรางของไอโซเมอร
แบบ partial-cone นั้นพีคโปรตอนของหมูดังกลาวจะปรากฏเปน doublet จํานวน 4 ชุด โดยที่ 
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2 ชุดแรกจะปรากฏที่คา  ที่มีคาแตกตางกันมากคือที่ 3.05 และ 4.50 ppm  สวนอีก 2 ชุดจะ
ปรากฏที่คา  ที่มีคาแตกตางกันนอยคือที่ 3.85 และ 3.91 ppm  ในขณะที่โครงสรางของไอโซ
เมอรแบบ 1,2-alternate พีคโปรตอนของหมูดังกลาวจะปรากฏเปนแบบ doublet จํานวน 2 ชุด 
และ singlet 1 ชุด โดยทีพี่คที่มีลักษณะเปน doublet นั้นจะมีคา  ที่แตกตางกันมากคือที่ 
3.23 และ 4.71 ppm สวนพีคที่เปน singlet จะปรากฏที่คา  4.10 ppm  สําหรับโครงสราง
ของไอโซเมอรแบบ 1,3-alternate พีคโปรตอนของเมทิลลีนทั้ง 4 หมูจะปรากฏเปนพีคเดียว
แบบ singlet ที่คา  ประมาณ 4.00 ppm  เน่ืองจากไอโซเมอรดังกลาวมีสมมาตรที่สูง จึงทาํ
ใหโปรตอนของหมูเมทิลลีนอยูในสิ่งแวดลอมเดียวกัน 
 

 
 

รูปที่ 2.5  เปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมโครงสรางของ  5, 11, 17, 23-tetra-tert-butyl-25, 
26, 27, 28-tetrakis-((ethoxycarbonyl)methoxy)calix[4]arene ที่มีไอโซเมอรแบบ cone, 
partial cone, 1,2-alternate และ 1,3-alternate 24 

R= tert-butyl 
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2.2 เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวของ 
Diamond และคณะ6 ไดนําสารประกอบ p-tert-butyl-calix[4]arene tetraethylester (2) 

มาเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวดั Na+ โดยการนําไอโอโน
ฟอรดังกลาวมาผสมกับ PVC และใช 2-nitrophenyloctyl ethyl (NPOE) เปน plasticizer ซึ่ง
จากผลการทดลองพบวาคาขีดจํากัดของการตรวจวัด Na+ อยูที่ 10-5 M นอกจากน้ียังพบวา 
อิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นมาใหมนี้มีสภาพไว ความเสถียรและอายุการใชงานที่สูงกวาอิเล็กโทรดที่
มีความจําเพาะเจาะจงกับ Na+ ที่มีขายทางการคาอยูในขณะนั้น ตอมาในป พ.ศ. 2543 
Malinowska และคณะ(12) ไดพัฒนาเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ Na+ ขึ้นมา
ใหม โดยการนําอนุพันธของไอโอโนฟอร (2) มาทําปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชันกับ isodecyl 
acrylate (IDA) และ methyl metacrylate (MM) เพ่ือที่จะไดไอโอโนฟอร (3) ที่เปนพอลิเมอร
และมี calix[4]arene tetraethylester เปนองคประกอบ หลังจากนั้นจึงนําไอโอโนฟอร (3) ที่
เตรียมไดมาเตรียมเปนเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวดั Na+ ซึ่ง
จากผลการทดลองพบวาความจําเพาะเจาะจงและสภาพไวของการตรวจวัดของอิเล็กโทรดที่
เตรียมจากไอโอโนฟอร (3) มีคาใกลเคียงกับอิเล็กโทรดที่เตรียมไดจากไอโอโนฟอร (2) แตอายุ
การใชงานของอิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นมาใหมนี้มีคานานถึง 7 เดือน ในขณะทีอิ่เล็กโทรดที่
เตรียมจากไอโอโนฟอร (2) มีอายุการใชงานเพียง 2 เดือน 
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Gupta และคณะ25 ไดนําลแิกนด 3 ชนิดที่มีคาคงที่การเกิดสารประกอบเชิงซอนที่สูง
กับไอออนของ Cu2+ ซึ่งไดแก acetylacetone (4) ethylacetoacetate (5) และ salicyaldehyde 
(6) มาเปนไอโอโนฟอรและเตรียมเปน PVC-เมมเบรนอิเล็กโทรดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ
ไอออนของ Cu2+ โดยใช TBP เปน plasticizer จากการศึกษาพบวาไอโอโนฟอรที่ใหผลการ
ทดลองที่ดีที่สดุคือ ไอโอโนฟอร (4) โดยพบวาอิเล็กโทรดที่เตรียมขึน้จาก ไอโอโนฟอรดังกลาว
สามารถใชงานไดในชวง pH 2.6 - 6.0 มีชวงการวิเคราะหที่ใหความสัมพันธเปนเสนตรง 
(linear working range) คือ 2 x 10-6  ถึง 1 x 10-1 M มีคา Nernstian slope เทากับ 29.3 mV 
decade-1 มีขีดจํากัดของการตรวจวัดประมาณ 0.1 ppm และมีอายุการใชงานประมาณ 3 
เดือน ซึ่งอิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นมาน้ีสามารถนําไปใชเปน indicator electrode สําหรับการทาํ 
potentiometric titration ของ Cu2+ กับ EDTA และนอกจากนี้ยังสามารถนําไปใชตรวจวัด
ปริมาณของ Cu2+ ในอาหารเสริมไดเชนกัน 

 

O O

(4)
O

O O CHO

OH
(5) (6)

 
 
Tuntulani และคณะ26 ไดสังเคราะหไอโอโนฟอรชนิดใหมคือ benzothiazole 

calix[4]arene (7) โดยมีปริมาณผลิตภัณฑสูงถึงรอยละ 81 และเม่ือนําไอโอโนฟอรดังกลาวไป
เตรียมเปนอิเล็กโทรดชนิด macro-electrode และ micro-electrode ที่มีความจําเพาะเจาะจง
กับไอออนของโลหะ พบวา อิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นทัง้สองชนิดมีความจําเพาะเจาะจงกับ Ag+ 
โดยมีคา Nernstian slope ใกลเคียงกับคาทางทฤษฎีคือ 59.7 ± 0.8 mV decade-1 และ 59.8 
± 10 mV decade-1 สําหรับ macro-electrode และ micro-electrode ตามลําดับ มีคาขีดจํากัด
ของการตรวจวัดอยูที ่5 x 10-7 M และมีชวงการวิเคราะหที่ใหความสมัพันธเปนเสนตรง (linear 
working range) คือ 10-6 – 10-2 M และสามารถนําไปประยุกตกับการวิเคราะหรปูแบบทางเคมี
ของสารละลายนาโนซิลเวอร โดยสามารถวิเคราะหปรมิาณของ Ag+ ที่เหลือในสารละลายนาโน
ซิลเวอรได และนอกจากนี้ยังสามารถวเิคราะหหาปริมาณของซิลเวอรทั้งหมดในสารละลายนา
โนซิลเวอรไดโดยการออกซิไดซสารละลายนาโนซิลเวอรดวย H2O2 ซึ่งนาโนซิลเวอรจะถกู
ออกซิไดซกลายเปน Ag+ หลังจากน้ันจึงทําการตรวจวัดปริมาณของ Ag+ ที่อยูในสารละลาย
ดวยอิเล็กโทรดที่พัฒนาขึ้น ซึ่งหลักการดังกลาวน้ีไดถูกนํามาพัฒนาใชรวมกับระบบการ
วิเคราะหปริมาณกลูโคสในสารตัวอยางดวย glucose biosensor 
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OHO OOH

SN SN

(7)  
 

 Anthony และคณะ27 ไดสังเคราะหและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน
ของคอปเปอร (II) ซึ่งสารประกอบดังกลาวเตรียมไดจากการทําปฏิกิริยากับลแิกนด tris(2-
benzimidazolylmethy1)amine หรือ NTB และลิแกนดดังกลาวมีโครงสรางเปนแบบไทรพอด  
จากการศึกษาพบวาสารประกอบโคออรดิเนชันที่เกิดขึน้ทั้ง 5 ชนิดน้ันมีโครงสรางอยู 2 แบบ
คือปรามิดคูฐานสามเหลี่ยม (trigonal bipyramid) และแบบ pseudooctahedral โดยมีลิแกนดที่
เขามาเกิดพันธะโคออรดิเนชันกับไอออนของคอปเปอรในตําแหนงที ่ 5 และ 6 เปนตัวกําหนด
โครงสรางของสารประกอบดังกลาว  อยางไรก็ตามลิแกนด NBT ที่อยูในโครงสรางของ
สารประกอบโคออรดิเนชันทั้ง 5 ชนิดน้ันประพฤติตวัเปนเตตระเดนเตตลิแกนดโดยใช
ไนโตรเจนทั้ง 4 อะตอมเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนแกไอออนของคอปเปอร (II)  สวนลิแกนด
ในตําแหนงที ่ 5 และ 6 นั้น อาจเปนลิแกนดที่มาจากแอนไอออนของเกลือคอปเปอร(II) ที่ใช
เปนสารตั้งตน เชน NO3

- และ BF4
- หรืออาจเปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางขนาดเล็ก

และประพฤตติัวเปนลิแกนดได เชน N-methylimidazole และ N3
- 

 

N

N
H H2C

N

N

N
H

H2C
N

N

H

CH2

NBT

Cu

X

N

N
N

N
NH

NH
HN

trigonal-bipyramidal copper complex

 
 
รูปที่ 2.6 แสดงโครงสรางของลิแกนด NBT และโครงสราง trigonal-bipyramidal copper 
complex กับ ลิแกนด NBT 
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 Volker และคณะ28 ไดทําการศึกษาและพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน
ของ Cu+ และ Cu2+ กับไทรโพดอลลิแกนด 2 ชนิดคือ TMG3tren (tetramethylguanidino-tren) 
(8)  และ DMPG3tren (dimethylpropyleneguanidino-tren) (9) โดยที่ลิแกนดทัง้สองมีหมูกัวนิ
ดีน 3 หมูเปนองคประกอบภายในโมเลกลุ  จากการศึกษาพบวาสารประกอบโคออรดิเนชันของ 
Cu2+ กับลิแกนดทั้งสองจะมีโครงสรางเปนแบบปรามิดคูฐานสามเหลีย่ม (trigonal bipyramid)  
ซึ่งลิแกนดทั้งสองตางก็ประพฤตติัวเปนเททระเดนเตตลิแกนด โดยใชอะตอมของ tertiary 
ไนโตรเจนและไนโตรเจนอีก 3 อะตอมของหมูกัวนิดีนทั้ง 3 หมูเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอน 
สวนลิแกนดในตําแหนงที่หาน้ันขึ้นอยูกับชนิดของแอนไอออนของเกลือของคอปเปอรที่ใชเปน
สารตั้งตน  ในขณะที่สารประกอบโคออรดิเนชันของ Cu+ กับลิแกนดทั้งสองน้ัน จะมีโครงสราง
เปนไทรโกนอล (trigonal) โดยที่        ลิแกนดทั้งสองเกิดพันธะโคออรดิเนชันในลักษณะ
เดียวกันกับสารประกอบโคออรดิเนชันของ Cu2+ 
 

N
N

N
N

N

N

N
N

N N

(8)

N
N

N
N

N

N

N
N

N N

(9)
 



 
 

บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 อุปกรณ 

1. เคร่ืองกลั่นตัวทําละลายแบบลดความดัน (BUCHI R-200) 
2. เอกซเรยคริสตลัโลกราฟฟ BRUKER APEX CCD diffractrometer (graphite 

monochromated Mo-K radiation,  = 0.71073 Å) (ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร) 

3. นิวเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปคโตรมิเตอร (Bruker 400 MHz Ultra Shield 
AVANCE 400) 

4. แมสสเปคโตรมิเตอร (Bruker microTOF) (ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหิดล) 
 
3.2 สารเคมี 

Acetone      (Lab-Scan) 

           2-(aminomethyl)-pyridine   (MERCK) 

   Chloroform-D1     (Merck) 

          Dichloromethane       (Lab-Scan) 

           Diethyl ether     (Panreac) 

           Ethyl acetate      (Lab-Scan) 

            Magnesium sulfate anhydrous           (Lab-Scan) 

           2-Nitro-benzylbromide    (Riedel-deHaën)  

           Palladium/charcoal activated   (MERCK) 

            Potassium carbonate       (CARLO ERBA)  

           Pyridin-2-aldehyde    (Aldrich) 

           Salicylaldehyde    (MERCK)      

           Sodiumsulfate anhydrous      (Riedel-deHaën)  

           Sodiumborohydride       (FLUKA) 
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3.3 การสังเคราะหไทรโพดอลเอมีน 

การสังเคราะหสารประกอบไทรดพอลเอมีน (x) สามารถสังเคราะหไดตามวิธทีีแ่สดงใน
รูปที่ 3.1 

N NH
O

H3N
MgSO4

N N N

CH3CN, CH3COOH,
NaOH

NaBH4,C2H5OH N
HN N

NN

N

O2N

NN

N

H2N

CH3CN,
K2CO3, refluxO2N

Br

H2/Pd-C

(a) (b)

(c)(d)

CH2Cl2

CH3OH

รูปที่ 3.1 การสังเคราะหสารประกอบ (d) 
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3.3.1 การสังเคราะหสารประกอบ pyridine-2-ylmethylpyridine-2-

ylmethyleneamine (a)  

N NH
O

H2N
MgSO4

N N N
(a)

CH2Cl2

 

 ชั่ง MgSO4 anhydrous 11 กรัม (91.4 มิลลิโมล) ใสขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลติร  
และเติม CH2Cl2 ที่ปราศจากนํ้าปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงไปในขวดดังกลาว หลังจากน้ันเตมิ 
pyridin-2-aldehyde 1.76 มิลลิลติร (16.4 มิลลิโมล) และ 2-(aminomethyl)-pyridine 1.84 
มิลลิลติร (17 มิลลิโมล) ลงไป คนของผสมที่อุณหภูมิหองภายใตสภาวะบรรยากาศแกส
ไนโตรเจนเปนเวลา 4 ชั่วโมง กรองและนําชั้น CH2Cl2 ไปลางนํ้า (3  100 มิลลิลติร) จากน้ัน
นําชั้น CH2Cl2 มากําจัดนํ้าโดยการเติม Na2SO4 anhydrous หลังจากน้ันกรองและระเหยตวัทาํ
ละลายออกดวยเครื่องกลั่นแบบ          ลดความดัน ไดของเหลวสีเหลืองของสารประกอบ (a) 
รอยละของผลติภัณฑที่ไดเทากับ 96 (1.56 กรัม) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  8.65 (s, 1 H,  ArH), 8.55 (s, 1 H, =CH-), 8.05 (d, 

1 H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.68 (t, 1 H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.62 (t, 1 H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.42 

(d, 1 H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.35 (t, 1H,  J = 1.2 Hz, ArH), 7.12  (t, 1H, J = 3.7 Hz, ArH), 

5.03 (s, 2H, -CH2-)  

13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  163.94, 158.74, 154.74, 149.50, 149.37, 136.68,  

136.55, 124.92, 122.38, 122.13, 121.49, 66.58  
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3.3.2 การสังเคราะหสารประกอบ bis-pyridin-2-ylmethylamine (b) 

N N N
CH3CN,

CH3COOH,
C2H5OH,
NaBH4, N

H
N N
(b)(a) NaOH  

 นําสารประกอบ (a) 1.56 กรัม (7.9 มิลลิโมล) ใสขวดกนกลมหนึ่งคอขนาด 250 
มิลลิลติร เติม CH3CN 15 มิลลิลติร กรดอะซิติก 1 มิลลิลติร และเอธานอล 20 มิลลิลติร ลงใน
ขวดกนกลมดังกลาว หลังจากน้ันทําสารละลายใหเย็นที่อุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส แลวจึงคอย 
ๆ เติม NaBH4  1 กรัม (25.8 มิลลิโมล) ลงไป และคนของผสมตอที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 18 
ชั่วโมง หลังจากน้ันนําของผสมไปทําใหเย็น แลวจึงคอย ๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 10 
มิลลิลติรจะไดของแข็งสีขาวเกิดขึ้น นําของผสมไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ันกรองและนําสารละลายที่ไดไประเหยตวัทาํละลายออกจนเกือบหมด
และเติมนํ้า 10 มิลลิลติร นําสารละลายไปทําใหเย็นแลวจึงคอย ๆ เติม NaOH 4 กรัม (100 
มิลลิโมล) ลงไปในสารละลายดังกลาว  คนสารละลายที่อุณหภูมิหองตออีกเปนเวลาครึ่งชั่วโมง 
แลวจึงนํามาสกัดดวย Et2O       (3  100 มิลลลิิตร) แลวนําชั้น Et2O มากําจัดนํ้าดวย 
Na2SO4 anhydrous กรองและนําไประเหยตวัทําละลายออกดวยเครื่องกลั่นแบบลดความดัน 
ไดของเหลวสีเหลืองเขมของสารประกอบ (b)    รอยละของผลติภัณฑที่ไดเทากับ 69 (1.09 
กรัม) 
 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  8.59 (d, 2H, J = 1.2 Hz, ArH), 7.67 (t, 2H, J = 2.0 

Hz, ArH), 7.38 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.18 (t, 2H, J = 1.6 Hz, ArH), 4.00 (s, 2H, -

CH2-)  

13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  159.63, 149.31, 136.51, 122.34, 121.99, 54.74  
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3.3.3 การสังเคราะหสารประกอบ 2-[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl] 

nitrobenzene (c) 

N
H
N N

NN

N

O2N

O2N
Br

(c)

(b)
K2CO3

CH3CN

 

 ชั่งสารประกอบ (b) 2 กรัม (10.05 มิลลิโมล) K2CO3  14 กรัม (100 มิลลิโมล) 2-nitro-
benzylbromide 2.17 กรัม (10.05 มิลลโิมล) และ molecular sieves 4 กรัม ใสขวดกนกลม
สองคอขนาด 250 มิลลลิิตร หลังจากน้ันเติม CH3CN ที่ปราศจากนํ้า ปริมาตร 50 มิลลลิิตรลง
ในขวดกนกลมดังกลาว คนของผสมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมงภายใตสภาวะ
บรรยากาศไนโตรเจน เม่ือครบกําหนดแลวจึงนําของผสมมากรองและนําของเหลวที่ไดจากการ
กรองไประเหยตัวทําละลายดวยเครื่องกลัน่ตัวทําละลายแบบลดความดัน แลวจึงนําสวนที่เหลอื
จากการระเหยมาละลายดวย CH2Cl2 100 มิลลิลติรและนําสารละลายดังกลาวมาลางดวยนํ้า (3 
 100 มิลลิลิตร) แลวจึงนําชั้น CH2Cl2 มากําจัดนํ้าดวย Na2SO4 anhydrous จากน้ันกรอง
แลวนําสารละลายไประเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่องกลั่นแบบลดความดัน  ไดของเหลวสี
เหลืองเขมของสารประกอบ (c)  มี  รอยละของผลติภัณฑที่ไดเทากับ 71 (2.40 กรัม) 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :   8.55 (d, 2 H, J = 2.8 Hz, ArH), 7.78 (t, 2 H, J = 
6.8 Hz, ArH), 7.68 (d, 2 H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.50 (t, 2 H,  J = 3.6 Hz, ArH), 7.14 (t, 2 
H, J = 2.4 Hz, ArH), 3.8 (s, 2 H, -CH2-), 3.65 (s, 2 H, -CH2-), 3.5 (s, 2H, -CH2-)  
 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  158.62, 149.96, 149.12, 148.92, 136.46, 134.38, 
132.35, 131.39, 124.31, 123.28, 122.13, 60.39, 60.14, 55.87  
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3.3.4 การสังเคราะหสารประกอบ 2-[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]aniline 

(d) 

NN

N

O2N

NN

N

H2N

H2/Pd-C

(c) (d)

CH3OH

  

 ละลายสารประกอบ (c) 2.40 กรัม ดวยเมทานอลที่ปราศจากนํ้า 100 มิลลิลติรใสขวด
กนกลมสองคอขนาด 250 มิลลิลติร และคอย ๆ เติม 10 % Pd/charcoal activate 0.2 กรัมลง
ไป หลังจากน้ันคนของผสมดังกลาวภายใตสภาวะบรรยากาศไฮโดรเจนเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
นําของผสมมากรองดวย celite นําสารละลายที่ไดจากการกรองไประเหยตวัทําละลายออกดวย
เคร่ืองกลั่นแบบลดความดัน ไดของเหลวสีเหลืองเขมของสารประกอบ (d)   รอยละของ
ผลิตภัณฑทีไ่ดเทากับ 85 (1.86 กรัม) 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  8.56 (d, 2 H, J = 4.0 Hz, ArH), 7.63 (t, 2 H, J = 
6.0 Hz, ArH), 7.39 (d, 2 H, J = 8.0 Hz, ArH), 7.16 (t, 2 H, J = 2.8 Hz, ArH), 7.06 (t, 2 H, 
J = 3.0 Hz, ArH), 6.64 (m, 2 H, ArH), 3.8 (s, 2 H, -CH2-), 3.65 (s, 2 H, -CH2-), 3.5 (s, 
2H, -CH2-)   
 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  159.10, 149.01, 147.01, 136.54, 131.18, 128.50, 
123.53, 122.16, 117.22, 115.45, 60.14, 57.92 
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3.4 การสังเคราะหไอโอโนฟอร L2 

การสังเคราะหไอโอโนฟอร L2 เตรียมไดจากการทําปฏิกิริยาระหวางสารประกอบเอ
มีน (d) และสารประกอบอัลดีไฮด (f) ดังแสดงในรูปที่ 3.1 การสังเคราะหสารประกอบเอมีน (d) 
และสารประกอบอัลดีไฮด (f) แสดงไดดังรูปที่ 3.2 และ 3.3 ตามลําดับ 

OHO HOOH

O NN

N

H2N

CH2Cl2 , MgSO4

CHO

(f )

(d)

OHO HOOH

O

N

N

N
N

(L2)

OHO HOOH

O

NH

N

N
N NaBH4 , CH3OH, ref lux

(g)

รูปที่ 3.2 การสังเคราะหไอโอโนฟอร  L2 



23 

 
CHO

OH Br Br
CHO

O Br
K2CO3

DMF, ref lux

OHOH HOOH

OHO HOOH

CsF,
DMF, ref lux

O

CHO

(e)

(f )  

รูปที่ 3.3 การสังเคราะหสารประกอบ (f)(20-21) 
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3.4.1 การสังเคราะหสารประกอบ 2- (2-bromoethoxy) benzaldehyde (e) 

 

CHO
OH Br Br

CHO
O Br

K2CO3

DMF, ref lux
(e)

 

 ตวง salicaldehyde 6.4 มิลลิลติร (52.4 มิลลิโมล)  1,2-dibromoethane 20.2 
มิลลิลติร (107.5 มิลลิโมล) และชั่ง K2CO3 22 กรัม (160 มิลลิโมล) ใสขวดกนกลมหน่ึงคอ
ขนาด 500 มิลลิลติร  หลังจากนั้นเติม dimethylformamide (DMF) 100 มิลลิลติร ลงไปในขวด
กนกลมดังกลาว แลวนําของผสมมาใหความรอนที่อุณหภูมิไมเกิน 60 oC ภายใตสภาวะ
บรรยากาศแกสไนโตรเจนเปนเวลา 3 ชั่วโมง จากน้ันทิ้งสารละลายใหเย็นที่อุณหภูมิหองและ
เติมสารละลาย NaOH เขมขน 10% ปริมาตร 100 มิลลิลติร แลวนําของผสมมาสกัดดวย 
EtOAc                            (3  100 มิลลิลติร) และนําชั้น EtOAc มาลางนํ้า (3  100 
มิลลิลติร) หลงัจากน้ันนําชั้น EtOAc มากําจัดนํ้าโดยการเติม Na2SO4 anhydrous แลวนําไป
ระเหยตวัทําละลายออกดวยเครื่องกลั่นแบบลดความดัน จากน้ันนําสวนที่เหลือจากการระเหย
มาทําการแยกดวยเทคนคิคอลัมนโครมาโตกราฟบน SiO2 โดยใช 60 : 40 CH2Cl2/hexane 
เปนตวัชะ ไดสารประกอบ (e) มีลักษณะเปนของแข็งสีขาวและรอยละของผลิตภัณฑทีไ่ด
เทากับ 40 (4.87 กรัม ) 
 
 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  10.57 (s, 1 H, HC=O), 7.88 (m, 1 H, ArH), 7.57 
(m, 1 H, ArH ), 7.11 (m, 1 H, ArH), 6.99 (d, 1H, J = 8.4 Hz,  ArH),  4.44 (t, 2 H, J = 6.0 
Hz, -CH2-O), 3.73 (t, 2 H, J = 6.0 Hz, -CH2-Br)  
 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  189.44, 160.37, 135.99, 128.13, 125.04, 121.37, 
112.83, 68.21, 29.30  
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3.4.2 การสังเคราะหสารประกอบ 28-2-(2-ethyloxybenzaldehyde)-p-tert-butyl 

calix[4]arene  
( f ) 

CHO
O Br

OHOH HOOH OHO HOOH

CsF
DMF, ref lux

O

CHO

(f)
 

