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Abstract 
 
 The dinuclear Zn(II) complex of anthracene based tripodal tetramine Zn2L was 
synthesized, and its sensing abilities towards anions was investigated using the 
indicator displacement assay (IDA) approach with four complexometric indicators: 
pyrocatechol violet (PV), bromopyrogallol red (BPG), methylthymol blue (MTB) and 
xylenol orange (XO). UV-vis spectrophotometry results indicated that the Zn2L –MTB 
ensemble sensor could discriminate the pyrophosphate anion (PPi) from other 
phosphate containing anions. 1H and 31P NMR spectroscopy as well as DFT 
calculations confirmed that PPi bound to Zn2L in a 2 : 2 manner. Both NMR 
spectroscopy and UV-vis spectrophotometry suggested that the two bulky tripodal 
tetramine units in Zn2L played an important role to provide the ensemble cleft for MTB, 
giving rise to an ensemble that could be displaced exclusively by PPi. The detection 
limit of PPi for the reported IDA system was 0.3 μM in 20% (v/v) water–acetonitrile 
buffered at pH 7.4 with HEPES. 
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The dinuclear complexes of Cu2+ and Zn2+ with p-tert-butylcalix[4]arenes based 
ligands containing tripodal amine (L1 and L2), have been synthesized. Two copper(II) 
chloride  complexes of  ligand L1 (CuL1) and L2 (CuL2) can be obtained as the green 
solid in 42 % and 58 % yields, respectively. The zinc(II) perchlorate complexes of  
ligand L1 (ZnL1) and L2 (ZnL2) can be synthesized and obtained as white solids in 
71% and 67% yields, respectively. The sensing applications of CuL1, CuL2, ZnL1 and 

ZnL2 as M-IDA receptors for anions and -amino acids have investigated in 80% (v/v) 
CH3CN-H2O in 10 mM  HEPES buffer pH 7.4 . Four complexometic indicators are 
chosen as the reporting indicators; pyrocatechol violet (PV), pyrogallol red (PGR), 
methythymol blue (MTB) and 4-(2-pyridylazoresorcinol) (PAR). From the screening test 
results showed that only ZnL2 could be used as IDA receptors for PPi and His by 
changing indicators. It was found that [ZnL2•PGR] ensemble could discriminate PPi 
from the other phosphate containing anions in which PPi could replace the bound PGR 
from the ensemble structure and form the adduct complex [ZnL2•PPi]. Whereas 
[ZnL2•2PV] ensemble could sense His selectively in which His could replace the 
bound PV from the ensemble and pull out zinc(II) ions from the ZnL2 giving the 
[Zn(His)2] species and liberating free L2 in the solution. In this research, there are four 
influence factors to control the selective sensing of anionic guest molecules under IDAs 
approach; (i)  the nature of metal ions, (ii) spacer flexibility, (iii)  topological structure of 
indicators and (iv) the coordination chemistry of receptor and guest molecules. 
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The di-tripodal amine calix[4]arene, L1, was successfully synthesized and used 
as an ion carrier in poly(vinyl chloride) (PVC) membrane electrodes. Compound L1 
was employed to demonstrate a new concept in anion sensing by preparing an 
allosteric PVC membrane that can respond selectively to a certain anion in the 
presence of a metal effector. Membranes containing compounds L1 and potassium 
tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB) as an ionic additive showed Donnan 
exclusion failure upon measuring the potential (EMF) responses of Cu2+ and responded 
to the co-anion by giving negative EMF changes, while membranes containing 
compound L2, an anthracene-based mono-tripodal amine ligand, gave positive 
potentials to most metal ions. Upon preconditioning of the membranes containing L1 
and 75 mol% KTpClPB in CuCl2, the membranes showed the highest selectivity 
towards thiocyanate with a near Nernstian slope of -59.6 mV decade-1,   a 10-5 to 10-2 
M linear range, and a detection limit of 4.4  10-6 M. The best allosteric membrane can 
be used in the pH range 3–7 with good reversibility, and also applied to indirectly 
determine the concentration of Fe3+ in aqueous solution. 

 
Keywords :  Ionophore, Ion selective electrode, Indicator displacement assay, 
pyrophosphate anion, histidine, thiocyanate 
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บทคดัย่อ  
 

 ไดส้งัเคราะหส์ารประกอบโคออรด์เินชนัชนิดไดนิวเคลยีรข์องลแิกนดท์ีเ่ป็นอนุพนัธข์อง
แอนทราซนีทีม่หีมูไ่ทรโพดอลเอมนีเป็นองคป์ระกอบในโมเลกุล (Zn2L) เพือ่นํามาใชใ้นการ
ตรวจวดัแอนไอออนดว้ยเทคนิคการถูกแทนทีข่องอนิดเิคเตอร ์ (IDA) และใชอ้นิดเิคเตอร ์      
ไพโรแคทคีอลไวโอเลต (PV) โบรโมไพโรแกลลอล เรด (BPG) เมทลิไทมอล บล ู (MTB) และ
ไซลนีอล ออเรนจ ์  (XO) เป็นหน่วยใหส้ญัญาณเชงิแสง  จากการศกึษาดว้ยเทคนิคยวู-ีวสิเิบลิ
พบวา่เอนเซมเบลิ Zn2L –MTB สามารถตรวจวดัแอนไอออนไพโรฟอสเฟต (PPi) ไดเ้ป็นอยา่ง
ดโีดยไอออนลบฟอสเฟตชนิดอื่น ๆ ไมส่ามารถรบกวนการตรวจวดัได ้ จากการพสิจูน์
โครงสรา้งของสารประกอบของ Zn2L กบั PPi ทีเ่กดิขึน้ดว้ยเทคนิค 1H, 31P NMR และการ
คาํนวณทางเคมคีอมพวิเตอรพ์บวา่สารประกอบโคออรด์เินชนัทีเ่กดิขึน้มอีตัราสว่นของ PPi : 
Zn2L คอื 2 : 2  การตรวจวดั PPi ดว้ยเอนเซมเบลิ Zn2L –MTB มขีดีจาํกดัของการตรวจวดัคอื 
0.3 μM   โดยใชส้ารละลายผสม 20% (v/v) น้ํา–อะซโิตรไนไตรล ์ ในสารละลาย HEPES 
บฟัเฟอร ์pH 7.4 เป็นตวัทาํละลาย 

 
ไดส้งัเคราะหส์ารประกอบโคออรด์เินชนัชนิดไดนิวเคลยีรข์องไอออน Cu2+ และ Zn2+ 

กบัลิแกนด์ที่เป็นอนุพนัธ์ของคาลิกซ์[4]แอรีนที่มีหมู่ไทรโพดอลเอมีนเป็นองค์ประกอบใน
โมเลกุล (CuL1, CuL2, ZnL1 และ ZnL2) เพือ่นํามาใชเ้ป็นรเีซบเตอรส์าํหรบัการตรวจวดัแอน
ไอออนและกรดอะมโินดว้ยเทคนิคการถูกแทนทีข่องอนิดเิคเตอร ์โดยใชส้ารละลายผสม 20% 
(v/v) น้ํา–อะซโิตรไนไตรล ์ ในสารละลาย HEPES บฟัเฟอร ์ pH 7.4 เป็นตวัทาํละลาย และใช้
อนิดเิคเตอรไ์พโรแคทคีอลไวโอเลต (PV) โบรโมไพโรแกลลอล เรด (BPG) เมทลิไทมอล บล ู
(MTB) และ4-(2-ไพรดิลิเอโซเรโซซนิอล) (PAR) เป็นหน่วยใหส้ญัญาณเชงิแสง  จากการศกึษา
พบว่าเอนเซมเบลิ  [ZnL2•PGR] สามารถตรวจวดัไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ไดอ้ยา่ง
จําเพาะเจาะจง โดย PPi สามารถเขา้ไปแทนที่ PGR  ในโครงสรา้งของเอนเซมเบลิ 
[ZnL2•PGR] และไดส้ารประกอบ  [ZnL2•PPi] เป็นผลติภณัฑ ์ ในขณะทีเ่อนเซมเบลิ. 
[ZnL2•2PV] สามารถตรวจวดักรดอะมโินฮสิทดินี (His) ไดอ้ย่างจําเพาะเจาะจง โดยที ่ His 
สามารถเขา้ไปแทนทีอ่นิดเิคเตอร ์PV ในโครงสรา้งของเอนเซมเบลิไดแ้ลว้ His ยงัสามารถเขา้
ไปแทนทีล่แิกนด ์L2 ในโครงสรา้งของสารประกอบ ZnL2 และไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นสารประกอบ  
[Zn(His)2]  และลแิกนด ์L2 ในรปูอสิระอยูใ่นสารละลาย  จากงานวจิยัน้ีพบว่าปจัจยัทีม่ผีลต่อ
ความจําเพาะเจาะจงในการตรวจวดัเกสต์โมเลกุลด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของอนิดเิคเตอร์
ไดแ้ก่ ธรรมชาตขิองไอออนโลหะ   ความยดืหยุ่นของสายสเปซเซอร ์ โครงสรา้งของอนิดเิค
เตอร ์และสมบตัทิางเคมขีองสารประกอบโคออรด์เินชนัระหวา่งรเีซบเตอรแ์ละโมเลกุลของเกสต ์
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ไดท้ําการสงัเคราะหส์ารประกอบทีเ่ป็นอนุพนัธข์องคาลกิซ[์4]แอรนีทีห่มูไ่ทรโพดอลเอ
มนีเป็นองคป์ระกอบภายในโมเลกุล  (L1) เพื่อนํามาพฒันาเป็นเมมเบรนอเิลก็โทรดสาํหรบัการ
ตรวจวดัไอออน SCN- และ Fe3+ เมมเบรนอเิลก็โทรดดงักล่าวเตรยีมไดจ้ากไอโอโนฟอร ์L1 
โดยม ี potassium tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB) เป็นไอออนิกแอดดทิฟี จาก
การศกึษาพบว่าอเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดแ้สดงผลของ Donnan exclusion failure ในการ
ตอบสนองการตรวจวดัไอออน Cu2+ เมื่อมไีอออนลบอยู่ในระบบเน่ืองจากค่าศกัยไ์ฟฟ้าที่
ตรวจวดัมคีา่ลดลง  เมือ่นําเมมเบรนอเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดจ้ากไอโอโนฟอร ์L1 กบัสารประกอบ 
CuCl2 มาใชต้รวจวดัไอออนลบพบว่ามคีวามจาํเพาะเจาะจงในการตรวจวดัไอออนไทโอไซยา
เนต (SCN-) ไดเ้ป็นอยา่งด ีใหค้่า Nernstian slope เท่ากบั of -59.6 mV decade-1  ช่วงความ
เป็นเสน้ตรงในการตรวจวดัอยูท่ีค่วามเขม้ขน้ 10-5 - 10-2 M  ค่า pH ทีเ่หมาะสมในการตรวจวดั
คอื 3-7 และมขีดีจาํกดัของการตรวจวดัเท่ากบั 4.4  10-6 M  นอกจากน้ียงันําอเิลก็โทรด
ดงักล่าวมาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจวดัไอออน Fe3+ ในสารละลายแบบวธิทีางออ้มไดอ้กีดว้ย  

 
คาํสาํคญั : ไอโอโนฟอร,์ เมมเบรนอเิลก็โทรดสาํหรบัการตรวจวดัไอออน, เทคนิคการถูก
แทนทีข่องอนิดเิคเตอร,์ ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน, ฮสิทดินี, ไทโอไซยาไนต  
 
 
 
 
 



Executive Summary 
 
ในงานวจิยัน้ีไดท้าํการสงัเคราะหส์ารประกอบโคออรด์เินชนัของไอออน Cu2+ และ Zn2+ 

กบัลิแกนด์ที่เป็นอนุพนัธ์ของแอนทราซีนและคาลิกซ์[4]แอรีนทีมีหมู่ไทรโพดอลเอมีนหรือ    
ไทรโพดอลเอไมดเ์ป็นองคภ์ายในโมเลกุล เพื่อนํามาใชเ้ป็นรเีซบเตอรส์าํหรบัการตรวจวดัแอน
ไอออนและกรดอะมโินดว้ยเทคนิคการถูกแทนทีข่องอนิดเิคเตอร ์ นอกจากน้ียงัพบว่าลแิกนด ์ 
ที่เป็นอนุพนัธ์ของคาลิกซ์[4]แอรนีทีมหีมู่ไทรโพดอลเอไมด์เป็นองค์ประกอบในโมเลกุล ยงั
สามารถนํามาใชเ้ป็นไอโอโนฟอรส์าํหรบัการเตรยีมเป็นเมมเบรนอเิลก็โทรดทีส่ามารถตรวจวดั
ไอออน Fe3+ ในสารละลายได ้ 

ดงันัน้ในรายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์น้ีจงึประกอบไปดว้ยงานวจิยั 3 เรือ่งคอื 
1. Discriminate sensing of pyrophosphate using a new tripodal tetramine-based 
dinuclear Zn(II) complex under an indicator displacement assay approach 

 
2. Investigation of the highly selective sensing of pyrophosphate and histidine by 
tripodal tetramine-calix[4]arene based dinuclear complexes under displacement assay 
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3. Intriguing sensing properties of a di-tripodal amine calix[4]arene ionophore  towards 
anions from Donnan failure in ion-selective membranes induced by Cu2+ 
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บทที ่1 
บทน า 

 
 ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (P2O7

4- หรือ PPi) เป็นแอนไอออนที่เกิดจากการสลายตวัของ 
Adenosine triphosphate หรือ ATP เพื่อให้ไดพ้ลงังานส าหรับส่ิงมีชีวิตใชใ้นการด ารงชีพ นอกจากน้ี
แล้วในทางการแพทย ์ PPi ยงัถูกน ามาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีทางชีวภาพส าหรับการวินิจฉัยผูป่้วยที่มีภาวะ 
โรคเก๊าท์เทียม (pseudogout)  เน่ืองจากผูป่้วยดงักล่าวจะมีปริมาณของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟต      
ไดไฮเดรท (calcium pyrophosphate dihydrate หรือ CPPD) สะสมอยูใ่นในไขขอ้ในปริมาณที่มากกว่า
ปกติ (Lee et al., 2007)  การวินิจฉัยโรคเก๊าทเ์ทียมในปัจจุบนันั้นท าไดโ้ดยการเจาะเอาน ้ าในขอ้ไป
ตรวจโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนิดพิเศษ (compensated polarized light) เพื่อตรวจดูผลึก CPPD ใน    
ไขขอ้ หรือการใชเ้ทคนิคเอ็กซเรยไ์ขขอ้เพือ่ดูเงาของแคลเซียมที่จบัที่กระดูกอ่อน (chondrocalcinosis)   

(สุรวุฒิ ปรีชานนท์, 2555)      ซ่ึงวิธีการดังกล่าวตอ้งใช้เคร่ืองมือที่มีราคาสูง และอาศยัผูท้ี่มี            
ความเช่ียวชาญในการวเิคราะห์ ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ในการพฒันาเซ็นเซอร์ทางเคมีส าหรับ
ตรวจวดั PPi  ที่สามารถท าการวิเคราะห์ไดง่้าย รวดเร็ว มีสภาพไวและมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการ
ตรวจวดั PPi เป็นอยา่งดี   
 ในปัจจุบันการตรวจวัดโดยใช้เทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิ เค เตอ ร์  (Indicator 
Displacement Assays หรือ IDAs) เป็นวิธีการตรวจวดัที่ก  าลังได้รับการสนใจเป็นอย่างมาก             
การตรวจวัดด้วยวิธีดังกล่าวน้ีจะมีโมเลกุลที่ มีความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับสารที่       
ต้องการตรวจวัดท าหน้าที่ เป็นหน่วยเลือกจับ และจะมีอินดิเคเตอร์เป็นหน่วยให้สัญญาณใน            
การตรวจวดั หลกัการตรวจวดัดว้ยวิธีน้ีนั้นอาศยัหลกัการแข่งขนัในการเลือกจบัระหว่างอินดิเคเตอร์ 
และสารที่ตอ้งการตรวจวดักับหน่วยเลือกจบัในโมเลกุลของรีเซ็บเตอร์  ซ่ึงเราจะสามารถติดตาม 
อนัตรกิริยาที่เกิดขึ้นไดด้ว้ยตาเปล่าจากการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย        ดงันั้นการตรวจวดัดว้ย
วธีิน้ีจึงไม่ยุง่ยาก และไม่จ าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองมือที่มีราคาแพง นอกจากน้ีแลว้ยงัมีความจ าเพาะเจาะจง
สูงต่อสารที่ตอ้งการตรวจวดั  (Watchasit et al., 2010) 
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 ดังนั้ นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจที่จะน าเทคนิค IDAs มาใช้ในการตรวจวดั PPi โดยน า
สารประกอบโคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลียร์ของสงักะสี (II) ที่มีลิแกนดเ์ป็นอนุพนัธข์องแอนทราซีน 
(Zn2L) มาใช้เป็นโมเลกุลในการตรวจวดั และหาโมเลกุลของอินดิเคเตอร์ที่เหมาะสมเพื่อใช้เป็น 
หน่วยใหส้ญัญาณในการตรวจวดั PPi  ในสภาวะที่ใกลเ้คียงกบัสภาวะของร่างกาย ซ่ึงในงานวิจยัน้ีได้
เลือกใช้อินดิเคเตอร์ที่ มีโครงสร้างคล้ายกัน 3 ชนิด ได้แก่  Bromopyrogallol Red (BPG), 
Methylthymol Blue (MTB) และ Xylenol Orange (XO) ซ่ึงโครงสร้างของโมเลกุลที่ใชใ้นงานวิจยัน้ี
แสดงไดด้งัรูปที่ 1.1 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1.1 โครงสร้างของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลียร์ของสังกะสี (II) ที่มีลิแกนด์เป็น
อนุพนัธข์องแอนทราซีน(Zn2L), ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน(PPi), อินดิเคเตอร์ Bromopyrogallol Red 
(BPG), Methylthymol Blue (MTB) และ Xylenol Orange (XO) 
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1.1  วตัถุประสงค์ของการศึกษา   

 เพื่อหาอินดิเคเตอร์ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการตรวจวดั PPi ด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของ    
อินดิเคเตอร์ โดยใช้สารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์ของสังกะสี (II) ที่มีลิแกนด์เป็น
อนุพนัธข์องแอนทราซีน (Zn2L) เป็นโมเลกุลที่ใชใ้นการเลือกจบั  
 