 ชั่ง p-tert-butylcalix[4]arene 9.79 กรัม (15 มิลลิโมล) CsF 2.73 กรัม (18 มิลลิโมล) 
และสารประกอบ (e)  6.95 กรัม (30 มิลลิโมล) ใสขวดกนกลมสองคอขนาด 500 มิลลลิิตร 
จากน้ันเติม DMF 300 มิลลิลติร ลงในขวดกนกลมดังกลาว นําของผสมไปใหความรอนที่
อุณหภูมิไมเกิน 60 oC ภายใตสภาวะบรรยากาศแกสไนโตรเจนเปนเวลา 3 วัน หลังจากน้ันทิ้ง
สารละลายใหเย็นจนถึงอุณหภูมิหองแลวจึงคอย ๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 3 M ปริมาตร 
200 มิลลิลติร นําของผสมมาทําการสกัดดวย CH2Cl2 (3  100 มิลลิลติร) และนําชั้น CH2Cl2 
มาลางดวยนํ้า (3  100 มิลลิลติร) แลวจึงนําชั้น CH2Cl2 ดังกลาวมากําจัดนํ้าโดยการเติม 
MgSO4 anhydrous จากน้ันกรองแลวนําสารละลายไประเหยตวัทาํละลายออกดวยเครื่องกลัน่
แบบลดความดัน และนําสวนที่เหลือจากการระเหยไปแยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟ
บน SiO2 โดยใช 50 : 50 CH2Cl2/ hexane เปนตวัชะ ไดสารประกอบ (f) ซึ่งมีลักษณะเปน
ของแข็งมีรอยละของผลติภัณฑที่ไดเทากับ 23 (2.79 กรัม) 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  10.68 (s, 1H, HC=O) , 10.05 (s, 1H, -OH), 9.46 
(s, 2H,    -OH), 7.97 (d, 1 H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.67 (t, 1H, J = 0.8 Hz, ArH), 7.24 (d, 2 
H, J = 8.4  Hz ArH), 7.72 (s, 2H, ArH), 7.14 (s, 2H, ArH), 7.09 (s, 2H, ArH), 7.02 (d, 
2H, J =1.2 Hz, ArH), 4.82 (d, J = 4.0 Hz, 2 H, -CH2-O-), 4.69 (d, 2 H, J = 4.0 Hz,  -CH2-
O-), 4.47 (d, 2H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.20 (d, 2H, J = 13.6 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.47 (d, 
2 H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.45 (d, 2 H, J = 13.6 Hz, Ar-CH2-Ar), 1.26 (s, 36 H, -
CH3)  
 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  189.74, 160.65, 149.09, 148.63, 148.17, 147.74, 
143.57, 143.26, 136.03, 133.47, 128.67, 128.06, 127.85, 127.82, 126.63, 125.89, 
125.72, 125.64, 125.13, 121.40, 112.26, 74.11, 67.34, 32.93, 32.26, 31.48, 31.25 
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3.4.3 การสังเคราะหไอโอโนฟอร 2-(Bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl)aniline-

N-(2-ethoxybenzyl)aniline ))-p-tert-butyl calix[4]arene   (L2) 
 ชั่งสารประกอบ (f) 2.38  กรัม (3.05 มิลลิโมล)  MgSO4 anhydrous 3.67 กรัม 
(30.39 มิลลิโมล) และสารประกอบ (d) 1.86 กรัม (6.10 มิลลิโมล)  ใสขวดกนกลมสองคอ
ขนาด 250 มิลลิลติร และเติม CH2Cl2 ที่ปราศจากนํ้าปริมาตร 100 มิลลลิิตร ลงไปในขวดกน
กลมดังกลาว คนของผสมภายใตสภาวะบรรยากาศแกสไนโตรเจนทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 12 
ชั่วโมง นําของผสมมากรองและนําสวนที่ไดจากการกรองไประเหยเอาตัวทําละลายออกดวย
เคร่ืองกลั่นแบบลดความดัน จะไดของเหลวสีเหลืองของสารประกอบอิมมีน (g)  หลังจากน้ันนํา
สารประกอบ (g) มาละลายดวย      เมทานอลปริมาตร 50 มิลลิลติร แลวทําใหสารละลายเยน็
ที่อุณหภูมิ 0 oC แลวจึงคอย ๆ เติม NaBH4  0.55 กรัม (14.56 มิลลิโมล) ลงไปในสารละลาย
ดังกลาว คนของผสมที่อุณหภูมิหองตอจนกระทั่งฟองแกสหมด แลวจึงนําของผสมดังกลาวไป
รีฟลักซภายใตสภาวะบรรยากาศแกสไนโตรเจนเปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากน้ันตั้งสารละลาย
ใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวจึงเติมนํ้าปริมาตร 100 มิลลิลติร แลวจึงนําไประเหยเอาเมทานอ
ลออกดวยเครือ่งกลั่นแบบลดความดัน นําของผสมมาสกัดดวย CH2Cl2 (3  100 มิลลิลติร) 
จากน้ันนําชั้น CH2Cl2 มาลางดวยนํ้า    (3  100 มิลลิลติร)  แลวนําชั้น CH2Cl2 มากําจัดนํ้า
ดวย MgSO4 anhydrous กรองสารละลายแลวนําไประเหยตวัทําละลายออกดวยเครื่องกลั่น
แบบลดความดัน นําสวนที่เหลือจากการระเหยไปแยกดวยเทคนคิคอลัมนโครมาโต กราฟบน 
Al2O3 โดยใช EtOAc เปนตวัชะ ไอโอโนฟอร L1 ที่ไดมีลักษณะเปนของแข็งสีขาว และมีรอยละ
ของผลิตภัณฑที่ไดเทากับ 20 (0.67 กรัม) 
 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  10.20 (s, 1H, -OH), 9.49 (s, 2H, -OH), 8.44 (d, 
2H, J = 4.0 Hz, ArH), 7.49 (t, 2H, J = 6.0  Hz, ArH), 7.37 (d, 2H, J = 4.0 Hz, ArH), 7.34 
(d, 2 H, J = 8.0 Hz,  ArH), 7.13 (s, 2H, ArH), 7.12 (s, 1H, ArH), 7.07 (d, 2H, J = 2.0 Hz, 
ArH), 7.05 (s, 2H, ArH), 7.03 (s, 2H,  ArH), 7.02 (s, 2H, ArH), 6.94 (m, 2H, ArH), 6.54 
(t, 1 H, J = 7.6 Hz, ArH), 6.40 (d, 1H, J = 8.0 Hz, ArH), 4.70 (d, 2 H, J = 3.2 Hz, -CH2-
NH-), 4.64 (s, 4 H, -O-(CH2)2-O-), 4.53 (d, 2 H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.24 (d, 2 H, J 
= 13.6 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.83 (s, 4 H,        -CH2-), 3.69 (s, 2 H, -CH2-), 3.40 (dd, 4 H, J = 
12.8 Hz, 14.0 Hz, Ar-CH2-Ar), 1.23 (s, 36 H,  -CH3)  
 

13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm) :  159.24, 156.11, 149.12, 149.04, 148.39, 148.29, 
148.09, 147.85, 143.50, 143.12, 136.30, 133.61, 130.94, 128.74, 128.12, 128.07, 
127.69, 126.56, 125.82, 125.71, 125.66, 123.18, 121.90, 121.51, 121.10, 115.32, 
110.80, 110.20, 77.37, 77.05, 76.73, 74.78, 66.72, 60.13, 58.47, 41.73, 33.00, 32.10, 
31.50, 31.25 
ESI-MS (positive mode) : m/z : 1085.67 [M+H]+ 
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3.5  การสังเคราะหไอโอโนฟอร L3 และ L4 

การสังเคราะหไอโอโนฟอร L3 และ L4  เตรียมไดจากการทําปฏิกิริยาระหวาง
สารประกอบเอมีน (d) และสารประกอบอัลดีไฮด (f) ดังแสดงในรูปที่ 3.4  
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รูปที่ 3.4 การสังเคราะหไอโอโนฟอร  L3 และ L4 

 

 

 

 



28 

 
3.5.1 การสังเคราะหสารประกอบ  25,27-(4,4’-bis(ethoxybenzaldehyde))-p-

tert-butyl calix[4]arene (i)  

HO OH
HO OH CHO

O
+

Br

K2CO3

CH3CN, ref lux
O O

HO OH

O O

O

H

O

H

(i)

(f) (e)

  
ชั่ง p-tert-butylcalix[4]arene (f) (10.17 กรัม, 15.73 mmol) และ anhydrous K2CO3 

(21.74 กรัม, 157.3 mmol) ในขวดกนกลมขนาด 250 มิลลิลติร และเติม CH3CN (300 
มิลลิลติร) ลงในขวดดังกลาว   รีฟลักซสารละลายผสมเปนเวลา 30 นาทีภายใตบรรยากาศแกส
ไนโตรเจน หลังจากน้ันคอย ๆ เติมสารละลายของ  2-(2-Bromoethoxy)benzaldehyde (e) 
(7.21 กรัม, 31.46 mmol) ที่อยูใน CH3CN (100 มิลลิลติร) ลงไปยังสารละลายผสมในขางตน
และทําการรีฟลักซสารละลายตอไปเปนเวลา 53 ชัว่โมง  เม่ือสารละลายใหเย็นที่อุณหภูมิหอง
ใหกรองสารละลายเพื่อกําจัด K2CO3 ดวยเครื่องกรองสูญญากาศ นําสารละลายที่ไดจากการ
กรองไประเหยใหแหงดวยการกลั่นแบบลดความดัน นําสวนทีเ่หลือจากการระเหยไปทําการ
แยกดวยเทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟฟบน SiO2 โดยใช  CH2Cl2 เปนตัวชะ เม่ือทําการตก
ผลึกดวยเฮกเซนไดสารประกอบ i ที่มีลักษณะเปนของแข็งสีขาวและมีรอยละของผลิตภัณฑที่
ไดเทากับ 50 (7.47 กรัม)  
 
1H NMR (400 MHz, CDCl3):  10.52 (s, 2H, -CHO), 7.86 (m, 2H, ArH), 7.53 (t, 2H, J = 
5 Hz, ArH), 7.46 (s, 2H, ArH), 7.06 (d, 4H, J = 2.8 Hz, ArH), 7.02 (s, 2H, ArH), 7.00 (s, 
2H, ArH), 6.89 (s, 4H, ArH), 4.46 (t, 4H, J = 2.8 Hz, -CH2-O-), 4.41 (t, 4H, J = 2.4 Hz,-
CH2-O-), 4.36 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.36 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 
1.29 (s, 18H, -tert-butyl), 1.04 (s, 18H, -tert-butyl). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):   190.17, 160.85, 150.35, 149.84, 147.29, 141.67, 
135.76, 132.58, 128.25, 127.75, 125.77, 125.21, 121.04, 112.46, 73.67, 67.55, 34.01, 
33.84, 31.67, 31.05. 
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3.5.2 การเตรียมไอโอโนฟอร L3 และ  L4 
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คอย ๆ เติมสารประกอบ (i) (2.65 กรัม, 2.8 mmol) ที่ละลายอยูใน CH2Cl2 ที่

ปราศจากนํ้า (50 มิลลิลติร) ลงไปยังสารละลายแขวนลอยของ anhydrous MgSO4 (6.76 กรัม, 

56 mmol) และสารประกอบเอมีน (2.13 กรัม, 7 mmol) ใน CH2Cl2 ที่ปราศจากนํ้า (70 

มิลลิลติร) คนสารละลายผสมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 12 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศของแกส

ไนโตรเจน หลังจากน้ันกรองเพื่อกําจัด MgSO4  นําสารละลายที่ไดจากการกรองไประเหยดวย

เคร่ืองระเหยแบบลดความดัน นําสวนทีไ่ดจากการระเหยซ่ึงเปนของผสมระหวางสารประกอบ

อิมมิน (j) และ (k) มาละลายดวยเมทานอล (50 มิลลิลติร) และนําสารละลายไปทําใหเย็นที่

อุณหภูมิ -5 oC หลังจากน้ันคอย ๆ เตมิ NaBH4 (2.12 กรัม, 56 mmol) ลงไปยังสารละลาย

ดังกลาวและทาํการรีฟลักซสารละลายเปนเวลา 12 ชั่วโมงภายใตบรรยากาศของแกส

ไนโตรเจน  เม่ือครบเวลาทิ้งสารละลายใหเย็นที่อุณหภูมิหองและคอย ๆ เติมนํ้า (150 

มิลลิลติร) ลงไปหลังจากน้ันระเหยเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยแบบลดความดัน นําสวนที่

เหลือจากการระเหยมาละลายดวย CH2Cl2 (150 มิลลิลติร) ลางชั้น CH2Cl2 ดวยน้ํา  (3 × 50 
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mL) แลวนําชัน้ CH2Cl2 มากําจัดนํ้าดวย MgSO4 anhydrous กรองสารละลายแลวนําไประเหย

ตัวทําละลายออกดวยเครื่องกลั่นแบบลดความดัน นําสวนที่เหลือจากการระเหยไปแยกดวย

เทคนิคคอลัมนโครมาโตกราฟบน SiO2 โดยใช EtOAc เปนตัวชะ ไดไอโอโนฟอร L3 และ L4 

ที่มีลักษณะเปนของแข็งสีขาว และมีรอยละของผลิตภัณฑที่ไดเทากับ 12 (0.67 กรัม) และ 20 

(0.85 กรัม)  

L3 : 1H NMR (400 MHz, CDCl3):   8.43 (d, 2H, J = 4.8 Hz, ArH), 7.48-7.46 (m, 4H, 
2ArOH + 2ArH), 7.34-7.31 (m, 8H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.34-7.32 (m, 6H, ArH), 7.10 (m, 
6H, ArH), 6.98 (m, 6H, ArH), 6.58 (s, 2H, ArH), 6.45 (d, 2H, J = 4.4 Hz, ArH), 5.24 (s, 
4H, Ar-CH2-OH), 4.53 (d, 2H, J = 5.2 Hz, -CH2-NH-), 4.45-4.34 (m, 12H, Ar-CH2-Ar + -
O-CH2CH2-O-), 3.80 (s, 4H, -CH2-Ar) 3.67 (s, 2H, Ar-CH2-Ar), 3.37 (d, 2H, J = 13.2 Hz, 
Ar-CH2-Ar), 3.36 (d, 2H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar) 1.27 (s, 18H, -tert-butyl), 1.02 (s, 
18H, -tert-butyl).  
 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):   171.10, 159.30, 156.70, 156.50, 150.56, 149.84, 
149.50, 148.23, 147.03, 141.48, 136.34, 136.29, 132.79, 130.95, 129.75, 129.44, 
128.81, 128.64, 128.59, 127.94, 127.90, 127.65, 125.71, 125.23, 125.17, 123.24, 
121.92, 121.53, 120.82, 120.79, 115.38, 111.54, 110.92, 110.36, 74.25, 74.12, 66.98, 
66.84, 61.56, 60.15, 58.50, 41.77, 33.99, 33.85, 31.52, 31.08. 
 
HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [L3+H]+ Calcd for C81H94N4O7, 1235.7123; Found, 
1235.7182. 
 
L4 : 1H NMR (400 MHz, CDCl3) :   8.42 (d, 4H, J = 4 Hz, ArH), 7.91 (s, 2H, ArOH), 
7.65 (d, 2H, J = 2.4 Hz, ArH), 7.46 (m, 4H, ArH), 7.35 (d, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 7.30 
(s, 4H, ArH), 7.19 (m, 2H, ArH), 7.06 (m, 8H, ArH), 7.05 (m, 2H, ArH), 6.95 (d, 4H, J = 
8.4 Hz, ArH), 6.89 (s, 4H, ArH) 6.86 (d, 2H, J = 7.2 Hz , ArH), 6.72 (s, 2H, -NH-), 6.54 
(m, 2H, ArH), 6.44 (d, 2H, J= 8 Hz, ArH), 4.53 (d, 4H, J = 4.8 Hz, -CH2-NH-), 4.44 (d, 
4H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.35 (s, 8H, –CH2-O-), 3.80 (s, 8H, -CH2-), 3.68 (s, 4H, -
CH2-), 3.33 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 1.26 (s, 18H, -tert-butyl), 1.03 (s, 18H, -
tert-butyl). 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):   159.23, 156.24, 150.35, 149.73, 149.07, 148.21, 
147.34, 141.69, 136.29, 133.12, 130.97, 128.77, 128.56, 128.52, 127.93, 127.63, 
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125.72, 125.20, 123.20, 121.91, 121.55, 120.71, 115.35, 110.78, 110.32, 74.16, 66.65, 
60.16, 58.47, 41.76, 34.04, 33.84, 31.83, 31.66, 31.10.  
 
HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [L4+H]+ Calcd for C100H112N8O6, 1521.8705; Found, 
1521.8698. 
 
3.6 การเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดจากไอโอโนฟอร L2 – L4 

เตรียมอิเล็กโทรด โดยการละลายไอโอโนฟอร (10 มิลลิโมล/กิโลกรัม) ไอออนเอกเชนจ
เจอร NaTFPB หรือ KTpClPB พลาสตไิซเซอร NPOE หรือ DOS (66 wt.%) และ PVC (33 
wt.%) ใน THF (2 มิลลิลติร) องคประกอบทุกสวนจะผสมใหมีน้ําหนักรวมกันเปน 220 
มิลลิกรัม เทของผสมลงในแบบพิมพแกวรปูวงกลม ที่มีเสนผานศูนยกลาง 30 มิลลิเมตร ทิ้งไว
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหตัวทําละลาย THF ระเหยออกไป ตัดเมมเบรนที่แหง
แลวใหมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 7.5 มิลลิเมิตร และแชเมมเบรนที่ตัดออกมาในสารละลาย
แคดเมียมไนเทรต Cd(NO3)2 ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร เปนเวลา 1 คืน จากน้ันนําแผนเมม
เบรนมาประกอบเขากับตัวอิเล็กโทรด ใชสารละลายแคดเมียมไนเตรต Cd(NO3)2 ความเขมขน 
10 มิลลิโมลาร เปนสารละลายอางอิงภายใน องคประกอบตางๆ ของเมมเบรนอิเล็กโทรดแสดง
ในตารางที่ 1  
 
3.7 การวัดแรงเคลื่อนไฟฟา 

แชเมมเบรนอิเล็กโทรดในสารละลายแคดเมียมไนเทรต Cd(NO3)2 ความเขมขน 10 

มิลลิโมลาร เปนเวลา 12 ชั่วโมง วงจรการวัดแรงเคลื่อนไฟฟาแสดงดังแผนภาพ 

  Ag, AgCl/3 M KCl//1M LiOAc//sample solution/membrane/IFS/AgCl, Ag  

อิเล็กโทรดอางอิงใชเปน Ag/AgCl double junction โดยใชสารละลายลิเทียมอะซเิตต (LiOAc) 
ความเขมขน 1      โมลาร เปนสะพานเกลือ วัดแรงเคลื่อนไฟฟาทีอุ่ณหภูมิหองโดยใชเคร่ือง
โพเทนชิโอมิเตอร (Lawson Labs Inc.) ใชสมการของ Debye-Hückel คํานวณแอกติวิตขีอง
สารละลาย ขดีจํากัดของการตรวจวัดสามารถหาไดโดยอาศัยวธิีการที่อางอิงมาจาก IUPAC 
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3.8 การหาองคประกอบที่เหมาะสมของเมมเบรน 

ทําการศึกษาผลของปริมาณขององคประกอบตาง ๆ ของอิเล็กโทรด ไดแก ไอออนเอก

เชนจเจอร(KTpClPB และ NaTFPB) พลาสติไซเซอร (o-NPOE และ DOS) เพ่ือใหได

องคประกอบที่เหมาะสม สําหรับการเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดสําหรับตรวจวัดแคดเมียม (II) 

ไอออน โดยใชปริมาณของไอโอโนฟอร L2 – L4 ใหคงที่ที่ 10 มิลลิโมล/กิโลกรัม  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ตารางที่ 1 องคประกอบของเมมเบรนและการตอบสนองของอิเล็กโทรด 

 

 

 

 

 

องคประกอบของเมมเบรน 

พลาสติไซเซอร ตัวแลกเปลีย่นไอออน 
ไอโอโน-ฟอร 

PVC 

 

มก. (wt%) 
DOS 

มก. (wt%) 

o-NPOE 

มก. (wt%) 

KTpClPB 

มก. (mol%) 

NaTFPB 

มก. (mol %) 

ไอโอโนฟอร 

มก. (มล. /กก.) 

ความชัน 

(mV/decade) 

(SD, n=3) 

ชวงความเปน

เสนตรง 

(โมลาร) 

ขีดจํากัดการ

ตรวจวัด 

(โมลาร) 

II 

72.10 (32.6) 

72.45 (32.8) 

72.20 (32.7) 

72.51 (32.7) 

72.18 (32.5) 

75.95 (33.0) 

73.01 (33.0) 

 

 

 

145.12 (65.5) 

144.87 (65.6) 

144.97 (65.7) 

144.87 (65.6) 

 

145.62 (65.7) 

151.12 (65.6) 

145.66 (65.7) 

 

0.79 (71.1) 

1.48 (75.2) 

 

1.45 (73.4) 

1.48 (74.9) 

1.47 (73.2) 

0.94 (48.2) 

0.49 (24.6) 

2.41 (10.0) 

2.43 (10.1) 

2.42 (10.1) 

2.42 (10.1) 

2.46 (10.2) 

2.39 (9.6) 

2.44 (10.1) 

25.2 (0.6) 

25.5 (0.8) 

26.2 (0.2) 

27.8 (0.1) 

26.9 (0.2) 

30.2 (0.2) 

26.6 (0.3) 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-3 

3.5× 10-6 

3.6× 10-6 

4.2× 10-6 

4.3× 10-6 

3.8× 10-6 

5.5× 10-6 

5.5× 10-6 
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ตารางที่ 1 องคประกอบของเมมเบรนและการตอบสนองของอิเล็กโทรด (ตอ) 

 

 

 

 

 

 

 

องคประกอบของเมมเบรน 

พลาสติไซเซอร ตัวแลกเปลีย่นไอออน ไอโอโน-ฟอร 

 

PVC 

 

มก. (wt%) 
DOS 

มก.(wt%) 

o-NPOE 

มก. (wt%) 

KTpClPB 

มก. (mol%) 

NaTFPB 

มก. (mol%) 

องคประกอบของเมม

เบรน มก. (มล. /กก.) 

ความชัน 

(mV/decade) 

(SD, n=3) 

ชวงความเปน

เสนตรง 

(โมลาร)) 

ขีดจํากัดของ

การตรวจวัด 

(โมลาร)) 

III 

72.53 (32.9) 

72.61 (32.9) 

72.66 (32.9) 

72.69 (32.7) 

72.43 (32.7) 

72.11 (32.6) 

72.69 (32.7) 

144.38 (65.5) 

 

 

144.48 (65.5) 

144.82 (65.5) 

145.16 (65.4) 

145.56 (65.8) 

145.14 (65.7) 

145.16 (65.4) 

0.82 (73.2) 

0.79 (71.6) 

0.82 (73.3) 

 

 

 

 

1.42 (71.8) 

0.47 (23.8) 

0.98 (49.4) 

1.42 (71.8) 

2.82 (10.2) 

2.78 (10.1) 

2.82 (10.2) 

2.79 (10.1) 

2.79 (10.1) 

2.80 (10.1) 

2.79 (10.1) 

28.5 (0.8) 

31.9 (0.8) 

26.6 (1.6) 

26.9 (0.2) 

32.8 (1.1) 

30.6 (0.5) 

25.2 (0.2) 

10-5 to 10-3 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

10-5 to 10-2 

3.6 × 10-6 

6.2 × 10-6 

3.8 × 10-6 

2.9 × 10-6 

7.9 × 10-6 

5.5 × 10-6 

3.2 × 10-6 
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ตารางที่ 1 องคประกอบของเมมเบรนและการตอบสนองของอิเล็กโทรด (ตอ) 

 

 

 

 

องคประกอบของเมมเบรน 

พลาสติไซเซอร ตัวแลกเปลีย่นไอออน ไอโอโนฟอร 

 

PVC 

 

มก. (wt%) 
DOS 

มก.(wt%) 

o-NPOE 

มก. (wt%) 

KTpClPB 

มก. (mol%) 

NaTFPB 

มก. (mol%) 

องคประกอบของเมม

เบรน มก. (มล. /กก.) 

ความชัน 

(mV/decade) 

(SD, n=3) 

ชวงความเปน

เสนตรง 

(โมลาร)) 

ขีดจํากัดของ

การตรวจวัด 

(โมลาร)) 

IV 

72.14 (32.6) 

72.04 (32.7) 

72.40 (32.8) 

72.45 (32.7) 

73.65 (32.3) 

72.13 (32.7) 

72.54 (32.7) 

72.44 (32.7) 

 

143.90 (65.3) 

144.47 (65.5) 

144.48 (65.3) 

146.42 (65.1) 

147.19 (66.0) 

145.32 (65.5) 

144.61 (65.3) 

144.59 (65.4)  

 

 

 

 

0.27 (24.5) 

0.56 (50.1) 

0.83 (75.4) 

0.92 (46.0) 

0.97 (48.0) 

0.45 (22.9) 

0.95 (48.2) 

1.42 (72.0) 

 

3.47 (10.2) 

3.50 (10.3) 

3.41 (10.1) 

3.42 (10.1) 

3.42 (9.9) 

3.41 (10.0) 

3.46 (10.2) 

3.41 (10.0) 

29.3 (0.5) 

31.0 (0.5) 

32.5 (0.4) 

30.8 (0.2) 

25.4 (0.5) 

33.1 (0.2) 

29.4 (0.6) 

27.9 (0.6) 

10-5 to 10-3 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

10-6 to 10-2 

3.2× 10-6 

3.8× 10-6 

1.7× 10-6 

2.5× 10-6 

1.8× 10-6 

1.4× 10-6 

1.6× 10-6 

1.6× 10-6 



 
 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
4.1 การสังเคราะหไอโอโนฟอร L2 

การสังเคราะหสารประกอบ (d) ประกอบดวยปฏิกิรยิาทั้งหมด 4 ขั้นตอน ซึ่งมีกลไก
ของการเกิดปฏิกิริยาดังนี้ 

ขั้นที ่ 1 การสังเคราะหสารประกอบ (a) ปฏิกิริยาที่ใชในการเตรียมสารประกอบดัง
กลาวคือปฏิกิริยา Schiff-base ระหวาง pyridin-2-aldehyde และ 2-(aminomethyl)-pyridine 
โดยท่ีสารผลติภัณฑที่ไดคอืสารประกอบอิมมีน (a) ซึ่งมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองและมี
รอยละของผลติภัณฑเทากับ 96 โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังในรูปที่ 4.1  
 

N H
O

NH2N N

H2
N N

O
N

H
N N

OH

N N N
H

OH-

N N N
H2O

(a)

 
รูปที่ 4.1 กลไกการเกิดปฏิกิริยา Schiff-base 

 
 จากรูปที่ 4.1 จะเห็นไดวาการเกิดปฏิกิริยาเกิดจากการท่ีอิเล็กตรอนคูของไนโตรเจนใน
โมเลกุลของ 2-(aminomethyl)-pyridine เขาไปสรางพันธะที่หมูคารบอนิลของ pyridin-2-
aldehyde ทําใหพันธะคูระหวางคารบอนกับออกซิเจนแตกออก โปรตอนที่เกาะอยูกับ
ไนโตรเจนเกดิการยายไปที่ออกซิเจน อิเล็กตรอนคูของไนโตรเจนจะเขาสรางพันธะกับคารบอน
เกิดเปนพันธะคู ซึ่งเปนผลใหพันธะระหวางคารบอนกับออกซิเจนแตกออก และไฮดรอกไซดจะ
เขาไปดึงโปรตอนออกไดเปนสารประกอบอิมมีน (a)  จากการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบ 
(a) โดยใชเทคนิค 1H-NMR พบวามีการหายไปของพีคโปรตอนของหมูอัลดีไฮด –CHO ของ 

pyridin-2-aldehyde ที่คา chemical shift () 9.72 ppm และปรากฏพีคของหมูอิมมีนที่มี
จํานวนโปรตอนเทากับ 1 โปรตอนที่คา  8.69 ppm ดังแสดงในรูปที่ 4.2 
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รูปที่ 4.2 เปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบ (a) และสารตั้งตน 
 
 ขั้นที ่ 2 การสังเคราะหสารประกอบ (b) จากสารประกอบ (a) ปฏิกิริยาที่ใชเตรียม
สารประกอบ (b) คือ ปฏิกิริยารีดักชันของหมูอิมมีนใหเปนเอมีน โดยใช NaBH4 เปนตัวรีดิวซ 
และใช CH3CN เปนตัวทาํละลาย ผลติภัณฑที่ไดมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองและมีรอยละ
ของผลิตภัณฑเทากับ 69 โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 4.3 
 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

-CHO  

N N N
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รูปที่ 4.3 กลไกการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน 
 
 จากรูปที่ 4.3 กลไกของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นสามารถอธิบายไดดังนี้ ไฮโดรเจนอะตอม
ของ NaBH4 เขาไปสรางพันธะกับคารบอนของหมูอิมมีน และเกิดการสรางพันธะระหวาง
ไนโตรเจนอะตอมของสารตั้งตน (a) และโบรอนอะตอมของบอเรตไดเปนสารตวักลางเกิดขึ้น 
หลังจากน้ันไฮโดรเจนอะตอมที่เหลือในไอออนของบอเรตจะเขาไปสรางพันธะกับคารบอนของ
หมูอิมมีนของสารตั้งตน (a) ในลักษณะเดียวกันอีก 3 คร้ัง และเกิดเปนสารประกอบ (b) ในขั้น
สุดทาย 
 
 จากการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบ (b) โดยใชเทคนิค 1H-NMR ปรากฏวามีการ

หายไปของพีคโปรตอนของหมูอิมมีน (-N=CH-) ของสารประกอบ (a) ที่คา  8.65 ppm และ

ปรากฏพีคของหมู methylene (-CH2-)  ที่คา  4.00 ppm ซึ่งมีจํานวนโปรตอนเทากับ 4 
โปรตอน นอกจากนี้ยังพบวา 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบ (b) มีจํานวนพีคที่นอยกวา 
1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบ (a) แสดงวาเม่ือสารประกอบ (a) ถูกรีดิวซเปน
สารประกอบ (b) แลวทําใหเกิดสมมาตรทางโมเลกุลมากขึ้น ดังแสดงในรูปที ่ 4.4 และสําหรับ 
13C-NMR สเปกตรัม ปรากฏวามีการหายไปของพีคคารบอนของหมูอิมมีน (-N=CH-) ที่คา  
165  ppm เชนกัน ซึ่งเปนการยืนยันวาสารประกอบ (a) ถูกรีดิวซเปนสารประกอบ (b) ดังรูปที่ 
4.5   
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รูปที่ 4.4 เปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (b) และ (ข) สารประกอบ 
(a) ในCDCl3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 เปรียบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (a) และ (ข) สารประกอบ 
(b) ในCDCl3 
 

(ข) 

(ก) 

N
H
N N

N N N

-CH2- 

(ก) 

(ข) 

N=CH 
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 ขั้นที่ 3 การสังเคราะหสารประกอบ (c) จากสารประกอบ (b) ปฏิกิริยาที่ใชในการ
สังเคราะหสารประกอบ (c) คือ ปฏิกิริยาอัลคิเลชันเอมีน โดยใชอัลคิลเฮไลดของ 2-nitro-
benzylbromide ทําปฏิกิรยิากับหมูเอมีนของสารประกอบ (b) ผลิตภัณฑทีไ่ดเปนของเหลวสี
เหลืองเขม มีรอยละของผลติภัณฑเทากับ 71 โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังรูปที่ 4.6 
 

N
H
N N

(b) Br

O2N

N N N
H

NO2

KCO3

N N N

NO2

(c)
 

รูปที่ 4.6 กลไกการเกิดปฏิกิริยาอัลคิเลชนัของอัลคิลเฮไลด(23) 
 
 
 จากรูปที่ 4.6 สามารถอธิบายกลไกการเกิดปฏิกิริยาไดดังนี้ อิเล็กตรอนที่ตําแหนงหมู
เอมีนของสารประกอบ (b) เขาไปทําปฏิกิริยาทีต่ําแหนงของหมูเมทิลลีนของ 2-nitro-
benzylbromide พรอมกับโบรไมดแตกออกจากโมเลกุลไดเปนสารประกอบไนโตรเนียมไอออน 
หลังจากน้ันโพแทสเซียมคารบอเนตเขามาดึงไฮโดรเจนที่ตําแหนงของไนโตรเนยีมไอออนได
ผลิตภัณฑเปนสารประกอบ (c) 
 
 จากการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบ (c) โดยใชเทคนิค 1H-NMR ปรากฏวามีการ

เพ่ิมขึ้นของพีคโปรตอนของหมูเมทิลลีนที่คา  4.09 ppm ซึ่งมีจํานวนโปรตอนเทากับ 2 
โปรตอน ซึ่งแสดงดังในรูปที่ 4.7และ 13C-NMR สเปกตรัม ปรากฏวามีพีคคารบอนของเมทิ
ลลีนทีค่า  60.39 ppm เพ่ิมขึ้นมา ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
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(ก) 

(ข) 
-CH2- 

 
รูปที่ 4.7 เปรยีบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (c) และ (ข) สารประกอบ (b) 
ในCDCl3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8 เปรยีบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (a) และ (ข) สารประกอบ 
(b) ในCDCl3 
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(ก) 

(ข) 

N N N

H2N

N N N

O2N

-CH- 

ขั้นที ่ 4 การสังเคราะหสารประกอบ (d) จากสารประกอบ (c) ปฏิกิริยาที่ใชในการ
สังเคราะหสารประกอบ (d) คือ ปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชันภายใตสภาวะบรรยากาศของแกส
ไนโตรเจน โดยมีโลหะ palladium เปนตัวเรงปฏิกิริยา ซึ่งจากการทดลองพบวา หมูไนโตรใน
สารประกอบ (c) ถูกรีดิวซเปนหมูเอมีนของสารประกอบ (d) ผลิตภัณฑที่ไดมีลักษณะเปน
ของเหลวสีเหลืองเขมและมีรอยละของผลติภัณฑเทากับ 85   จากการพิสูจนโครงสรางของ
สารประกอบ (d) โดยใชเทคนิค 1H-NMR ปรากฏวาโปรตอนของสารประกอบ (d) พบวามีการ
เลื่อนตําแหนงไปทาง up field  มากขึ้น โดยเกิดขึ้นมาจากการรีดิวซหมูไนโตรซึ่งเปนหมูดึง
อิเล็กตรอนในสารประกอบ (c)  ไปเปนสารหมูเอมีนในสารประกอบ (d) ดังรูปที่ 4.9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 เปรยีบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (c) และ (ข) สารประกอบ (d) 
ในCDCl3 
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สําหรับสารประกอบ L1 สามารถเตรียมไดจากปฏิกิริยาทั้งสิ้น 4 ขั้นตอน โดยกลไก
ของการเกิดปฏิกิริยาสามารถอธิบายไดดังนี้ 
ขั้นที ่ 1 การสังเคราะหสารประกอบ (e) ปฏิกิริยาที่ใชในการสังเคราะหคือ Williamson ether 
ซึ่งเปนการทําปฏิกิริยาระหวาง salicaldehyde กับ 1,2-dibromoethane  และมี K2CO3  ทํา
หนาที่เปนเบส สารผลิตภัณฑที่ไดจะมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองและมีรอยละของ
ผลิตภัณฑเทากับ 40 
ปฏิกิริยา Williamson ether synthesis เปนปฏิกิริยาการแทนที่ดวยนิวคลีโอไฟล ซึ่งมีกลไก
การเกิดปฏิกิริยาผานกลไกแบบ SN2 ดังแสดงในรูปที่ 4.10 
 

CHO
OH

Br

Br
CHO

O BrK2CO3
(e)

CHO
O

 
 

รูปที่ 4.10  กลไกการเกิดปฏิกิริยา Williamson ether synthesis 
  
 จากรูปที่ 4.10 สามารถอธิบายกลไกการเกิดปฏิกิริยาไดดังนี้ K2CO3 ทําปฏิกิริยากับ 
salicaldehyde โดย K2CO3 จะไปดึงโปรตอนของหมูไฮดรอกซิลของ salicaldehyde ใหหลุด
ออก หลังจากน้ันอิเล็กตรอนของหมูอีพอกไซดที่เกิดขึ้นจะเขาไปทําปฏิกิริยาที่อะตอมของ
คารบอนในโมเลกุลของ 1,2-dibromoethane และเกิดการหลุดออกของโบรมีนอะตอมในขัน้
สุดทาย เกิดเปนสารประกอบ (e)   
 จากการพิสูจนโครงสรางโดยใชเทคนคิ 1H-NMR พบวามีการหายไปของพีคโปรตอน
ของหมูไฮดรอกซิล –OH ที่คา  9.92 ppm และมีการเพ่ิมขึ้นของพีคโปรตอนของหมูเมทิลลีน
ที่มีลักษณะเปน triplet ที่คา  3.73 และ 4.44 ppm และมีจํานวนโปรตอนของแตละตําแหนง
เทากับ 2 โปรตอน ดังแสดงในรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 เปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) 1,2 dibromoethane, (ข) 
salicylaldehyde และ (ค) สารประกอบ (e)  ในCDCl3 
 
 ขั้นที ่2 การสังเคราะหสารประกอบ (f) ปฏิกิริยาที่ใชในการสังเคราะห คือ Williamson 
ether เชนกัน  โดยเปนการทําปฏิกิริยาระหวาง p-tert-butylcalix[4]arene กับ สารประกอบ (e) 
โดยใช CsF เปนเบส สารผลิตภัณฑที่ไดมีลักษณะเปนของแข็งสีขาว และมีรอยละของ
ผลิตภัณฑเทากับ 23 จากการพิสูจนโครงสรางสารประกอบ (f) ดวยเทคนิค 1H-NMR พบวา มี
การเพ่ิมมาของพีคโปรตอนของหมูเมทิลลีน (Ar-CH2-Ar) ของ p-tert-butylcalix[4]arene ที่มี
ลักษณะเปน doublet เพ่ิม ขึ้นมา 4 ตําแหนงที่คา  3.45,  3.47,  4.20 และ 4.47 ppm  โดยมี
คา J = 13.6, 13.2,13.6 และ  12.8 Hz ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 4.12 จากผลการทดลองที่
ไดแสดงวาโมเลกุลของคาลกิซ[4]เอรีนที่สังเคราะหไดมีโครงสรางของไอโซเมอรเปนแบบ cone 
ซึ่งสอดคลองกับ 13C-NMR สเปกตรัม ทีป่รากฏวามีพีคคารบอนของหมูดังกลาว ปรากฏที่คา  
32.93 ppm  และ 32.36  ppm แสดงดังรูปที่ 4.13  นอกจากนี้ใน 1H-NMR สเปกตรัมยัง
ปรากฎพีคโปรตอนของหมูอัลดีไฮดที่คา  10.68 ppm ซึ่งสอดคลองกับ13C-NMR สเปกตรัม 
ที่ปรากฏพีคคารบอนของหมูอัลดีไฮดที่คา   189.74 ppm 
 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

-CH2-Br 

-O-CH2- -CH2- Br 
CHO

O Br
 HC=O 

CHO
OH

BrBr
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รูปที่ 4.12 เปรียบเทยีบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (f), (ข) สารประกอบ (e) 
และ (ค) p-tert-butylcalix[4]arene ใน CDCl3 
 
 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

CHO
O Br

OHOH HOOH

OHO HOOH

O

CHO

HC=O 

Ar-CH2-Ar 
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รูปที่ 4.13  เปรียบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (e) (ข) p-tert-butyl 
calix[4]arene  และ(ค) สารประกอบ (f) ในCDCl3 
 
 ขั้นที่ 3 เปนการสังเคราะหสารไอโอโนฟอร L1 ในขัน้แรกเปนการเกิดสารประกอบอิม
มีนปฏิกิริยาทีใ่ชในการสังเคราะห คือปฏิกิริยา Schiff-base ระหวางสารประกอบ (d) กับ
สารประกอบ (f) โดย พบวาสารผลิตภัณฑที่ไดมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลือง หลังจากน้ันจึง
นําสารประกอบอิมมีนดังกลาวไปทําปฏิกิริยารีดักชัน โดยใช NaBH4 เปนตวัรดิีวซ ไดสาร
ผลิตภัณฑที่มีลักษณะเปนของแข็งสีขาว และรอยละของผลิตภัณฑทีไ่ดเทากับ 20  
 จากการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบ L1 ดวยเทคนิค 1H-NMR พบวาพีคของ
โปรตอนของหมูอัลดีไฮดของสารประกอบ (f) หายไปและมีการเพ่ิมมาของพีคโปรตอนของหมู

เม ทิลลีนที่ตดิอยูกับหมูเอมีน (-CH2NH-) ของสารประกอบ (f) ที่คา  4.70 ppm  ซึ่งมีจํานวน
โปรตอนเทากับ 2 โปรตอน ดังแสดงดังรูปที่ 4.14  

(ก) 

(ข) 

(ค) 

Ar-CH2-Ar 

CHO
O Br

OHOH HOOH

OHO HOOH

O

CHO
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รูปที่ 4.14 เปรียบเทยีบ 1H-NMR สเปกตรัมของ (ก) สารประกอบ (d), (ข) สารประกอบ (f) 
และ (ค) ไอโอโนฟอร L1 ในCDCl3 
 
 จากการพิสูจนน้ําหนักโมเลกุลของไอโอโนฟอร L1 ดวยเทคนคิแมสสเปคโตรเมตร ี
พบวาพีคที่มีคาความเขมสงูที่สุดคือพีคทีมี่คา  m/z  เทากับ  1085.67  ซึ่งตรงกับสปชีสของ
ไอออนของ [L1+H]+ ดังแสดงในรูปที่ 4.15   ดังนั้นจึงคาดวาสารผลิตภัณฑดังกลาวมีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 1084.67 และมีสูตรโมเลกุลคือ C72H84N4O5 ทั้งน้ีเน่ืองจาก  mode ที่ใชในการ
วิเคราะหโครงสรางเปน ESI  positive  mode  ทําใหคา m/z ของสารผลิตภัณฑมีประจุเปน +1 
ดังนั้นจากสูตรโมเลกุลของสารผลิตภัณฑ C72H84N4O5 ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 1085.67 แต
เม่ืออยูในรูปของประจุ +1 จึงมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 1084.67 ซึ่งเปนนํ้าหนักโมเลกุลที่
สอดคลองกับน้ําหนักโมเลกุลของไอโอโนฟอร  L1 
 

OHO HOOH

O

CHO
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รูปที่ 4.15 แมสสเปคตรัมของไอโอโนฟอร L1 
 
4.2 การสังเคราะหไอโอโนฟอร L3 และ L4 

1H-NMR สเปกตรัมและแมสสเปกตรัม (HRMS-ESI)  ของไอโอโนฟอร L3 แสดงไดดัง
รูปที่ 4.16  และ 4.17 ตามลําดับ 

 
 

รูปที่ 4.16 1H-NMR สเปกตรัมของไอโอโนฟอร  L3 ใน CDCl3 
 
 

[L1 +H]+ 
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รูปที่ 4.17 HRMS-ESI (positive mode) สเปกตรัมของไอโอโนฟอร  L3 

 

1H-NMR สเปกตรัมและแมสสเปกตรัม (HRMS-ESI) ของไอโอโนฟอร L4 แสดงไดดัง
รูปที่ 4.18 และ 4.19 ตามลาํดับ 
 

 
 

รูปที่ 4.18 1H-NMR สเปกตรัมของไอโอโนฟอร  L4 ใน CDCl3 
 
 
 

 

[L3 + H+] 

[L4+H]+ 
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รูปที่ 4.19  HRMS-ESI (positive mode) สเปกตรัมของไอโอโนฟอร  L4 
 
4.3 การหาองคประกอบท่ีเหมาะสมของเมมเบรน 

สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดโดยใชไอโอโนฟอร L2 – L4 
แสดงไดในตารางที่ 4.1  

 
ตารางที่ 4.1  สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมเมมเบรนอิเล็กโทรดโดยใชไอโอโนฟอร L2 – L4 

 
 

จากการทดลองจะเห็นวาไอโอโนฟอร L2 และ L3 แสดงพฤติกรรมที่ดีเม่ือใชพลาสติไซ
เซอรเปน o-NPOE ในขณะที่ไอโอโนฟอรหมายเลข L4 จะใหคาความชันใกลกับคาความชัน
ตามสมการของเนินสต (29.4±0.6 mV decade-1) เม่ือใช DOS เปนพลาสติไซเซอร ซึ่งผลที่ได
แสดงถึงความสัมพันธระหวางความเปนขัว้ของเมมเบรน และความไมชอบนํ้าของสารเชิงซอน
ระหวางแคดเมียม (II) ไอออนกับไอโอโนฟอร พลาสติไซเซอรชนิด o-NPOE มีขั้วสูงกวา DOS 
ดังนั้นสารเชิงซอนระหวางแคดเมียม (II) ไอออนกับไอโอโนฟอร L2 และ L3 จะมีขั้วสูงกวาสาร
เชิงซอนระหวางแคดเมียม (II) ไอออนกับไอโอโนฟอร L4 ซึ่งความเปนขั้วที่สูงกวาน้ี เปนผลมา
จากความไมสมมาตรของโครงสรางของไอโอโนฟอรทั้งสอง เม่ือเปรียบเทียบกับโครงสรางของ
ไอโอโนฟอร L4 ดังนั้นลักษณะของเมมเบรนสามารถปรับปรุงใหดีได โดยเลือกใชพลาสติไซ
เซอรที่มีความเปนขั้วที่เหมาะสม 

ไอโอโนฟอร L4 ประกอบดวยหมูไทรโพดัลเอมีนสองหมูที่สามารถเกิดสารประกอบ
เชิงซอนกับแคดเมียม (II) ไอออน เกิดเปนโครงสรางแบบออกตะฮีดรอล โดยเกิดการ
โคออรดิเนตที่ตําแหนงอะตอมไนโตเจนของไอโอโนฟอร การวางตวัของตําแหนงที่เกิดโคออรดิ
เนชันของหมูไทรโพดัลเอมีทั้งสองหมูของไอโอโนฟอร L4 สงผลใหเกิดการโคออรดิเนชันกับ
แคดเมียม (II) ไอออนไดดีกวาไอโอโนฟอร L2 และ L3 

 
 

  ไอโอโนฟอร L3 มีความจําเพาะเจาะจงกับแคดเมียม (II) ไอออนดีกวาไอโอโนฟอร L2 
อาจเปนผลมาจากหมูไฮดรอกซีเมธิลฟนอลที่ตําแหนงตรงขามกับหมูไทรโพดัลของไอโอโน
ฟอร L3 หมูฟงกชันน้ีอาจโคออรดิเนตกับแคดเมียม (II) ไอออนทําใหไดสารเชิงซอนที่เสถียร
ขึ้น และจากการศึกษาลําดับความจําเพาะเจาะจงของเซนเซอร จะเห็นวาการมีหมูไทรโพดัลเอ
มีนเพียงหนึ่งหมูนั้นไมเพียงพอตอการโคออรดิเนตกับแคดเมียม (II) ไอออน และยังตองการให
มีตําแหนงโคออรดิเนชั่นตําแหนงอ่ืนเพิ่มเขามาเพ่ือปรับปรุงความสามารถในการจับแคดเมียม 
(II) ไอออนในเมมเบรน 
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4.4 การตอบสนองของเมมเบรนที่ใชไอโอโนฟอร L3 และ L4  
เน่ืองจากเมมเบรนที่สรางจากไอโอโนฟอร L1 และ L2 นั้นมีขอจํากัดดานความจําเพาะ

เจาะจง และมีชวงการใชงานท่ีแคบ จึงใชไอโอโนฟอร L3 และ L4 เตรียมเปนไอออนซีเล็กทีฟ
อิเล็กโทรด (ISE) เพ่ือใชในการศึกษาการตอบสนองตอแคดเมียม (II) ไอออนของเซนเซอร 
จากผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.20 นั้นพบวาแรงเคลื่อนไฟฟาของอิเล็กโทรดที่เตรียมจาก
ไอโอโนฟอรทั้งสองชนิดน้ันจะมีคาสูงขึ้นเม่ือความเขมขนของแคดเมียม (II) ไอออนเพ่ิมขึ้น  
ISE ทั้งสองชนิดมีการตอบสนองที่รวดเร็ว สามารถใหสัญญาณตอบสนองตอแคดเมียม (II) 
ไอออน ในเวลาไมถึง 10 วินาที แรงเคลื่อนไฟฟาจะเพ่ิมขึ้นอยางเห็นไดชัดเม่ือความเขมขน
ของแคดเมียม (II) ไอออนสูงกวา 1.0×10-6 โมลาร กราฟมาตรฐานของแคดเมียม (II) ไอออน
ซึ่งมีความชันสอดคลองกับความชันของเนินสต คือ 30.6±0.5 และ 29.4±0.6  และมีขีดจํากัด
ของการตรวจวัดอยูที่ 5.5×10-6 และ1.6×10-6  โมลาร สําหรับ ISE ที่ใชไอโอโนฟอร L3 และ 
L4 ตามลําดับ เซนเซอรทัง้สองชนิดสามารถใชตรวจวัดแคดเมียม (II) ไอออนไดในชวงความ
เขมขนที่กวาง (10-6 -10-2 โมลาร) จากการตอบสนองขางตนสามารถกลาวไดวา เมมเบรน
อิเล็กโทรดจากไอโอโนฟอร L3 และ L4 เปนเซนเซอรที่มีสมบัติที่ดีเหมาะสําหรับการตรวจวัด
แคดเมียม (II) ไอออน  

 
รูปที่ 4.20 การตอบสนองตอ Cd2+  ของเมมเบรนที่เตรียมจาก (a) ไอโอโนฟอร L3 และ (b) 
ไอโอโนฟอร L430 



บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากการสังเคราะหไอโอโนฟอร L2 – L4 ที่เปนอนุพันธของ calix[4]arene ที่มีหนวย

ไทรพอดเอมีนเปนหนวยเลือกจับกับไอออนของโลหะนั้น พบวาไอโอโนฟอรทั้ง 3 ชนิดมี
ลักษณะเปนของแข็งสีขาว มีรอยละของผลิตภัณฑเทากับ 20 (L2), 12 (L3) และ 20 (L4) 
ตามลําดับ จากการพิสูจนโครงสรางของไอโอโนฟอรทั้งสามชนิดดวยเทคนิค 1H-NMR พบวา 
calix[4]arene ที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของลิแกนดมีลักษณะเปน cone formation โดยมี
พันธะไฮโดรเจนแบบภายในโมเลกุลเปนปจจัยหลักในการกําหนดโครงสรางดังกลาว 

เม่ือนําไอโอโนฟอรทั้งสามที่สังเคราะหไดมาใชเตรียมเปนเมมเบรนอิเล็กโทรดที่มี
ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนของโลหะนั้นพบวา อิเล็กโทรดที่เตรียมขึ้นไดมี
ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) และยังพบวาความจําเพาะเจาะจงใน
การตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) นั้นมีความสัมพันธกับโครงสรางของไอโอโนฟอรที่ใชเตรียม 
โดยที่เมมเบรนอิเล็กโทรดทีเ่ตรียมจากไอโอโนฟอร L4 มีความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวัด
มากที่สุด เน่ืองจากมีคา Nernstian response ในการตรวจวัดไอออนแคดเมียม (II) เทากับ 
29.4  0.6 mV decade-1 สามารถตรวจวัดไดในชวงของคา pH 6.0 – 9.0 ความเขมขนของ
ไอออนแคดเมียม (II) ที่สามารถตรวจวัดไดอยูในชวง 1.6  10-6–1.0  10-2 M และมีอายุการ
ใชงาน 1 สัปดาห นอกจากนี้แลวยังนําอิเล็กโทรดที่เตรียมไดมาใชในการตรวจวัดไอออน
แคดเมียม (II) ที่ไดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ CdS quantum dot และตรวจวัดไอออน
แคดเมียม (II) ในน้ําทิ้ง 
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การนําสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของ 
คอปเปอร (II) กับลิแกนดที่เปนอนุพันธของคาลิกซ [4]แอรีน 

มาใชเปนเซ็นเซอรทางเคมีสําหรบัการตรวจวัด 
ไพโรฟอสเฟตแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร 

 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
 ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (P2O7