1.2   ขอบเขตการศึกษา  

 1. ศึกษาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่าง Zn2L กบัอินดิเคเตอร์ BPG, MTB 
และ XO โดยใชเ้ทคนิคยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชนั 
 2. ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจบัแอนไอออนชนิดต่าง ๆ ของเอนเซมเบิล 

 3. ศึกษาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L กบัไพโรฟอสเฟต 

แอนไอออนโดยใชเ้ทคนิคยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชนั 

 

1.3  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ   

 ไดร้ะบบของเซ็นเซอร์ทางเคมีชนิดใหม่ ที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดัไพโรฟอสเฟต
แอนไอออนดว้ยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ในสภาวะการทดลองที่มีความใกล้เคียงกับ
ร่างกายของส่ิงมีชีวติ ซ่ึงคาดวา่จะสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ทางดา้นการแพทยต่์อไป 

 
 

 

 

 



บทที ่ 2 
   ทฤษฎแีละงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

 

2.1 ทฤษฎทีีเ่กีย่วข้อง 
2.1.1 รีเซบเตอร์และเซ็นเซอร์ทางเคมี (Suksai, 2009; Moragues et al., 2011) 

 เคมีซุปราโมเลกุล (Supramolecular Chemistry) เป็นการศึกษาอันตรกิริยาแบบ             
นอนโควาเลนท ์(non-covalent interaction) ระหวา่งโมเลกุลที่มีความสามารถในการเลือกจบัหรือ
ที่เรียกวา่ โฮสต ์กบัโมเลกุลที่สนใจที่เรียกวา่ เกสต ์มาพฒันาการสงัเคราะห์โมเลกุลใหมี้โครงสร้าง
และสมบตัิที่เหมาะสมในการน ามาใชเ้ป็นตวัเลือกจบัทางเคมี (chemical receptor) และเซ็นเซอร์
ทางเคมี (chemical sensor) ตวัอย่างอนัตรกิริยาแบบนอนโควาเลนท์ ได้แก่ พนัธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bonding)  แรงดึงดูดทางไฟฟ้า (electrostatic interaction)  อนัตรกิริยาแคทไอออน-ไพ 
(cation -   interaction) และอนัตรกิริยาไพ-ไพ ( –  interaction) เป็นตน้ ถึงแมว้่าอนัตรกิริยา
เหล่าน้ีจะจดัเป็นแรงกระท าอยา่งอ่อน แต่ก็ถือไดว้่ามีความจ าเพาะเจาะจงสูงในการที่โมเลกุลของ
โฮสตจ์ะเลือกจบักับโมเลกุลของเกสต ์ซ่ึงเราสามารถน าความรู้ดงักล่าวมาประยุกต์ใช้ไดใ้น 3 
แนวทางใหญ่ๆ คือ ใช้ในการเลือกจับกับเกสต์ที่สนใจ (recognition) ใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
(catalyst) และใชใ้นการขนส่งสาร (transport) 
 โมเลกุลที่สามารถน ามาใชเ้ป็นตวัเลือกจบัทางเคมีนั้นตอ้งมีโครงสร้าง และสมบตัิทาง
เคมี ที่เหมาะสมในการที่จะเลือกจับกับโมเลกุลของเกสต์ซ่ึงอาจเป็นไอออนชนิดต่างๆ หรือ
โมเลกุลที่เป็นกลางก็ได ้และส าหรับโมเลกุลที่น ามาใชเ้ป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีนั้นตอ้งประกอบไป
ดว้ยส่วนที่ส าคญั    2 ส่วน คือ ส่วนที่ท  าหน้าที่เป็นตวัรับ (receptor) เพื่อใชใ้นการเลือกจบักับ
โมเลกุลของเกสตท์ี่เราสนใจ และอีกส่วนคือส่วนที่ท  าหน้าที่เป็นตวัให้สัญญาณ (sensory unit) ซ่ึง
ทั้งสองส่วนน้ีอาจเช่ือมติดกนัโดยอาศยัพนัธะโควาเลนท ์หรืออนัตรกิริยาที่ไม่ใช่พนัธะโควาเลนท์
ก็ได ้เช่น การเกิดอนัตรกิริยาแบบ   ไดโพล-ไดโพล ระหว่างโมเลกุลของอินดิเคเตอร์กบัโมเลกุล
ของโฮสต ์เป็นตน้ ในส่วนของหน่วยให้สัญญาณน้ีอาจจะเป็นโมเลกุลที่มีสมบตัิเป็นโครโมฟอร์ 
ฟลูออโรฟอร์ หรือโมเลกุลที่สามารถเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ได้ เม่ือโมเลกุลของเซ็นเซอร์จบักับ
โมเลกุลของเกสตโ์ดยเกิดอนัตรกิริยาที่ต  าแหน่งของตวัรับ ก็จะส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของ
สัญญาณในส่วนที่เป็นตวัให้สัญญาณที่แตกต่างกนัออกไปขึ้นอยู่กบัชนิดของหน่วยให้สัญญาณ
นั้ นๆ ซ่ึงการเปล่ียนแปลงดังกล่าวสามารถตรวจวดัได้โดยใช้เทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ เช่น 
เคมีไฟฟ้า และสเปกโทรโฟโตเมทรี เป็นตน้           
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 การท างานของเซ็นเซอร์ทางเคมีแสดงไดด้งัรูปที่ 2.1 ซ่ึงจากรูปจะเห็นไดว้่าเม่ือโมเลกุล
ของโฮสต ์มีการจบักบัโมเลกุลของเกสต ์จะเกิดการเปล่ียนแปลงที่หน่วยใหส้ญัญาณขึ้น 

 
รูปที่ 2.1 การท างานของเซ็นเซอร์ทางเคมี 

 
 ส่วนของหน่วยใหส้ญัญาณที่แตกต่างกนันั้น สามารถใชเ้ป็นเกณฑใ์นการแบ่งชนิดของ
เซ็นเซอร์ทางเคมีออกไดเ้ป็น 3 ชนิด คือ 
 1. โครโมจีนิกเซ็นเซอร์ (Chromogenic Sensor) คือ โมเลกุลเซ็นเซอร์ที่มีโครโมฟอร์
เป็นหน่วยให้สัญญาณ ซ่ึงสามารถติดตามอนัตรกิริยาระหว่างเซ็นเซอร์และโมเลกุลของเกสตไ์ด้
จากการเปล่ียนแปลงสีของระบบ ที่สามารถสังเกตไดด้ว้ยตาเปล่า และไม่จ าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองมือ
ตรวจวดัที่มีราคาแพง 
 2. ฟลูออโรจีนิกเซ็นเซอร์ (Fluorogenic Sensor) คือ โมเลกุลเซ็นเซอร์ที่มีโมเลกุลที่
สามารถให้สัญญาณฟลูออเรสเซนต ์(หมู่ฟลูออโรฟอร์) เป็นหน่วยให้สัญญาณ ซ่ึงมีขีดจ ากดัการ
ตรวจวดัที่ระดบัความเขม้ขน้ต ่า 
 3. เซ็นเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical Sensor) คือ โมลกุลเซ็นเซอร์ที่มีหน่วย            
ใหส้ญัญาณที่สามารถเกิดปฏิกิริยาที่มีการรับและให้อิเล็กตรอนได ้(ปฏิกิริยารีดอกซ์) ซ่ึงสามารถ
ติดตามอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลของโฮสต์กับเกสต์ โดยอาจติดตามจากการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของกระแสไฟฟ้า หรือค่าความต่างศกัยท์ี่เปล่ียนแปลงไปเม่ือมีเกสตอ์ยูใ่นระบบ 
 ในการออกแบบโมเลกุลของโฮสต์ ให้มีความสามารถในการจบักบัโมเลกุลของเกสต์
ไดอ้ย่างจ าเพาะเจาะจงนั้น ตอ้งพิจารณาถึงความเหมาะสมทั้งในดา้นสเตอริก และอิเล็กโทรนิก           
โดยองคป์ระกอบส าคญัที่มีผลต่อการเลือกจบั ไดแ้ก่ ขนาด และรูปร่างของเกสต ์ขนาดโพรงของ
โฮสต ์ทิศทางของโมเลกุลในการจดัเรียงตวัเพือ่จบักบัเกสต ์โดยมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างน้อย
ที่สุดหลงัจากจบักบัเกสต ์(preorganize) อะตอมที่ท  าหนา้ที่ในการเกิดอนัตรกิริยา และอิทธิพลของ
ตวัท าละลาย เป็นต้น นอกจากน้ีการออกแบบโมเลกุลของโฮสต์นั้นยงัขึ้นกับความตอ้งการ
น าไปใชง้านอีกดว้ย 
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 2.1.2 เทคนิคการถูกแทนที่ของอนิดิเคเตอร์ (Indicator Displacement Assays) (Suksai, 
2009; Nguyen, & Anslyn, 2006)  
 เทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ (IDAs) เป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีรูปแบบหน่ึงซ่ึงจะ
ใชโ้มเลกุลของอินดิเคเตอร์เป็นหน่วยให้สัญญาณ (sensory unit) โดยที่โมเลกุลของอินดิเคเตอร์
ดงักล่าวน้ีจะเช่ือมต่อกบัโมเลกุลที่ท  าหน้าที่เป็นตวัรับ (receptor) โดยอาศยัอนัตรกิริยาที่ไม่ใช่
พนัธะโควาเลนท ์หลักการท างานของการตรวจวดัดว้ยวิธีการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์นั้น เป็น
การแข่งขนักนัระหว่างอินดิเคเตอร์ และสารที่ตอ้งการตรวจวดัในการเกิดอนัตรกิริยากบัโมเลกุล
ของรีเซบเตอร์ โดยที่อินดิเคเตอร์จะเกิดอนัตรกิริยาแบบผนักลบัไดก้บัโมเลกุลของรีเซบเตอร์ และ
จะสามารถท าการตรวจวดัสารที่ตอ้งการตรวจวดัไดต่้อเม่ือ สารที่ตอ้งการตรวจวดัสามารถเขา้ไป
แทนที่อินดิเคเตอร์ที่เกิดอนัตรกิริยาอยูก่บัรีเซบเตอร์ได ้ซ่ึงจะสามารถติดตามอนัตรกิริยาระหว่าง  
รีเซบเตอร์ และสารที่ตอ้งการตรวจวดัไดจ้ากการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายเม่ือมีสารที่ตอ้งการ
ตรวจวดัอยูใ่นระบบ กลไกการท างานของการตรวจวดัดว้ยวิธีน้ีแสดงไดด้งัรูปที่ 2.2 โดยที่สีของ
สารละลายที่เกิดขึ้นในขั้นแรกนั้นจะเป็นสีของสารประกอบของรีเซบเตอร์ กบัอินดิเคเตอร์ หรือที่
เรียกวา่ เอนเซมเบิล (ensemble) และสีของเอนเซมเบิลที่เกิดขึ้นน้ีตอ้งมีความแตกต่างอยา่งชดัเจน
กบัสีของอินดิเคเตอร์และสีของรีเซบเตอร์เม่ืออยูใ่นรูปอิสระ เม่ือมีโมเลกุลที่ตอ้งการตรวจวดัที่
สามารถแทนที่โมเลกุลของ  อินดิเคเตอร์ได้อยู่ในระบบ โมเลกุลของสารที่ต้องการตรวจวดั
ดงักล่าวจะเขา้ไปจบักบัโมเลกุลรีเซบเตอร์ และโมเลกุลของอินดิเคเตอร์ก็จะถูกปลดปล่อยออกมา
อยู่ในสารละลายในรูปอินดิเคเตอร์อิสระ ซ่ึงจะท าให้สีของสารละลายเปล่ียนเป็นสีของ            
อินดิเคเตอร์อิสระด้วย ส่ิงที่ส าคญัคือการที่โมเลกุลที่ตอ้งการตรวจวดัสามารถเขา้ไปแทนที่       
อินดิเคเตอร์ไดน้ั้น ค่าคงที่ของการเกิดเป็นสารประกอบระหวา่งรีเซบเตอร์กบัเกสต ์(KRA) ตอ้งมีค่า
สูงกวา่ค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิล (KRI) นัน่เอง  
 

 
 

รูปที่ 2.2 การท างานของการตรวจวดัโดยใชเ้ทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ 
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 เทคนิค IDAs มีขอ้ดีกว่าการตรวจวดัโดยใชโ้มเลกุลที่เป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีทัว่ไป คือ 
ในการน าโมเลกุลของรีเซบเตอร์มาเช่ือมต่อกับหน่วยให้สัญญาณนั้น ไม่จ าเป็นตอ้งใช้พนัธะ      
โควาเลนทใ์นการเช่ือมต่อจึงท าให้ง่ายต่อการเตรียมเซ็นเซอร์เพื่อใช้ในการตรวจวดั ไม่ตอ้งใช ้
เวลามาก และยงัสามารถเลือกใช้อินดิเคเตอร์ชนิดที่แตกต่างกนัไดก้ับรีเซบเตอร์เพียงชนิดเดียว 
นอกจากน้ียงัสามารถใชท้  าการตรวจวดัได้ดีทั้งในตวัท าละลายที่เป็นน ้ า และตวัท าละลายที่เป็น
สารอินทรียอี์กด้วย เทคนิค IDAs สามารถใช้ในการตรวจวดัโมเลกุลที่สนใจได้ทั้งที่ เป็น          
แคทไอออน และแอนไอออน ซ่ึงส่วนใหญ่จะใชเ้ทคนิคน้ีในการตรวจวดัแอนไอออน  เน่ืองจาก
แอนไอออนมีบทบาทที่ส าคญัในหลายๆกระบวนการ รวมไปถึงกระบวนการต่างๆทางชีวภาพ 
เช่น การขนส่งฮอร์โมน การสังเคราะห์โปรตีน และปฏิกิริยาต่างๆของเอนไซม์ เป็นตน้ จึงท าให้
ในปัจจุบนัไดมี้การน าเทคนิคการตรวจวดัน้ีไปใชใ้นการตรวจวดัแอนไอออนที่มีความส าคญัต่างๆ 
อยา่งเช่น การตรวจวดัปริมาณ ไพโรฟอสเฟตแอนไออออน (Lee et al., 2007; Watchasit et al., 
2010; Morgan et al., 2007; Lee et al., 2007) เป็นตน้ 
 

 2.1.3 ความส าคญัของไพโรฟอสเฟตแอนไอออนและการเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ (Lee et 
al., 2007; สุรวฒิุ ปรีชานนท,์ 2555; Lee et al., 2007; สรชยั ศรีสุมะ, 2555) 
 ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (P2O7

4- หรือ PPi) เป็นแอนไอออนที่เกิดจากการสลายตวั
ของ Adenosine triphosphate หรือ ATP เพื่อให้ได้พลังงานส าหรับการด ารงชีพของส่ิงมีชีวิต 
โครงสร้างของ ATP นั้นเป็นพอลิเมอร์ของนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide) ซ่ึงประกอบไปดว้ยส่วนที่
ส าคญั 3 ส่วน คือ เบสอะดีนีน น ้ าตาลไรโบส และหมู่ฟอสเฟต 3 หมู่  แสดงดงัรูปที่ 2.3 เม่ือกลุ่ม
ฟอสเฟตถูกสลายออกจาก ATP จะท าให้เกิดพลงังานขึ้นมา ซ่ึงพลงังานที่ไดจ้ากกการสลาย ATP 
หรือ ATP hydrolysis  น้ีจะเป็นตวัขบัเคล่ือนปฏิกิริยาทางเคมีต่างๆที่ตอ้งการใช้พลังงานได ้
นอกจากพลงังานแลว้ผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดงักล่าวไดแ้ก่    Adenosine monophosphate 
หรือ AMP  และไพโรฟอสเฟตแอนไอออนหรือ PPi ดงัแสดงในสมการที่ 2.1 
 

                     (2.1) 
 
 
 
 
 

 

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

 
รูปที่ 2.3โครงสร้างของ Adenosine triphosphate (1) และไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (2) 

 
 PPi ตรวจพบได้ในไขขอ้ (synovial fluid) น ้ าเลือด (blood plasma) และปัสสาวะ 
นอกจากน้ียงัพบว่าผู ้ที่ มีระดับของ PPi ในไขข้อสูงนั้ น จะมีการสะสมของผลึกแคลเซียม            
ไพโรฟอสเฟต ไดไฮเดรท (calcium pyrophosphate dihydrate หรือ CPPD) ในขอ้ท าให้เกิดการคัง่
และสะสมของผลึกส่งผลใหข้อ้เส่ือมสภาพเร็ว และบางคร้ังท าใหเ้กิดการอกัเสบเฉียบพลนัของขอ้
เป็นพกั ๆ ซ่ึงอาการดงักล่าวน้ีคลา้ยกบัอาการของโรคเก๊าทจึ์งเรียกว่าโรคเก๊าท์เทียม รูปร่างของ
ผลึก CPPD แสดงไดด้งัรูปที่ 2.4  การอกัเสบที่รุนแรงของโรคเก๊าทเ์ทียมนั้นมกัเกิดที่ขอ้เข่า ท  าให้
เจบ็ปวดและอกัเสบที่ขอ้ท าให้เดินไม่ไดห้ลายวนัหรือหลายสปัดาห์ ขอ้ที่พบการอกัเสบไดบ้่อยใน
โรคเก๊าทเ์ทียมคือ ขอ้เข่า ขอ้มือ ขอ้ไหล่ ขอ้ศอก ขอ้เทา้ และขอ้น้ิวมือ เป็นตน้ ส าหรับโรคเก๊าทแ์ท ้
หรือโรคเก๊าทท์ี่ประชาชนทัว่ไปรู้จกันั้นเกิดจากการคัง่และสะสมของผลึกยเูรทหรือกรดยริูกที่ไข
ขอ้ ขอ้ที่พบอกัเสบไดบ้่อยคือ ขอ้โคนหวัแม่เทา้ ขอ้โคนน้ิวเทา้ ขอ้เทา้ เอ็นร้อยหวาย ขอ้เข่า   เป็น
ตน้ ทุกคนมีโอกาสเป็นโรคเก๊าท์เทียมได้ แต่ความเส่ียงของการเกิดจะเพิ่มขึ้นตามอายุและจะ
สามารถพบในเพศชายไดเ้ท่าๆกบัเพศหญิง 
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รูปที่ 2.4 ลกัษณะของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตซ่ึงมีลกัษณะป้าน แตกต่างจากผลึกของยเูรทที่
พบในโรคเก๊าทซ่ึ์งแหลมกวา่ (ไม่ไดแ้สดงไวใ้นรูป) (สุรวฒิุ ปรีชานนท,์ 2555)       
 