4- หรือ PPi) เปนแอนไอออนที่เกิดจากการสลายตัว
ของ Adenosine triphosphate หรือ ATP เพ่ือใหไดพลังงานสําหรับสิ่งมีชีวิตใชในการดํารงชีพ 
นอกจากนี้แลวในทางการแพทย  PPi ยังถูกนํามาใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพสําหรับการวินิจฉัย
ผูปวยที่มีภาวะ โรคเกาทเทียม (pseudogout)  เน่ืองจากผูปวยดังกลาวจะมีปริมาณของผลึก
แคลเซียมไพโรฟอสเฟตไดไฮเดรท (calcium pyrophosphate dihydrate หรือ CPPD) สะสม
อยูในในไขขอในปริมาณที่มากกวาปกติ1 การวินิจฉัยโรคเกาทเทียมในปจจุบันนั้นทําไดโดยการ
เจาะเอาน้ําในขอไปตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดพิเศษ (compensated polarized light) 
เพ่ือตรวจดูผลึก CPPD ใน    ไขขอ หรือการใชเทคนิคเอ็กซเรยไขขอเพ่ือดูเงาของแคลเซียมที่
จับที่กระดูกออน (chondrocalcinosis) 2   ซึ่งวิธีการดังกลาวตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาสูง และ
อาศัยผูที่มีความเช่ียวชาญในการวิเคราะห ดังน้ันจึงมีความจําเปนอยางยิ่งในการพัฒนา
เซ็นเซอรทางเคมีสําหรับตรวจวัด PPi  ที่สามารถทําการวิเคราะหไดงาย รวดเร็ว มีสภาพไว
และมีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัด PPi เปนอยางดี   
 ในปจจุบันการตรวจวัดโดยใชเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร (Indicator 
Displacement Assays หรือ IDAs)3 เปนวิธีการตรวจวัดที่กําลังไดรับการสนใจเปนอยางมาก             
การตรวจวัดดวยวิธีดังกลาวน้ีจะมีโมเลกุลที่มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับสารที่       
ตองการตรวจวัดทําหนาที่เปนหนวยเลือกจับ และจะมีอินดิเคเตอรเปนหนวยใหสัญญาณใน            
การตรวจวัด หลักการตรวจวัดดวยวิธีนี้นั้นอาศัยหลักการแขงขันในการเลือกจับระหวางอินดิเค
เตอร และสารที่ตองการตรวจวัดกับหนวยเลือกจับในโมเลกุลของรีเซ็บเตอร  ซึ่งเราจะสามารถ
ติดตาม อันตรกิริยาที่เกิดขึ้นไดดวยตาเปลาจากการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลาย        ดังน้ัน
การตรวจวัดดวยวิธีนี้จึงไมยุงยาก และไมจําเปนตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง นอกจากน้ีแลว
ยังมีความจําเพาะเจาะจงสูงตอสารที่ตองการตรวจวัด 
 ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะนําเทคนิค IDAs มาใชในการตรวจวัด PPi โดยนํา
สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร (II) ชนิดโมโนนิวเคลียร (CuL2) และชนิดได
นิวเคลียร (Cu2L4) ที่มีลิแกนดเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีนมาใชเปนโมเลกุลในการ
ตรวจวัด โดยใชโมเลกุลของอินดิเคเตอร pyrocatechol violet หรือ PV มาเปนหนวยให
สัญญาณในการตรวจวัด PPi  ซึ่งโครงสรางของโมเลกุลที่ใชในงานวิจัยนี้แสดงไดดังรูปที่ 1.1 
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รูปที่ 1.1 สารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร (II) ชนิดโมโนนิวเคลียร (CuL2) และชนิด
ไดนิวเคลียร (Cu2L4) ที่มีลิแกนดเปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน , อินดิเคเตอร 
Pyrocathecol Violet (PV) และ ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน(PPi)  
 

1.1  วัตถุประสงคของการศึกษา   

 เพ่ือหาอินดิเคเตอรที่เหมาะสมสําหรับใชในการตรวจวัด PPi ดวยเทคนิคการถูกแทนที่
ของ    อินดิเคเตอร โดยใชสารประกอบโคออรดิเนชัน  CuL2 และ Cu2L4 ปนโมเลกุลที่ใชใน
การเลือกจับ  
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1.2   ขอบเขตการศึกษา  

 1. ศึกษาคาคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวาง Cu2L4 กับอินดิเคเตอร PV 
โดยใชเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

 2. ศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับแอนไอออนชนิดตาง ๆ ของเอนเซมเบิล 

 3. ศึกษาคาคงที่ความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 กับไพโร

ฟอสเฟต แอนไอออนโดยใชเทคนิคยูวี-วิสิเบิลไทเทรชัน 

 
1.3  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ   

 ไดระบบของเซ็นเซอรทางเคมีชนิดใหม ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการตรวจวัดไพโร
ฟอสเฟตแอนไอออนดวยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอรในสภาวะการทดลองที่มีความ
ใกลเคียงกับรางกายของสิ่งมีชีวิต ซึ่งคาดวาจะสามารถนําไปใชประโยชนทางดานการแพทย
ตอไป 

 
 
 

 

 



บทที่  2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
2.1 ทฤษฎีที่เก่ียวของ 
 2.1.1   รีเซบเตอรและเซนเซอรทางเคมี 4 

 ปจจุบันนี้นักเคมีสามารถออกแบบ และสังเคราะหโมเลกุลที่สามารถนํามาใชเปนตัว
ตรวจจับ (chemical receptor) หรือใชงานทางดานเคมีเซนเซอร (chemical sensor) ไดเปน
จํานวนมาก โดยที่โมเลกุลนํามาตรวจวัดน้ัน ไดแก โมเลกุลของไอออนชนิดตางๆ หรืออาจเปน
โมเลกุลที่เปนกลางก็ได  โดยอาศัยอันตรกิริยาพ้ืนฐานแบบนอน-โควาเลนท (non-covalent 
interaction) เชน พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) อันตรกิริยาอิเลคโทรสแตติค 
(electrostatic interaction) อันตรกิริยาแคทไอออน-ไพ (cation-π interaction) และอันตรกิริยา
ไพ-ไพ (π-π interaction) เปนตน  โดยทั่วไปจะเรียกโมเลกุลที่ใชเปนตัวรับวา โฮสต (host) 
และโมเลกุลที่เปนตัวถูกจับวา เกสต (guest)  ถึงแมวาอันตรกิริยาระหวางโฮสตกับเกสตที่ใชจะ
เปนแรงที่เกิดขึ้นอยางออนแตก็ถือวามีความจําเพาะสูงในการเลือกเกสตซึ่งเราสามารถนํา
ความรูดังกลาวมาประยุกตใชประโยชนได 3 แนวทางใหญ คือ ใชในการเลือกจับเกสต 
(recognition) ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) และใชในการขนสง (trabsport) 
 โมเลกุลที่สามารถนํามาใชเปนเซนเซอรทางเคมีนั้น ประกอบดวยสวนสําคัญ  2 สวน 
คือ สวนที่ทําหนาที่เปนตัวรับ (recognition unit) ซึ่งเปนสวนที่ใชในการจับเกสตที่สนใจศึกษา 
และอีกสวนหนึ่งสําคัญคือสวนที่ทําหนาที่เปนตัวใหสัญญาณ (sensory unit) ซึ่งมีสมบัติในการ
ใหสัญญาณทางเคมีที่แตกตางกันออกไป เชน ใหสัญญาณทางไฟฟาหรือใหสีที่แตกตางกัน 
เม่ือโมเลกุลของเกสตมาจับโมเลกุลของโฮสตโดยเกิดอันตรกิริยาที่ตําแหนงของตัวรับก็จะสงผล
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณที่เปนสวนตัวใหสัญญาณ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของ
สัญญาณดังกลาวสามารถตรวจวัดไดโดยใชเทคนิคทางเคมีวิเคราะห เชน เคมีไฟฟา และสเปก
โทรโฟโตเมทรี เปนตน ดังแสดงในรูปที่ 2.1 สําหรับโมเลกุลของเซนเซอรที่มีหมูโครโมฟอรเปน
หนวยใหสัญญาณนั้น  เม่ือโมเลกุลดังกลาวเกิดอันตรกิริยากับเกสตแลวทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงสีของระบบท่ีสามารถสังเกตไดดวยตาเปลาเรียกวา โครโมจีนิกเซนเซอร 
“chromogenic sensor” และเรียกโมเลกุลของเซนเซอรที่มีหมูฟลูออโรฟอรเปนหนวยให
สัญญาณวา ฟลูออโรจีนิกเซนเซอร “fluorogenic sensor” 
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รูปที่ 2.1 การทํางานของเซนเซอรทางเคมี(1) 

 
 การออกแบบโมเลกุลของโฮสตเพ่ือที่จะใหมีความสามารถในการจับโมเลกุลของ
เกสตไดอยางจําเพาะเจาะจงนั้น จะตองพิจารณาถึงความเหมาะสม ทั้งในดานอิเลคโทรนิคและ
โครงสรางโดยองคประกอบสําคัญที่มีผลตอการจับของสารประกอบ ไดแก ขนาดและรูปรางของ
เกสต ขนาดชองวางภายในโมเลกุลของโฮสต ทิศทางของโมเลกุลในการจัดเรียงตัวเพื่อใชเกสต
โดยมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางใหนอยที่สุดหลังจากการจับกับเกสต (preoganize) อะตอมท่ี
ทําหนาที่ในการเกิดอันตรกิริยาและอิทธิพลของตัวทําละลายเปนตนนอกจากนี้การออกแบบ
โมเลกุลของโฮสตจะขึ้นกับความตองการในการนําไปใชงานดวยเชนกัน 
 
 2.1.2 การตรวจวัดโดยใชเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร (Indicator 
Displacement Assays)3 

 การตรวจวัดดวยวิธีการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร (IDAs) นี้จัดเปนรูปแบบหนึ่งของ
เซนเซอรทางเคมีโดยใชโมเลกุลของอินดิเคเตอรเปน sensory unit โดยที่โมเลกุลของอินดิเค
เตอรนั้นไมจําเปนตองเชื่อมติดกับโมเลกุลของโฮสตดวยพันธะโควาเลนตแตใชอันตรกิริยาที่
เกิดแบบผันกลับได เชน การเกิดอันตรกิริยาแบบไดโพลระหวางอินดิเคเตอรกับโมเลกุลของ
โฮสต ซึ่งเปนขอดีของการตรวจวัดดวยวิธีนี้เม่ือเทียบกับการใชโมเลกุลที่เปนเซนเซอรทางเคมี
โดยท่ัวไปที่ตองใชเวลามากในการสังเคระห  หลักการทํางานของการตรวจวัดดวยวิธีการถูก
แทนที่ของอินดิเคเตอรนั้นเปนการแขงขันระหวางอินดิเคเตอรและสารที่ตองการวิเคราะหใน
การเกิดอันตรกิริยากับโมเลกุลของโฮสต   โดยที่อินดิเคเตอรดังกลาวตองเกิดอันตรกิริยากับ
โมเลกุลโฮสตแบบผันกลับไดและเม่ือมีสารที่ตองการวิเคราะหตองสามารถเขาไปแทนที่อินดิเค
เตอรที่เกิดอันตรกิริยากับโฮสตได  การติดตามอันตรกิริยาของการแขงขันที่เกิดขึ้นน้ีสามารถดู
ไดจากการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรที่เกิดขึ้นเม่ือมีสารที่ตองการตรวจวัดอยูในระบบ โดยสีที่
เกิดขึ้นในขั้นแรกนั้นจะเปนสีของสารประกอบระหวางโฮสตและอินดิเคเตอรหรือที่เรียกวาเอน
เซมเบิล (ensemble) โดยสีของเอนเซมเบิลที่เกิดขึ้นน้ันจะตองมีความแตกตางอยางชัดเจนเม่ือ
เทียบกับสีของอินดิเคเตอรอิสระ และเม่ือมีการเติมเกสตโมเลกุลหรือสารที่ตองการตรวจวัดลง
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ในเอนเซมเบิลดังกลาว แลวถาสีของสารละลายเปลี่ยนไปเปนสีของอินดิเคเตอรที่อยูในรูปอิสระ
แสดงวาสารที่เราสนใจเขาไปแทนที่อินดิเคเตอรที่อยูในเอนเซมเบิลไดหรืออาจกลาวไดวาสารที่
เราสนใจมีคาคงท่ีของการเกิดเปนสารประกอบ หรือ K(RG) ไดดีกวาคาคงที่ของการเกิดเปน
เอนเซมเบิล หรือ K(RI) นั่นเอง กลไกการทํางานของการตรวจวัดดวยวิธีนี้แสดงในรูปที่ 2.2  
ปจจุบันไดมีการนําวิธีการตรวจวัดสารดวยวิธีนี้ไปตรวจวัดปริมาณไพโรฟอสเฟตแอนไอออน 5-9   
และปริมาณนํ้าตาลกลูโคสในเลือดได10 

                        
               R           Ensemble             RG 
 

รูปที่ 2.2 การทํางานของการตรวจวัดดวยเทคนิคการถกูแทนที่ของอินดิเคเตอร 

 
 2.1.3 ความสําคัญของไพโรฟอสเฟตแอนไอออนและการเปนตัวบงชีท้าง
ชีวภาพ 11 
 ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (P2O7

4- หรือ PPi) เปนแอนไอออนที่เกิดจากการสลายตัว
ของ Adenosine triphosphate หรือ ATP เพ่ือใหไดพลังงานสําหรับการดํารงชีพของสิ่งมีชีวิต 
โครงสรางของ ATP นั้นเปนพอลิเมอรของนิวคลีโอไทด (Nucleotide) ซึ่งประกอบไปดวยสวนที่
สําคัญ 3 สวน คือ เบสอะดีนีน น้ําตาลไรโบส และหมูฟอสเฟต 3 หมู  แสดงดังรูปที่ 2.3 เม่ือ
กลุมฟอสเฟตถูกสลายออกจาก ATP จะทําใหเกิดพลังงานขึ้นมา ซึ่งพลังงานที่ไดจากกการ
สลาย ATP หรือ ATP hydrolysis  นี้จะเปนตัวขับเคลื่อนปฏิกิริยาทางเคมีตางๆท่ีตองการใช
พลังงานได นอกจากพลังงานแลวผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดังกลาวไดแก    Adenosine 
monophosphate หรือ AMP  และไพโรฟอสเฟตแอนไอออนหรือ PPi ดังแสดงในสมการที่ 2.1 
 

                     (2.1) 
 
 
 
 
 
 

 

ATP + H2O AMP + PPi + energy
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            (1)                                                                        (2) 

 
รูปที่ 2.3โครงสรางของ Adenosine triphosphate (1) และไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (2) 

 
 PPi ตรวจพบไดในไขขอ (synovial fluid) น้ําเลือด (blood plasma) และปสสาวะ 
นอกจากน้ียังพบวาผูที่มีระดับของ PPi ในไขขอสูงน้ัน จะมีการสะสมของผลึกแคลเซียม            
ไพโรฟอสเฟต ไดไฮเดรท (calcium pyrophosphate dihydrate หรือ CPPD) ในขอทําใหเกิด
การค่ังและสะสมของผลึกสงผลใหขอเส่ือมสภาพเร็ว และบางคร้ังทําใหเกิดการอักเสบ
เฉียบพลันของขอเปนพัก ๆ ซึ่งอาการดังกลาวน้ีคลายกับอาการของโรคเกาทจึงเรียกวาโรค
เกาทเทียม รูปรางของผลึก CPPD แสดงไดดังรูปที่ 2.4  การอักเสบที่รุนแรงของโรคเกาท
เทียมน้ันมักเกิดที่ขอเขา ทําใหเจ็บปวดและอักเสบที่ขอทําใหเดินไมไดหลายวันหรือหลาย
สัปดาห ขอที่พบการอักเสบไดบอยในโรคเกาทเทียมคือ ขอเขา ขอมือ ขอไหล ขอศอก ขอเทา 
และขอนิ้วมือ เปนตน สําหรับโรคเกาทแท หรือโรคเกาทที่ประชาชนทั่วไปรูจักนั้นเกิดจากการ
คั่งและสะสมของผลึกยูเรทหรือกรดยูริกที่ไขขอ ขอที่พบอักเสบไดบอยคือ ขอโคนหัวแมเทา 
ขอโคนนิ้วเทา ขอเทา เอ็นรอยหวาย ขอเขา   เปนตน ทุกคนมีโอกาสเปนโรคเกาทเทียมได แต
ความเสี่ยงของการเกิดจะเพ่ิมขึ้นตามอายุและจะสามารถพบในเพศชายไดเทาๆกับเพศหญิง 
   

 
 
รูปที่ 2.4 ลักษณะของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตซึ่งมีลักษณะปาน แตกตางจากผลึกของ
ยูเรทที่พบในโรคเกาทซึ่งแหลมกวา (ไมไดแสดงไวในรปู) 12       
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 สาเหตุที่ทําใหเกิดโรคเกาทเทียม ดังที่กลาวมาแลวในขางตนวาเกิดจากการคั่งและ
สะสมของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตไดไฮเดรท ซึ่งผลึกนี้โดยทั่วไปจะเกาะอยูที่กระดูกออน
ในขอ (Cartilage และ meniscus) บางคร้ังจะกระจายไปอยูที่เยื่อบุขอ ผลึกที่เกาะที่กระดูกออน
สามารถ ดู ได จ ากภาพเ อ็กซ เ รย  พบเป น เ ง าของผลึ กแคล เ ซียมไพโรฟอส เฟต 
(chondrocalcinosis) แสดงไดดังรูปที่ 2.5 ผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตพบไดรอยละ 3 ในคนที่
อายุ 60 ปขึ้นไป แตก็ไมใชวาทุกคนที่มีผลึกนี้สะสมอยูในขอจะเกิดมีอาการขออักเสบขึ้นมา 
เม่ืออายุมากขึ้นก็พบผลึกน้ีมากขึ้น และพบไดถึงประมาณรอยละ 50 ของคนอายุตั้งแต 90 ป
ขึ้นไป แตก็ไมใชทุกคนจะเปนโรคขออักเสบ 
 

 
 
รูปที่ 2.5 เอ็กซเรยของขอเขา แสดงถึงผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตที่เกาะอยูในกระดูกออนใน
ขอ 13        
 
 สําหรับการวินิจฉัยโรคเกาทเทียมในปจจุบันน้ันทําไดโดยการเจาะเอาน้ําในขอไป
ตรวจโดยใชกลองจุลทรรศนชนิดพิเศษ (compensated polarized light) เพ่ือตรวจดูผลึก 
CPPD ในไขขอ หรือตรวจโดยวิธีการเอ็กซเรยขอเพ่ือดูเงาของแคลเซียมที่จับที่กระดูกออน 
(chondrocalcinosis) ซึ่งวิธีการดังกลาวน้ีตองใชเคร่ืองมือที่มีราคาสูง และอาศัยผูที่มีความ
เชี่ยวชาญในการวิเคราะห ดังน้ันจึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองมีการพัฒนาเซ็นเซอรทาง
เคมีเพ่ือใชสําหรับตรวจวัด PPi  โดยที่เซ็นเซอรทางเคมีดังกลาวนี้ควรจะตรวจวัด PPi ไดงาย
และรวดเร็ว และที่สําคัญคือตองมีความจําเพาะเจาะจง  ตอการตรวจวัด PPi เปนอยางดี   
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 2.1.5 หลักการของยูว-ีวิสิเบิลสเปกโทรสโคป 14 

 เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคป เปนการวิเคราะหโดยการวัดการดูดกลืนของสารที่
มีสี ซึ่งเก่ียวของกับการใหแสงในชวงอัลตราไวโอเลตและชวงวิสิเบิล ที่มีชวงความยาวคลื่นอยู
ที่ 190-800 nm ผานเขาไปในโมเลกุลของสารที่สนใจโดยสารนั้นจะดูดกลืนแสงเฉพาะบางชวง       
ซึ่งขึ้นกับชนิดของสารที่ละลายในสารละลายชนิดน้ัน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงาน
ของอิเล็กตรอน (electron transition) จากสภาวะพื้น (ground state) ไปยังสภาวะกระตุน 
(excited state) ดังแสดงในรูปที่ 2.6  และไดมีการนําสมบัติดังกลาวนี้มาใชเปนวิธีวิเคราะหทั้ง
ในเชิง   ปริมาณและในเชิงคุณภาพอยางกวางขวางเน่ืองจากเปนวิธีที่มีความถูกตองแมนยํา 
นอกจากนั้นยังมีสภาพไวสูง  
       
         E1 (excited state)   

         ΔE = E1-E0 = hv 

         E0 (ground state) 
 

รูปที่ 2.6 กระบวนการเกิดการกระตุนของอิเลคตรอนจากสภาวะพ้ืนไปยังสภาวะกระตุน 

 
การเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานของอิเลคตรอนที่พบในสารอินทรียมีดังน้ี 

 1.  σ            σכ  transition  เกิดในโมเลกุลที่มีพันธะเด่ียว (single bond) 

เชน C-C และ C-H เปนตน มักดูดกลืนที่มีความยาวคลื่นต่ํากวาชวงยูวี-วิสิเบิล 

 2. n            σכ  transition  เกิดในโมเลกุลที่มีอิเลคตรอนอิสระ (unshared 

pair of electron pair) เชน H2O, CH3Cl และ CH3NH2 เปนตน 
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 3.  n           ߨ และ   כ ߨ             ߨ  เกิดโมเลกุลที่มีพันธะ ߨ ดูดกลืน

แสงชวง 200-700 nm  คา ߝ ประมาณ 1000-10000 M-1 สําหรับ כߨ      ߨ            

และคา ߝ ประมาณ 10-100 M-1cm-1  สําหรับ n          ߨ 

 การเกิด electronic transition ในชวงยูวี ของระดับพลังงาน ߪ ,ߨ และ n ที่เกิดขึ้นมี 

3 ชนิด แสดงดังรูป 2.7 
 

 

รูปที่ 2.7 การเกิด electronic transition ของระดับพลังงาน ߪ ,ߨ และ n 

 



67 
 

 สําหรับการเปลี่ยนแปลงระดับพลังงานของอิเลคตรอนในสารประกอบโคออดิเนชันมี
ดังตอไปน้ี 

 1. การเปลี่ยนแปลงสภาวะของอิเลคตรอนจาก ߨ ไป כߨ พบในโมเลกุลของลิแกนด   

ที่มีพันธะ ߨ โดยไมมีอิเลคตรอนใน כߨ และไมมีผลกระทบจาก ߨ acceptor  เม่ือเกิดพันธะ       

โค   ออรดิเนชัน การดูดกลืนแสงในชวงยูวีที่มีความยาวคลื่นมากกวา 5000 M-1 cm-1  
2. การเปลี่ยนแปลงสภาวะของอิเลคตรอนใน d-d ออบิทัล    จะดูดกลืนแสงในชวงที่ 

มองเห็นไดขึ้นกับคาความแตกตางของระดับพลังงานที่สภาวะพ้ืนกับระดับพลังงานที่สูงกวา
และการแยกออกของระดับพลังงานตามโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชั่น แสดงดัง
ตารางที่ 2.3 
 
ตารางที ่2.3  การดูดกลืนแสงตามโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน 
   

โครงสราง ความยาวคลืนในการดดูกลืนแสง 
(nm) 

คา ߝ (M-1 cm-1) 

ทรงเหลี่ยมสีห่นา 500 – 1200 100 – 1000 
ทรงเหลี่ยมแปดหนา 
เหลี่ยนแบนราบ 

200 – 1200 
200 – 900 

1 – 50 
50 - 400 

 
3. การเปลี่ยนสภาวะของอิเลคตรอนแบบการถายเทประจุ (charge transfer) มีการ 

ดูดกลืนพลังงานอยูในชวงวิสิเบิล ที่มีความยาวคลื่นมากกวา 500 nm คา ߝ สูงสุดอยูในชวง 

1000 – 10000 M-1 cm-1 โดยแบงเปน 2 ประเภท คือ 
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3.1 การเปลี่ยนสภาวะของอิเลคตรอนจากลิแกนดไปยังไอออนโลหะ ; LMCT  
(Ligand to metal charge transfer) เกิดกับสารประกอบโคออรดิเนชันที่ไอออนของโลหะมีเลข

ออกซิเดชันสูงๆ กับลิแกนดที่มีลักษณะเปน ߨ-donor 

3.2 การเปลี่ยนสภาวะของอิเลคตรอนจากไอออนโลหะไปยังลิแกนด ; MLCT  
(Metal to ligand charge transfer) เกิดกับสารประกอบโคออรดิเนชันที่ไอออนของโลหะมีเลข

ออกซิเดชันต่ําๆ กับลิแกนดที่มีลักษณะเปน ߨ-acceptor 

 
 2.1.7 อิทธิพลที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเฉดสี  

 สีเกิดจากการคายพลังงานแสงของอิเลคตรอนที่ดูดเขาไป จากสภาวะกระตุนสู
สภาวะพ้ืน โดยสารแตละชนิดมีสีที่แตกตางกันไดเพราะวามีการดูดและคายพลังงานของ
อิเลคตรอนไมเทากันและใหสเปกตรัมการดูดกลืนแสงที่แตกตางกัน ขึ้นกับลักษณะโครงสราง
ของโมเลกุล เม่ือเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลของสารจะสงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสง และปริมาณการดูดกลืนแสง รวมถึงความเขมของแสง สิ่ง
เหลาน้ีสงผลถึงสีที่ปรากฏใหเห็น โดยอิทธิพลที่ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงความยาวคลื่นของสาร
คือ อิทธิพลที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงเฉดสีโดยแบงไดเปน 2 ประเภทดังนี้ 

1. Hypsochromic shifts คือ อิทธิพลที่ทําใหโมเลกุลดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาว 
คลื่นต่ําลง 

2. Bathochromic shifts คือ อิทธิพลที่ทําใหโมเลกุลดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาว 
คลื่นสูงขึ้นและอิทธิพลที่มีการเปลี่ยนแปลงความเขมแสง แบงเปน 2 ประเภทดังนี้ 

1)  Hyperchromic effect คือ อิทธิพลที่ทําใหโมเลกุลดูดกลืนคลื่นแสงที่ควา 
ยาวคลื่นหน่ึงในปริมาณดูดกลืนแสงที่มากขึ้น 

2)  Hypochromic effect คือ อิทธิพลที่ทําใหโมเลกุลดูดกลืนคลื่นแสงที่ความ 
ยาวคลื่นหน่ึงในปริมาณการดูดแสงที่ลดลง แสดงดังรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8 การเปลี่ยนแปลงคาการดูดกลืนแสง 

 
2.2 งานวิจัยที่เก่ียวของ 
 Kim และคณะ (2002, 3809)15  ไดใชสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร
ของสังกะสี (1) เปนโมเลกุลของโฮสตในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (P2O7

4- หรือ 
PPi) ดวยวิธีการแทนที่ของอินดิเคเตอร pyrocatechol violet หรือ PV (2) ที่ pH 7.4  จากการ
ทดลองพบวาสารละลายของ  PV เม่ืออยูในรูปอิสระจะมีสีเหลืองแตเม่ือเกิดเปนเอนเซมเบิลกับ
สารประกอบ (1)  จะไดเปนสารละลายสีฟา และเม่ือเติม  PPi  ลงไปในสารละลายของเอนเซม
เบิลจะไดสารละลายสีเหลืองกลับคืนมาในขณะที่แอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไมทําใหสารละลาย
เปลี่ยนสีได แสดงวามีเพียง PPi เทาน้ันที่สามารถเขาไปแทนที่ PV ในเอนเซมเบลได  โดยมี
คาคงที่ของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชันของ (1) กับ PPi  มีคาเทากับ 1.4  105 M-1  
 ตอมาในป 2007 Hong และคณะ16  ไดศึกษาการตรวจวัด PPi  ดวยวิธีการถูก
แทนที่ของอินดิเตอร PV เชนเดียวกันโดยใชสารประกอบโคออรดิเนชัน (3) ซึ่งมีโครงสรางที่
คลายกับสารประกอบ (1) เปนโมเลกุลของโฮสต จากการศึกษาพบวา PPi สามารถเขาไป
แทนที่อินดิเคเตอร PV ในเอนเซมเบิลของ [3•2] ไดเชนเดียวกันคาคงที่ความเสถียรของ
สารประกอบ (3) กับ PPi มีคาเทากับ 5.39  1010 M-1 ซึ่งมีคามากกวาสารประกอบ (1) กับ 
PPi ทั้งน้ีเน่ืองจากสารประกอบ (3) สามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ PPi ไดเพราะมีหมู acetyl 
amide อยูในโครงสราง จึงทําใหสารประกอบที่เกิดขึ้นมีความเสถียรสูง โครงสรางของ
สารประกอบโคออรดิเนชัน PPi-3•2Zn    ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
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รูปที่ 2.9 โครงสรางสารประกอบโคออรดิเนชันไดนิวเคลียรของสังกะสี (1 และ 3)  อินดิเคเตอร 
PV (2)  และโครงสรางของสารประกอบโคออรดิเนชัน PPi-3•2Zn (16) 

  
 Smith Bradley D. และคณะ (2004, 8721–8724)17  ไดใชสารประกอบโคออรดิ
เนชันชนิดไดนิวเคลียรของสังกะสี (1 และ 4) เปนโมเลกุลของโฮสตในการตรวจวัดไพโร
ฟอสเฟต    แอนไอออน (P2O7

4- หรือ PPi) ดวยวิธีการแทนที่ของอินดิเคเตอร coumarin 
sulfonate (5) ซึ่งเปนฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอร  จากการศึกษาพบวาสารประกอบ (1) มี
คาคงท่ีของการเกิดสารประกอบกับ PPi คือ 67 ×105  M-1 ซึ่งนอยกวาคาคงท่ีของการเกิด
สารประกอบ (4) กับ PPi ที่มีคาเทากับ  152 ×105  M-1  ซึ่งคาดวาเปนผลเนื่องมาจากการที่
สารประกอบ (1) มีความเปนประจุบวกมากกวาคือ +4 ในขณะที่สารประกอบ (4) มีความเปน
ประจุบวกเพียง +3 
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 Watchasit, S และคณะ (2010, 3398-3402)18 ไดนําสารประกอบโคออรดิเนชัน
ชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) กับลิแกนดที่เปนอนุพันธของคาลิกซ[4]แอรีน (6) มาใชใน
การตรวจวัด PPi  ดวยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอรและใช  PV  เปนอินดิเคเตอร ใน
สารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES  pH 6.4  จากการศึกษา
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พบวา     เอนเซมเบิลของ [6•2] มีความจําเพราะเจาะจงในการเลือกจับกับ PPi ไดเปนอยางดี 
โดยคาคงที่ความเสถียรของเอนเซมเบิลและคาคงที่ความเสถียรสารประกอบ (6) กับ PPi มีคา
เทากับ  1.3 × 104 M-1 และ 5.2 × 105    M-1 ตามลําดับ 
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NN N N
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Cu Cu

Cl4 
6 

 Hortala, M. A. และคณะ (2002, 20-21)19 ไดนําวิธีการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร 
eosine Y (8) ซึ่งเปนฟลูออเรสเซนตอินดิเคเตอรมาใชในการตรวจวัดกรดอะมิโนและใช
สารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) เปนโมเลกุลโฮสต (7)  ใน
สารละลายบัฟเฟอร 0.05 M HEPES ที่ pH 7 จากการศึกษาพบวาเอนเซมเบิลของ [7•8]                   
มีความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับกรดอะมิโนฮิสทิดีนมากที่สุด ซึ่งคาดวากรดอะมิโน
ดังกลาวเกิดพันธะโคออรดิเนชั่นกับอะตอมของคอปเปอร (II) ทั้งสองอะตอมโดยใชไนโตรเจน
ในวงอิมิดาโซลเปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอน ดังแสดงในรูปที่ 2.10 
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รูปที่ 2.10  โครงสรางสารประกอบโคออรดิเนชันไดนิวเคลียรของคอปเปอร (II) (7) อินดิเค-
เตอร eosine Y (8) และโครงสรางที่เปนไปไดของสารประกอบโคออรดิเนชัน (7) กับกรด      
อะมิโนฮิสทิดีน 
 



บทที่  3 
การทดลอง 

 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
 1.   ยูววีิสิเบิลสเปกโทรมิเตอร (HP Hewlett Packard G1103A) 
 
3.2 สารเคมีและอุปกรณ 
Acetonitrile       A.R.Grade (FLUKA) 
Hydroxyethyl piperazineethane sulfonic acid (HEPES)  A.R.Grade (FLUKA) 
Adenosine monophosphate (AMP)             A.R.Grade (ALDRICH) 
Adenosine diphosphate (ADP)                       A.R.Grade (ALDRICH) 
Adenosine triphosphate (ATP)             A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium phosphate               A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium acetate             A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium benzoate            A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium iodide          A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium bromide           A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium chloride          A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium fluoride          A.R.Grade (ALDRICH) 
Sterile water    General Hospital Products Public Co., Ltd 
Tetrasodium pyrophosphate            A.R.Grade (ALDRICH) 
Pyrocatechol violet       A.R.Grade (FLUKA) 
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3.3   การสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 
 คอย ๆ หยดสารละลายของ CuCl2.2H2O (24 มิลลิกรัม, 0.14 mmol) ในเมทานอล 
ลงไปในสารละลายแขวนลอยของลิแกนด L2 (0.108 กรัม, 0.09 mmol) ในเมทานอล จะได
สารละลายสีเขียวเขม หลังจากน้ันตั้งสารละลายเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 สัปดาห จะได
ผลึกเด่ียวสีเขียวของสารประกอบ CuL2  กรองและลางผลึกดวยเมทานอล ไดรอยละของ
ผลิตภัณฑเทากับ 73 (80 มิลลิกรัม) 
HRMS-ESI: [M+Cl]+ calcd for C72H84ClCuN4O5, 1182.5426: found 1182.5424. 
 
3.4   การสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 
 คอย ๆ หยดสารละลายของ CuCl2.2H2O (26 มิลลิกรัม, 0.15 mmol) ในเมทานอล 
ลงไปในสารละลายแขวนลอยของลิแกนด L4 (0.110 กรัม, 0.06  mmol) ในเมทานอล จะได
สารละลายสีเขียวเขม หลังจากน้ันตั้งสารละลายเอาไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 สัปดาห  
กรองและลางตะกอนสีเขียวของสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 ที่เกิดขึ้น ไดรอยละของ
ผลิตภัณฑเทากับ 42 (80 มิลลิกรัม) 
HRMS-ESI: [M+Cl]+ calcd for C100H112Cl3Cu2N8O6, 1751.6362: found 1751.6365. 
 
3.5 การศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลและการหาคาคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลที่เตรียม
จาก สารประกอบโคออรดิเนชัน  Cu2L4  กับอินดิเคเตอร PV ดวยเทคนิคยูวี-วิสิ
เบิลสเปกโทรสโคป 
 3.5.1 การเตรียมสารละลาย Cu2L4 ความเขมขน 400 μM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
   ชั่ง Cu2L4  3.5 มิลลิกรัม ละลายดวยอะซิโตไนไตรลและนําสารละลายใสขวด
วัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยอะซิโตไนไตรล 
 
 3.5.2  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 400 μM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชั่ง PV  2.5 มิลลิกรัม ละลายดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20 (%v/v) MeCN/H2O 
ใน         10 mM HEPES pH 6.4 และนําสารละลายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และ
ปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 
 
 3.5.3  การเตรียมสารละลาย PV ความเขมขน 20 μM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  ปเปตสารละลาย PV  ความเขมขน 400 μM (จากขอ 3.5.2) ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร   ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 
80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 
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 3.5.4 วิธีการทดลอง 
  ปเปตสารละลาย  PV ความเขมขน 20 μM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และคอย ๆ 
ไทเทรตสารละลาย  Cu2L4 ความเขมขน 400 μM โดยใชปริมาตรตรที่แสดงในตารางที่ 3.1 
จากน้ันคนสารละลายใหเขากัน  นําสารละลายเอนเซมเบิลที่เตรียมไดไปวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 250-900 nm และนําขอมูลที่ไดไปคํานวณหาคาคงที่ความเสถียรของการเกิด
เอนเซมเบิล 
 
 
 ตารางที ่ 3.1  การศึกษาการเกิดเอนเซมเบลิและการหาคาคงทีข่องการเกิดเอนเซมเบิลที่
เตรียมจาก สารประกอบโคออรดิเนชัน  Cu2L4  กับอินดิเคเตอร PV ดวยเทคนิคยวู-ีวิสิ
เบิลสเปกโทรสโคป 
   

คร้ังที ่ ปริมาตร 
PV 

(มิลลลิิตร) 

ปริมาตร 
Cu2L4 

(มิลลลิิตร) 

โมลของ 
PV 

โมลของ 
Cu2L4 

อัตราสวน 
โมลของ Cu2L4 
ตอโมลของ PV 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 

0.00 
0.01 
0.02 
0.03 
0.04 
0.05 
0.06 
0.07 
0.08 
0.09 
0.10 
0.11 
0.12 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

4×10-8 

0.0 
4×10-9 

8×10-9 

1.2×10-8 

1.6×10-8 

2×10-8 

2.4×10-8 

2.8×10-8 

3.2×10-8 

3.6×10-8 

4×10-8 

4.4×10-8 

4.8×10-8 

0.0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 
0.6 
0.7 
0.8 
0.9 
1.0 
1.1 
1.2 
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3.6 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับแอนไอออนชนิดตาง ๆ ของเอนเซม
เบิลที่เตรียมจากสารประกอบโคออรดิเนชัน  Cu2L4  กับอินดิเคเตอร PV 
 3.6.1 การ เตรียมสารละลาย Cu2L4 ความเขมขน 20 μM ปริมาตร 50 มิลลิลติร 
   ปเปตสารละลาย Cu2L4 ความเขมขน 400 μM (จากขอ 3.5.1) ปริมาตร 2.5  
มิลลิลิตร  ใสขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยสารละลายบัฟเฟอร 
80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 
 
 3.6.2 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 1 mM 
ปริมาตร   10 มิลลิลิตร 
  3.6.2.1 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 
10 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชั่งเกลือของแอนไอออนชนิดตางๆ ตามน้ําหนักที่แสดงในตารางที่ 3.2 ละลาย
ดวยน้ํากลั่นยาฉีด จากน้ันนําสารละลายดังกลาวถายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และ
ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
 
  3.6.2.2 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 
1 mM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  ปเปตสารละลายของแอนไอออนชนิดตางๆ ความเขมขน 10 mM (จากขอ 
3.6.2.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตร
ดวยสารละลายบัฟเฟอร 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 จนถึงขีดบอก
ปริมาตร 
 
 3.6.3. วิธีการทดลอง 
 ปเปตสารละลาย Cu2L4 ความเขมขน 20 μM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในคิวเวท 
จากน้ัน  ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 μM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (จากขอ 3.5.2) ใส
ลงไปในคิวเวทดังกลาว      คนสารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น     250-900 nm หลังจากน้ันเติมสารละลายของกรดอะมิโนชนิด
ความเขมขน  1 mM ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไปในคิวเวทคนสารละลายใหเขากัน และนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสง   นําขอมูลที่ได มาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืน
แสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระ   และสารละลายของเอนเซมเบิลเม่ือเติมกรดอะมิโนแตละ
ชนิดกับความยาวคลื่นที่ใชในการทดลองการพิจารณาวากรดอะมิโนชนิดใดสามารถแทนที่ PV 
ไดนั้นสังเกตไดจากการเปลี่ยนสีสารละลายของเอนเซมเบิลจากสีเขียวไปเปนสีเหลืองของ PV 
อิสระ  
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ตารางที่ 3.2 น้ําหนักเกลือของแอนไอออนชนิดตางๆที่ใชในการเตรียมเปนสารละลายที่มีความ
เขมขน 10 mM ปริมาตร 5 มิลลิลติร 
 

ลําดับที ่ ชนิดของแอนไอออน ชนิดเกลือของแอน
ไอออน 

น้ําหนัก (มิลลกิรัม) 

1 H2PO4
- NaH2PO4 6.90 

2 AcO- NaOAc 6.80 
3 P2O7

4- หรือ PPi Na4(P2O7) 13.30 
4 BzO- NaOBz 7.21 
5 I- NaI 7.47 
6 Br- NaBr 5.14 
7 Cl- NaCl 2.92 
8 F- NaF 2.10 
9 AMP AMP 18.26 

10 ADP ADP 22.06 
11 ATP ATP 27.56 

 
3.7 การศึกษาผลของแอนไอออนที่มีผลตอการแทนที่อินดิเคเตอร PV ในเอนเซมเบลิที่
เกิดจากสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4  และอินดิเคเตอร PV ดวยเทคนิคยูว-ีวิสิเบิล
ไทเทรชั่น 
 ปเปตสารละลาย Cu2L4 ความเขมขน 20 μM ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใสในคิวเวท 
จากน้ัน     ปเปตสารละลาย PV ความเขมขน 400 μM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิว
เวทดังกลาว คนสารละลายใหเขากันและนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่มี
ความยาวคลื่น 250-900 nm จากน้ันเติมนําสารละลายของกรดอะมิโนฮิสทิดีนความเขมขน 1 
mM คร้ังละ 0.05 มิลลิลิตร ใสลงไปในคิวเวทดังกลาว คนสารละลายใหเขากันและนําสารละลาย
ดังกลาวไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่มีความยาวคลื่น 250-900 nm  
 



บทที่  4 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
4.1 การสังเคราะหและการพิสูจนโครงสรางสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 และ 
Cu2L4 

จากการสังเคราะหสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 และ Cu2L4  โดยใชเมทานอล
เปนตวัทําละลายพบวาสารประกอบทั้งสองมีลักษณะเปนของแข็งสีเขียว มีรอยละของ
ผลิตภัณฑเทากับ 73 และ 42 ตามลําดับ เม่ือนําสารประกอบทั้งสองไปพิสูจนโครงสรางดวย
เทคนิค HRMS-ESI (positive mode) พบวาแมสสเปกตรัมของสารประกอบ CuL2 ให
สัญญาณที่มีความเขมสูงที่สดุที่คา m/z คือ 1184.5296 amu ซึ่งตรงกับไอออนของ [CuL2Cl]+ 
ดังแสดงในรูปที่ 4.1  แสดงวาสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 มีอัตราสวนระหวางลิแกนด 
L2:Cu2+ คือ 1:1 และมี Cl- จํานวน 2 ไอออนทําหนาที่ในการดุลประจุของไอออนเชิงซอนที่
เกิดขึ้น 

 

 
รูปที่ 4.1  HRMS-ESI (positive mode) สเปกตรัมของสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

[CuL2Cl]+ 
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ในกรณีของ Cu2L4 นั้นพบวาแมสสเปกตรัมของสารประกอบดังกลาวใหคาความเขม
ของสัญญาณสูงสุดที่คา m/z คือ 1755.6520 amu และ 859.3282 amu ซึ่งตรงกับไอออนของ 
[Cu2L4Cl3]

+ และ [Cu2L4Cl2]
2+ ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 4.2 แสดงวาสารประกอบโคออร   

ดิเนชัน Cu2L4 มีอัตราสวนระหวางลิแกนด L4 : Cu2+ คือ 1:2 และมี Cl- จํานวน 4 ไอออนทํา
หนาที่ในการดุลประจุของไอออนเชิงซอนที่เกิดขึ้น 
 

 
 

รูปที่ 4.2  HRMS-ESI (positive mode) สเปกตรัมของสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 
 
4.2 การพิสูจนโครงสรางสารประกอบโคออรดิเนชนั CuL2 ดวยเทคนิคเอ็กซเรยคริสตัล
โลกราฟฟแบบผลึกเดี่ยว  

ผลึกเด่ียวที่เหมาะสมสําหรับนํามาใชในการพิสูจนโครงสรางของสารประกอบโคออรดิ-
เนชัน CuL2 ดวยเทคนิคเอกซเรยคริสตัลโลกราฟ สามารถเตรียมไดจากการทําปฏิกิริยา
ระหวางไอโอโนฟอร L2 และ CuCl2 โดยมีเมทานอลเปนตัวทาํละลาย ซึ่งโครงสรางของ
สารประกอบที่เกิดขึ้นแสดงไดในรูปที ่ 4.3 จากรูปจะเห็นไดวาสารประกอบโคออรดิเนชันที่
เกิดขึ้นมีลักษณะเปนไดนิวเคลียรโดยมีคลอไรดไอออนประพฤตติัวเปนลิแกนดทีท่ําหนาที่เปน
สะพานเชื่อม (bridging ligand) อะตอมของ Cu2+ เอาไวดวยกัน  นอกจากนี้แลวคาลิกซ[4]
เอรีนที่อยูภายในโมเลกุลมีโครงสรางของไอโซเมอรที่เปนแบบ cone โดยมีพันธะไฮโดรเจน 3 
พันธะทีเ่กิดจากหมูฟนอลิกไฮดรอกซีทั้งสามหมูที่ตําแหนง narrow rim เปนปจจัยในการชวย
เพ่ิมเสถียรภาพของโมเลกุล ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ไดจาก 1H-NMR 
 ซึ่งเม่ือพิจารณาการเกิดพันธะโคออรดิเนชันของ Cu2+ กับไอโอโนฟอร L2 แลวจะ
พบวา ไทรโพดอลเอมีนประพฤตติวัเปนเททระเดนเตตลิแกนด โดยใชไนโตรเจนทัง้ 4 อะตอม
เปนอะตอมผูใหอิเล็กตรอนแกอะตอมของ Cu2+ และมีคลอรไรดไอออนอีก 2 ไอออนเกิดพันธะ
โคออรดิเนชันกับ Cu2+ แตละอะตอม ดังนั้นจึงสงผลใหโครงสรางของสารประกอบที่เกิดขึ้นเปน
แบบโครงสรางทรงแปดหนาแบบบิดเบี้ยว (distorted octahedral geometry) ทั้งน้ีเน่ืองจากมี
ความยาวของพันธะในแนว axial ของ Cu1-Cl1_2 และ Cu1-N1 เทากับ 2.984 และ 2.553(4) 
Å ตามลําดับ ซึงมีคาที่สูงกวาความยาวพันธะในแนว equatorial ของ Cu1-Cl1_2, Cu1-N2, 
Cu1-N3 และ Cu1-N4 ที่มีคาเทากับ 2.278(12), 2.066(3), 1.977(4)  และ 1.994(4) Å 

[Cu2L4Cl2]
2+ 

[Cu2L4Cl3]
+ 



78 
 

ตามลําดับ ซึง่การที่ความยาวพันธะในแนว axial มีคามากกวาในแนว equatorial นี้เปนผล
เน่ืองมาจากการเกิดปรากฎการณ Jahn-Teller  Effect(25) และทําใหโครงสรางของทรงแปด
หนามีการผิดรูปไป นอกจากนี้แลวยังมีสิ่งที่นาสนใจอีกประการหน่ึงคือ จากผลการทดลองที่ได
จากแมสสเปคโตรเมทรีนั้น CuL2 จะสอดคลองกับสารประกอบชนดิโมโนนิวเคลยีร แตผลจาก
การวิเคราะหโครงสรางดวยเทคนิคเอกซเรยคริสตลัโล กราฟฟนั้นพบวาสารประกอบดังกลาว
เปนสารประกอบชนิดไดนิวเคลียร ซึ่งแสดงใหเห็นวาสารประกอบโคออรดิเนชันแบบโมโน
นิวเคลียรเปนสปชีสที่เสถียรเม่ืออยูในสารละลาย ในขณะที่สารประกอบโคออรดิเนชันแบบ ได
นิวเคลียรเปนสปชีสที่เสถียรในสภาวะของแข็ง 
 
 
 
 
 
 
 

 
(ก)      (ข) 

 
รูปที่ 4.3 (ก) โครงสรางแบบ ORTEP ของสารประกอบโคออรดิเนชัน CuL2 และ (ข) แสดง 
เฉพาะอะตอมผูใหอิเล็กตรอนที่เกิดพันธะโคออรดิเนชันกับไอออน Cu2+  
 
4.3 การหาคาคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลที่เตรียมจาก สารประกอบโคออรดิเนชัน  
Cu2L4   กับอินดิเคเตอร PV ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคป 
 จากการศึกษาคาคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหวางสารประกอบ                 
โคออรดิเนชัน Cu2L4 กับอินดิเคเตอร PV  ดวยเทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคปนั้นทําไดโดย
การไทเทรตสารละลายของอินดิเคเตอรที่มีความเขมขน 20 μM ที่เตรียมในสารละลาย 80/20 
(%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บัฟเฟอรที่ pH 6.4 ดวยสารละลายของสารประกอบ
โคออรดิเนชัน Cu2L4 ความเขมขน 400 μM ที่เตรียมในตัวทําละลายชนิดเดียวกัน และวัดคา
การดูดกลืนแสงของสารละลายผสมหลังจากเติมสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4  ทุกคร้ัง 
หลังจากนั้นจึงนําขอมูลที่ไดจากการทําไทเทรชันไปคํานวณหาคาคงที่ความเสถียร (K) ของ
การเกิดเอนเซมเบิล  
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ในการทดลองนี้เม่ือนําสารละลายสีเหลืองของ PV ที่ความเขมขน 20 μM ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง พบวาสารละลายดังกลาวมีคาการดูดกลืนแสงที่สูงที่สุดในชวงของแสงวิสิเบิลที่
ความยาวคลื่น 430  nm และเมื่อคอย ๆ ไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออรดิเนชัน
ของ Cu2L4  ที่มีความเขมขน  400  μM ลงไป พบวาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
ดังกลาวมีคาลดลง ในขณะท่ีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 670 nm มีคาเพ่ิมขึ้น ดังแสดง
ในรูปที่ 4.4 และนอกจากนี้แลวยังพบวาสีของสารละลายสีเหลืองของ PV เปลี่ยนเปนสีเขียวซ่ึง
เปนสีของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L4PV]  ดังน้ันจึงเปนการยืนยันวาอินดิเคเตอร PV เขา
ไปเกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับอะตอมของคอปเปอร(II) ทั้งสองของสารประกอบโคออร
ดิเนชัน Cu2L4  จากการคํานวณพบวาคาคงท่ีของการเกิดเอนเซมเบิลดังกลาวมีคาเทากับ    

1.3   104 M-1 

 
 
รูปที่ 4.4  ยูวีวิสิเบิลไทเทรชั่นสเปกตรัมของอินดิเคเตอร  PV ความเขมขน 20 μM ดวย
สารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 ความเขมขน 400 μM ในตัวทําละลายบัฟเฟอร 80/20 
(%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 
 

จากรูปที่ 4.4 จะเห็นไดวาเม่ือความเขมขนของสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 มีคา
เพ่ิมขึ้นคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 670 nm ก็มีคาเพ่ิมขึ้นตามไปดวยเชนกัน และคา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาคงที่เม่ือจํานวนโมลของสารประกอบ Cu2L4  มี
คาเทากับจํานวนโมลของ PV ในสารละลาย  
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4.4 การศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดตางๆ ของเอน
เซมเบิล [Cu2L4PV]   
 จากการศึกษาความจําเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดตางๆของเอน
เซมเบิล [Cu2L4PV]  ในสารละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บัฟเฟอร
ที่ pH 6.4 ในเบื้องตนน้ันสามารถสังเกตไดจากการเปลีย่นแปลงสขีองสารละลายเอนเซมเบิลไป
เปนสีของ PV ในรูปอิสระเม่ือมีแอนไอออนชนิดตางๆอยูในระบบ ผลการทดลองแสดงไดดังรูป
ที่ 4.5 
 

 
 
รูปที่ 4.5  การเปลี่ยนสีของสารละลาย ensemble ในสภาวะที่มีแอนไอออนชนิดตาง ๆ 
(เรียงลําดับสารละลายขวดจากซายไปขวา ดังนี้ : Cu2L4, PV, ensemble, H2PO4

-, AcO-, PPi, 
BzO-, I-, Cl-, Br- และ F-) 
 
 จากรูปที่ 4.5 จะเห็นไดวาเอนเซมเบิล [Cu2L4PV]  นั้นมีความจําเพาะเจาะจงใน
การตรวจวัด PPi เปนอยางดี เน่ืองจากมีเพียง PPi เทาน้ันที่ทําใหสีของสารละลายเอนเซมเบิล
เปลี่ยนจากสีเขียวไปเปนสีเหลือง แสดงวาคาคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลมีคาต่ํา
กวาคาคงที่ของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชันระหวาง Cu2L4 กับแอนไอออน PPi   
 จากสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L4PV]  ที่มีแอน
ไอออนชนิดตาง ๆ อยูในระบบดังแสดงในรูปที่ 4.6 จะเห็นไดวามีเพียง PPi เทาน้ันที่ทําให
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิลเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบ hypsochromic shift  
เน่ืองจากคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 670 นาโนเมตรของสารละลายเอนเซมเบิลมี
คาลดลง และเกิดการเลื่อนไปปรากฎที่ความยาวคลื่นประมาณ 430 นาโนเมตร ซึ่งตรงกับ
ความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสงของอินดิเคเตอรในรูปอิสระ แสดงวา PPi สามารถเขาไป
แทนที่อินดิเคเตอร PV ในโครงสรางของเอนเซมเบิลดังกลาวไดจริง 
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รูปที่ 4.6  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L4PV]  ความเขมขน 20 
μM เม่ือเติมแอนไอออนชนิดตาง ๆ (4 equivalent)ในสารละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O 
ใน 10 mM HEPESบัฟเฟอรที่ pH 6.4 
 