 สาเหตุที่ท  าให้เกิดโรคเก๊าท์เทียม ดังที่กล่าวมาแล้วในขา้งต้นว่าเกิดจากการคัง่และ
สะสมของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตไดไฮเดรท ซ่ึงผลึกน้ีโดยทัว่ไปจะเกาะอยูท่ี่กระดูกอ่อนใน
ขอ้ (Cartilage และ meniscus) บางคร้ังจะกระจายไปอยู่ที่ เยื่อบุขอ้ ผลึกที่เกาะที่กระดูกอ่อน
สามารถดูได้จากภาพเอ็กซเรย ์พบเป็นเงาของผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟต (chondrocalcinosis) 
แสดงไดด้งัรูปที่ 2.5 ผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตพบไดร้้อยละ 3 ในคนที่อาย ุ60 ปีขึ้นไป แต่ก็
ไม่ใช่วา่ทุกคนที่มีผลึกน้ีสะสมอยูใ่นขอ้จะเกิดมีอาการขอ้อกัเสบขึ้นมา เม่ืออายมุากขึ้นก็พบผลึกน้ี
มากขึ้น และพบไดถึ้งประมาณร้อยละ 50 ของคนอายตุั้งแต่ 90 ปีขึ้นไป แต่ก็ไม่ใช่ทุกคนจะเป็น
โรคขอ้อกัเสบ 
 

 
รูปที่ 2.5 เอ็กซเรยข์องขอ้เข่า แสดงถึงผลึกแคลเซียมไพโรฟอสเฟตที่เกาะอยูใ่นกระดูกอ่อนในขอ้ 

(สุรวฒิุ ปรีชานนท,์ 2555)        
 

 ส าหรับการวนิิจฉยัโรคเก๊าทเ์ทียมในปัจจุบนันั้นท าไดโ้ดยการเจาะเอาน ้ าในขอ้ไปตรวจ
โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดพิเศษ (compensated polarized light) เพื่อตรวจดูผลึก CPPD ในไขขอ้ 
หรือตรวจโดยวธีิการเอ็กซเรยข์อ้เพือ่ดูเงาของแคลเซียมที่จบัที่กระดูกอ่อน (chondrocalcinosis) ซ่ึง
วธีิการดงักล่าวน้ีตอ้งใชเ้คร่ืองมือที่มีราคาสูง และอาศยัผูท้ี่มีความเช่ียวชาญในการวิเคราะห์ ดงันั้น
จึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ที่จะตอ้งมีการพฒันาเซ็นเซอร์ทางเคมีเพื่อใชส้ าหรับตรวจวดั PPi  โดยที่
เซ็นเซอร์ทางเคมีดังกล่าวน้ีควรจะตรวจวดั PPi ได้ง่ายและรวดเร็ว และที่ส าคัญคือต้องมี
ความจ าเพาะเจาะจง  ต่อการตรวจวดั PPi เป็นอยา่งดี   
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 2.1.4 หลักการของยูว-ีวิสิเบิลสเปกโทรสโคปี (แมน้ อมรสิทธ์ิ, 2534; ขจดัภยั ทิพยผอ่ง, 
2545) 
 เทคนิคยูวี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคปี เป็นการศึกษาการดูดกลืนแสงของสารในช่วง           
อลัตร้าไวโอเลต และวสิิเบิลซ่ึงอยูใ่นช่วงความยาวคล่ืนประมาณ 190 – 800 นาโนเมตร (nm) ของ
สารนั้ นๆ ส่วนใหญ่ ได้แก่ พวกสารอินทรีย ์(organic compound)  สารประกอบเชิงซ้อน               
(complex compound) หรือสารอนินทรีย ์(inorganic compound) ทั้งที่มีสีและไม่มีสี โดยทัว่ไป  
เทคนิคการวิเคราะห์น้ีบางคร้ังนิยมเรียกว่า ยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตเมทรี แต่ถา้สารที่ท  าการ
วเิคราะห์มีสี หรือท าใหเ้กิดสี สารที่มีสีนั้นจะดูดกลืนแสงในช่วงวิสิเบิล อาจเรียกว่า คลัเลอริเมตรี 
(colorimetry) ซ่ึงจากการให้แสงที่อยู่ในช่วงยูวี-วิสิเบิลผ่านเขา้ไปในโมเลกุลของสารที่สนใจ    
สารนั้นจะดูดกลืนแสงเฉพาะบางช่วง ขึ้นกบัชนิดของสารนั้นๆ ซ่ึงพลงังานแสงที่ถูกดูดกลืนไป
นั้นจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงระดับพลังงานของอิเล็กตรอนภายในโมเลกุลของสารนั้ น 
(electron transition) จากสภาวะพื้น (ground state) ไปยงัสภาวะกระตุน้ (excited state) แสดงได ้
ดังรูปที่ 2.6 ซ่ึงสมบัติของสารดังกล่าวน้ีได้น ามาใช้เป็นวิธีวิเคราะห์ทั้ งในเชิงคุณภาพ และ         
เชิงปริมาณอยา่งกวา้งขวา้ง เน่ืองจากวิธีน้ีให้ความความเที่ยง และแม่นย  าดี รวมไปถึงมีสภาพไว 
(sensitivity) สูงอีกดว้ย 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.6 กระบวนการเกิดการกระตุน้ของอิเล็กตรอนจากสภาวะพื้นไปยงัสภาวะกระตุน้ 
 
 
 อิเล็กตรอนที่เก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนระดับพลังงานน้ี คือ อิเล็กตรอนที่อยู่วงนอกสุด 
หรืออิเล็กตรอนที่เกิดพนัธะแลว้ (bonding electrons) หรืออาจเป็นอิเล็กตรอนที่ยงัไม่เกิดพนัธะ           
(non-bonding electrons) ซ่ึงแต่ละชนิดจะใช้พลังงานที่แตกต่างกันในการเปล่ียนแปลงระดับ
พลังงาน ส่วนอิเล็กตรอนที่ได้รับพลังงานสูงขึ้ นน้ีจะเรียกว่า antibonding orbitals ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงระดบัพลงังานของอิเล็กตรอนที่พบในสารอินทรีย ์มีดงัน้ี 
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 1.    * transition เกิดในโมเลกุลที่มีพนัธะเด่ียว (single bond) เช่น C-C และ C-H   
เป็นตน้ มกัดูดกลืนแสงที่มีความยาวคล่ืนต ่ากวา่ยวู-ีวสิิเบิล 
 2. n   * transition เกิดในโมเลกุลที่มีอิเล็กตรอนอิสระ (unshared pair of electron) 
เช่น H2O , CH3Cl และ CH3NH2เป็นตน้ 
 3. n    * และ    * เกิดในโมเลกุลที่มีพนัธะ   ดูดกลืนแสงช่วง 200 -700 nm   
ค่า   ประมาณ 1000 -10000 M-1cm-1 ส าหรับ    * และค่า   ประมาณ 10-100 M-1cm-1  
ส าหรับ  n    * 
 การเกิด electron transition ของระดบัพลงังาน     และ n ที่เกิดขึ้นแสดงไดด้งัรูปที่ 
2.7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.7 การเกิด electron transition ของระดบัพลงังาน      และ n 
 

 ส าหรับการเปล่ียนแปลงระดบัพลงังานของอิเล็กตรอน ในสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 
มีดงัต่อไปน้ี 
 1. การเปล่ียนแปลงสภาวะของอิเล็กตรอนจาก π  ไป  * พบในโมเลกุลของลิแกนดท์ี่มี
พนัธะ   โดยไม่มีอิเล็กตรอนใน  * และไม่มีผลกระทบจาก   acceptor เม่ือเกิดพนัธะ               
โคออร์ดิเนตโควาเลนท ์ การดูดกลืนแสงในช่วงยวูทีี่มีความยาวคล่ืนมากกวา่ 400 nm ค่า
สมัประสิทธ์ิของการดูดกลืนแสง ( ) สูงสุดมีค่าไดม้ากกวา่ 5000 M-1cm-1 
 2. การเปล่ียนแปลงสภาวะของอิเล็กตรอนใน d-d ออร์บิทลั จะดูดกลืนแสงในช่วงที่
มองเห็นไดข้ึ้นกบัความแตกต่างของระดบัพลงังานที่สภาวะพื้น กบัระดบัพลงังานที่สูงกวา่และการ
แยกออกของระดบัพลงังานตามโครงสร้างของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัแสดงไดด้งัตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 การดูดกลืนแสงตามโครงสร้างของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 
 

โครงสร้าง ความยาวคลื่นในการดูดกลืนแสง (nm) ค่า   (M-1cm-1) 
ทรงเหล่ียมส่ีหนา้ 500 -1200 100 -1000 

ทรงเหล่ียมแปดหนา้ 
ส่ีเหล่ียมแบนราบ 

200 -1200 
200 -900 

1 -50 
50 -400 

 
 3. การเปล่ียนสภาวะของอิเล็กตรอนแบบการถ่ายเทประจุ(charge transfer) มีการ
ดูดกลืนพลงังานอยูใ่นช่วงวิสิเบิลที่มีความยาวคล่ืนมากกว่า 500 nm ค่า  สูงสุดอยูใ่นช่วง1000-
10000 M-1cm-1 โดยแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 
  3.1 การเปล่ียนสภาวะของอิเล็กตรอนจากลิแกนด์ไปยงัไอออนโลหะ; LMCT 
(Ligand to metal charge transfer) เกิดกบัสารประกอบโคออร์ดิเนชนัที่ไอออนของโลหะ มีเลข
ออกซิเดชนัสูงๆ  กบัลิแกนดท์ี่มีลกัษณะเป็น   - donor 
  3.2 การเปล่ียนสภาวะของอิเล็กตรอนจากไอออนโลหะไปยงัลิแกนด์; MLCT 
(Metal to ligand charge transfer) เกิดกบัสารประกอบโคออร์ดิเนชนัที่ไอออนของโลหะ มีเลข
ออกซิเดชนัต ่าๆ  กบัลิแกนดท์ี่มีลกัษณะเป็น   - acceptor 
 
 2.1.5 กฎของเบียร์ (Beer’s Law) (แมน้ อมรสิทธ์ิ, 2534; ขจดัภยั ทิพยผอ่ง, 2545) 
 การวดัปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนดว้ยสารละลายตวัอยา่ง ท าไดโ้ดยให้ล าแสงผ่านเขา้ไป
ในสารตวัอยา่ง (sample solution) แลว้วดัปริมาณแสงที่ผ่านออกมาโดยเปรียบเทียบกบัแสงที่ผ่าน
โดยไม่มีสารตวัอยา่ง (blank solution) ปริมาณของแสงที่ผ่านออกมาจะถูกเปล่ียนเป็นปริมาณของ
แสงที่ถูกดูดกลืน 
 ปริมาณแสงที่ถูกดูดกลืนโดยชนิดของสารในสารละลายนั้นจะขึ้นอยู่กบัหลายปัจจยั
ด้วยกัน ได้แก่ จ  านวนไอออน หรือโมเลกุลของสารชนิดนั้ นๆในทางเดินแสงของล าโฟตอน 
ระยะทางที่ล  าโฟตอนเดินทางผ่านตวัอยา่ง และชนิดของสารตวัอยา่ง ซ่ึงสารต่างชนิดกนันั้นจะ
ดูดกลืนแสงไดไ้ม่เท่ากนั 
 เม่ือผา่นล าแสงเขา้ไปในสารตวัอยา่งแลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งพบว่า 
ปริมาณของแสงที่ถูกดูดกลืนจะแปรผนัตรงกบัปริมาณความเขม้ขน้ของสารที่ตอ้งการวิเคราะห์ใน  
สารตวัอยา่ง และระยะทางที่แสงเดินทางผา่นสารละลายตวัอยา่งนั้น ซ่ึงสอดคลอ้งกบักฎของเบียร์    
ดงัแสดงในสมการที่ 2.2 
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A   =  abc                                                                 (2.2)                                    
 
โดยที่ A  = ค่าการดูดกลืนแสงของสาร (absorbance) 
 a = ค่าคงที่สัดส่วน เรียกว่า absorptivity เป็นคุณสมบตัิเฉพาะสาร ความยาวคล่ืน          
ตวัท าละลาย และอุณหภูมิ หน่วยขึ้นกบั b และ c 
 b = ระยะทางที่แสงผา่นสารตวัอยา่ง หรือความกวา้งของเซลลมี์หน่วยเป็นเซนติเมตร 
 c = ความเขม้ขน้ของสาร 
 
 ถา้ความเขม้ขน้ของสารมีหน่วยเป็น โมล/ลิตร(mole/L) หรือโมลาร์ (M)  ให้แทนค่า a 
ดว้ย   ซ่ึงเรียกว่า molar absorptivity หรือ molar absorption coefficient มีหน่วยเป็น L mol-1cm-1 
หรือ M-1cm-1 แสดงดงัสมการที่ 2.3 

A   =   bc                                                                                     (2.3) 

 
 2.1.6 อิทธิพลที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเฉดสี 
 สีเกิดจากการคายพลงังานแสงทีอิ่เล็กตรอนดูดเขา้ไป จากสภาวะกระตุน้สู่สภาวะพื้น
โดยสารแต่ละชนิดมีสีที่แตกต่างกนัไดเ้พราะมีการดูด และคายพลงังานของอิเล็กตรอนไม่เท่ากนั
และใหส้เปกตรัมการดูดกลืนแสงที่แตกต่างกนัขึ้นกบัลกัษณะโครงสร้างของโมเลกุล เม่ือเกิดการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างโมเลกุลของสารจะส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงค่าการดูดกลืนแสง และ
ปริมาณการดูดกลืนแสง รวมถึงความเขม้ของสี ส่ิงเหล่าน้ีส่งผลถึงสีที่ปรากฏให้เห็น โดยอิทธิพลที่  
ท  าใหมี้การเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนของสาร คือ  
 อิทธิพลที่ท  าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงเฉดสีโดยแบ่งเป็น 2 ประเภท ดงัน้ี 
 1. Bathochromic shift (red shift) คือ อิทธิพลที่ท  าให้โมเลกุลดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืนสูงขึ้น  
 2. Hypsochromic shift (blue shift) คือ อิทธิพลที่ท  าให้โมเลกุลดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืนต ่าลง 
 และอิทธิพลที่ท  าใหมี้การเปล่ียนแปลงความเขม้สี แบ่งเป็น 2 ประเภท ดงัน้ี 
 1. Hyperchromic effect คือ อิทธิพลที่ท  าใหโ้มเลกุลดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน
หน่ึงในปริมาณการดูดกลืนแสงที่มากขึ้น 
 2. Hypochromic effect คือ อิทธิพลที่ท  าใหโ้มเลกุลดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคล่ืน
หน่ึงในปริมาณการดูดกลืนแสงที่ลดลง แสดงดงัรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8 การเปล่ียนแปลงความยาวคล่ืนที่ดูดกลืนแสง และปริมาณการดูดกลืนแสงจากการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของโมเลกุลของสาร 
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2.2 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 
 Min Su Han และ Dong H. Kim (Han, & Kim, 2002) ไดน้ าสารประกอบ                  
โคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลียร์ของสงักะสี(II)(1) มาใชเ้ป็นรีเซ็บเตอร์ส าหรับการตรวจวดั HPO4

2- 
ดว้ยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์โดยใชอิ้นดิเคเตอร์ pyrocatechol violet หรือ PV เป็น
หน่วยใหส้ญัญาณ  จากการศึกษาพบวา่เม่ือ PV เกิดอนัตรกิริยากบัสารประกอบ (1) ไดเ้ป็น       
เอนเซมเบิล [1·PV] นั้นสีของสารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระกลายเป็น
สารละลายสีฟ้าของเอนเซมเบิล และมีคา่คงที่ของการเกิดเอนเซมเบิล (K) เท่ากบั (5.3 ± 0.2)         
× 104 M-1   และเม่ือมี HPO4

2-อยูใ่นระบบจะท าใหสี้ของสารละลายเปล่ียนกลบัไปเป็นสีเหลืองของ 
PV ในขณะที่แอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไม่สามารถเปล่ียนสีของสารละลายได ้ แสดงใหเ้ห็นว่า    
อินดิเคเตอร์ PV สามารถถูกแทนทีไ่ดด้ว้ย HPO4

2-  โดยที่สารประกอบโคออร์ดิเนชนั (2) ที่เกิดขึ้น
มีอตัราส่วนของสารประกอบ (1) : HPO4

2- คือ 1 : 1 และมีค่าคงที่ความเสถียรของการเกิด
สารประกอบ เท่ากบั (11.2 ± 0.8) × 104 M-1   
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 ต่อมาในปี 2007 Jae Han Lee และคณะ (Lee et al., 2007) ไดส้งัเคราะห์สารประกอบ      
โคออร์ดิเนชนั (3) ที่เป็นอนุพนัธข์องสารประกอบ (1)  โดยการเพิม่หมู่เอไมดจ์  านวน 4 หมู่เขา้ไป
ยงัวงไพริดีนทั้ง 4 และไดน้ าสารประกอบดงักล่าวไปศึกษาความสามารถในการตรวจวดั         
แอนไอออน ดว้ยเทคนิค IDA โดยใชอิ้นดิเตเตอร์ PV เช่นเดียวกนั จากการศึกษาพบวา่สารละลาย
เอนเซมเบิล [3·PV] มีสีฟ้าและมีค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (K) เท่ากบั (1.4 ± 0.1) 
× 105 M-1  นอกจากน้ียงัพบวา่เอนเซมเบิลดงักล่าวมีความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดั PPi  เพราะ
เม่ือมี PPi อยูใ่นระบบนั้น PPi จะสามารถเขา้ไปแทนที่ PV ในเอนเซมเบิลและท าใหส้ารละลาย
เปล่ียนจากสีฟ้าไปเป็นสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระ  และมีค่าคงที่ความเสถียรของสารประกอบ 
(3) กบั PPi เท่ากบั (5.39 ± 0.03) × 1010 M-1 ซ่ึงมีค่ามากกวา่ค่าคงที่ความเสถียรของการเกิด
สารประกอบ (2) เน่ืองจากสารประกอบ (3) สามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัอะตอมของออกซิเจน
ของ PPi ไดโ้ดยใชห้มู่เอไมดท์ั้ง 4 หมู่ ดงัแสดงดงัรูปที่ 2.9 จึงท าให้สารประกอบที่เกิดขึ้นมีความ
เสถียรเพิม่ขึ้น 