4.5  การหาคาคงที่ความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออรดิเนชันระหวาง
สารประกอบโคออรดิเนชนั Cu2L4 กับ ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ดวยเทคนิคยูว-ี
วิสิเบิลไทเทรชัน 
 เม่ือทําการไทเทรตสารละลายของ PPi ความเขมขน 400 μM ลงไปในสารละลาย
ของเอนเซมเบิล [Cu2L4PV]  ความเขมขน 20 μM จะเห็นไดวาคาการดูดกลืนแสงของเอน
เซมเบิลที่ความยาวคลื่น 670 นาโนเมตร จะคอย ๆ ลดลง และในขณะเดียวกันพบวาคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นประมาณ 430  นาโนเมตรจะมีคาเพ่ิมขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และ
พบวาคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นดังกลาวจะมีคาคงที่เม่ือทําการไทเทรต PPi ลงไปเปน
จํานวน 4 equivalent โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารละลายจากสีเขียวของสารละลายเอน
เซมเบิลไปเปนเหลือง ซึ่งแสดงใหเห็นวาอินดิเคเตอร PV สามารถถูกแทนที่ไดดวย PPi   เม่ือ
นําขอมูลที่ไดจากการทํายูวี-วิสิเบิลไทเทรชันไปคํานวณหาคาคงที่ความเสถียร (K) ของการ
เกิดสารประกอบโคออรดิเนชันระหวางสารประกอบโคออรดิเนชัน Cu2L4 กับ PPi พบวามีคา
เทากับ 5.2   104 M-1 ซึ่งตรงกับสปชีสของโคออรดิเนชันที่อัตราสวนของสารประกอบโคออรดิ
เนชัน Cu2L4 : PPi  คือ 1:1 [Cu2L4PPi]  
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รูปที่ 4.9 ยูว-ีวิสิเบลิไทเทรชั่นสเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิล [Cu2L4•\PV]  ความ
เขมขน       20 μM  ดวย PPi ความเขมขน 400 μM  ในสารละลายบัฟเฟอร 80/20(v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 6.4 



บทที่  5 
สรุป และขอเสนอแนะ 

 
 จากการศึกษาความเปนไปไดในการตรวจวัดไพโรฟอสเฟตแอนไอออนหรือ PPi 
ดวยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร โดยการใชสารประกอบโคออรดิเนชันของคอปเปอร 
(II) ชนิดโมโนนิวเคลียร (CuL2) และไดนิวเคลียร (Cu2L4) กับลิแกนดที่เปนอนุพันธของ        
คาลิกซ[4]แอรีน โดยใชอินดิเคเตอร pyrocatechol violet หรือ PV เปนหนวยใหสัญญาณนั้น 
พบวาสารประกอบโคออรดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร Cu2L4 เทาน้ันที่มีความจําเพาะเจาะจงใน
การตรวจวัด PPi ได เน่ืองจากเม่ือมี PPi อยูในระบบนั้นจะสามารถเปล่ียนสีของสารละลายเอน
เซมเบิลจากสีเขียวไปเปนสารละลายสีเหลืองของ PV ที่อยูในรูปอิสระได แสดงใหเห็นวา PPi 
สามารถเขาไปแทนที่อินดิเคเตอร PV ที่เกิดพันธะโคออรดิเนตโควาเลนตกับสารประกอบโค
ออรดิเนชัน Cu2L4 ได โดยปจจัยที่เปนตัวควบคุมใหเกิดความจําเพาะเจาะจงดังกลาวคือ
โครงสรางที่แข็งแรงของคาลิกซ[4]แอรีนและความเกะกะของหมูเอมีนที่มีหมูไทรพอดเปนตัว
ควบคุมระยะหางระหวางอะตอมของคอปเปอร (II) ทั้งสองอะตอม 
 
ขอเสนอแนะ 
ควรใชอินดิเคเตอรที่มีสมบัติเปนหมูฟลูออโรฟอรเพ่ือที่จะสามารถตรวจวัด PPi ไดดวยเทคนิค
ฟลูออเรสเซนต ซึ่งคาดวาจะสามารถตรวจวัด PPi ที่มีความเขมขนที่ต่ํากวาที่ตรวจวัดไดดวย
เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรสโคป 
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Mono- and dinuclear Cu(II) complexes of p-tert-butylcalix[4]arene (CuL1 and CuL2, respectively) were
synthesized, and their anion recognition abilities were explored. Recognition is efficiently signaled
through the displacement of pyrocatechol violet bound to the receptor. For CuL2, recognition selectivity
is ascribed to the tuning of the distance between donor atoms of anion guests and their ability to encom-
pass the Cu2+–Cu2+ distance within the cleft of CuL2. In addition, the preorganization of calix[4]arene in
the cone conformation and steric hindrance of two bulky tripodal amine moieties are important factors in
controlling the Cu2+–Cu2+ distance. These factors caused CuL2 to recognize pyrophosphate selectively
with respect to other inorganic anions in 80/20 (v/v%) MeCN/H2O solution buffered with 10 mM HEPES
at pH 6.4.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Significant attention has been given to the development of an-
ion sensing by indicator displacement assays (IDAs).1 This method
is a simple, convenient, and increasingly popular approach to
naked-eye anion sensors because an indicator is bound to a recep-
tor by non-covalent interactions. IDAs rely upon competition
between the indicator and the analyte in the host cavity. Conse-
quently, a receptor is designed to bind a target analyte with a de-
sired affinity, and an indicator must have a weaker affinity with the
receptor than the analyte. Importantly, the indicator must absorb
or emit light differently upon binding to the host and being in free
form in solution.

Generally, anion recognition in the aqueous system is very chal-
lenging due to the strong hydration effects of anions. The utiliza-
tion of a metal complex as a binding site for anions has been
found to be the most successful strategy.2 Therefore, metal com-
plexes are often used as IDA receptors.3 Normally, metal-bound li-
gands can bind anions more efficiently than water, allowing the
detection of anions in aqueous solution. The metal center must
have an unsaturated coordination sphere to accommodate the
incoming anion guest.

IDA receptors for pyrophosphate (P2O7
4�, PPi), the product of

ATP hydrolysis and involved in DNA polymerization in biological
reactions,4 have been developed by many research groups utilizing
dinuclear zinc complexes of phosphotriesterase enzyme as the
ll rights reserved.

+66 038 393494.
receptor module.5 Recently, Hong and Fabbrizzi reported that
dinuclear Cu2+–DPA complexes can be employed as PPi fluores-
cence sensors using the IDA concept.6 The metal–metal distance
is found to play a key role in analyte preference. In order to obtain
the selectivity toward PPi over other anions, especially phosphate
anion (PO4

3�), the metal–metal distance should not be less than
3.4 Å which is the Zn–Zn distance in phosphotriesterase.7

Our group is currently working on the synthesis of calix[4]are-
nes containing tripodal amine as the recognition unit for use as
ionophores for ion selective electrodes (ISEs). The rigidity of
calix[4]arenes in the cone conformation plays an important role
by providing a specific cavity to recognize specific guest molecules,
due to preorganization of its skeleton.8 The transannular distances
in the lower rim of original calix[4]arene and its derivatives are in
the range of 3.74–4.20 Å,9 which are longer than the Zn–Zn distance
in the dinuclear zinc enzyme. Therefore, calix[4]arenes may be a
suitable building block for PPi using IDA strategies. In addition,
the side arms attached to the calix[4]arene can control the size
and shape of the recognition cavity of calix[4]arene derivatives.10

In this work, calix[4]arenes containing a tripodal amine have
been chosen as IDA receptors for PPi. Furthermore, we expected
that steric interactions between the tripodal amine and the rigidity
of the calix[4]arene framework would play crucial roles in optimiz-
ing the metal–metal distance and provide more selectivity toward
PPi. Herein, we report the synthesis and characterization of iono-
phores based on calix[4]arenes L1 and L2 and their mononuclear
and dinuclear complexes with CuCl2 (CuL1 and CuL2). We also

http://dx.doi.org/10.1016/j.tetlet.2010.04.095
mailto:jomjai@buu.ac.th
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00404039
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demonstrate that the dinuclear complex, CuL2, is a suitable recep-
tor for indicator displacement assay of PPi.

Ionophores L1 and L2 were synthesized in two steps according
to Scheme 1. The mono-calixaldehyde11 and bis-calixaldehyde12

(for L1 and L2, respectively) were reacted with 2-[bis(2-pyridyl-
methyl)aminomethyl]aniline13 in dichloromethane, followed by
in situ reduction with NaBH4 in methanol to yield L1 in 12% and
L2 in 20%, respectively. The HRMS-ESI spectra of L1 and L2 show
parent peaks at m/z 1085.6671 and 1521.8715 assigned to the
molecular ions [L+H]+ and provide evidence that the calix[4]arene
derivatives are the 1:114 and 1:215 condensation products. The two
calix[4]arene derivatives are in the cone conformation, as sup-
ported by their NMR spectra (Figs. S1–S4, Supplementary data).
The 1H NMR spectrum of L1 was consistent with an asymmetric ca-
lix[4]arene structure. In particular, two pairs of doublets for the
protons of the methylene bridges were observed.

Two OH singlets were observed for L1 at low field, 9.47 and
10.18 ppm (ratio 2:1). These strong downfield shifts for the OH
protons are indicative of a circular hydrogen bond at the lower
rim of these derivatives, in agreement with the results reported
by Frkanec et al.16 The 1H NMR spectrum of L2 features a pair of
doublets at 3.32 ppm and 4.43 ppm corresponding to the
equatorial and the axial protons of the methylene bridging groups,
respectively. We deduce that the cone structure is the major con-
formation of L1 and L2 in solution.

Addition of CuCl2 to methanolic solutions of L1 and L2 gave
green complexes of CuL1 and CuL2 in 72%17 and 42%18 yields,
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Scheme 1. Synthetic procedures for L1, L2, CuL1, and CuL2. Reagents and conditions: (
respectively. The mass spectrum of CuL1 shows the parent peak
at m/z 1182.5424 which is assigned to the molecular ion of
the mononuclear complex [CuL1Cl]+. For CuL2, the parent peak at
m/z 1751.6365 corresponds to the molecular ion of the dinuclear
complex [Cu2L2Cl3]+. A crystal of CuL1 was obtained upon slow
evaporation of a methanolic solution and the structure was deter-
mined by X-ray crystallography, Figure 1.19 It is clearly seen that
the calixarene skeleton adopts a cone conformation. It should be
noted that the phenolic hydrogen atoms are involved in strong
intramolecular O–H� � �O hydrogen bonding with the neighboring
oxygen atoms to stabilize the cone conformation, in agreement
with the solution structure deduced from the 1H NMR spectrum.

The crystal structure of CuL1 also shows that two Cu(II) centers
coordinate with four nitrogen donors from the tripodal amine unit
and two chloride bridging ligands to give a distorted octahedral
geometry. The substantial elongation of the axial Cu1–Cl1_2 and
Cu1–N1 bonds [2.984 and 2.553(4) Å, respectively] compared to
the equatorial Cu1–Cl1, Cu1–N2, Cu1–N3, and Cu1–N4
[2.278(12), 2.066(3), 1.977(4), and 1.994(4) Å, respectively] is
caused by the active Jahn–Teller distortion of the Cu2+ ion. Interest-
ingly, the mass spectrum of the CuL1 complex suggests that it is a
mononuclear complex in solution. This implies that the mononu-
clear complex of CuL1 is the most stable species in solution while
the dinuclear complex is the most stable species in the solid state.

In light of the crystal structure of CuL1, we expect that the dye
and anions might occupy the bimetallic cleft of dinuclear complex
CuL2. In this work, we chose pyrocatechol violet (PV) as a
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Figure 1. (a) ORTEP representation of the solid state structure of the dinuclear complex of CuL1 with two bridging chloride ligands and (b) the coordination environment of
Cu2+ in the complex. Thermal ellipsoids are drawn at 50% probability level (CCDC 767461).
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competitive indicator.20 The yellow solution of PV was prepared in
80% acetonitrile aqueous solution buffered with 10 mM HEPES pH
6.4, which was then titrated with increasing amounts of CuL2
using the same solvent at 25 �C. It was found that addition of
CuL2 led to the disappearance of the absorption band of PV at
430 nm, with the simultaneous appearance of a new band at
670 nm and a color change from yellow to green (Fig. 2a). In addi-
tion, an isosbestic point was found at 488 nm, suggesting the pres-
ence of two equilibrium species. A Job plot (at 670 nm) was also
obtained and suggested that the complex between CuL2 and PV
was formed with a 1:1 stoichiometry (inset of Fig. 2a). Using the
Benesi–Hildebrand method, the association constant (Ka) between
PV and CuL2 was found to be 1.30 � 104 M�1.21

Upon addition of various anions (as tetrabutylammonium salts,
3 equiv) to the ensemble [CuL2�PV] solutions, only PPi was able to
turn the color from green to yellow of the unbound dye, while
other anions did not give rise to UV–vis spectral changes
(Fig. 2b) or any color changes (Fig. 2c). Moreover, we also carried
out displacement of PV from the CuL2 cavity by phosphate con-
taining biomolecules (AMP, ADP, and ATP). Results showed that
both ADP and ATP were able to displace PV from the cleft of
CuL2, whereas AMP was not (Fig. S5, Supplementary data). There-
fore, CuL2 possessed high selectivity toward PPi over other anions.
We tried to change the dye from PV to fluorescein. However,
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solution buffered with 10 mM HEPES at pH 6.4.
results of this ensemble did not show specific selectivity to any an-
ions (Fig. S6, Supplementary data).

Titrating PPi with an ensemble solution [CuL2�PV] caused an
absorbance increase around 430 nm and an absorbance decrease
around 670 nm (hypsochromic shift), with a color change to yel-
low, revealing that the indicator was displaced from the cleft of
CuL2 by the analyte (Fig. 3). The UV–vis spectrum at 670 nm was
completely saturated at 1.5 equiv of PPi. The binding constant be-
tween CuL2 and PPi was estimated by the competitive spectropho-
tometric method22 and found to be 5.2 � 105 M�1. The electrospray
ionization mass spectrum (positive mode) of CuL2 complex with
PPi showed a molecular ion peak at m/z = 1824.57 (Fig. S7, Supple-
mentary data). The result thus confirmed the 1:1 complex species
of CuL2:PPi.

Xu et al. have characterized crystallographically a ternary sys-
tem complex of PPi with a mononuclear Cu2+ ion and a 2,20-dipyr-
idylamine (hdpa) ligand, [Cu(dhpa)]2+.23 In this case, one PPi anion
acted as the bridging ligand to bring two units of [Cu(dhpa)] to-
gether, forming a dinuclear complex. Simultaneously, two PPi ions
coordinating to the oxygen atoms of a discrete dinuclear complex
also acted as the bridging atoms to hold those two discrete dimeric
species together to form a tetranuclear complex. Compared to our
system, we assume that PPi is bound within the bimetallic cleft of
CuL2. Two oxygen atoms on each phosphorus of PPi coordinated
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through one Cu2+ ion, which was similar to the binding mode of PPi
with the dinuclear DPA–2Zn2+ derivatives reported by Yoon and
co-workers24 and Hong and co-workers.5b

Similar experiments have been run with the mononuclear CuL1
complex. The results showed that in the presence of any anions in
an ensemble solution of [CuL1�PV] the yellow solution of the un-
bound dye was not observed (Fig. S8, Supplementary data). This re-
sult strongly supports the fact that the cooperative action of two
Cu2+ ions in solution is required for selective sensing of PPi.

In conclusion, we have successfully synthesized mono- and
dinuclear Cu(II) complexes of calix[4]arene containing a tripodal
amine, CuL1 and CuL2. CuL2 was demonstrated to be a remarkable
IDA receptor for PPi. A rationale to account for the selectivity of
CuL2 toward PPi requires matching of the distance between the
donor atoms of PPi with the Cu2+–Cu2+ distance in the CuL2 cavity.
In addition, the preorganization of calix[4]arene in the cone confor-
mation and steric hindrance between the two bulky tripodal amine
parts are the most important factors controlling the Cu2+–Cu2+ dis-
tance. This resulted in selective recognition of CuL2 toward PPi
over other anions. Further studies are underway in our laboratory
to prepare anion selective electrodes from CuL2.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Fabrication  of  PVC  membrane  electrodes  incorporating  selective  neutral  carriers  for  Cd2+ was  reported.
The  ionophores  were  designed  to have  different  topologies,  donor  atoms  and lipophilicity  by  attach-
ing  tripodal  amine  (TPA)  units  to  the  lipophilic  anthracene  (ionophore  I) and p-tert-butylcalix[4]arene
(ionophores  II,  III  and  IV).  The  synthesized  ionophores  were  incorporated  to  the  plasticized  PVC mem-
branes  to prepare  Cd(II)  ion  selective  electrodes  (ISEs).  The  membrane  electrodes  were  optimized  by
changing  types  and  amounts  of ionic  sites  and  plasticizers.  The  selectivity  of  the  membranes  fabricated
from  the  synthesized  ionophores  was  evaluated,  the relationship  between  structures  of  ionophores  and
membrane  characteristics  were  explored.  The  ionophore  IV  which  composed  of  two  opposites  TPA  units
on  the  calix[4]arene  compartment  showed  the  best selectivity  toward  Cd2+. The  best  membrane  electrode
was  fabricated  from  ionophore  IV (10.2  mmol  kg−1) with  KTpClPB  (50.1  mol%  related  to  the  ionophore)  as
an  ion  exchanger  incorporated  in the DOS plasticized  PVC  membrane  (1:2;  PVC:DOS).  The  Cd-ISE  fabri-

−1
onophore cated  from  ionophore  IV  exhibited  good  properties  with  a Nernstian  response  of  29.4  ± 0.6  mV  decade
of  activity  for Cd2+ ions  and  a  working  concentration  range  of  1.6 ×  10−6–1.0  × 10−2 M.  The  sensor  has  a
fast  response  time  of  10  s  and  can be used  for  at least  1 week  without  any  divergence  in potential.  The
electrode  can  be used  in  the  pH range  of  6.0–9.0.  The  proposed  electrodes  using  ionophores  III  and  IV
were  employed  as  a  probe  for determining  Cd2+ from  the  oxidation  of  CdS  QDs  solution  and  the  real

mple
treatment  waste  water  sa

. Introduction

Cadmium, one of the transition metals, occurs as a minor com-
onent in most zinc ores [1]. It has been used as a pigment and
orrosion resistant plating on steel [2]. Cadmium compounds have
een used widely in electroplating, battery industry and chemi-
al industry for stabilizing plastics [2]. Cadmium is a component of
emiconductors such as cadmium sulfide [3], cadmium selenide [4]
nd cadmium telluride [5] which are used for light detection or solar
ell [6]. Exposure of cadmium can contaminate food and water. Cad-

ium can accumulate, store in living organisms and may  lead to

ancer [7]. Therefore, the determination of cadmium has become

∗ Corresponding author at: Department of Chemistry and Center for Innovation
n  Chemistry, Faculty of Science, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002, Thailand.
el.:  +66 432 02222x12243; fax: +66 432 02373.
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003-2670/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.aca.2011.08.005
 with  excellent  results.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

increasingly important because its toxicity and the increasing level
of extended use in industry.

There  are many analytical techniques for determination of
cadmium in samples such as atomic absorption spectrometry
[8–11], inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry
[12–14], inductively coupled plasma-mass spectrometry [15–17],
stripping voltammetry [18–21], spectrophotometry [22–24] and
ion chromatography [25–28]. These methods required expensive
instruments and time-consuming sample preparation. During the
past three decades, ion selective electrodes (ISEs) were developed
to use in many fields including clinical chemistry, cosmetics, pro-
cess control, agriculture and environmental analysis. Membrane
ion selective electrodes containing ionophores are successfully
used for monitoring and determination of several metal ions [29,30]
with many advantages such as good selectivity, high sensitivity,

good reversibility, convenient, inexpensive and rapid for analysis
[31].

Extensive efforts were put into the synthesis of ionophores with
high selectivity for Cd2+ recognition [32–43]. The sensors were

dx.doi.org/10.1016/j.aca.2011.08.005
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00032670
http://www.elsevier.com/locate/aca
mailto:wittayange@kku.ac.th
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sed successfully in various fields such as water monitoring and
aste water treatment. Many researchers used crown ethers as

onophores in Cd2+ selective electrodes. Gupta and co-workers pre-
ared membrane potentiometric sensors based on crown ethers
hat showed good membrane characteristics [32–34]. The sensors
howed selectivity toward Cd2+ upon adding benzene or cyclo-
exane constituents to the flexible crown ethers leading to their
tiffening and altering the binding strength to complex Cd2+ selec-
ively. The selectivity also depended on the size of the crown ether
ing. Other crown ethers were also demonstrated as ionophores
or Cd2+. Monoaza-18-crown-6 [35] and benzo-15-crown-5 [36]
ere used as neutral carriers in plasticized PVC membrane with

ood selectivity toward Cd2+ over other studied interfering ions.
hamsipur and Mashhadizadeh reported the successful use of
etrathia-12-crown-4 in fabrication of a membrane ion selective
lectrode for cadmium [37]. The electrode displayed low detection
imit, fast response, wide pH range and lifetime for at least 6 weeks.

 potentiometric sensor for cadmium based on tetrol compound
as prepared by the same research group [38]. The ligand tetrol
ith flexible tri-dimensional structure and four hydroxyl groups

an bind Cd2+ to form a stable 1:1 tetrol–Cd2+ complex.
Later on Gupta and coworker prepared Cd2+-ISE using Schiff

ase ionophores [39]. The selectivity of the Cd2+ electrode sys-
ems increased to a larger extent with the increase of amounts of
nionic additives in the membrane. Moreover, they reported the
se of two neutral ionophores, Schiff base-based o-phthalaldehyde
L1) and 4-hydroxynaphthalaldehyde (L2), for fabrication of Cd-
SE. The electrodes fabricated from ionophore L1 exhibited a
emarkable low detection limit in nanomolar concentration level
ith a fast response time (11 s) [40]. Ensafi el al. employed 4-
ydroxy salophen, a good complexing ligand for metal ions, as an

onophore in a Cd2+ PVC membrane potentiometric sensor [41].
his Cd2+-ISE showed a good characteristic of the membrane sen-
or in term of reproducible results and good selectivity. Rezaei and
o-workers explored N,N′-(4-methyl-1,2-phenylene)diquinoline-
-carboxamide as a new neutral carrier for the recognition site
f cadmium(II)-PVC membrane electrode [42]. The prepared Cd2+-
SEs exhibited a response for Cd2+ over a wide concentration
ange with good selectivity. Ionophores based on three dimen-
ional lipophilic compounds such as calixarene were also reported.
upta and colleague reported the used of t-butyl thiacalix[4]arene
nd thiacalix[4]arene as Cd2+ ionophores. The electrode membrane
ncorporated thiacalix[4]arene showed better characteristics than
he other. The sensor gave a linear potential response for Cd2+ over a
ide activity range with Nernstian compliance (29.5 mV  decade−1

f activity) and a fast response time of ∼8 s [43].
Thus  far, there are a few Cd2+ ionophores based on coordina-

ion bonding from nitrogen donating ligands. To construct ISEs
or Cd2+, choosing the appropriate recognition unit to recognize
d2+ selectively is very challenging. Recently, tripodal ligands
uch as tris(2-pyridylmethyl)amine (TPA) have been employed as
hemosensors for Zn2+ [44,45]. The selectivity of this type of ligand
oward metal ions depends on the preorganization of its struc-
ures. Both Zn2+ and Cd2+ are d10 metal ions and have similar
oordination chemistry [46]. However, Cd2+ is a bigger ion than
n2+, and the metal center can accommodate 4–6 ligands. There-
ore, we have designed 4 new ionophores containing a different
umber of the TPA units. Ionophore I contained one TPA group

inked to the anthracene unit. Ionophores II, III and IV have been
esigned to have a different number of the TPA unit connected to
he calix[4]arene framework. Ionophores II–IV are expected to form
omplexes with Cd2+ to a different extent.
In  this work, electrode characteristics such as the formation
onstant of each ionophore toward Cd2+, membrane composition
ptimization, selectivity, working pH range, reversibility of the sen-
or and the electrode life time were fully examined. Moreover,
imica Acta 704 (2011) 73– 86

the  relationship between the membrane characteristics and the
topology of the ligands, the number of the donor atoms and the
lipophilicity of ionophores was explored. The use of the proposed
electrode as the sensor for Cd2+ releasing from nanocrystalline CdS
quantum dots solution and Cd2+ in the real treatment water sample
was also carried out.

2.  Experimental

2.1. Reagents

Anthracene-9-carbaldehyde was  purchased from Aldrich.
The precursor compounds, 2-(bis(2-pyridylmethyl)-aminomethyl)
aniline (1), 25-2(2-ethyloxybenzaldehyde)-26,27,28-triihydroxy
p-tert-butylcalix[4]arene (2), 25,27-(4,4′-bis(ethoxybenzal-
dehyde))-26,28-dihydroxy p-tert-butylcalix[4]arene (3) were
synthesized using the previously published procedure [44,47,48].
High molecular weight poly(vinylchloride) (PVC), tetrakis[3,5-
bis(trifluoro-methyl)phenyl]borate (NaTFPB), potassium tetrakis
(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB), bis(2-ethylhexyl)sebacate
(DOS),  2-nitro phenyl octyl ether (o-NPOE) and tetrahydrofuran
(THF), which were obtained from Fluka, were used to prepare the
PVC membranes. The nitrate and chloride salts of all cations were
obtained from Carlo Erbar, Ajax Finechem, Riedel-de Haën, Fluka
and J.T. Baker. Nitric acid and sodium hydroxide were obtained
from QReC and Carlo Erba, respectively. All aqueous solutions
were prepared in deionized water with the specific resistivity of
18.2 M� cm from RiOs

TM Type I Simplicity 185 (Millipore water).
Working solutions of different concentrations were prepared by
dilution of 1.0 M stock solutions.

2.2. Instrumentation

Fluorescence spectra were recorded using a RF-5301PC spec-
trofluorophotometer (Shimadzu). The slit width used for excitation
and emission was  5 nm. The pH of the solution was measured with
Denver Instrument UB-10 DELUXEBIO Series. The determination
of cadmium concentrations in QDs solution was  performed on a
Perkin-Elmer PE100 flame atomic absorption spectrometry using
air-acetylene flame. The concentration of cadmium in treatment
waste water samples was determined using inductively coupled
plasma optical emission spectrometer (model iCAP 6500, Thermo
Scientific). Other instrumental parameters were used as recom-
mended by manufacturers.

2.3.  Synthesis of tripodal amine ionophores

2.3.1. Synthesis of N-(anthracene-9-yl methyl)-2-(((pyridin-2-yl
methyl)(pyridin-3-yl methyl)amino)methyl)aniline (I)

Anthracene-9-carbaldehyde (0.96 g, 6.47 mmol) was  mixed
with 2-(bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl)aniline (1.41 g,
4.65 mmol) in dried CH3CN (100 mL), and the solution was
refluxed for 24 h. The solvent was then removed by evaporation.
The remaining oil was  dissolved in CH3OH. The solution was
treated with NaBH4 (0.57 g, 15.48 mmol) in small portions at 0 ◦C
and subsequently refluxed for 16 h under nitrogen atmosphere.
At room temperature, water (50 mL)  was  added into the mixture,
and the solvent was concentrated in vacuo. The organic layer was
dried over anhydrous Na2SO4, and the solvent was removed under
reduced pressure giving a red-brown oil. Ionophore I was obtained
by precipitating the crude product using a mixture of CH3OH and
diethyl ether as a bright yellow solid (0.35 g, 55%).
1H NMR  (400 MHz, CDCl3, ppm): ı 8.60 (s, 2H, ArH), 8.28 (d,
J = 8.8 Hz, 2H, ArH), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH), 8.04 (d, J = 4.0 Hz,
2H, ArH), 7.57 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.50 (m,  2H, ArH), 7.06 (s,
2H, ArH), 6.74 (q, J = 4.0 Hz, 2H, ArH), 6.62 (m,  2H, ArH), 6.44 (d,
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 = 8.0 Hz, 2H, ArH), 6.09 (s, 1H, -NH-), 5.15 (s, 2H, -CH2-NH-), 3.56
s, 2H, -CH2-), 3.50 (s, 2H, -CH2-). 13C NMR  (100 MHz, CDCl3, ppm):

 158.44, 148.46, 148.07, 135.90, 131.65, 131.42, 130.94, 129.98,
29.05, 129.05, 127.70, 126.34, 125.26, 124.79, 122.48, 121.77,
21.47, 116.57, 109.56, 58.51, 40.59. ESI-MS (positive mode, m/z):
M+H]+ Calcd for C34H31N4, 495.25; Found, 495.25.

.3.2.  Synthesis of 25-ethyl-2-(bis(2-
yridylmethyl)aminomethyl)aniline-26,27,28-triihydroxy
-tert-butylcalix[4]arene (II)

25-2(2-Ethyloxybenzaldehyde) p-tert-butylcalix[4]arene
2)  (7.19 g, 9 mmol) in CH2Cl2 (25 mL)  was added to

 suspension of anhydrous MgSO4 (10.87 g, 90 mmol)
n CH2Cl2 (20 mL)  containing 2-(bis(2-pyridylmethy)
minomethyl)aniline (1) (2.75 g, 9 mmol). The mixture was
tirred for 12 h under nitrogen atmosphere. Then, MgSO4 was
emoved by filtration. After the solvent was removed, the imine
roduct was obtained as a dark solid (quantitative yield) and
sed in the next step without further purification. The imine was
issolved in MeOH (50 mL)  and the solution was cooled to −5 ◦C.
aBH4 (3.4 g, 90 mmol) was added and the reaction was  refluxed

or 3 h under nitrogen atmosphere. Then water was  added to the
eaction and the solvent was evaporated to remove MeOH. CH2Cl2
200 mL)  was then added to the mixture. The organic phase was
ashed with water (3× 50 mL)  and dried with anhydrous MgSO4.
fter removing solvent, the crude product was then purified by
olumn chromatography (SiO2) using EtOAc as eluent. Compound
I was further purified by precipitation using hexane and was
btained as a white solid (1.95 g, 20%).

1H NMR  (400 MHz, CDCl3, ppm): ı 10.20 (s, 1H, -OH), 9.49 (s,
H, -OH), 8.44 (d, 2H, J = 4 Hz, ArH), 7.49 (t, 2H, J = 6 Hz, ArH), 7.37
d, 2H, J = 4 Hz, ArH), 7.34 (d, 2H, J = 8 Hz, ArH), 7.13 (s, 2H, ArH),
.12 (s, 1H, ArH), 7.07 (d, 2H, J = 2 Hz, ArH), 7.05 (s, 2H, ArH), 7.03 (s,
H, ArH), 7.02 (s, 2H, ArH), 6.94 (m,  2H, ArH), 6.54 (t, 1H, J = 7.6 Hz,
rH), 6.40 (d, 1H, J = 8 Hz, ArH), 4.70 (d, 2H, J = 3.2 Hz, -CH2-NH-),
.64 (s, 4H, -O-CH2-O-), 4.53 (d, 2H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.24 (d,
H, J = 13.6 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.83 (s, 4H, -CH2-), 3.69 (s, 2H, -CH2-),
.45 (d, 2H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.40 (d, 2H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-
r), 1.23 (s, 36H, -tert-butyl). 13C NMR  (100 MHz, CDCl3, ppm):

 159.24, 156.11, 149.12, 149.04, 148.39, 148.29, 148.09, 147.85,
43.50, 143.12, 136.30, 133.61, 130.94, 128.74, 128.53, 128.12,
28.07, 127.75, 127.69, 126.56, 125.82, 125.71, 125.66, 123.18,
21.90, 121.51, 121.10, 115.32, 110.80, 110.20, 74.78, 60.13, 58.47,
1.73, 33.00, 32.18, 31.50, 31.25. HRMS-ESI (positive mode, m/z):
L2+H]+ Calcd for C72H84N4O5, 1085.6442; Found, 1085.6671.

.3.3.  Synthesis of
5-ethyl-2-hydroxymethylphenol-27-ethyl-2-(bis(2-pyridyl
ethyl)aminomethyl)aniline-26,28-dihydroxy

-tert-butylcalix[4]arene (III) and 25,27-bis(ethyl-2-(bis(2-
yridylmethyl)aminomethyl)aniline)-26,28-dihydroxy
-tert-butylcalix[4] arene (IV)

25,27-(4,4′-Bis(ethoxybenzaldehyde))-26,28-dihydroxy p-tert-
utylcalix[4]arene (3) (2.65 g, 2.8 mmol) in dried CH2Cl2 (50 mL)
as added to a suspension of anhydrous MgSO4 (6.76 g, 56 mmol) in
H2Cl2 (70 mL)  with 2-(bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl)aniline
1) (2.13 g, 7 mmol). The reaction mixture was stirred for 12 h under
itrogen atmosphere. Then solid MgSO4 was removed by filtration.
fter the solvent was removed, the imine product was obtained as a
ark solid in a quantitative yield. The imine was dissolved in MeOH
50 mL), and the solution was cooled to −5 ◦C. Subsequently, NaBH4
2.12 g, 56 mmol) was added to the brown solution, and the mixture

as refluxed for 12 h under nitrogen atmosphere. At room temper-

ture, water (150 mL)  was added, and the mixture was evaporated
o remove MeOH. CH2Cl2 (150 mL)  was added to the mixture.
he organic layer was washed with water (3× 50 mL), dried with
imica Acta 704 (2011) 73– 86 75

anhydrous  MgSO4, and evaporated. The crude product was then
purified by column chromatography (SiO2) using EtOAc as elu-
ent to obtain ionophore III as a yellow oil. Then, the eluent was
changed to 20% MeOH in EtOAc to obtain ionophore IV as a yellow
oil. Ionophore III was recrystallized in hexane as a white solid (0.4 g,
12%). Ionophore IV was  obtained as a white solid (0.85 g, 20%) after
recrystallizing in diethyl ether.

For III: 1H NMR  (400 MHz, CDCl3): ı 8.43 (d, 2H, J = 4.8 Hz, ArH),
7.48–7.46 (m,  4H, 2ArOH + 2ArH), 7.34–7.31 (m, 8H, J = 1.6 Hz, ArH),
7.34–7.32 (m,  6H, ArH), 7.10 (m,  6H, ArH), 6.98 (m,  6H,  ArH), 6.58
(s, 2H, ArH), 6.45 (d, 2H, J = 4.4 Hz, ArH), 5.24 (s, 4H, Ar-CH2-OH),
4.53 (d, 2H, J = 5.2 Hz, -CH2-NH-), 4.45–4.34 (m, 12H, Ar-CH2-Ar + -
O-CH2CH2-O-), 3.80 (s, 4H, -CH2-Ar) 3.67 (s, 2H, Ar-CH2-Ar), 3.37 (d,
2H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.36 (d, 2H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar) 1.27
(s, 18H, -tert-butyl), 1.02 (s, 18H, -tert-butyl). 13C NMR (100 MHz,
CDCl3, ppm): ı 171.10, 159.30, 156.70, 156.50, 150.56, 149.84,
149.50, 148.23, 147.03, 141.48, 136.34, 136.29, 132.79, 130.95,
129.75, 129.44, 128.81, 128.64, 128.59, 127.94, 127.90, 127.65,
125.71, 125.23, 125.17, 123.24, 121.92, 121.53, 120.82, 120.79,
115.38, 111.54, 110.92, 110.36, 74.25, 74.12, 66.98, 66.84, 61.56,
60.15, 58.50, 41.77, 33.99, 33.85, 31.52, 31.08. HRMS-ESI (posi-
tive mode, m/z): [III+H]+ Calcd for C81H94N4O7, 1235.7123; Found,
1235.7182.

For IV: 1H NMR  (400 MHz, CDCl3): ı 8.42 (d, 4H, J = 4 Hz, ArH),
7.91 (s, 2H, ArOH), 7.65 (d, 2H, J = 2.4 Hz, ArH), 7.46 (m,  4H, ArH),
7.35 (d, J = 7.6 Hz, 2H, ArH), 7.30 (s, 4H, ArH), 7.19 (m,  2H, ArH),
7.06 (m,  8H, ArH), 7.05 (m,  2H, ArH), 6.95 (d, 4H, J = 8.4 Hz, ArH),
6.89 (s, 4H, ArH) 6.86 (d, 2H, J = 7.2 Hz, ArH), 6.72 (s, 2H, -NH-), 6.54
(m, 2H, ArH), 6.44 (d, 2H, J= 8 Hz, ArH), 4.53 (d, 4H, J = 4.8 Hz, -CH2-
NH-), 4.44 (d, 4H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.35 (s, 8H,–CH2-O-), 3.80
(s, 8H, -CH2-), 3.68 (s, 4H, -CH2-), 3.33 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-
Ar), 1.26 (s, 18H, -tert-butyl), 1.03 (s, 18H, -tert-butyl). 13C NMR
(100 MHz, CDCl3, ppm): ı 159.23, 156.24, 150.35, 149.73, 149.07,
148.21, 147.34, 141.69, 136.29, 133.12, 130.97, 128.77, 128.56,
128.52, 127.93, 127.63, 125.72, 125.20, 123.20, 121.91, 121.55,
120.71, 115.35, 110.78, 110.32, 74.16, 66.65, 60.16, 58.47, 41.76,
34.04, 33.84, 31.83, 31.66, 31.10. HRMS-ESI (positive mode, m/z):
[IV+H]+ Calcd for C100H112N8O6, 1521.8705; Found, 1521.8698.

2.4.  Preparation of the electrode

The  PVC based membranes were prepared by dissolving of
the ionophores (10 mmol  kg−1), NaTFPB or KTpClPB, NPOE or DOS
(66 wt.%) and PVC (33 wt.%) in THF (2 mL). The compositions were
mixed according to weight percentages to give a total mass of
220 mg.  The mixture was  transferred into a glass ring (30 mm i.d.)
placed on a glass plate, and the THF solvent is allowed to evaporate
at room temperature over a period of 24 h. The transparent mem-
branes were obtained and punched into small sizes (7.5 mm i.d.)
then conditioned overnight in 10 mM Cd(NO3)2 solutions. The con-
ditioned membrane was assembled into Philips body electrodes.
The CdCl2 solution (10 mM)  was  used as the inner filling solution.
The compositions of the membrane electrodes are summarized in
Table 1.

2.5.  The EMF measurements

The  membrane electrodes were conditioned for 12 h in 10 mM
Cd(NO3)2 solution. All EMF  measurements were carried out with
the following cell assembly:

Ag,  AgCl/3 M KCl//1 M LiOAc//sample solution/membrane/
IFS/AgCl,  Ag

The Ag/AgCl double junction reference electrode was  used (type
6.0726.100, Metrohm AG, CH-9010 Herisau, Switzerland) with 1 M
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Table  1
Membrane compositions and electrode response properties.

Ionophore Membrane composition Slope
(mV  decade−1)
(±SD, n = 3)

Linear range
(M)

Detection limit
(M)

PVCmg  (wt%) Plasticizer Ion exchanger Ionophore
mg
(mmol  kg−1)

DOS, mg
(wt%)

o-NPOE,
mg  (wt%)

KTpClPB,
mg  (mol%)

NaTFPB,
mg (mol%)

I

74.54 (32.5)

145.69 (65.7)

152.42 (66.4) 1.45 (72.9) 1.11 (9.8) 26.2 (0.2) 10−5 to 10−2 4.5 × 10−6

72.75 (32.8) 147.36 (66.4) 0.80 (71.2) 1.12 (10.2) 26.4 (0.3) 10−5 to 10−2 4.8 × 10−6

73.01 (33.0) 145.58 (65.9) 1.40 (74.4) 1.05 (9.6) 26.6 (0.1) 10−5 to 10−2 4.0 × 10−6

73.28 (33.1) 1.51 (75.9) 1.11 (10.1) 26.3 (0.3) 10−5 to 10−2 3.4 × 10−6

73.01 (33.0) 145.58 (65.9) 1.40 (74.4) 1.05 (9.6) 25.2 (0.4) 10−5 to 10−2 3.4 × 10−6

76.07 (32.8) 153.98 (66.3) 0.98 (46.8) 1.17 (10.2) 26.8 (0.3) 10−5 to 10−2 2.9 × 10−6

73.23 (33.3) 145.22 (66.0) 0.50 (24.9) 1.12 (10.3) 26.7 (0.2) 10−5 to 10−2 3.3 × 10−6

II

72.10 (32.6)

145.12 (65.5)

144.87 (65.6) 1.48 (75.2) 2.41 (10.0) 25.2 (0.6) 10−5 to 10−2 3.5 × 10−6

72.45 (32.8) 144.97 (65.7) 0.79 (71.1) 2.43 (10.1) 25.5 (0.8) 10−5 to 10−2 3.6 × 10−6

72.20 (32.7) 144.87 (65.6) 1.45 (73.4) 2.42 (10.1) 26.2 (0.2) 10−5 to 10−2 4.2 × 10−6

72.51 (32.7) 1.48 (74.9) 2.42 (10.1) 27.8 (0.1) 10−5 to 10−2 4.3 × 10−6

72.18 (32.5) 145.62 (65.7) 1.47 (73.2) 2.46 (10.2) 26.9 (0.2) 10−5 to 10−2 3.8 × 10−6

75.95 (33.0) 151.12 (65.6) 0.94 (48.2) 2.39 (9.6) 30.2 (0.2) 10−5 to 10−2 5.5 × 10−6

73.01 (33.0) 145.66 (65.7) 0.49 (24.6) 2.44 (10.1) 26.6 (0.3) 10−5 to 10−3 5.5 × 10−6

III

72.53 (32.9) 144.38 (65.5) 0.82 (73.2) 2.82 (10.2) 28.5 (0.8) 10−5 to 10−3 3.6 × 10−6

72.61 (32.9) 144.48 (65.5) 0.79 (71.6) 2.78 (10.1) 31.9 (0.8) 10−5 to 10−2 6.2 × 10−6

72.66 (32.9) 144.82 (65.5) 0.82 (73.3) 2.82 (10.2) 26.6 (1.6) 10−5 to 10−2 3.8 × 10−6

72.69 (32.7) 145.16 (65.4) 1.42 (71.8) 2.79 (10.1) 26.9 (0.2) 10−5 to 10−2 2.9 × 10−6

72.43 (32.7) 145.56 (65.8) 0.47 (23.8) 2.79 (10.1) 32.8 (1.1) 10−5 to 10−2 7.9 × 10−6

72.11 (32.6) 145.14 (65.7) 0.98 (49.4) 2.80 (10.1) 30.6 (0.5) 10−5 to 10−2 5.5 × 10−6

72.69 (32.7) 145.16 (65.4) 1.42 (71.8) 2.79 (10.1) 25.2 (0.2) 10−5 to 10−2 3.2 × 10−6

IV

72.14 (32.6) 144.59 (65.4) 0.92 (46.0) 3.47 (10.2) 29.3 (0.5) 10−5 to 10−3 3.2 × 10−6

72.04 (32.7) 143.90 (65.3) 0.97 (48.0) 3.50 (10.3) 31.0 (0.5) 10−6 to 10−2 3.8 × 10−6

72.40 (32.8) 144.47 (65.5) 0.45 (22.9) 3.41 (10.1) 32.5 (0.4) 10−6 to 10−2 1.7 × 10−6

72.45 (32.7) 144.48 (65.3) 0.95 (48.2) 3.42 (10.1) 30.8 (0.2) 10−6 to 10−2 2.5 × 10−6

73.65 (32.3) 146.42 (65.1) 1.42 (72.0) 3.42 (9.9) 25.4 (0.5) 10−6 to 10−2 1.8 × 10−6
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72.13 (32.7) 147.19 (66.0) 0.27 (24.5
72.54 (32.7) 145.32 (65.5) 0.56 (50.1
72.44 (32.7) 144.61 (65.3) 0.83 (75.4

iOAc as salt bridge electrolyte. A Lawson Labs, Inc 16-channel
otentiometer (Lawson Labs Inc., Malvern, PA 19355, USA) was
sed for the potential measurements at ambient temperature. The
ctivities were calculated according to the Debye–Hückel approx-
mation [49]. The detection limit was determined according to
UPAC recommendations.

.6.  Preparation of sandwich membranes

In order to determine ion-ionophore complex formation con-
tants in the solvent polymeric membrane, it requires membrane
otential measurements on two-layer sandwich membranes,
here only one side contains the ionophore. The PVC mem-

ranes were cast by dissolving the ionophore and the lipophilic
on exchanger (NaTFPB or KTpClPB), PVC and plasticizer (DOS or
POE) (1:2 by weight), to give a total cocktail mass of 220 mg  in
.0 mL  of THF and pouring it into a glass ring affixed onto glass plate.
he solvent THF was left to evaporate overnight. The membrane
ompositions and the formation constant are shown in Table 2.

The sandwich membrane was visibly checked for air bubbles and
mmediately placed on a Philips body electrode (membrane with
onophore facing the sample solution) and immersed into the Cd2+

olution. The time needed from mounting the membrane until the
otential measurement was less than 1 min. The EMF  signals were
ecorded continuously for several hours. All membrane electrode

otential measurements were performed at ambient temperature

n unstirred solutions.
Membrane  potential values, EM, were determined by subtract-

ng the cell potential for a membrane without ionophore from that
3.41 (10.0) 33.1 (0.2) 10 to 10 1.4 × 10
3.46 (10.2) 29.4 (0.6) 10−6 to 10−2 1.6 × 10−6

3.41 (10.0) 27.9 (0.6) 10−6 to 10−2 1.6 × 10−6

of the sandwich membrane. The formation constants were calcu-
lated using Eq. (1).

log  ˇILn =
(

EMziF

2.303RT

)
− n log

(
LT − nRT

zi

)
(1)

LT is the total concentration of the ionophore. RT is the concentra-
tion of lipophilic ion exchanger. R, T, F, n and zi are the gas constant,
the absolute temperature, the Faraday constant, the complex stoi-
chiometry and the charge of the tested ion, respectively.

2.7. Selectivity

The potentiometric selectivity coefficients were determined by
fixed interference method. The interfering ions studied were Na+,
K+, Ca2+, Mg2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Pb2+, Hg2+, Cr3+ and Fe3+. The
interfering  ions were fixed at appropriate concentrations between
1.0 × 10−6 and 1.0 × 10−2 M depending on the interfering level of
each ion. The stock solution of Cd2+ was added into the solution con-
taining an interfering ion in order to make the final concentration
between 1.0 × 10−7 and 1.0 × 10−2 M,  and the EMF was  measured
continuously. The lower detection limit was calculated as recom-
mended by IUPAC. The selectivity coefficients were calculated from
the mean value of triplicate experiments with the standard devia-
tion.
2.8. Effects of the solution pH

The solution pH and the electrode signal were parallel mea-
sured. A pH electrode, a reference electrode and the proposed ISE
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Table  2
Experimental membrane potentials and corresponding ionophore complex formation constants determined with segmented sandwich membranes for ionophore II–IV in
PVC  membrane assuming 1:1 stoichiometry of their complexes with Cd2+.

Ionophore Ionophore LT (mmol  kg−1) Anionic sites RT (mmol  kg−1) Plasticizer Membrane potential EM (mV) Formation constant log ˇILn
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II 9.99 NaTFPB (4.74) 

III 10.01 NaTFPB (4.82) 

IV 9.80 KTpClPB (4.59) 

ere immersed in the solution contained Cd2+ 1.0 × 10−4 M (or
.0 × 10−3 M).  The pH of the solution was adjusted to pH 3 by HNO3.
he pH of the solution was varied from 3 to 10 by gradually adding
.01–0.10 M NaOH.

.9. Reversibility

The membrane reversibility was examined by measuring the
MF of Cd-ISE in a 10−4 M Cd2+ solution. Subsequently, the elec-
rode was rinsed and dipped into a 10−3 M Cd2+ solution. The cycle
as repeated four times.

.10.  Electrode life time

After  conditioning a membrane overnight in 10 mM Cd(NO3)2,
d-ISE’s response were recorded over the concentration range of
0−7–10−2 M Cd2+. This procedure was repeated several times.
he slopes and response potentials were recorded with the same
lectrode until the significant diversity of signals and slopes was
bserved.

.11. Application to determine the oxidization product of CdS QDs

TGA-capped CdS QDs were prepared and purified using a pro-
edure from the literature with modification [50]. The properties
f the synthesized quantum dots were reported in the previous
eport [51]. The original CdS QDs solution (1000 ppm) of 100 �L
as diluted into 10.00 mL  of water. The Cd2+-ISE and the refer-

nce electrode were directly immersed to the diluted solution.
he EMF  was recorded, and this corresponded to free Cd2+ in the
olution. Total amount of Cd2+ in CdS QDs was then determined
y adding 0.03%v/v H2O2 (50 �L) into the solution, and the EMF
f the solution was measured. The procedure was  repeated sev-
ral times. The calibration curve was tested before and after each
xperiment.

.12. Application to determine Cd2+ in the real treatment waste
ater  sample

In  order to demonstrate the applicability of the fabricated Cd-ISE
ensors (ionophores III and IV), the treatment waste water sam-
le was used as the representative of the environmental sample.
he water sample was collected from Chulalongkorn University’s
reatment waste water pond using polyethylene bottles and was
sed immediately. The sample was filtered through the nylon
.45 �m membrane. The accuracy and precision of measurement
ere evaluated by spiking Cd2+ in to the sample to have the concen-

ration of 1.0 × 10−5 M and 3.0 × 10−5 M (corresponding to 1.124
nd 3.372 mg  L−1, respectively), and the results obtained were com-
ared with the results from a standard ICP-AES.

. Results and discussion
.1.  Design and synthesis of ionophores

Recently, many researchers have employed calix[4]arene
s a three-dimensional molecular building block to attach
NPOE 385 ± 8 15.15 ± 0.29
NPOE 480 ± 9 18.29 ± 0.31
DOS 463 ± 5 17.79 ± 0.16

particular  functional units to their skeleton for selective bind-
ing with different metal ions. Reinhoudt and co-workers reported
the use of calix[4]arenes substituted with dithioamide function-
alities to prepare chemically modified field effect transistors
(CHEMFETs) possessing high selectivity toward Cd2+ [52,53]. There-
fore, we  attached the TPA unit to our modified anthracene and
calix[4]arenes to obtain ionophores I, II, III and IV. Ionophore I
consisted of one TPA group connected to anthracene. Ionophore
II contained calix[4]arene attaching with only one TPA moiety.
Ionophore III is similar to the structure of II but the opposite site of
TPA unit was  attached with benzyl alcohol unit to coordinate with
metal center. Ionophore IV contained two  TPA molecules on the
opposite sites. Therefore, the binding properties of each ionophore
toward metal ions in membranes definitely depend on the topol-
ogy, the donor atoms and lipophilicity of the ligands.

Generally, the synthetic procedure for ionophores I–IV shown in
Scheme 1 employed the condensation reactions between the amine
and the aldehyde functional groups to yield the Schiff base com-
pounds. Reduction of the Schiff bases with NaBH4 resulted in the
desired ionophores.

Structures of ionophores I–IV are illustrated in Fig. 1. Ionophore
I was  synthesized from the reaction between anthracene-9-
carbaldehyde and 2-(bis(2-pyridylmethy)aminomethyl)aniline (1)
in  anhydrous CH3CN to yield the Schiff base derivative. Upon react-
ing the Schiff base with NaBH4, the reaction in CH3OH yielded
ionophore I in 55% yield after precipitation with diethylether.
Ionophore II was synthesized from the condensation reac-
tion between compound 1 and 25-2(2-ethyloxybenzaldehyde)-
26,27,28-triihydroxy p-tert-butylcalix[4]arene (2) in anhydrous
CH2Cl2 to give the Schiff base derivative which was  reduced
by NaBH4 in CH3OH to yield ionophore I in 20% yield.
Ionophores III and IV were prepared from the reaction
of 25,27-(4,4′-bis(ethoxybenzaldehyde))-26,28-dihydroxy p-tert-
butylcalix[4]arene (3) with compound 1. After reaction with
NaBH4, the crude products were separated by column chromatog-
raphy. Ionophore III and IV were obtained in 12% and 20% yields,
respectively.

Recently, II and IV have been found to form complexes with
Cu2+ which can detect pyrophosphate using indicator displacement
strategy [54]. We  think that the synthesized ionophores can also
bind with other transition metal ions. With appropriate membrane
compositions, we expect that these ionophores would response
selectively toward Cd2+ with good membrane characteristics. We
also expect to see the relationship between the structure and the
selectivity of ionophores as well as good ISE characteristics.

3.2. Optimization of membrane compositions

It is well known that for PVC membrane electrodes the type
and percentage of each composition are critical parameters that
affected the sensing characteristic of the fabricated electrode such
as the working concentration range, lifetime, selectivity, sensitiv-
ity and chemical stability. However, the ratio between PVC and

plasticizer are already optimized at 1:2 ratio by weigh which is
provided the best component in many reports [55]. The dielectric
constant of the membrane phase, the mobility of the ionophore
and its metal complexes can improve the response characteristics
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Scheme 1. Synthetic procedures for ionophores I–IV. Reagents and 

31]. In this work, the type of ionophores (ionophores I–IV), ionic
dditives (KTpClPB and NaTFPB) and plasticizers (o-NPOE and DOS)
ere studied in order to obtain the best membrane characteristics

f Cd2+-ISE. The concentration of the ionophore in the membrane
as fixed at ca. 10 mmol  kg−1.