 
         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.9 โครงสร้างเอ็กซเรยข์องสารประกอบโคออร์ดิเนชนั [3·PPi] 
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 Soon Young Kim และ Jong-In Hong (Kim, & Hong, 2009) ไดพ้ฒันาระบบการ
ตรวจวดั PPi  ที่สามารถติดตามการเปล่ียนแปลงของสัญญาณไดท้ั้งการเปล่ียนแปลงสี และการ
เปล่ียนแปลงสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ดว้ยเทคนิค IDA โดยใชส้ารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิด   
ไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II) (4) เป็นหน่วยเลือกจบัและใชอิ้นดิเคเตอร์ PV และ fluoresceine 
หรือ FLR เป็นหน่วยให้สัญญาณ  โดยเอนเซมเบิลของ [4·PV] มีค่าคงที่ความเสถียรเท่ากับ      
1.01 ×106 M-1  และสารละลายจะมีสีฟ้าแต่เม่ือมี PPi อยูใ่นระบบพบว่าสีของสารละลายเปล่ียนไป
เป็นสีเหลืองของ PV อิสระแสดงว่า PPi  สามารถเขา้ไปแทนที่ PV ได้  ส าหรับในกรณีของ     
อินดิเคเตอร์ FLR นั้นพบว่า FLR ในรูปอิสระนั้นเม่ือท าการกระตุน้ดว้ยแสงที่ความยาวคล่ืน    
495 nm จะให้สัญญาณฟลูออเรสเซนตท์ี่ความยาวคล่ืน 514 nm แต่เม่ือมีสารประกอบ (4) อยูใ่น
ระบบจะท าให้ความเขม้ของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคล่ืนดังกล่าวมีค่าลดลง โดยที่            
เอนเซมเบิล [4·FLR]  ที่เกิดขึ้นมีค่าคงที่ความเสถียรเท่ากบั  5.83 ×104 M-1    เม่ือมี PPi อยูใ่นระบบ
ของเอนเซมเบิลดังกล่าวพบว่าความเขม้ของสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคล่ืน 514  nm 
กลับมีค่าสูงขึ้น ซ่ึงเป็นการยืนยนัว่า PPi สามารถเขา้ไปเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์กับ
สารประกอบ (4) ไดโ้ดยการเขา้ไปแทนที่อินดิเคเตอร์ FLR  จากการค านวณหาค่าคงที่ความเสถียร
ของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหว่าง (4)  กบั PPi นั้นพบว่ามีค่าเท่ากบั 3.93 ×107 M-1 ซ่ึงมีค่า
มากกวา่ค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลทั้ง 2 ชนิด 
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 Hyun Hye Jang และคณะ  (Jang et al., 2009) ได้น าโมเลกุลของสารประกอบ                  
โคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลียร์ของสงักะสี (II) ที่มีอนุพนัธข์องแอนทราซีนเป็นลิแกนด์ (5) มาใช้
เป็นรีเซ็บเตอร์ส าหรับการตรวจวดั ATP โดยการเลือกใชอิ้นดิเคเตอร์ PV เป็นหน่วยให้สัญญาณ 
จากการศึกษาพบวา่เม่ือ PV เกิดอนัตรกิริยากบัสารประกอบ (5) ไดเ้ป็นเอนเซมเบิล [5·PV]  นั้นจะ
ส่งผลใหส้ญัญาณฟลูออเรสเซนตข์องสารประกอบ 5 ที่ความยาวคล่ืน 426 nm  มีค่าลดต ่าลง โดยมี
ค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลเท่ากบั  2.98 ×106 M-1 และเม่ือมี ATP อยูใ่นระบบของ
เอนเซมเบิลดงักล่าวพบวา่ความเขม้ของสญัญาณฟลูออเรสเซนตท์ี่ความยาวคล่ืนดงักล่าวกลบัมีค่า
สูงขึ้นอีกคร้ัง ซ่ึงเป็นการยนืยนัว่า ATP  สามารถเขา้ไปเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์กับ
สารประกอบ (5) ไดโ้ดยการเขา้ไปแทนที่อินดิเคเตอร์ PV ดงัแสดงในรูปที่ 2.10  
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.10 การถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ PV ในเอนเซมเบิล [5·PV] โดย ATP 
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 Sarayut Watchasit และคณะ (Watchasit et al., 2010) ไดน้ าสารประกอบ                  
โคออร์ดิเนชนัชนิดไดนิวเคลียร์ของคอปเปอร์ (II) กบัลิแกนดท์ี่เป็นอนุพนัธข์องคาลิกซ์[4]แอรีน 
(6)  มาใชเ้ป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีส าหรับการตรวจวดั PPi ดว้ยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ 
โดยใชอิ้นดิเคเตอร์ PV เป็นหน่วยใหส้ญัญาณ จากการศึกษาพบวา่เม่ือ PV เกิดอนัตรกิริยากบั
สารประกอบ (6) นั้นจะท าให ้ สีของสารละลายเปล่ียนจากสีเหลืองของ PV ในรูปอิสระกลายไป
เป็นสีเขียวของสารละลายเอนเซมเบิล [6·PV] และมีค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลเท่ากบั         
1.30 × 104 M-1  เม่ือมี PPi อยูใ่นระบบของเอนเซมเบิลดงักล่าว สารละลายจะเปล่ียนกลบัไปเป็น  
สีเหลืองของ PV ในขณะที่แอนไอออนชนิดอ่ืนๆไม่สามารถเปล่ียนสีของสารละลายได ้ แสดงให้
เห็นวา่ PPi สามารถเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตก์บัสารประกอบ (6) โดยเขา้ไปแทนที่    
อินดิเคเตอร์ PV และมีคา่คงที่ความเสถียรของการเกิดสารประกอบเท่ากบั 5.2 × 105 M-1 
 

 
            (6) 
 
 
 
 
 



 

 

บทที ่3 
การทดลอง 

 

3.1 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 
 1. ยวูวีสิิเบิลสเปกโทรมิเตอร์ (HP Hewlett Packard G1103A) 
 

3.2 สารเคม ี
Acetonitrile    CH3CN              A.R.Grade (FLUKA) 
Adenosine monophosphate (AMP) C10H14N5O7P           A.R.Grade (ALDRICH) 
Adenosine diphosphate (ADP)               C10H15N5O10P2           A.R.Grade (ALDRICH) 
Adenosine triphosphate (ATP)  C10H16N5O13P3          A.R.Grade (ALDRICH) 
Bromopyrogallol red (BPG)  C19H10Br2O8S            A.R.Grade (FLUKA) 
Hydroxyethyl piperazineethane sulfonic acid (HEPES) C8H18N2O4S    A.R.Grade (FLUKA) 
Methylthymol blue (MTB)  C37H40N2O13S         A.R.Grade (FLUKA) 
Sodium phosphate   NaH2PO4           A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium acetate         NaCH3CO2 หรือ NaOAc   A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium benzoate       NaC6H5CO2 หรือ NaOBz   A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium iodide       NaI     A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium bromide         NaBr     A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium chloride        NaCl     A.R.Grade (ALDRICH) 
Sodium fluoride        NaF     A.R.Grade (ALDRICH) 
Sterile water    General Hospital Products Public Co., Ltd 
Tetrasodium pyrophosphate       Na4(P2O7)    A.R.Grade (ALDRICH) 
Xylenol orange (XO)   C31H32N2O13S    A.R.Grade (FLUKA) 
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3.3  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES     
pH 7.4 
 3.3.1 การเตรียมสารละลาย HEPES pH 7.4 ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 1000 
มิลลิลิตร 

 ชัง่ HEPES 2.3830 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลั่นยาฉีดและปรับ pH ของสารละลายจนมีค่า
เท่ากบั 7.4  หลงัจากนั้นน าสารละลายดงักล่าวถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร และ
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
 3.3.2 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES    
pH 7.4 

 ตวงสารละลาย HEPES pH 7.4 ความเขม้ขน้ 10 mM (จากขอ้ 3.3.1) ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยอะซิโตไนไตรล ์จนถึงขีด
บอกปริมาตร 
 

3.4  การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกดิเอนเซมเบิลระหว่าง Zn2L กบัอนิดิเคเตอร์ 
BPG, MTB และ XO ด้วยเทคนิคยูว-ีวสิิเบิลไทเทรชัน 
 3.4.1 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  3.4.1.1 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ Zn2L 13.40 มิลลิกรัม ละลายละลายดว้ยสารละลายผสมของอะซิโตไนไตรล์
และน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าวถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรดว้ยอะซิโตไนไตรลจ์นถึงขีดบอกปริมาตร 

  3.4.1.2 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ปิเปตสารละลาย Zn2L ความเขม้ขน้ 2 mM (จากขอ้ 3.4.1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 
 

3.4.2 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  3.4.2.1 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ BPG 5.76 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
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  3.4.2.2 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  ปิเปตสารละลาย BPG ความเข้มขน้ 2 mM (จากข้อ 3.4.2.1) ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 80/20 
(%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 
 
 3.4.3 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  3.4.3.1 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ MTB 8.45 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.4.3.2 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  เตรียมดว้ยวิธีเดียวกบัการเตรียมสารละลาย BPG ความเขม้ขน้ 20 µM ปริมาตร      
50 มิลลิลิตร (จากขอ้ 3.4.2.2) 
 

3.4.4 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  3.4.4.1 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชัง่ XO 7.61 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว 
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.4.4.2 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  เตรียมดว้ยวิธีเดียวกบัการเตรียมสารละลาย BPG ความเขม้ขน้ 20 µM ปริมาตร      
50 มิลลิลิตร (จากขอ้ 3.4.2.2) 
 
 3.4.5 วิธีการทดลอง 
 ปิเปตสารละลายอินดิเคเตอร์ ความเขม้ขน้ 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในคิวเวท 
จากนั้นค่อย ๆไทเทรตสารละลาย Zn2L ความเขม้ขน้ 400 µM ลงในคิวเวทดงักล่าว โดยใช้
ปริมาตร  ดงัแสดงในตารางที่ 3.1 หลงัจากนั้นคนสารละลายใหเ้ขา้กนั และน าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงที่ช่วงความยาวคล่ืน 250-900 nm จากนั้นน าขอ้มูลที่ไดม้าสร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัความยาวคล่ืนที่ใชใ้นการทดลองและค านวณหาค่าคงที่ของการเกิด
เอนเซมเบิล โดยใชโ้ปรแกรม SPECFIT   (SPECFIT/32, 2004) 
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ตารางที่ 3.1 สภาวะการทดลองส าหรับการหาค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่าง Zn2L กับ      
อินดิเคเตอร์ BPG, MTB และ XO  ดว้ยเทคนิคยวู-ีวสิิเบิลสเปกโทรสโคปี 
 

อินดิเคเตอร์          
 

คร้ังที่ 

ปริมาตร Zn2L 
(มิลลลิิตร) 

จ านวณ equivalent 
ของ Zn2L 

BPG MTB XO 

1 0.00 0.00 0.00 0.0 
2 0.01 0.01 0.01 0.1 
3 0.02 0.02 0.02 0.2 
4 0.03 0.03 0.03 0.3 
5 0.04 0.04 0.04 0.4 
6 0.05 0.05 0.05 0.5 
7 0.06 0.06 0.06 0.6 
8 0.07 0.07 0.07 0.7 
9 0.08 0.08 0.08 0.8 

10 0.09 0.09 0.09 0.9 
11 0.10 0.10 0.10 1.0 
12 0.11 0.11 0.11 1.1 
13 0.12 0.12 0.12 1.2 
14 0.13 0.13 0.13 1.3 
15 0.14 0.14  1.4 
16 0.15 0.15  1.5 
17 0.16   1.6 
18 0.17   1.7 
19 0.18   1.8 
20 0.19   1.9 
21 0.20   2.0 
22 0.22   2.2 
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3.5 การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดต่างๆของ         
เอนเซมเบิล 
 3.5.1 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร            
10 มิลลิลิตร 
  3.5.1.1 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 10 mM 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่เกลือของแอนไอออนชนิดต่างๆ ตามน ้ าหนักที่แสดงในตารางที่ 3.2 ละลาย
ดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าวถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.5.1.2 การเตรียมสารละลายของแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 1 mM 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  ปิเปตสารละลายของแอนไอออนชนิดต่างๆ ความเข้มข้น 10 mM (จากข้อ 
3.5.1.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ย
สารละลายบฟัเฟอร์ 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 
 

3.5.2 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  3.5.2.1 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 2 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ Zn2L 13.40 มิลลิกรัม ละลายดว้ยสารละลายผสมของอะซิโตไนไตรล์ และ       
น ้ ากลั่นยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าวถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับ
ปริมาตรดว้ยอะซิโตไนไตรลจ์นถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.5.2.2 การเตรียมสารละลาย Zn2L ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  ปิเปตสารละลาย Zn2L ความเขม้ขน้ 2 mM (จากขอ้ 3.5.2.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 
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 3.5.3 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  3.5.3.1 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 4 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ BPG 11.52 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.5.3.2 การเตรียมสารละลาย BPG ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  ปิเปตสารละลาย BPG ความเขม้ขน้ 4 mM (จากขอ้ 3.5.3.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรด้วยสารละลายบฟัเฟอร์ 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES pH 7.4 จนถึงขีดบอกปริมาตร 
 
 3.5.4 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  3.5.4.1 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 4 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ MTB 16.90 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.5.4.2 การเตรียมสารละลาย MTB ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  เตรียมดว้ยวธีิเดียวกบัการเตรียมสารละลาย BPG ความเขม้ขน้ 400 µM ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (จากขอ้ 3.5.3.2) 
 
 3.5.5 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  3.5.5.1 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 4 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
  ชัง่ XO 15.21 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีด จากนั้นน าสารละลายดงักล่าว
ถ่ายใส่ขวดวดัปริมาตรขนาด 5 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ยาฉีดจนถึงขีดบอกปริมาตร 
  3.5.5.2 การเตรียมสารละลาย XO ความเข้มข้น 400 µM ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
  เตรียมดว้ยวธีิเดียวกบัการเตรียมสารละลาย BPG ความเขม้ขน้ 400 µM ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร (จากขอ้ 3.5.3.2) 
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3.5.6 วิธีการทดลอง 
 ปิเปตสารละลาย Zn2L ความเขม้ขน้ 20 µM ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในคิวเวท จากนั้น
เติมสารละลายของอินดิเคเตอร์ ความเขม้ขน้ 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (1 equivalent) ลงไป
ในคิวเวทดงักล่าว คนสารละลายให้เขา้กนั และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคล่ืน 
250-900 nm หลังจากนั้นเติมสารละลายของแอนไอออน ความเขม้ขน้ 1 mM ปริมาตร 0.2 
มิลลิลิตร (4 equivalent) ลงไปในคิวเวทดงักล่าว คนสารละลายให้เขา้กนัและน าไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง น าขอ้มูลที่ไดม้าสร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าความยาวคล่ืนที่ใชใ้นการ
ทดลองกบัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลอิสระเปรียบเทียบกับ สารละลายของ  
เอนเซมเบิลเม่ือเติมสารละลายแอนไอออนแต่ละชนิด  

ในการพจิารณาวา่แอนไอออนชนิดใดสามารถแทนที่อินดิเคเตอร์ไดน้ั้นสามารถสังเกตได้
จากการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล และการพิจารณาว่าเอนเซมเบิลมีความจ าเพาะ
เจาะจงในการเลือกจบักบัแอนไอออนชนิดใดนั้น สามารถท าไดโ้ดยสังเกตว่าแอนไอออนชนิดใด
ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงของสเปกตรัมมากที่สุด 
 
ตารางที่ 3.2 น ้ าหนกัเกลือของแอนไอออนชนิดต่างๆที่ใชใ้นการเตรียมเป็นสารละลายที่มีความ
เขม้ขน้ 10 mM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
 

ล าดับที ่ ชนิดของแอนไอออน ชนิดเกลือของแอน
ไอออน 

น ้าหนัก (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 
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3.6 การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชันระหว่าง
สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L กับ ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ด้วยเทคนิค      
ยูว-ีวสิิเบิลไทเทรชัน 

ปิเปตสารละลาย Zn2L ความเขม้ขน้ 20 µM (จากขอ้ 3.5.2.2) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลง
ในคิวเวท จากนั้นเติมสารละลายอินดิเคเตอร์ ความเขม้ขน้ 400 µM ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร            
(1 equivalent) ลงไปในคิวเวทดงักล่าว คนสารละลายให้เขา้กนั และน าสารละลายไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน 250-900 nm จากนั้นจึงท าการไทเทรตสารละลาย PPi ความ
เขม้ขน้ 1 mM  ลงในคิวเวทที่มีสารละลายดงักล่าวอยู ่คร้ังละ 0.01 มิลลิลิตร โดยในแต่ละคร้ังให้
คนสารละลายใหเ้ขา้กนั และน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ช่วงความยาวคล่ืน 250-900 nm จากนั้น
น าขอ้มูลที่ไดม้าสร้างกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกบัความยาวคล่ืนที่ใช้
ในการทดลอง และค านวณหาค่าคงที่ของการเกิดเอนเซมเบิลโดยใช้โปรแกรม SPECFIT 
(SPECFIT/32, 2004) 

 
 

 



บทที ่ 4 
ผลการทดลองและอภปิราย 

 

4.1 การหาค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกดิเอนเซมเบิลระหว่าง Zn2L กบัอนิดิเคเตอร์ BPG, 
MTB และ XO ด้วยเทคนิคยูว-ีวสิิเบิลไทเทรชัน 
 จากการศึกษาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างสารประกอบ                 
โคออร์ดิเนชนั Zn2L กบัอินดิเคเตอร์ทั้ง 3 ชนิดไดแ้ก่ Bromopyrogallol Red (BPG), Methylthymol 
Blue (MTB) และ   Xylenol Orange (XO) ดว้ยเทคนิคยวูี-วิสิเบิลสเปกโทรสโคปีนั้นท าไดโ้ดยการ
ไทเทรตสารละลายของอินดิเคเตอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 20 µM ท่ีเตรียมในสารละลาย 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 ดว้ยสารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 
Zn2L ความเขม้ขน้ 400 µM ท่ีเตรียมในตวัท าละลายชนิดเดียวกนั และวดัค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายผสมหลงัจากเติมสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ทุกคร้ัง หลงัจากนั้นจึงน าขอ้มูลท่ีได้
จากการท าไทเทรชนัไปค านวณหาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) ดว้ยโปรแกรม 
SPECFIT ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1  
 จากการทดลองพบวา่ เม่ือน าสารละลายสีม่วงของอินดิเคเตอร์ BPG ไปวดัค่าการดูดกลืน
แสง พบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงสูงท่ีสุดท่ีความยาวคล่ืน 567 นาโนเมตร และเม่ือท าการไทเทรต
สารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L 0.1 equivalent ลงไปยงัสารละลายดงักล่าว พบวา่  
ค่าการดูดกลืนแสงของ BPG ท่ีความยาวคล่ืน 567 นาโนเมตรมีค่าลดลงและเม่ือความเขม้ขน้ของ 
Zn2L มีค่าเพิ่มข้ึนพบวา่ความยาวคล่ืนของการดูดกลืนแสงของสารละลายจะเล่ือนไปปรากฏท่ีความ
ยาวคล่ืน 585 นาโนเมตร (bathochromic shift) และค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนดงักล่าวจะมี
ค่าคงท่ีเม่ือไทเทรตสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L จนถึง 2 equivalent ดังแสดงในรูปท่ี 4.1  
นอกจากน้ียงัพบวา่สีของสารละลาย BPG จะค่อยๆเปล่ียนจากสีเปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีม่วงอมน ้ าเงิน
ซ่ึงเป็นสีของสารละลายเอนเซมเบิลจึงเป็นการยืนยนัว่า BPG สามารถเกิดพนัธะโคออร์ดิเนต           
โควาเลนต์กบัอะตอมของ Zn(II) ทั้งสองอะตอมของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ได ้จากการ
ค านวณหาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) พบวา่มีค่า log K1= 4.76 ± 0.26 และ  
log K2 = 4.38 ± 0.26 ซ่ึงตรงกบัการเกิดสปีชีส์ของเอนเซมเบิล [Zn2L·BPG] และ [Zn2L·2BPG] 
ตามล าดบั 
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รูปที ่ 4.1 ยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชัน่สเปกตรัมของอินเคเตอร์ BPG ความเขม้ขน้ 20 µM ดว้ยสารประกอบ
โคออร์ดิเนชนั Zn2L ความเขม้ขน้ 400 µM ในตวัท าละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 
HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 
 
 เม่ือน าสารละลายสีเขียวซีดของอินดิเคเตอร์ MTB ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงจะปรากฏแถบ
การดูดกลืนแสงของ MTB ท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร และเม่ือท า
การไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ตั้งแต่ 0 – 1 equivalent ลงไปยงั
สารละลายดงักล่าวพบวา่ค่าการดูดกลืนแสงของ MTB ท่ีความยาวคล่ืน 450 นาโนเมตร มีค่าลดลง 
และพบวา่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรจะมีค่าเพิ่มข้ึน (bathochromic shift)     
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 โดยท่ีสีเขียวซีดของ MTB จะค่อย ๆ เปล่ียนไปเป็นสีม่วงและสีน ้าเงินตามล าดบั 
ซ่ึงเป็นการยนืยนัวา่ MTB สามารถเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตก์บัอะตอมของ Zn(II) ทั้งสอง
อะตอมของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ได ้ จากการค านวณหาค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิด
เอนเซมเบิล(log K) พบวา่มีค่า log K1 = 6.05 ± 0.16 และ log K2 = 4.75 ± 0.32 ซ่ึงตรงกบัการเกิด     
สปีชีส์ของเอนเซมเบิล [Zn2L·MTB] และ [Zn2L·2MTB] ตามล าดบั 
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รูปที ่ 4.2 ยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชัน่สเปกตรัมของอินเคเตอร์ MTB ความเขม้ขน้ 20 µM ดว้ยสารประกอบ
โคออร์ดิเนชนั Zn2L ความเขม้ขน้ 400 µM ในตวัท าละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 
บฟัเฟอร์ท่ี HEPES pH 7.4 
 
 ในท านองเดียวกนัจากการน าสารละลายของอินดิเคเตอร์ XO ท่ีมีสีม่วงอ่อนไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงพบวา่ XO มีการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 431 นาโนเมตร และเม่ือท าการ
ไทเทรตสารละลายของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ตั้งแต่ 0 – 1 equivalent ลงไปยงัสารละลาย
ดงักล่าว พบวา่แถบการดูดกลืนแสงของ XO ท่ีความยาวคล่ืน 431 นาโนเมตร จะมีค่าลดลง และ      
ในท านองเดียวกนัเม่ือความเขม้ขน้ของ Zn2L เพิ่มข้ึน พบวา่ความยาวคล่ืนของการดูดกลืนแสงของ
สารละลายผสมดงักล่าวจะเล่ือนไปปรากฏท่ีความยาวคล่ืน 569 นาโนเมตร (bathochromic shift)      
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 โดยท่ีสีของ  XO จะเปล่ียนจากสีม่วงอ่อนไปเป็นสีม่วงอมชมพขูองสารละลาย
เอนเซมเบิล ซ่ึงเป็นการยนืยนัวา่ XO สามารถเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตก์บัอะตอมของ Zn(II) 
ทั้งสองอะตอมของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ไดเ้ช่นเดียวกนั จากการค านวณหาค่าคงท่ีความ
เสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) พบวา่มีค่า log K1 = 7.72 ± 0.18 และ log K2 = 5.76 ± 0.28 ซ่ึง
ตรงกบัการเกิดสปีชีส์ของเอนเซมเบิล [Zn2L·XO] และ [Zn2L·2XO] ตามล าดบั 
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รูปที ่ 4.3 ยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชัน่สเปกตรัมของอินเคเตอร์ XO ความเขม้ขน้ 20 µM ดว้ยสารประกอบ   
โคออร์ดิเนชนั Zn2L ความเขม้ขน้ 400 µM ในตวัท าละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 
HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 
 
 
ตารางที่ 4.1 ค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) ระหวา่ง Zn2L และอินดิเคเตอร์ BPG, 
MTB และ XO และจ านวน equivalent ของ Zn2L ท่ีใชใ้นการไทเทรต 
 

อนิดิเคเตอร์ 
ค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกดิเอนเซมเบิล (log K ) จ านวน 

equivalent log K1 log K 2 

BPG 
MTB 

4.76 ± 0.26 
6.05 ± 0.16 

4.38 ± 0.26 
4.75 ± 0.32 

2 
1 

XO 7.72 ± 0.18 5.76 ± 0.28 1 
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 จากค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) ระหวา่ง Zn2L กบัอินดิเคเตอร์ทั้ง
สามชนิดในตารางท่ี 4.1 สามารถเขียนล าดบัขั้นของการเกิดเอนเซมเบิลทั้ง 2 สปีชีส์ในขณะท่ีท าการ
ไทเทรตไดด้งัแสดงในสมการท่ี 4.1 เม่ือ D คืออินดิเคเตอร์ และ R คือสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 
Zn2L 

 (4.1) 
                                                               

 จากสมการท่ี 4.1 สามารถอธิบายไดว้า่ สปีชีส์ของเอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนในช่วงแรกของการ
ไทเทรต คือเอนเซมเบิลท่ีมีอตัราส่วนของ Zn2L : อินดิเคเตอร์ คือ 1:2 [R·2D] เน่ืองจากเม่ือเร่ิมตน้การ
ไทเทรตนั้นมีความเข้มข้นของอินดิเคอร์ท่ีมากเกินพอ และเม่ือท าการเพิ่มความเข้มข้นของ
สารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L มากข้ึนพบว่าจะมีการเปล่ียนสปีชีส์ของเอนเซมเบิลจาก [R·2D]   
ไปเป็นเอนเซมเบิลท่ีมีอตัราส่วนของ Zn2L : อินดิเคเตอร์ คือ 1:1 [R·D] ดงันั้นถา้สปีชีส์เอนเซมเบิล 
[R·D] ใดท่ีมีค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลมากก็จะใช้จ  านวน equivalent ของ
สารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ในการไทเทรตนอ้ย และในท านองเดียวกนัถา้สปีชีส์ [R·D] ใดท่ีมี
ค่าคงท่ีความเสถียรของการกิดเอนเซมเบิลน้อยก็จะใช้จ  านวน equivalent ของสารประกอบ               
โคออร์ดิเนชัน Zn2L ในการไทเทรตมาก  ซ่ึงจากตารางท่ี 4.1 จะเห็นได้ว่าในการเกิดเอนเซมเบิล
ระหว่างสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L  กับอินดิเคเตอร์ BPG ใช้จ  านวน equivalent ของ
สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L ในการไทเทรตมากท่ีสุดคือ 2 equivalent แสดงว่าค่าคงท่ีความ
เสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล [Zn2L·BPG] มีค่าต ่าท่ีสุดเม่ือเปรียบกบัอินดิเคเตอร์ XO และ MTB  
 เ ม่ือพิจารณาเฉพาะค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลท่ีมีอัตราส่วนของ         
Zn2L: อินดิเคเตอร์ คือ 1:1 นั้น (log K1) สามารถเรียงล าดบัความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลจาก
มากไปหานอ้ยไดด้งัน้ี [Zn2L·XO] > [Zn2L·MTB] > [Zn2L·BPG] แสดงให้เห็นวา่ขนาดโมเลกุลของ     
อินดิเคเตอร์เป็นปัจจยัในการควบคุมเสถียรภาพของเอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนในสารละลาย ดงันั้นจึงสรุป
ไดว้่าการท่ีอินดิเคเตอร์ BPG มีค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลต ่าท่ีสุดนั้นเน่ืองมาจาก 
BPG มีขนาดโมเลกุลท่ีเล็กท่ีสุด จึงเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนต์ท่ีไม่แข็งแรงกบัอะตอมของ 
Zn(II) ทั้ งสองอะตอมเม่ือเกิดเป็นเอนเซมเบิลกบัโมเลกุลของสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L 
ในขณะท่ีอินดิเคเตอร์ MTB และ XO มีขนาดโมเลกุลท่ีใหญ่กวา่อินดิเคเตอร์ BPG  จึงเกิดพนัธะ
โคออร์ดิเนตโควาเลนตก์บัโมเลกุลของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L ไดดี้กว่า จึงมีค่าคงท่ีความ
เสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลท่ีสูงกวา่อินดิเคเตอร์ BPG  โดยท่ีอินดิเคเตอร์ XO มีขนาดโมเลกุลท่ี
เหมาะสมกบัระยะห่างระหวา่ง Zn(II) ทั้งสองอะตอมในโครงสร้างของเอนเซมเบิลมากท่ีสุด เน่ืองจาก

+ R 
[R·D] [R·2D] 

log K(1:1) = log K1 
 

D    +    R 
log K(1:2) = log K2 
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เอนเซมเบิลท่ีเกิดข้ึนมีค่าคงท่ีความเสถียรมากท่ีสุด  โครงสร้างท่ีเป็นไปไดข้องเอนเซมเบิลทั้งสาม
ชนิดแสดงไดด้งัรูปท่ี 4.4 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                                       
            
 
 
 
                      

รูปที ่4.4 โครงสร้างท่ีเป็นไปไดข้องเอนเซมเบิล [Zn2L·BPG]   [Zn2L·MTB] และ [Zn2L·XO] 
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4.2 การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจับกับแอนไอออนชนิดต่างๆ ของ               
เอนเซมเบิล  
 จากการศึกษาความจ าเพาะเจาะจงในการเลือกจบักบัแอนไอออนชนิดต่างๆของเอนเซมเบิล 
ในสารละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 ในเบ้ืองตน้นั้น
สามารถสังเกตไดจ้ากการเปล่ียนแปลงสีของสารละลาย  เอนเซมเบิลไปเป็นสีของอินดิเคเตอร์อิสระ
แต่ละชนิดในสภาวะท่ีมีแอนไอออนชนิดต่างๆอยูใ่นระบบ ผลการทดลองแสดงไดด้งัรูปท่ี 4.5 
 
Bromopyrogallol Red (BPG) 
 
 
 
Methylthymol Blue (MTB) 
 
 
 
Xylenol Orange (XO) 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 การเปล่ียนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิล (En) ระหว่าง Zn2L กบัอินดิเคเตอร์ BPG, 
MTB และ XO เม่ือเติมแอนไอออนชนิดต่างๆ จ านวน 4 equivalent ในสารละลาย 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 
 
  
 
 
 

Zn2L    Dye      En    H2PO4
-  AcO –     PPi      BzO-       I-         Br-          Cl-         F-      AMP   ADP   ATP 
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 จากรูปท่ี 4.5 จะเห็นได้ว่าเอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ทั้งสามชนิดนั้นให้ผลการ
ทดลองท่ีแตกต่างกนั โดยเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ BPG นั้นพบวา่ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ
การตรวจวดั PPi เน่ืองจากแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่  H2PO4

-   AMP    ADP  และ ATP สามารถ
เขา้ไปแทนท่ี BPG ในโครงสร้างของเอนเซมเบิลได ้ซ่ึงสังเกตไดจ้ากสีของสารละลายเอนเซมเบิลท่ี
เปล่ียนสีจากม่วงอมน ้ าเงินไปเป็นสีม่วง แสดงว่าค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลของ    
อินดิเคเตอร์ BPG นั้นมีค่าต ่ากวา่ค่าคงท่ีความเสถียรของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L กบัแอน
ไอออนดงักล่าว  ในทางตรงกนัขา้มในระบบเอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ XO นั้นจะเห็นไดว้่า 
ไม่มีแอนไอออนชนิดใดท่ีสามารถเขา้ไปแทนท่ีอินดิเคเตอร์ XO ได ้แสดงวา่ค่าคงท่ีความเสถียรของ
การเกิดเอนเซมเบิลของอินดิเคเตอร์ XO มีค่าสูงกว่าค่าคงท่ีความเสถียรของสารประกอบ                 
โคออร์ดิเนชนั Zn2L กบัแอนไอออนทุกชนิดท่ีใชใ้นการทดลองค่อนขา้งมาก เน่ืองจากในสภาวะท่ีมี
แอนไอออนอยู่ในระบบนั้ นไม่ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายเอนเซมเบิลจาก                 
สีม่วงอมชมพูไปเป็นสีม่วงอ่อนของอินดิเคเตอร์ XO ในรูปอิสระ  ดังนั้นเอนเซมเบิลท่ีเกิดจาก       
อินดิเคเตอร์ BPG และ XO จึงไม่สามารถน ามาใชใ้นการตรวจวดั PPi ดว้ยเทคนิคการถูกแทนท่ีของ
อินดิเคเตอร์ 
 ส าหรับเอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์  MTB นั้นพบว่ามีความจ าเพาะเจาะจงในการ
ตรวจวดั PPi เป็นอยา่งดี เน่ืองจากมีเพียง PPi เท่านั้นท่ีท าให้สีของสารละลายเอนเซมเบิลเปล่ียนจาก   
สีน ้ าเงินไปเป็นสีม่วงจาง แสดงว่าค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลมีค่าต ่ากว่าค่าคงท่ีของ
การเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหวา่ง Zn2L กบัแอนไอออน PPi  เพียงชนิดเดียว   แต่อยา่งไร   
ก็ตามการท่ีสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนไม่สอดคลอ้งกบัสีเหลืองของสารละลายของอินดิเคเตอร์ท่ีอยูใ่น
รูปอิสระนั้น คาดว่าเกิดจากการท่ี PPi ไม่สามารถเขา้ไปแทนท่ี MTB ท่ีเกิดพนัธะโคออร์ดิเนต         
โควาเลนตไ์ดอ้ย่างสมบูรณ์ ซ่ึงหมายความวา่ค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลดงักล่าวควร
จะมีค่าท่ีใกลเ้คียงกบัค่าคงท่ีความเสถียรของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L กบั PPi 
 จากสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ MTB ท่ีมี
แอนไอออนชนิดต่าง ๆ อยู่ในระบบดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 จะเห็นได้ว่ามีเพียง PPi เท่านั้นท่ีท าให้
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของเอนเซมเบิลเกิดการเปล่ียนแปลงแบบ hypsochromic shift  เน่ืองจากค่า
การดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรของสารละลายเอนเซมเบิลมีค่าลดลง และเกิด
การเล่ือนไปปรากฎท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 530 นาโนเมตร ซ่ึงตรงกบัความยาวคล่ืนของการดูดกลืน
แสงของอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระ แสดงวา่ PPi สามารถเขา้ไปแทนท่ีอินดิเคเตอร์ MTB ในโครงสร้าง
ของเอนเซมเบิลดงักล่าวไดจ้ริง 
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รูปที่ 4.6 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของสารละลายเอนเซมเบิล (En) ท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ MTB  
ความเขม้ขน้ 20 µM เม่ือเติมแอนไอออนชนิดต่าง ๆ (4 equivalent)ในสารละลาย 80/20 (%v/v) 
MeCN/H2O ใน 10 mM HEPESบฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 
 
   

4.3 การหาค่าคงทีค่วามเสถียรของการเกดิสารประกอบโคออร์ดิเนชันระหว่างสารประกอบ
โคออร์ดิเนชัน Zn2L กบั ไพโรฟอสเฟตแอนไอออน (PPi) ด้วยเทคนิคยูว-ีวสิิเบิลไทเทรชัน 