The  decision for choosing the optimal composition was based
n how well the slope of the plot between EMF  and logarithm
f activity of Cd2+ behaved close to the theoretical predicted by
ernst’s equation (29.6 mV  decade−1). Moreover, the lower limit of
etection is an important characteristic of an ISE. The lower detec-
ion limit resulted from the good selectivity of the ISE toward Cd2+

ather than other presented cations. In addition, the working con-

entration range and the response reproducibility (from standard
eviation of 3 measurements) are also important characteristics to
e examined. The membrane compositions and the characteristic
arameters were summarized in Table 1.

Fig. 1. Chemical structures
tions: (i) anhydrous CH2Cl2 or CH3CN, rt; (ii) NaBH4, CH3OH,  reflux.

In  the case of the membrane fabricated from ionophore I, the
slopes of the plots of EMF  vs. log aCd2+ were lower than Nerns-
tian’s slope when varying the membrane compositions (Table 1).
This result showed that the ionophore I was not suitable for fab-
rication of Cd-ISE. The lipophilicity of the ionophore I containing
anthracene was  not high enough to retain the ionophore in the
membrane phase especially when forming complexes with Cd2+.

It  can be seen that ionophores II and III in the plasticized
PVC membranes gave well-behaved slope using o-NPOE as plas-
ticizer while PVC membranes incorporating ionophore IV gave the
Nernstian’s slope (29.4 ± 0.6 mV  decade−1) when the membranes
composed of DOS as the plasticizer. This result indicated the rela-

tionship between the polarity of the solvent membrane and the
lipophilicity of the Cd2+-ionophore complexes. The plasticizer o-
NPOE is more polar than DOS is. This suggested that the polarity of
the Cd2+ complexes of ionophores II and III are higher than that

 of ionophores I–IV.
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f Cd2+ complexes of IV. The higher polarity of Cd2+ complexes
f II and III resulted from the unsymmetrical structures of these
onophores as compared to the symmetrical structure of IV. The
esults demonstrated that the response characteristics of the mem-
rane can be tuned by choosing a suitable polarity of the plasticizer.

Moreover, type and mole percentage (related to the mole of
onophores) of ionic additives were also optimized. From Table 1,
wo kinds of the ion exchanger, KTpClPB and NaTFPB gave insignif-
cant different results for the membrane incorporating ionophores
I and III. Therefore, the type of the ionic site may  not be the critical
arameter that affected the response characteristics of the mem-
ranes containing II and III. However, to avoid the leaching of the

onic site to a highly lipophilic medium such as blood or aqueous
olution, a higher lipophilicity ion exchanger, NaTFPB, was chosen
or membrane fabricated from ionophores II and III. For ionophore
I, KTpClPB was used as ionic additive because the lower detection

imit was obtained when using NaTFPB as the ionic site.

.3.  Potentiometric selectivity coefficient

Potentiometric selectivity is the ability of the electrode to mea-
ure primary ions in the presence of foreign ions without biased
ignals. Potentiometric selectivity can be expressed by the selec-
ivity coefficient (Kpot

i,j
). This characteristic is the most important

roperty for ion selective electrodes. Several methods can be used
o determine the selectivity coefficient as recommended by IUPAC
uch as separated solution method (SSM) and fix interference
ethod (FIM). Moreover, match potential method (MPM)  which

ave empirically meaningful results is also used [31]. In this work,
he selectivity coefficients were determined by fixed interference

ethod (FIM). In this method, an entire calibration curve is mea-
ured for the primary ion in a constant interfering ion background
aj,BG). The fixed interference method is based on semi empiri-
al Nicolskii–Eisenman formalism, and the selectivity is usually
escribed in terms of selectivity coefficients (Kpot

i,j
) as shown in Eq.

2).

MF = E0 + RT

ziF
ln
[

ai +
∑

Kpot
i,j

azi/zj
j

]
(2)

MF  is measured potential, E0 is the standard cell potential, and ai
nd aj are the activity of primary and interfering ion, respectively.
n addition, zi and zj are the charge of the primary and interfering
ons, respectively. The selectivity coefficient, Kpot

i,j
, can be calculated

ccording to Eq. (3).

og  Kpot
i,j

= log

(
ai,DL

a
zi/zj

j,BG

)
(3)

n  Eq. (3), ai,DL and aj,BG are the activity of the primary ion at
ower detection limit and the activity of background interfering
ons, respectively. The resulting logarithmic selectivity coefficients
re summarized in Fig. 2. The diagram clearly showed that all
onophores can be used as the selective molecular receptors toward
d2+. Most of the studied interfering ions have logarithmic selec-
ivity coefficient lower than Cd2+. Alkaline earth metal ions showed
owest interfering level that benefited the detection of Cd2+ in the
ard water. Moreover, from selectivity diagram, it should be noted
hat ionophore IV showed the best selectivity toward Cd2+ com-
ared to ionophore III, II and I.

Ionophore IV possesses two tripodal amine (TPA) groups that
an facilitate the formation of a stable octahedral complex with

d2+ via the N donor atoms. The orientation of the donor sites of
oth TPA units on calix[4]arene based structure of ionophore IV
ould give a more flexible coordination sphere to accommodate
d2+ as compared to that in ionophores II and III. Ionophore III also
Fig. 2. A comparison of selectivity coefficient (log Kpot
Cd,j

) of ionophores I, II, III and
IV.

gave higher selectivity toward Cd2+ than ionophore II. This may
result from the hydroxymethylphenol group on the opposite site of
the TPA group. This group may  coordinate to Cd2+ to give a stable
complex. From the selectivity order, the results implied that one
TPA group may  not be enough to coordinate Cd2+, and other donor
sites were needed to improve the binding ability toward Cd2+ in
the membrane.

Considering the coordination chemistry of TPA ligand [54],
Cu2+ can be a potential interfering ion for our fabricated mem-
branes. From the experimental observation, when the membrane
contacted with a Cu2+ solution, the response behaviors were not
reproducible and the slopes of the calibration graph are lower
than expected (∼10 mV  decade−1). Further experiments were car-
ried out to use ionophores II–IV as Cu-ISEs. The results showed
that all membranes showed the time trace line in a negative EMF
direction (data shown in the supporting material). The synthe-
sized ionophores II–IV may  form very strong and non-reversible
complexes with Cu2+ and converted from the neutral ionophore
to the positive charge ionophore inside the membrane [56]. The
membrane may  then respond to NO3

− (from Cu(NO3)2) or other
anions to give a negative response. Form this observation, we are
currently developing anion selective electrodes using Cu2+-TPA-
Calix[4]arene as a carrier. The result will be reported in due course.

3.4. Response characteristic of the membrane fabricated from
ionophore  III and IV

Due  to selectivity and limited working abilities of the
membranes fabricated from ionophores I and II, we  explored char-
acteristics of the ISEs prepared from ionophores III and IV in details.
The optimized membrane compositions for ionophores III and IV
were used to study the response characteristics of the sensors. As
shown in Fig. 3a and b for the response of ISEs prepared from
ionophores III and IV, respectively, the EMF  increased upon increas-
ing the Cd2+ concentration with very stable potentials. Both ISEs
could respond to the Cd2+ very rapidly with the response time less
than 10 s, and the significant increasing of the EMF  was  observed
at the concentration of Cd2+ higher than 1.0 × 10−6 M.  The insets
showed the corresponding calibration curves that provided Nern-
stian slopes of 30.6 ± 0.5 and 29.4 ± 0.6 mV decade−1 and lower
detection limits of 5.5 × 10−6 and 1.6 × 10−6 M for ISEs using III

and IV, respectively. Both sensors could be used in a wide concen-
tration range of Cd2+ (10−6–10−2 M).  The response characteristics
of both sensors showed that the membrane electrodes fabricated
from ionophores III and IV were very good Cd2+ sensors.
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Fig. 3. (a) Response of the Cd-ISE using ionoph

.5. pH effect on the potential response

The aim of this experiment is to explore the working pH range
n which the fabricated ISEs can be used without any biased sig-
als from the solution pH. The experiment was conducted at Cd2+

oncentrations of 1.0 × 10−4 M,  1.0 × 10−3 M and 1.0 × 10−2 M over
he pH range of 3.0–10.0. The EMF  signals as a function of the
olution pH are shown in Fig. 4a and b for electrode fabricated
rom ionophores III and IV, respectively. The electrode response
emained constant at the pH range of 5.0–8.0 and 6.0–9.0 for elec-
rode fabricated from ionophores III and IV, respectively. This is a
asic behavior of the ISE for transition and heavy metal ions that
idely reported in the literatures [32,37,39,41]. At lower pH, the

olution become acidic, an increasing in the potential was observed.
he limit at the lower pH range was due to the membrane response
o high H+ concentration. Moreover, at higher pH values (highly
oncentration of OH−), the potential decreased due to the forma-
ion of cadmium hydroxide that reduced the amount of free Cd2+ in
he solution. Although, the pH working range seems to be limited,
he electrodes can be used in the range of 3 orders pH range which
s good enough for real applications.

.6. Measurement of complex formation constants

Basically, the ISE applications did not require a high value of
he complex formation constant between ionophores and primary
ons. However, the formation constant should be high enough to
ifferentiate the recognition of primary and interfering ions. A
uitable complex formation constant can affect both the selectiv-
ty toward the primary ion and the lower detection limit of the
SE. Therefore, determination of the complex formation constant
ould give useful information to evaluate the characteristics of the
ynthesized ionophores. Bakker and co-workers have invented the
ethod for evaluate the complex formation constant between pri-
ary ions and ionophores in plasticized PVC membrane electrodes
 (b) Response of the Cd-ISE using ionophore IV.

employing  the segmented sandwich membrane approach [57–59].
This method required a determination of the membrane potential
on two-layer sandwich membranes, where only one membrane
contained the ionophore.

The  membrane potential values, EM, are determined by subtract-
ing the cell potential for a membrane without ionophore from that
of the other membrane. The formation constant was  then calculated
according to Eq. (3).

log  ˇILn =
(

EMziF

2.303RT

)
− n log

(
LT − nRT

zi

)
(4)

LT is the total concentration of the ionophore in the membrane
segment. RT is the concentration of lipophilic ionic additives. R,
T and F are the gas constant, the absolute temperature, and the
Faraday constant, respectively. The charge of primary ion and the
ion-ionophore complex stoichiometry are designated as zi and n,
respectively.

The experiments were carried out to determine the formation
constant between Cd2+ and ionophores II, III and IV assuming a 1:1
ion-ionophore stoichiometry. The observed time response behav-
ior of a two-layer sandwich membrane containing ionophores II,
III and IV in the segment facing the sample over the first 10 h
after the initial contact is shown in Fig. 5, and the Cd2+-ionophore
complex formation constants are shown in Table 2. The results
showed that all of ionophores formed very strong and stable com-
plexes with Cd2+ giving logarithmic complex formation constants
of 15.15 ± 0.29, 18.29 ± 0.31 and 17.79 ± 0.16 for ionophores II,
III and IV, respectively. However, the complex formation con-
stant strongly depended on membrane compositions. Therefore,
only membranes from ionophores II and III containing the same
membrane compositions (PVC-o-NPOE) can be compared while the

membrane using ionophore IV containing DOS as plasticizer can-
not. The logarithmic complex formation constant of the ionophore
III (18.29 ± 0.31) was  higher than that of ionophore II (15.15 ± 0.29)
for about 3 orders of magnitude, and this agreed well with the
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Fig. 4. Effect of pH on response of the

electivity coefficient which was better for the membrane fabri-
ated from ionophore III. This result also implied the important
ole of the hydroxymethylphenol group in assisting the TPA group
o coordinate Cd2+. Moreover, the membrane fabricated from
onophore IV (in PVC-DOS) showed a high complex formation value
n the same order with ionophore III. This was corresponding to the
electivity results that the membrane fabricated from ionophore IV
howed the best selectivity toward Cd2+. This characteristic may
e attributed to the two symmetrical tripodal amine groups on the

alix[4]arene that could rearrange in a suitable geometry for com-
lexing Cd2+ rather than other interfering ions. From the formation
onstants, it can be concluded that only one group of tripodal amine

ig. 5. Observed time response behavior of sandwich membranes to Cd2+ (0.01 M
dCl2) using different ionophores; II (solid line), III (dot line), and IV (dash line).
Es using ionophores III (a) and IV (b).

on calixarene framework was not enough to coordinate Cd2+, and
the better ionophore needed other donor sites in order to obtain
the ISE with a good selectivity pattern.

3.7. Reversibility and lifetime of the fabricated electrodes

The reversibility of the electrode signal, when changing and
returning to the same concentration, is another important prop-
erty to be examined for new fabricated sensors. This property also

represents to the precision of the detection. The reversibility of the
sensor was  investigated by alternatively measured EMF’s of two
different concentrations, 10−4 and 10−3 M Cd2+. From Fig. 6, the

Fig. 6. Reversibility of the Cd-ISEs using ionophores III (a) and IV (b) at different
concentrations  between 10−3 M and 10−4 M.
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Fig. 7. Lifetime of the Cd-ISEs using ionophores III (a) and IV (b).

Fig. 8. Comparison of response of the Cd-ISEs using ionophores III (a) and IV (b) between without (black line) and in the presence of 100 �L of CdS QDs  diluted with 10.00 mL
of  water (red line).
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MF signals were found to be restored at the same concentration
f Cd2+ in every measuring cycle. Therefore, the electrode can be
sed to detect the Cd2+ concentration with excellent reversibility.

The duration of the useful period of the polymeric membrane
lectrode is always examined due to the membrane compositions
ay leach or decompose by contact with measuring or conditioned

olutions. The experiments were evaluated by frequent calibration
he same electrode until potential and slope values significantly
iverse from the first time measurement. As shown in Fig. 7, the
MF responses showed no significant drift and slopes of the calibra-
ion graphs still approached the Nernstian value for 20 and 7 days
or the membranes fabricated from ionophores III and IV, respec-
ively. However, when storing time was longer than those values,
t was found that at the higher concentration of Cd2+, the poten-
ial increased more rapidly than expected by the Nernst’s equation.
his result may  stem from the fact that the membrane has lost its
remselectivity over the time.

.8. Analytical applications

.8.1.  Determination of Cd2+ releasing from the oxidation of
uantum  dots

Recently, nanoparticles and quantum dots have been used
xtensively as marker in biosensors [60–65]. Our group fabricated
olymeric membrane Ag-ISE from the synthesized ionophore based
n calix[4]arene [66,67]. The fabricated electrode was successfully
sed for speciation analysis of silver species in silver nanoparti-
les. Later on, we demonstrated the use of the prepared Ag-ISE

s a probe for monitoring Ag+ from oxidized silver nanoparticles
aused by H2O2 releasing from the reaction between glucose and
lucose oxidase [68]. The detected EMF  signal was  corresponding
o the amount of glucose presented in the solution. Using the same

ig. 10. Comparison of response of the Cd-ISEs using ionophores III (a) and IV (b) betwe
iluted with 10.00 mL  of water following by adding 50 �L of 0.03% H2O2 solution (red lin
Fig. 9. Fluorescence spectrum of CdS QDs before and after adding 50 �L of 0.03%
H2O2.

analogy, the proposed Cd-ISE, therefore, was  applied as Cd2+ probe
for potentiometric monitoring of the Cd2+ releasing from CdS quan-
tum dots (CdS QDs).

The  determination of free Cd2+ in the quantum dots solution
was first carried out by direct potentiometry. The calibration curves
were constructed by the electrode fabricated from ionophores III
and IV. Then, the same electrodes were immersed in the solution of

CdS QDs which was adjusted to pH 6.5, and the EMF  was recorded
with respect to Ag/AgCl reference electrode. It was found that the
EMF  did not differ from the blank level (showed in Fig. 8). The
result suggested that there were no significant free Cd2+ in the

en the calibration curve (black line) and the system containing 100 �L of CdS QDs
e).
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Table  3
Determination of Cd2+ in the real sample (n = 5) using the proposed electrodes.

Cd2+ added Cd-ISE (Ionophore III) Cd-ISE (Ionophore IV) Found by ICP-AES
(mg  L−1 ±SD)

Cd2+ found (mg  L−1 ±SD) %Recovery ±SD %RSD Cd2+ found (mg  L−1 ±SD) %Recovery ±SD %RSD

– n.d. – – n.d. – – n.d.
1.124 mg  L−1 (1.0 × 10−5 M) 1.14 ± 0.02 102 ± 2 1.9  1.13 ± 0.05 98 ± 5 5.6 1.157 ± 0.013

.8 

n

q
Q
m
M
r
p
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d
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i
H
c
p
p
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t
5

T
C

3.372 mg  L−1 (3.0 × 10−5 M)  3.35 ± 0.03 99 ± 1 0

.d. = not detectable.

uantum dots solution. This may  stem from the synthesis of CdS
Ds requiring high pH (pH ∼10). Therefore, the excess free Cd2+

ay  form hydroxide complexes and precipitated from the solution.
oreover, the CdS QDs were purified by precipitation in ethanol to

emove the impurities. This workup procedure differed from the
reparation of silver nanoparticles that did not require the pre-
ipitation step. Therefore, free Ag+ was found in the solution of
ilver nanoparticles [66]. To test whether the matrix of quantum
ots solution could possibly interfere the signal of the purposed
d-ISEs, the standard solutions of Cd2+ were successively added

nto the solution contained CdS QDs to construct regular calibra-
ion curve and compared with the solution without quantum dots.
he EMF signal obtained from both solutions showed insignificant
ifference as showed in Fig. 8. This confirmed that the matrix of
uantum dots solution did not bias the measuring signals.

When  the quantum dots were used as the marker in the sens-
ng assay, it was always dissoluted by an oxidizing agent such as

2O2. The concentration of Cd2+ would correspond to the analyte
oncentration. Therefore, to demonstrate the feasibility of the pro-
osed ISE, the CdS QDs were oxidized by H2O2 to convert to the

otentiometric detectable form, Cd2+. The amount of H2O2 was  first
ptimized to avoid the excess H2O2 in the solution that will cause
he membrane damage. The volume of 0.03% H2O2 was varied from

 to 50 �L, and the reaction time was also studied in the range of

able 4
omparison of the potentiometric parameters of the proposed Cd-ISE with Cd-ISEs repor

Ref. Ionophore Linear working range (M)  Li

[32] Dibenzo-24-crown-8 3.9 × 10−5–1.00 × 10−1 5 

[33] Dicyclohexano-18-crown-6 2.1 × 10−5–1.0 × 10−1 6 

[34] Dicyclohexano-24-crown-8 3.0 × 10−5–1.0 × 10−1 5 

[35] Monoaza-18-crown-6 1.0 × 10−5–1.0 × 10−1 3 

[36] Benzo-15-crown-5 3.16 × 10−5–1.00 × 10−1 2 

[37] Tetrathia-12-crown-4 4.0 × 10−7–1.0 × 10−1 6 

[38] [1,1′-bicyclohexyl]-1,1′ , 2,2′-tetrol 1.0 × 10−5–1.0 × 10−1 2 

[39] N,N′-[bis(pyridin-2-yl)
formylidene]butane-1,
4-diamine

7.9  × 10−8–1.0 × 10−1 2 

[40] o-Phthalaldehyde based Schiff base 5.0 × 10−9 –1.0 × 10−1 2.

[41] 4-Hydroxy salophen 1.0 × 10−6–1.0 × 10−1 8 

[42] N,N′-(4-methyl-1,2-phenylene)
diquinoline-2-carboxamide
(Mebqb)

1.0  × 10−6–1.0 × 10−1 8 

[43] Thiacalix[4]arene 3.2 × 10−6–1.0 × 10−1 3 

This work 25,27-bis(Ethyl-2-(bis(2-
pyridylmethyl)
aminomethyl)aniline)-26,28-
dihydroxy p-tert-butylcalix[4]
arene  (Ionophore IV)

1.6 × 10−6–1.0 × 10−2 1 
3.30 ± 0.07 98 ± 2 2.2 3.463 ± 0.031

15–90  min. The reaction was  monitored with a spectrofluorome-
ter, the disappearance of the fluorescence intensity was  assumed as
the complete dissolution of the quantum dots solution. The results
showed that 50 �L of 0.03% H2O2 and the reaction time of 60 min
were the optimum condition as shown in Fig. 9. The solution pH
after reaction completed was measured to make sure that it was
in the working pH range of each electrode. The concentration of
the oxidized CdS QDs was  determined by direct potentiometry as
showed in Fig. 10. It was found that after adding H2O2 the EMF
increased due to the increasing of Cd2+ in the solution and the
concentration of Cd2+ was in the linear working range of both elec-
trodes. To check the biased signal that may  occur from the matrix
of oxidation reaction, the standard Cd2+ was added to compare the
EMF value with the signal developed from only standard Cd2+. Both
sensors showed that the EMF  from both situations was not sig-
nificantly different. This confirmed that the fabricated ISE could
be used to determine the oxidized quantum dots without matrix
interference.

3.8.2. Analytical merit of the Cd2+ releasing from the quantum

dots  assay

The  concentration of the Cd2+ from the oxidation of CdS
QDs solution was  calculated by direct calibration method and
found to be 2.02 ± 0.11 ppm and 1.83 ± 0.06 ppm for the electrodes

ted previously.

fe time Slope
(mV  decade−1)

Working  pH
range

Possible
interference

Response
time  (s)

months 30.0 ± 1.0 3.2–7.5 Na+, Ba2+ 25

months 29.0 ± 1.0 1.9–7.0 Na+, Pb2+ 17

months 30.0 ± 1.0 2.0–5.4 Na+, Ca2+ 23

months 29 5.0–7.7 Ca2+, Cr3+ <8

months 20 3.8–7.0 Cu2+, Hg2+ <30

weeks 29.0 ± 1.0 2.5–8.5 Cu2+, Ag+ <10

months 27.8 4.0–7.0 Zn2+ <15

months 30.0 2.0–8.0 NH4
+ 10

5 months 30.0 ± 0.2 2.0–8.5 – 11

weeks 30.1 ± 1.0 2.8–8.1 – 20

weeks 29.9 ± 0.5 4.0–9.0 Cu2+ 3–8

months 29.5 4.5–6.5 – ∼8

week 29.4 ± 0.6 6.0–9.0 Cu2+ 10
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abricated from ionophores III and IV, respectively. Moreover, to
onfirm the accuracy of our Cd-ISEs, the concentration of Cd2+

f the aforementioned solution was determined by the standard
ame atomic absorption spectrometry (FAAS) and found to be
.03 ± 0.03 ppm. The concentrations obtained from both proposed
SEs were insignificantly different from FAAS results at 95% confi-
ence level.

.8.3.  Applicability of the proposed sensors to measure Cd2+ in
he  real treatment waste water sample

The proposed Cd-ISEs fabricated from ionophores III and IV
ere used to determine the cadmium concentration (strictly, the

admium activity) in the treatment waste water sample and the
esults are summarized in Table 3. It can be seen that free cadmium
ons in the sample was not detectable by both Cd-ISEs. However,
fter spiking at different 2 levels of standard Cd2+ (1.0 × 10−5 and
.0 × 10−5 M,  corresponding to 1.124 and 3.372 mg  L−1, respec-
ively) into the water sample, the %recovery obtained by both
lectrodes ranging from 98 to 102% which confirmed the accu-
acy of the sensors. In the precision point of view, the %R.S.D. of

 measurements were less than 1.9% and 5.6%, for Cd-ISEs fab-
icated from ionophores III and IV, respectively. These results
howed that the proposed method provide good precisions. The
ame spiked Cd2+ level of the sample was determined using ICP-
ES in parallel with our Cd-ISEs and found to be 1.157 ± 0.013
nd 3.463 ± 0.031 mg  L−1, for lower and upper spiked concentra-
ion levels, respectively. Therefore, the cadmium content obtained
rom potentiometric measurements was in close agreement with
hose obtained by using the standard ICP-AES method. The results
howed that the proposed electrode could be used to determine
d2+ in real samples successfully.

.9.  Comparison to other reported Cd-ISEs

The comparison of characteristics of the proposed electrode
ith other cadmium-selective polymeric membrane electrodes
sing neutral carrier ionophores reported previously is summa-
ized in Table 4. It can be seen that the electrode characteristics
f our proposed Cd2+-ISE are comparable with other reported. The
etection limit around a micromolar level is generally obtained
rom regular polymeric membrane ion-selective electrodes due to
he outward Cd2+ flux to the surface of the membrane electrode. The
esponse time was fast and comparable with others reported. How-
ver, in this work Cu2+ seems to be a serious poisonous ion that has
ot been reported by other researchers. The superior of this work
an be accredited to the systematically synthesized ionophores that
isplay the structure and selectivity relationship. Therefore, this
ork contains useful concepts that may  be used to construct future
otent polymeric membrane Cd2+ selective electrodes.

. Conclusion

New four neutral carriers based on tripodal amine units were
uccessfully incorporated to plasticized PVC membranes for detec-
ion of Cd2+. The membrane compositions such as type of plasticizer
nd ionic additive, percentage of ionic additive, were optimized
o obtain the best characteristic Cd-ISE. The optimized membrane
howed response to the change of the activity of Cd2+ with Nern-
tian’s slope except the membrane fabricated from ionophore I
hich is not a calix[4]arene based ionophore. The membrane fab-

icated from ionophore IV showed the best selectivity toward

d2+ rather than other interfering ions. Therefore, topology of the

onophores was found to play an important role in the characteris-
ics of the fabricated membranes. Ionophores based on calixarene
an provide better membrane characteristics than the ionophore

[
[
[

imica Acta 704 (2011) 73– 86 85

using  an anthracene derivative. For ionophores containing cal-
ixarene derivatives, the presence of only one group of the tripodal
amine receptor cannot provide good selectivity toward Cd2+. The
suitable structure of ionophores needed more donor sites to accom-
modate Cd2+ as found in ionophores III and IV. The electrode
fabricated from ionophores III and IV exhibited good ISE charac-
teristics for the sensing of Cd2+ and can be employed in the pH
range 5–8 and 6–9, respectively with very good reversibility. The
electrode membranes life time after first conditioned were about 3
weeks and 1 week for electrodes from ionophores III and IV, respec-
tively. The application of the proposed electrodes as the sensing
probes for determination of Cd2+ from the oxidation of CdS QDs  by
H2O2 were successfully demonstrated with satisfied results com-
parable to those measured by FAAS. The proposed electrodes could
be used potentially for fabrication of the biosensors assay that used
QDs as the potentiometric marker. In addition, the proposed Cd-
ISE could also be employed to determine free Cd2+ in the waste
water sample and gave good accuracy and precision results as those
obtained from the expensive ICP-AES.
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27] A. Błażewicz, W.  Dolliver, S. Sivsammye, A. Deol, R. Randhawa, G. Orlicz-
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