 เม่ือท าการไทเทรตสารละลายของ PPi ความเขม้ขน้ 400 µM ลงไปในสารละลายของ      
เอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ MTB  ความเขม้ขน้ 20 µM จะเห็นไดว้า่ค่าการดูดกลืนแสงของเอน
เซมเบิลท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จะค่อย ๆ ลดลง และในขณะเดียวกนัพบวา่ค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืนประมาณ 530 นาโนเมตรจะมีค่าเพิ่มข้ึน ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7 และพบวา่ค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืนดงักล่าวจะมีค่าคงท่ีเม่ือท าการไทเทรต PPi ลงไปเป็นจ านวน 4 equivalent โดย
เกิดการเปล่ียนแปลงสีของสารละลายจากสีน ้ าเงินของสารละลายเอนเซมเบิลไปเป็นสีม่วงจาง ซ่ึง
แสดงให้เห็นว่าอินดิเคเตอร์ MTB สามารถถูกแทนท่ีได้ด้วย PPi   เม่ือน าข้อมูลท่ีได้จากการท า            
ยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชนัไปค านวณหาค่าคงท่ีความเสถียร (log K) ของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนั
ระหวา่งสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L กบั PPi พบวา่มีค่า log K1 = 6.00 ± 0.23 และ  log K2= 5.60 
± 0.21  ซ่ึงตรงกบัสปีชีส์ของโคออร์ดิเนชนัท่ีอตัราส่วนของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L : PPi 
คือ 1:1 [Zn2L· PPi] และ 1:2 [Zn2L·2PPi] ตามล าดบั   
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รูปที ่4.7  ยวู-ีวสิิเบิลไทเทรชัน่สเปกตรัมของสารละลายเอนเซมเบิลท่ีเกิดจากอินดิเคเตอร์ MTB ความ
เขม้ขน้ 20 µM ดว้ย PPi ความเขม้ขน้ 400 µM ในสารละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM 
HEPES บฟัเฟอร์ท่ี pH 7.4 
 
 จากท่ีไดก้ล่าวมาแล้วในขา้งตน้ว่าสีของสารละลายท่ีเกิดข้ึนจากการท่ีอินดิเคเตอร์ MTB   
ถูกแทนท่ีดว้ย PPi นั้นไม่สอดคลอ้งกบัสีของสารละลาย MTB เม่ืออยู่ในรูปอิสระ แสดงให้เห็นว่า  
PPi ไม่สามารถเขา้ไปแทนท่ี MTB ท่ีเกิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตไ์ดอ้ยา่งสมบูรณ์ ทั้งน้ีเน่ืองจาก
ค่า log K1 ของการเกิดสารประกอบ [Zn2L·PPi] มีใกลเ้คียงกบัค่า log K1 ของการเกิดเอนเซมเบิล    
(log K1 = 6.05 ± 0.16) จึงท าให้อินดิเคเตอร์ MTB ถูกแทนท่ีดว้ย PPi ไดเ้พียงบางส่วนเท่านั้น          
แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ PPi ต่อไปเร่ือย ๆ  การถูกแทนท่ีดงักล่าวก็ยงัสามารถด าเนิน
ต่อไปไดเ้น่ืองจากค่า log K2 ของ [Zn2L·2PPi] มีค่าสูงกว่าค่า log K2 ของการเกิดเอนเซมเบิล          
อยา่งมีนยัส าคญั  (log K2 = 4.75 ± 0.32)  ซ่ึงโครงสร้างท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบโคออร์ดิเนชนั    
ท่ีเกิดข้ึน แสดงได้ดงัรูปท่ี 4.8   โดยท่ี PPi ใช้อะตอมของออกซิเจนทั้ง 4 อะตอมในการเกิดพนัธะ     
โคออร์ดิเนชันกับ Zn(II) ทั้ งสองอะตอม (Watchasit et al., 2010) ท าให้เกิดสารประกอบ                  
โคออร์ดิเนชนัท่ีมีอตัราส่วนของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L : PPi คือ 1:1  [Zn2L·PPi]  ซ่ึง 
ความเขม้ขน้ต ่าสุดของ PPi ท่ีสามารถตรวจวดัได ้มีค่าประมาณ 2.5 µM 
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รูปที ่4.8 โครงสร้างท่ีเป็นไปไดข้องสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหวา่ง Zn2L และ PPi 
 
 เม่ือพิจารณาค่าคงท่ีความเสถียร (log K1) ของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชัน 
[Zn2L·PPi] กบัค่าคงท่ีความเสถียรของเกิดเอนเซมเบิลของอินดิเคเตอร์ BPG และ XO นั้นจะเห็นได้
วา่  [Zn2L·BPG] มีค่า log K1 (4.76) ท่ีต ่ากวา่ log K1 ของ [Zn2L·PPi] มากและควรจะต ่ากวา่ค่า log K 1 

ของสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหวา่ง Zn2L กบัแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ ดว้ยเช่นกนั ส าหรับในกรณี
ของเอนเซมเบิล [Zn2L·XO]   นั้นมีค่า log K1 ท่ีสูงกวา่ค่า log K1 ของ [Zn2L·PPi] ค่อนขา้งมาก ดงันั้น 
PPi จึงไม่สามารถเขา้ไปแทนท่ีอินดิเคเตอร์ XO ในโครงสร้างของเอนเซมเบิลได ้
 จากผลการทดลองท่ีได้ในงานวิจยัน้ีจะเห็นไดว้า่การท่ีอินดิเคเตอร์ MTB สามารถใชเ้ป็น
หน่วยให้สัญญาณในการตรวจวดั PPi โดยใช้สารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L ด้วยเทคนิค            
การถูกแทนท่ีของอินดิเคเตอร์นั้น เน่ืองจากมีค่าคงท่ีของเกิดเอนเซมเบิลท่ีเหมาะสมเม่ือเปรียบเทียบ
กบัค่าคงท่ีของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหว่าง Zn2L กบั PPi  หรืออาจกล่าวได้ว่า       
อินดิเคเตอร์ MTB มีโครงสร้างและขนาดท่ีเหมาะสมในการใช้เป้นหน่วยให้สัญญาณมากกว่า       
อินดิเคเตอร์อีก 2 ชนิดคือ BPG และ XO   



 

 

บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 

จากการศึกษาความเป็นไปได้ในการตรวจวดัไพโรฟอสเฟตแอนไอออนหรือ  PPi        

ด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ โดยการหาคู่ของเอนเซมเบิลที่เหมาะสมระหว่าง

สารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์ของสังกะสี(II) ที่มีลิแกนด์ที่เป็นอนุพนัธ์ของ          

แอนทราซีน (Zn2L) กับอินดิเคเตอร์ที่มีขนาดของโครงสร้างที่แตกต่างกัน 3 ชนิด ได้แก่ BPG, 

MTB และ XO ในสารละลาย 80/20 (%v/v) MeCN/H2O ใน 10 mM HEPES บฟัเฟอร์ที่ pH 7.4   

จากการศึกษาการเกิดเอนเซมเบิลจากอินดิเคเตอร์ทั้ง 3 ชนิดดว้ยเทคนิคยวูี-วิสิเบิลไทเทรชนันั้น 

พบวา่สีของสารละลายเอนเซมเบิลที่เกิดขึ้นมีความแตกต่างจากสีของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 

Zn2L และอินดิเคเตอร์ในรูปอิสระอยา่งชดัเจน  เม่ือน าขอ้มูลที่ไดไ้ปค านวณหาค่าคงที่ความเสถียร

ของการเกิดเอนเซมเบิล (log K) นั้นพบวา่เอนเซมเบิลที่เกิดขึ้นในสารละลายมี 2 สปีชีส์ คือ สปีชีส์

ที่มีอตัราส่วนของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L : อินดิเคเตอร์ (D) คือ 1 : 1 [Zn2L·D] และ     

1 : 2 [Zn2L·D]  ซ่ึงสามารถเรียงล าดบัค่า  log K1 ของเอนเซมเบิล [Zn2L·D] จากน้อยไปหามากได้

ดงัน้ี   [Zn2L·BPG] <  [Zn2L·MTB] <  [Zn2L·XO]  เม่ือพิจารณาความสัมพนัธ์ของขนาดของ

โครงสร้างของอินดิเคเตอร์กบัค่า log K1 นั้นจะเห็นไดว้่าอินดิเคเตอร์ XO ซ่ึงมีโครงสร้างใหญ่

ที่สุดนั้นมีความเหมาะสมในการเกิดพนัธะโคออร์ดิเนชนักบั Zn(II) ทั้งสองอะตอมในโครงสร้าง

ของสารประกอบโคออร์ดิเนชนั Zn2L มากที่สุด จึงท าให้ค่า log K1 ของเอนเซมเบิล [Zn2L·XO]  

มีค่ามากที่สุด  ส่วนอินดิเคเตอร์ BPG ที่มีขนาดของโครงสร้างที่เล็กที่สุดจึงมีค่า log K1 ที่ต  ่าที่สุด 

เม่ือน าเอนเซมเบิลที่เกิดจากอินดิเคเคเตอร์ทั้ง 3 ชนิดมาศึกษาความเป็นไปได้ในการ

น ามาใช้เป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีส าหรับตรวจวดั PPi  นั้นพบว่าเอนเซมเบิลที่เกิดจากอินดิเคเตอร์ 

MTB เท่านั้นที่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดั PPi มากที่สุด เน่ืองจากมีเพียง PPi เท่านั้น    

ที่ท  าใหสี้น ้ าเงินของสารละลายเอนเซมเบิลเปล่ียนไปเป็นสีม่วงจาง แสดงให้เห็นว่า PPi สามารถ

เขา้ไปแทนที่อินดิเคเตอร์ MTB ทีเ่กิดพนัธะโคออร์ดิเนตโควาเลนตก์บัสารประกอบโคออร์ดิเนชนั 

Zn2L ได ้ โดยมีค่า log K1 ของการเกิดสารประกอบ [Zn2L·PPi] ใกลเ้คียงกบั log K1 ของการเกิด

เอนเซมเบิล [Zn2L·MTB]   
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ส าหรับเอนเซมเบิลที่เกิดจากอินดิเคเตอร์ BPG นั้น ถึงแมว้่าจะสามารถถูกแทนที่ไดด้ว้ย 

PPi แต่จากการทดลองพบวา่ยงัมีแอนไอออนชนิดอ่ืนๆ ก็สามารถเขา้ไปแทนที่ BPG ในโครงสร้าง

ของเอนเซมเบิลได้ด้วยเช่นกัน แสดงว่าค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K1)          

มีค่าต  ่ากว่า log K1 ของสารประกอบโคออร์ดิเนชัน Zn2L กบัแอนไอออนชนิดอ่ืน ๆ   ส าหรับ   

เอนเซมเบิลของ  [Zn2L·XO]   ที่มีค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลมากที่สุดแต่ก็        

ไม่สามารถน ามาใชเ้ป็นเซ็นเซอร์ส าหรับการตรวจวดั PPi ไดเ้น่ืองจากไม่มีแอนไอออนชนิดใด    

ที่สามารถเขา้ไปแทนที่อินดิเคเตอร์  XO ในโครงสร้างของเอนเซมเบิลได ้แสดงว่าค่า log K1 ของ

การเกิดเอนเซมเบิล [Zn2L·XO]  มีค่าสูงมาก ดงันั้นเอนเซมเบลที่เกิดจากอินดิเคเตอร์ BPG และ 

XO จึงไม่สามารถน ามาใชเ้ป็นเซ็นเซอร์ทางเคมีส าหรับการตรวจวดั PPi ไดเ้น่ืองมาจากมีค่าคงที่

ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิล (log K1) ที่ไม่เหมาะสม  ดงันั้นจึงสามารถเรียงล าดบัค่าคงที่

ความเสถียร (log K1) ของแอนไอออนและอินดิเคเตอร์ชนิดต่างๆ ในการเกิดสารประกอบ          

โคออร์ดิเนชนักบั Zn2L ไดด้งัน้ี 

XO > PPi   MTB > H2PO4
-  ~ AMP ~ADP ~ ATP > BPG 

จากล าดับความเสถียรขา้งตน้จึงสามารถสรุปไดว้่า ในระบบของเอนเซมเบิลที่เกิดจาก

อินดิเคเตอร์ MTB นั้นมีความเหมาะสมในการตรวจวดั PPi  โดยใชส้ารประกอบโคออร์ดิเนชนั 

Zn2L ด้วยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์มากที่สุด เน่ืองจากมีค่าคงที่ของการเกิด            

เอนเซมเบิลที่เหมาะสมเม่ือเปรียบเทียบกบัค่าคงที่ของการเกิดสารประกอบโคออร์ดิเนชนัระหว่าง 

Zn2L กบั PPi   หรืออาจกล่าวไดว้่าอินดิเคเตอร์ MTB มีโครงสร้างที่เหมาะสมมากที่สุดส าหรับ

การน ามาใชเ้ป็นหน่วยให้สัญญาณในการตรวจวดั PPi ดว้ยเทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ 

ซ่ึงปัจจยัส าคญัที่ควบคุมความจ าเพาะเจาะจงในการตรวจวดั PPi ในงานวิจยัน้ีคือ ขนาดโมเลกุล    

ของอินดิเคเตอร์ และระยะห่างระหวา่งอะตอมของ Zn(II) ทั้งสองของ Zn2L (Suksai, 2009) 

 

ข้อเสนอแนะ 

ในงานวจิยัน้ีควรใชอิ้นดิเคเตอร์ที่มีสมบติัเป็นหมู่ฟลูออโรฟอร์เพื่อที่จะสามารถตรวจวดั PPi ดว้ย

เทคนิคฟลูออร์เรสเซนตเ์พิม่เติม โดยใชเ้ทคนิคการถูกแทนที่ของอินดิเคเตอร์ ซ่ึงคาดว่าจะสามารถ

ตรวจวดั PPi  ที่ความเขม้ขน้ที่ต  ่ากวา่การใชเ้ทคนิคยวู-ีวสิิเบิล สเปกโทรสโคปี  
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CHAPTER 1 

INTRODUCTION 

 
1.1  Statements and significance of the problems  

 The multifaceted role of anions and -amino acids in biology and the 

environment has led researchers to develop various means of detecting these species. 

Anions play  fundamental  roles in many phenomena  (James, 2005, p. 671; 

Clarck,1980, p. 429; Gomez, Fabbrizzi, Licchelli, & Monzani, 2005, p. 1495), 

including biological process such as the transport hormones, proteins biosynthesis, 

DNA regulation, and the activity of enzymes. Amino acids are very important marker 

(Bolin, Åkerud, Hansson, &  Åkerud, 2011, p. 496)  in biochemistry and molecular 

biology, with a special regard to determinations which require both temporal and 

spatial resolution (Czarnik, 1995, p. 423). Therefore, the important roles of those 

anions and amino acids have inspired chemists to devote significant efforts toward the 

designs of practical chemosensors for the detection of various anions and amino acids 

in both qualitatively and quantitatively. 

 The development of selective colorimetric chemosensors for anions and α-

amino acids are traditionally based on a rational design and involves most often 

multistep chemical synthesis and the subsequent evaluation of an individual 

compound. This time-consuming process can be accelerated by using indicator 

displacement assays or IDAs (Wiskur, Haddou, Lavigne, & Anslyn, 2001, p. 963; 

Nguyen & Anslyn, 2006, p. 3118). IDAs have been used widely in analytical sciences 

to detect  various  analytes.  In the strategy, an indicator is bound non-covalently to a 

receptor that can recognize and form a complex with an analyte of interest. The 

analyte is then allowed to compete for the receptor with the signaling unit. The 

successful displacement of the receptor-bound signaling unit by the analyte results in 

displaying a spectral modulation that can be communicated spectroscopically. Thus, 

the receptor should be chosen in such a way that it can bind both the signaling unit 

and the analyte, and the spectrum of the indicator in the bound state should be 

significantly from that of the indicator in a free form. 
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We have previously reported that the dinuclear Cu2+ complex, CuL1, was a 

good M-IDA receptor for pyrophosphate anion (PPi) in HEPES aqueous acetronitrile 

buffer at pH 7.4 using pyrocatechol violet (PV) as colorimetric indicator (Watchasit, 

Kaowliew, Suksai, Tuntulani, Ngeontae, & Pakawatchai, 2010, p. 3389). Therefore, 

we expected that CuL1 could be a good candidate as IDA receptor for -amino acids. 

In our continuing endeavor to develop assays for detecting anions and α-amino acids, 

we decided to investigate whether our two IDA complexes ML1 and ML2, where     

M = Cu2+ and Zn2+, would be suitable for achieving the required selectivity for both 

anions and α-amino acids. L1 and L2 are differed only in the spacer between the 

narrow rim of calix[4]arenes and the binding site of metal ions. The spacer in L1 is 

the benzylamine group, whereas the more flexible alkyl amide is the spacer in L2. In 

this study, 4 commercial dyes, pyrocatechol violet (PV), pyrogallol red (PGR), 

methylthymol blue (MTB) and 4-(2-pyridylazoresorcinol) (PAR), which were 

complexometric indicators for the determination of metal ions were employed 

(Benamor, Belhamel, & Draa, 2000, p. 1033; Ghasemi & Seifi, 2004, p. 751; 

Steinberg, Lobnik, & Wolfbeis, 2003, p. 230). Hopefully, the sensing abilities towards 

anions and α-amino acids would be tuned by the topological differences of ligand 

spacers and indicator structures. The structures of complex receptors and indicators 

employed in this work are presented in Figure 1-1. The benefits from this research 

would be the fundamental knowledge for developing synthetic chemosensors for  

anions and α-amino acids in the future. 

 

1.2  Objectives 

  The goal of this work is to develop new receptors for anions and α-amino 

acids under indicator displacement assay from p-tert-butylcalix[4]arene containing 

tripodal amine L1 and tripodal amide L2. 
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1.3  Contribution to knowledge 

 Obtained new dinuclear complexes of copper(II) and zinc(II) of 

calix[4]arenes based receptors containing tripodal amine and tripodal amide as the 

recognition unit. We expect that the complexes of the proposed molecules can be 

employed as anions and α-amino acids receptors by indicator displacement strategy.  
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Figure 1-1  Structure of  complex receptors and indicators employ in this work 
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1.4 Scope of study 

  The purpose of this research is to synthesize and characterize Cu2+ and Zn2+ 

complexes based on p-tert-butyl-calix[4]arenes containing tripodal amine (L1) and 

tripodal amide (L2) and investigate their sensing capabilities towards anions and α-

amino acids under the indicator displacement approach. 

 
 



 CHAPTER 2 

LITERATURE REVIEWS 

 

2.1  Calix[4]arenes  

 Calix[n]arenes, a family of synthetic macrocyclic receptors consisting of 

cyclic arrays of n phenol moieties linked by methylene groups, were chosen as the 

putative hosts. This cyclic oligomer made up of phenols and formaldehydes provides 

new fascinating platforms. The most famous calixarene is calix[4]arene because it is 

easiest to prepare. The conventional synthesis of p-tert-butylcalix[4]arene is shown in 

Scheme 2-1. This method requires the initial preparation of a precursor by melting  

p-tert-butylphenol in the presence of formaldehyde under basic conditions then 

dissolving the mixture in diphenyl ether (Gutsche & Bauer, 1985, p. 6052). The 

reaction mixture is then heated under nitrogen to pyrolyse the precursor and the 

product is isolated by precipitation from ethyl acetate. 

 

OH
1.NaOH/H2O

HO OH
HO OH

+
H H

O

2.Diphenyl ether
3.ethylacetate

narrow rim

wide rim

 

 

Scheme 2-1  Conventional p-tert-butylcalix[4]arene synthesis 

 

 Calix[4]arene can adopt 4 conformations: cone, partial cone, 1,2-alternate 

and 1,3-alternate as shown in Figure 2-1. Cone conformation is the most stable due to 

an array of hydrogen bonding between the phenolic-OH groups at the narrow rim of 

the macrocycle. This conformation is particular useful because of its “bucket” shape 

leading to the rigidified cavity. This cavity-containing molecule possess hydroxyl 

groups on the lower rim and potentially free para position on the upper rim. The 

hydroxyl group provides convenient points for attachment of various moieties, as 

numerous other researchers have been demonstrated. 
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HO
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OHOH HOOH

  

 

Figure 2-1  Four conformers of p-tert-butylcalix[4]arene  

 

To distinguish between 4 isomers of calix[4]arene, 1H NMR is the useful 

technique to convenient estimated by characteristic the splitting pattern of the Ar-

CH2-Ar methylene protons (Iwamoto & Shinkai, 1992, p. 7066). For example, the 1H 

NMR spectrum of 4 conformers of p-tert-butylcalix[4]arene tetraethylester (1) are 

presented in Figure 2-2. Generally, cone conformation of gave a pair of doublets with 

a large chemical shift at 3.15 and 4.50 ppm as shown in Figure 2-2(a). For partial 

conformation showed two pairs of doublets having a large chemical shift difference 

and another pair of doublets with a small chemical shift difference (3.85 and 3.91 

ppm) as shown in Figure 2-2(b). In difference the Ar-CH2-Ar methylene protons in 

1,2-alternate structure of gave a pair of doublets with a large chemical shift difference 

at 4.71 and 3.23 ppm, Figure 2-2(c). Finally, a singlet resonance in l,3-alternate 

conformation gave a characteristic singlet resonance because of its high symmetry, 

Figure 2-2(d). 
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(1)

OO OO
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O

OEt

O

OEt OEt

O
O

     

 
Figure 2-2  Partial 1H NMR spectra of the four conformers of p-tert-butylcalix[4]  

    arenetetraethylester (1) (CDC13, 25 oC, 400 MHz.); (a) cone, (b) partial      

    cone, (c) 1,2-alternate and (d) 1,3-alternate conformations. The filled  

    circles denote the Ar-CH2-Ar methylene protons of calix[4]arenes 

 

(d) 1,3-alternate 

(b) partial cone 

(c) 1,2-alternate 

(a) cone 
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2.2 How important of pyrophosphate anion 

Pyrophosphate (P2O7
4- or PPi) participates in ATP hydrolysis and is 

involved in DNA or RNA polymerase reactions. For example, PPi is released in the 

formation of phosphodiester bonds during DNA polymerization and 3′,5′-cyclic 

adenosine monophosphate (cyclic AMP, second messenger) synthesis and in the 

formation of activated intermediates (aminoacyl-tRNA) during protein (Limpcombe, 

& Strater, 1996, p. 2375; Nyrén, 1987, p. 235; Tabary, & Ju, 1992, p. 55).  In 

addition, patients with calcium pyrophosphate dihydrate (CPPD) crystals and 

chondrocalcinosis have been shown to have high synovial fluid PPi levels (Doherty, 

Belcher, Regan, Jones, & Ledingham, 1996,p. 432; Timms, Zhang, Russell, Brown, 

2002, p. 725). Therefore, selective and sensitive detection of PPi is a prerequisite for 

monitoring the above enzyme reactions and diagnostics of diseases related to the 

release of certain levels of PPi.  Interestingly, the ability to detect PPi has become 

important in cancer research (Xu, et. al., 2001, p. 188). Moreover PPi, an 

environment pollutant, is the most common cause of cultural eutrophication (Lund, 

1974, p. 797). The structure of  PPi is shown in Figure 2-3. 
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Figure 2-3   Structure of pyrophosphate (PPi) 
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2.3 How important of amino acids 

Amino acids, the key constituents of proteins, are small molecules with 

various functional side chain groups, which result in different roles of amino acids in 

physiological processes (Shahrokhian, 2001, p. 5972).  In this family, lysine (Lys) is 

closely related to the Krebs–Henseleit cycle and polyamine synthesis, and an 

appropriate amount of lysine in the diet is essential for the metabolic functions and 

weight gain of animals (Yoshida, Nakano, Koiso,  Nohta, Ishida, & Yamaguchi, 2001, 

p. 107); histidine (His) is essential for the growth and repair of tissue as well as for the 

control of metal elements transmission in biological bases (Chen, Wu, Duan, & Chen, 

1999, p. 319); tryptophan (Trp) plays a crucial part in biological processes such as 

protein biosynthesis, animal growth, and plant development (Mackay et al., 2006, p. 

30). In addition, the deficiency of some amino acids causes various abnormalities, for 

example, deficiency of cysteine (Cys) results in slow growth, hair depigmentation, 

edema, lethargy, liver damage, muscle and fat loss (Refsum, Ueland, Nygard, & 

Vollset, 1989, p. 31). The structures of lysine, histidine, tryptophan and cysteine are 

presented in Figure 2-4. 
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Figure 2-4   Structures of  (a) lysine, (b) histidine, (c) tryptophan and (d) cysteine   

 

Histidine (His), an essential bioactive amino acid component of many 

proteins, controls the transmission of metal elements in biological bases, and acts as a 

neurotransmitter or neuromodulator in the mammalian central nervous system, 

including the retina (Creighton, 1999, p. 1147 ; Chen, Wu, Duan, & Chen, 1999, p. 

319; Kusakari, Nishikawa, Ishiguro, &  Tamai, 1997, p. 600). Metabolism of His is 
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very important in physiology. In the metabolism process of His, histamine (Hst), 

imidazole acetic acid (Ima) and methyl imidazole acetic acid (Mic) are the main 

intermediates and products and they are all biologically important compounds (Gajda, 

Henry, & Delpuech, 1994, p. 157). Detection of histidine in serum and urine samples 

is associated with the diagnosis of histidine metabolism disorders, particularly 

‘histidinemia’ at elevated levels in physiological fluids, normal level: 130–2100 mM 

in urine, (Kovach &  Meyerhoff, 1982, p. 217). Other diseases like epilepsy, 

Parkinson’s disease, and the failure of normal erythropoiesis develop upon reduction 

of histidine to below the maintenance requirement (Rao, Stefan, Scheid, Kuttler, & 

Froscher, 1993, p. 347). A deficiency of histidine in plasma may lead to an impaired 

nutritional state in patients with chronic kidney disease (Watanabe et al., 2008, p. 

1860).  In many cases, metabolite analysis in urine is preferred because urine testing 

is non-invasive and it often has higher concentrations of metabolites than blood 

(Shojaei, Mirmohseni,  &  Farbodi, 2008, p. 2875). Thus, the rapid, sensitive and 

selective detection of histidine in urine is of considerable importance and significant 

interest.  

 

2.4 Indicator displacement assay  

Thus far, most of anions and amino acid chemosensors have been 

synthesized based on the attachment of a dye, usually colorimetric and fluorescence 

dye, to an anion-binding site due to the convenient visual “by eye” detection provided 

by colorimetric assays and the high sensitivity of fluorescence spectroscopy    

(Matinez & Sancenon, 2003, p. 4419; Suksai & Tuntulani,  2003, p. 192; Suksai & 

Tuntulani, 2005, p. 163). However, this mechanism does not always work well. 

Recently, indicator displacement assays (IDA) is employing fluorescence and 

chromogenic indicators are becoming an increasingly popular method of detecting 

various analytes. The dyes used in the development of IDA are depicted in Figure 2-5. 

Many physiologically and environmentally important targets, such as phosphate              

(Han & Kim, 2002, p. 3809;  Hanshaw,  Hilkert, Jiang, & Smith, 2004, p. 8721), 

pyrophosphate (Fabbrizzi, Marcotte, Stomeo, & Taglietti, 2002, p. 3811; Lee, Park, 

Lah, Chin, & Hong,  2007, p. 3729; Morgan, He, & Smith, 2007, p. 9262;  Kim & 

Hong, 2009, p. 1951; Tang, Li, Zhang, Guo, & Qian, 2009, p. 6844), citrate 
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(McCleskey, Metzger, Simmons, & Anslyn, 2002, p. 621; Schmuck & Schwegmann, 

2006, p. 836),  carbonate (Fabbrizzi, Leone, & Taglietti, 2001, p. 3066), amino acids 

(AÏt-Haddou, Wiskur, Lynch, & Anslyn, 2001, p. 11296; Hortala, Fabbrizzi, 

Marcotte,  Stomeo, & Taglietti, 2003, p.20; Bonizzoni, Fabbrizzi, Piovani, & 

Taglietti,  2004, p. 11159; Buryak & Severin, 2005, p. 3700; Folmer-Anderson,  

Lynch, & Anslyn, 2005, p. 3700), and biological molecules, (Han & Kim, 2004, p. 

1151; Jang, Yi, Kim, Kim, Lee, & Han, 2009, p. 6241), can now be detected and 

quantified through indicator displacement assays. This approach is somehow 

employed in displacement reactions in immunoassay protocols (Zhang  & Anslyn, 

2007, p. 1627). 
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  Figure 2-5  Dyes employed in displacement assays for the chromogenic and  

      fluorogenic sensing of anions 
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Traditionally, the selected receptor (usually a metallic complex) forms an 

inclusion complex with a dye. Upon addition of the target anionic guest species, the 

receptor binds to the anion and releases the dye to the solution. Perhaps the most 

interesting feature of this approach is that the non-covalent anchoring of binding sites 

and indicator groups allows testing a large number of combinations in order to obtain 

tuned sensing systems. Additionally, most of the designed ensembles usually display 

sensing features in water or mixed organic–aqueous solutions allowing the design of 

realistic sensing protocols. For sensing anions and amino acids usually the metal 

complexing  IDA (M-IDA) are favorable. The advantages of a M-IDA are that it can 

operate in highly polar and solvating solvents (aqueous  ethanol or pure water), and 

displays strong affinity toward anionic substrates (Kruppa  & Konig, 2006, p. 3520). 

 As shown in Scheme 2-2, a receptor (R) with an affinity for a given analyte 

forms a reversible complex ensemble with an indicator (I). Importantly, upon 

complexation with the receptor, the spectral properties of the indicator undergo some 

measurable changes for example fluorescence quenching and UV-Vis absorbance 

decreases or shift in absorbance maximum. Treatment of this complex ensemble [R•I] 

with the target analyte (T) results in displacement of the indicator from the receptor 

and a restoration of the indicator’s original spectral  properties. Therefore, a receptor 

is designed to bind a target analyte with desired affinity, and an indicator must have a 

weaker affinity with the receptor than the analyte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 2-2 Generalized representation of the signal transduction mechanism  for  

     IDAs 

 

recepto receptor-indicator 

indicator analyte 

receptor-analyte 
indicator 
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The IDA offers many advantages over traditional sensing assays. First, the 

method does not require the indicator to be covalently attached to the receptor. 

Second, because there are no covalent bonds between the receptor and the indicator, 

one can employ several different indicators with the same receptor. Third, the assay 

works well in both organic and aqueous media, and lastly, the assay is easily adapted 

to different receptors and platforms for quick analysis. Therefore, the IDA strategy 

has emerged as an attractive alternative to covalently tethered receptor-reporter 

sensors and to differentiate various analyte by a single sensor. 

 

2.5 Metal complexing indicator–displacement assays (M-IDA) 

As we mentioned before, in M-IDA strategy an indicator (chromophore or 

fluorophore) is allowed to coordinate with both the metal center and the receptor. 

Addition of an analyte to the system causes the displacement of the indicator from the 

metal and the receptor. This results in optical changes that can be measured to derive 

binding affinity. The advantages of a M-IDA are that it can operate in highly polar 

and solvating solvents (aqueous ethanol or pure water), and displays strong affinity 

toward anionic substrates.  

As we mentioned previously regarding metal complex-IDA strategy, an 

indicator (chromophore or fluorophore) is allowed to coordinate with both the metal 

center and the receptor. Herein, the following examples employ the traditional 

displacement approach to detect anions, amino acids and biological molecules. 

One of the pioneers of IDA strategy is the Fabbrizzi group has shown that 

the ensemble system between  dicopper (II) cryptate complex (2) and fluorescence 

coumarin (3) indicator, possessed the high selectivity to carbonate anion in aqueous 

solution (Fabbrizzi,   Leone, & Taglietti, 2001, p. 3066). The carboxylate group of 3 

is capable of bridging the two copper centers of 2. This coordination quenches the 

fluorescence of 3. Addition of carbonate anion to the ensemble solution regenerated 

the fluorescence due to the displacement of 3 from 2 by carbonate anion. In 2003, the 

same group has shown that polyamine cage 2 can be successfully used to detect  

glutamate (a neurotransmitter) in water at pH 7 using 6-carboxy-

tetramethylrhodamine (4) as fluorescence indicator (Hortala, Fabbrizzi, Marcotte, 

Stomeo, & Taglietti, 2003, p. 20). In this system, the copper ion in 2 acts as a 
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fluorophore quencher due to its partially filled 3d orbitals. When compared to other 

amino acids (aspartate, glycine, alanine, aminobutyric acid), glutamate was bound 

best to 2 because it has the right length between carboxylates. These characteristics 

make the inclusion of glutamate in 2 more favorable than other amino acids.  
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The same strategy was used by Fabbrizzi in the detection of PPi and His in 

water (Fabbrizzi, Marcotte, Stomeo, & Taglietti, 2002, p. 3811). Pyrophosphate 

anions play important roles in bioenergetic and metabolic processes. Receptor 5  was 

designed to incorporate two copper ions to gain affinity for the analytes.  Eosine Y (6) 

was one of the indicators used in this study. Results from these studies showed that 5 

binds to PPi better than monophosphate due to the ability of pyrophosphate to 

coordinate the two copper centers. The same sensing ensemble [5•6] was also able to 

discriminate histidine from glycine, phenyl alanine, valine, leucine, and proline. This 

is because histidine possesses an imidazole residue which coordinates to dicopper 

centers resulting in higher selectivity. 
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HNNH
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                   O
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                                (5)                                     (6)   

 

Interestingly, the dinuclear zinc phosphoesterase enzyme models have been 

exploited as M-IDA receptors. Hanshaw, Hilkert, Jiang, and Smith (2004, p. 8721) 

have used an ensemble of  Zn2+-dipicolylamine complex (7) and coumarin (6) as 

anion sensor to detect both Pi and PPi  under physiological conditions (pH 7.4, 5 mM 

TES, 145 mM NaCl).  It was found that the Zn–Zn distance in complex 6 is 3.0 Å 

which is less than that in phosphotriesterase enzyme (3.5 Å), this may be the reason 

why 7 can bind both Pi and PPi. Therefore, the Zn–Zn distance played a key role in 

analyte preference. 

 

NN
N

NN
N

Zn2+ Zn2+

O

 
                                                               (7)                    

 

   

The dinuclear Zn2+ complex, (8) and fluorescein (9) formed a selective 

ensemble for PPi recognition in water at physiological pH (Tang, Li, Zhang, Guo, & 

Qian, 2009, p. 6844). The fluorescence emission of [8•9] ensemble solutions, that  

were completely quenched in origin, was studied upon addition of C2O4
2-, HSO4

-, 

PO4
3-, AcO-, I-, Br-, Cl-, F- and PPi. It was found that only PPi  was able to displace 

the indicator 9 from the ensemble and caused significant fluorescence revival. 
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Watchasit , Kaowliew, Suksai, Tuntulani, Ngeontae, and Pakawatchai (2010, 

p. 3398) have synthesized dinuclear Cu(II) complexes of p-tert-butylcalix[4]arene 

containing two tripodal aminen units (10) and exploited as PPi sensor by IDA 

approach. It was found that the new ensemble between 10 and pyrocatechol violet 

(PV, 11) showed the high selectivity to PPi than other anions in 80/20 (%v/v) 

CH3CN/H2O  solution buffered with 10 mM HEPES at pH 6.4. The sensing 

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 10. In 

addition, the preorganization of calix[4]arene in the cone conformation and steric 

hindrance of two bulky tripodal amine moieties are important factors to control the 

Cu2+-Cu2+ distance.  
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 Watchasit, Suktanarak, Suksai, Ruangpornvisuti, and Tuntulani (2004, p. 

14701) showed that the ensemble formation between dinuclear Zn(II) complex of 

anthracene based tripodal tetramine (12) with methylthymol blue (MTB, 13), [12•13],  

could discriminate PPi from other phosphate containing anions in 20% (v/v) water–

acetonitrile buffered at pH 7.4 with HEPES buffer. 1H and 31P NMR spectroscopy as 

well as DFT calculations confirmed that PPi bound to 12 in a 2 : 2 manner. Both 

NMR spectroscopy and UV-vis spectrophotometry suggested that the two bulky 

tripodal tetramine units in 12 played an important role to provide the ensemble cleft 

for MTB, giving rise to an ensemble that could be displaced exclusively by PPi.  
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Folmer-Andersen, Lynch, and Anslyn  (2005, p. 5319) found that the 

mononuclear copper(II) complexes, (14) – (15), were found to discriminate His from 

other zwitterionic -amino acids by means of indicator-displacement assays using 

5(6)-carboxyfluorescein (16) as an indicator in buffered methanol/water (3:1) solvent. 

However, the colorimetric detection of  His  appears to a unique process involving 

disruption of the host complex to form a 2:1 His/Cu2+ complex rather than simple 

indicator displacement. 
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The di-tripodal amine calix[4]arene (L2) was successfully synthesized and 

used as an ion carrier in poly(vinyl chloride) (PVC) membrane electrodes (Kunthadee 

et al., 2013). Compound L2 was employed to demonstrate a new concept in anion 

sensing by preparing an allosteric PVC membrane that can respond selectively to a 

certain anion in the presence of a metal effector. Membranes containing compounds 

L2 and potassium tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB) as an ionic additive 

showed Donnan exclusion failure upon measuring the potential (EMF) responses of 

Cu2+ and responded to the co-anion by giving negative EMF changes, while 

membranes containing compound 17, an anthracene-based mono-tripodal amine 

ligand, gave positive potentials to most metal ions. Upon preconditioning of the 

membranes containing L2 and 75 mol% KTpClPB in CuCl2, the membranes showed 

the highest selectivity towards thiocyanate with a near Nernstian slope of  -59.6 mV 

decade-1, a 10-5 to 10-2 M linear range, and a detection limit of 4.4  10-6 M. The best 

allosteric membrane can be used in the pH range 3–7 with good reversibility, and also 

applied to indirectly determine the concentration of Fe3+ in aqueous solution. 
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CHAPTER 3 

RESEARCH METHODOLOGY 

 

3.1 Instruments 

 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectra were recorded in CDCl3 and 

CD3CN on a 400 MHz Bruker Ultra Shield AVANCE 400 spectrometer. The UV–Vis 

spectra were measured on a Hewlett Packard UV–Vis 8453 spectrophotometer. The 

ESI-MS mass spectra were recorded using a Bruker microTOF mass spectrometer. 

 

3.2 Chemicals  

 All the chemicals and reagents were reagent grade form Merck, Fluka and 

Aldrich. Solvents for synthesis (LABSCAN) were commercially purchased and 

purified by distillation and stored over molecular sieves 3 or 4 Å. CH3CN 

(LABSCAN) was analytical grade and used as received. Column chromatography 

operations were carried out on silica gel (Kieselegel 60, 0.063-0.200 nm, Merck) and 

alumina (aluminium oxide 90, 0.063-0.200 nm, Merck). 
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3.3 Synthesis and characterization of L1 and L2 

3.3.1 Preparation of pyridin-2-ylmethypyridin-2-ylmethyleneamine (a)  

(Incarvito et al., 2001, p. 3478)  

 

N
NH2

+

N
H

O
N

N
N

MgSO4

CH2Cl2

(a)  

 

 To a suspension of anhydrous MgSO4 (122 g, 183 mmol) in CH2Cl2  (30 

mL) was added 2-pyridinecarboxaldehyde (3.96 g, 37 mmol) and 2-(aminomethyl) 

pyridine (4 g, 37 mmol). The mixture became warm and the color changed to yellow. 

After being stirred for 3 h at room temperature under nitrogen atmosphere, the 

suspension was filtered and washed with CH2Cl2 (150 mL), and the solvent was 

removed under vacuum. A yellow oil of (a) was obtained (7.3 g, 100%).  

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.67 (d, 1H, J = 3.6 Hz, ArH), 8.58 (t, 2H, J = 

3.6 Hz, ArH), 8.10 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.76 (d, 1H, J = 1.6 Hz, ArH), 7.67 (m, 

1H, ArH), 7.43 (d, 1H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.34 (m, 1H, ArH), 7.19 (s, 1H, ArH), 5.03 

(d, 2H, J = 0.8 Hz, -CH2-).  

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 163.94, 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 Preparation of bis-pyridin-2-ylmethylamine (b) (Incarvito et al., 

2001, p. 3478)  
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N N
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(a) (b)  

   

 The imine (a) (4.02 g, 20 mmol) was dissolved in CH3CN (45 mL) and was 

cooled to -5 oC. Glacial acetic acid (1.47 mL, 25 mmol) was added in the portion. To 

the resulting clear yellow solution was added NaBH4 (3.78 g, 100 mmol) and EtOH 

(55 mL). After  stirring for 18 h at room temperature, the reaction mixture was 

quenched with 12 M HCl (28 mL, 80 mmol) and heated at 60 oC for 2 h. The white 

precipitate was filtered. The filtrate was concentrated in vacuo and then redissolved in 

water (15 mL). The resulting yellow aqueous solution was basified by addition of 

solid NaOH pellets (12 g, 300 mmol) with efficient cooling. A red oil appeared 

immediately. It was extracted with diethyl ether (3 × 200 mL). The ether extracts were 

dried with anhydrous Na2SO4. After solvent removal, compound (b) was obtained 

(3.98 g, 100%).  

 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.58 (m, 2H, ArH), 7.66 (m, 2H, ArH), 7.39 (d, 

2H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 4.00 (s, 4H, -CH2-).  

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 159.63, 149.31, 136.51, 122.34, 121.99, 54.74.  
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 3.3.3 Preparation of 2-[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]nitrobenzene 

(c)  (Burdette, Frederickson, Bu, & Lippard, 2003, p. 1778) 

 

N

H
N

N

O2N

N
N

N

NO2

Br

K2CO3/CH3CN
(b)

(c)  

 

 Amine (b) (3.86 g, 19.4 mmol), K2CO3 (20.8 g, 150 mmol), 2-

nitrobenzylbromide (4.19 g, 419.4 mmol), and molecular sieves 3 Å (3.05 g) were 

mixed in 80 mL of CH3CN and stirred for 12 h under nitrogen atmosphere. The 

reaction mixture was filtered through Celite. After solvent removal, a brown oil was 

obtained.  The oil was redissolved in CH2Cl2 (200 mL), washed with water (3 × 300 

mL) and the solvent was removed. A dark oil of compound (c) was obtained (6.04 g, 

93%).  

 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.52 (m, 2H, ArH), 7.77 (t, 1H, J = 6.8 Hz, 

ArH), 7.71 (s, 1H, ArH), 7.65 (m, 1H, ArH), 7.64 (d, 1H, J = 2 Hz, ArH), 7.51 (d, 1H, 

J = 1.6 Hz, ArH), 7.42 (d, 2H, J = 8 Hz, ArH), 7.16 (m, 2H, ArH), 4.09 (s, 2H, -CH2-

), 3.79 (s, 4H,-CH2-).  

 

13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 158.62, 148.92, 136.46, 134.38, 132.35, 131.39, 

127.92, 124.31, 123.28, 122.13, 60.39, 55.87. 
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3.3.4 Preparation of 2-[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]aniline (d) 

(Burdette et al., 2003, p. 1778) 

 

O2N

N
N

N

H2N

N
N

N

Pd-C/H2

MeOH

(c) (d)  

 

Pd-C (0.3 g) and nitro compound (c) (3 g, 8.97 mmol) were mixed in 150 mL 

of MeOH and stirred under a hydrogen atmosphere for 24 h. The reaction mixture was 

filtered through Celite to give a dark oil of (d) after solvent removal (2.73 g, 100%). 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 8.55 (m, 2H, ArH), 7.63 (m, 2H, ArH), 7.39 (d, 

2H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.15 (q, 2H, J = 5.2 Hz, ArH), 7.07 (m, 2H, ArH), 6.63 (t, 2H,  

J = 6.0 Hz, ArH), 3.80 (s, 4H, -CH2-),  3.66 (s, 2H, -CH2-).  

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 159.10, 149.01, 147.01, 136.45, 131.18, 128.50, 

123.53, 122.07, 117.22, 115.45, 60.14, 57.92. 
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3.3.5 Preparation of 2-(2-bromoethoxy)benzaldehyde (e) (Sundriyal        

et al., 2008, p. 4959). 

 

OH

CHO

+ Br
Br

CHO

O
Br

K2CO3

DMF,Ref lux

(e)  

 

To a suspension of anhydrous K2CO3 (22.5 g, 163 mmol) in DMF (100 mL) 

was added sequentially salicylaldehyde (6.4 mL, 82 mmol) and 1,4-dibromoethane 

(21.2 mL, 246 mmol). The mixture was heated at 60 oC for 3 h under nitrogen 

atmosphere. The reaction mixture was quenched with 2 M NaOH (100 mL) and the 

mixture was extracted with ethyl acetate (3 × 250 mL). The organic phase was 

combined, washed with water (5 × 250 mL) and dried over anhydrous Na2SO4. After 

removing solvent, the crude product was then purified by column chromatography 

(SiO2) using 50% hexane in CH2Cl2 as eluent. A colorless oil of (e) (8.28 g, 45%) was 

obtained. 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 10.57 (s, 1H, -CHO), 7.88 (m, 1H, ArH), 7.57 

(m, 1H, ArH), 7.11 (m, 1H, ArH), 6.99 (d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 4.44 (t, 2H,  

J = 6 Hz, -CH2O-), 3.73 (t, 2H, J = 6 Hz, -CH2Br)  

 

13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 189.44, 160.37, 135.99, 128.13, 125.04, 121.37, 

112.83, 68.21, 29.30. 
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3.3.6 Preparation of p-tert-butylcalix[4]arene (f) (Gutsche & Bauer, 1985,       

p. 6052) 

 

OH
1.NaOH/H2O

HO OH
HO OH

(f )

+
H H

O

2.Diphenyl ether
3.ethyl acetate

 

 

To a mixture of p-tert-butylphenol (25.82 g, 172 mmol) and 37% 

formaldehyde (17 mL) was added a solution of NaOH (0.25 g, 6.25 mmol) in water 1 

mL. The mixture was heated for 3 h to give a pale yellow solid.  Subsequently, a 

yellow solid was heated  in diphenyl ether (250 mL) for 3 h with a dean-stark 

equipment. After cooling at room temperature, ethyl acetate (200 mL) was added to 

afford a white solid. It was filtered and washed with 50% ethyl acetate in glacial 

acetic acid to yield (f) as a white solid (66.71 g, 60%). 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): δ 10.36 (s, 4H, -OH), 7.12 (s, 8H, ArH), 4.29 (d, 

4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 3.53 (d, 4H, J = 12.8 Hz, Ar-CH2-Ar), 1.28 (m, 36H,  

-tert-butyl)  
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3.3.7 Preparation of  25,27-(4,4’-bis(ethoxybenzaldehyde))-p-tert-butyl 

calix[4]arene (g) (Navakun, Tuntulani, & Ruangpornvisuti, 2000, p. 113) 

 

HO OH
HO OH CHO

O
+

Br

K2CO3

CH3CN, ref lux
O O

HO OH

O O

O

H

O

H

(g)

(f) (e)

 

 A mixture of p-tert-butylcalix[4]arene (f) (10.17 g, 15.73 mmol) and 

anhydrous K2CO3 (21.74 g, 157.3 mmol) in CH3CN (300 mL) was refluxed for 30 

min under nitrogen atmosphere. 2-(2-Bromoethoxy)benzaldehyde (e) (7.21 g, 31.46 

mmol) in CH3CN (100 mL) was added drop wise and the mixture was refluxed for 53 

h under nitrogen atmosphere. After cooling to room temperature, K2CO3 was removed 

by filtration and washed with large mount of CH2Cl2. The filtrate was then evaporated 

to yield a creamy caramel-like residue. The crude product was purified by column 

chromatography (SiO2) using CH2Cl2 as eluent. The product was precipitated in 

hexane as a white solid (7.47 g, 50%).  

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 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): δ 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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3.3.8 Preparation of  25,27-(4,4’-bis(2-((bis(pyridin-2-ylmethyl)amino) 

methyl)-N-(2-ethoxybenzyl)aniline)-p-tert-butylcalix[4]arene (L1) (Watchasit, 

Suktanarak, Suksai, Ruangpornvisuti, & Tuntulani, 2004, p. 14701) 

 

O O
HO OH

O O

O

H

O

H

(g)

N
N

N

H2N

(d)

+

(h)

O O
OH OH

O

N

N

N

N

N

N

N

N

OMgSO4

CH2Cl2

(L1)

O O
OH OH

O

N

N

N
H
N

N

N

N

H
N

O

MeOH,ref luxNaBH4

 

 

  A mixture of di-aldehyde calix (g) (2.65 g, 2.8 mmol) in dry CH2Cl2 (50 

mL) was added to a suspension of anhydrous MgSO4 (6.76 g, 56 mmol) in CH2Cl2  

(70 mL) with tripodal amine (d) (2.13 g, 7 mmol). The reaction mixture  was stirred 

for 12 h under nitrogen atmosphere. Then solid MgSO4 was removed by filtration. 
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After solvent was removed, the bisimine product (h) was obtained as the dark solid 

(quantitative yield). The crude imine was dissolved in MeOH (50 mL) and the 

solution was cooled to -5 oC . Subsequently, NaBH4 (2.12 g, 56 mmol) was added to 

the brown solution and the mixture was refluxed for 12 h under nitrogen atmosphere. 

After the mixture had cooled to room temperature, water (150 mL) was added and the 

mixture was evaporated to remove MeOH. The residue was dissolved in CH2Cl2 (150 

mL) and the organic layer  was washed with water (3 × 50 mL), dried with anhydrous 

MgSO4 and evaporate.  The resulting crude product was then purified by column 

chromatography (SiO2) using 20% MeOH : ethyl acetate giving the fraction of L1 as 

the yellow oil. In addition, the solid of L1 obtained as white solid (0.85 g, 20%) after 

recrystallization the crude fraction in diethyl ether. 

 

For L1 : 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 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): δ 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) : [L1+H]+ Calcd for C100H112N8O6, 1521.8705; 

Found, 1521.8698. 
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3.3.9 Preparation of  25,27-(4,4’-bis(ethyl-3-butanoate))-p-tert-butyl 

calix[4]arene (i) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 

 

OHOH HOOH
O

O

OHO OOH

O

K2CO3

acetone

O

(i)

O O

Br

 
A mixture of p-tert-butylcalix-[4]arene (10.0 g, 15.4 mmol), K2CO3 (21.3 g, 

154 mmol) and ethyl 4-bromobutyrate (88.2 ml, 0.616 mol) in 100 mL of acetone was 

refluxed for 24 h. After evaporation of the solvent under vacuum, the residue was 

dissolved in CH2Cl2 and washed with 1 M HCl (3 × 100 mL) and brine (3 × 100 mL). 

The organic phase was dried over anhydrous MgSO4 and concentrated in vacuo. The 

crude product was subjected to chromatography on a silica gel column, using 

petroleum hexane/CH2Cl2 (50 : 50, v/v) as eluent, to give a white powder of 

compound (i) (10.5 g, 78%). 
 

1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :   7.77 (d, 2H, Ar-OH), 7.09 (s, 4H, ArH), 6.90 (s, 

4H, ArH), 4.29 (d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 4.19 (q, 4H, J = 14.4 Hz,-O-CH2-

CH3), 4.08 (t, 4H, J = 6Hz, -CH3), 3.36 (d, 4H,  J = 13.2 Hz, Ar-CH2-Ar), 2.91 (t, 4H,    

J = 7.2 Hz, -CH2-), 2.36 (t, 4H, J = 6.8 Hz, -CH2-), 1.30 (s, 18H, p-tert-butyl), 1.06 (s, 

18 H, p-tert-butyl). 

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):  173.46, 150.78, 149.61, 147.00, 141.47, 132.75, 

127.71, 125.60, 125.13, 75.14, 60.40, 32.51, 31.72, 30.76, 30.59, 25.49, 14.25. 
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3.3.10 Preparation of  25,27-(4,4’-bis(butanoic acid))-p-tert-butyl 

calix[4]arene (j) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 

 

OHO OOH

O

15% NaOH , EtOH

O

OHO OOH

(i) (j)

O O
OH OH

O O

 

A mixture of diethyl ester calix[4]-arene, (i), (10.0 g, 11.4 mmol) and 15% 

w/v NaOH in EtOH (500 mL) was stirred and heated at reflux for 24 h and the 

reaction mixture was then evaporated under reduced pressure to yield a white residue. 

Cold water (300 mL) was then added to the residue, and the pH was adjusted to 1 

using 3 M HCl. The solid was filtered and washed with water to obtain compound (j) 

as a white solid (1.87 g, 20%). 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) :  7.07 (s, 4H, ArH), 6.76 (s, 4H, ArH), 4.28  (d, 

4H, J = 12.8 Hz,  Ar-CH2-Ar), 3.94 (s, 4H, -CH2-), 3.32 (d, 4H, J = 13.2 Hz, -CH2-), 

2.86 (s, 4H, -CH2-), 2.36 (s, 4H, -CH2-), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl), 0.96 (s,18H, p-tert-

butyl) 

 

13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):   179.92, 150.68, 149.69, 147.03, 132.74, 

127.67, 125.58, 125.20, 74.87, 34.01, 33.84, 32.11, 30.65, 25.44. 

 

 

 

 



 73

3.3.11  Preparation of  25,27-(4,4’-bis(butanoyl chloride))-p-tert-butyl 

calix[4]arene (k) (Joseph, Ramanujam, Acharya, Khutia,  & Chebrolu, 2008, p. 5745) 

 

OHO OOH OHO OOH
SOCl2 , Toluene

(j) (k)

OH OH
O O Cl Cl

O O

 

To dry toluene (150 mL), p-tert-butylcalix[4]arene diacid, (j),(10.0 g, 1.2 

mmol) and SOCl2 (7 mL) were added and refluxed under nitrogen atmosphere for 4 h. 

The solvent and residual SOCl2 were removed under reduced pressure, and this 

yielded diacid chloride (k) as off white solid and was used in situ for the preparation 

of L2. 

 

 

3.3.12  Preparation of  25,27-(4,4’-bis(N-(2-((bis(pyridin-2-ylmethyl) 

amino)methyl)phenyl)butyramide)-p-tert-butylcalix[4]arene (L2) (Kunthadee       

et al., 2013, p. 4010) 

OHO OOH

N N
N

NH2

NEt3 , CH2Cl2

OHO OOH

N
N

N

HN

N
N N

HN

(m)
L2

Cl Cl
O O

O O
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A solution of tripodal amine (11.0 g, 36.0 mmol) and Et3N (6 mL, 36.2 mmol) 

was stirred in dry CH2Cl2 (100 mL) under nitrogen atmosphere. Diacid chloride, (k) 

(10.0 g, 11.2 mmol) in dry CH2Cl2 (50 mL) was added dropwise to this reaction 

mixture. A white precipitate was formed and stirring was continued for 72 h at room 

temperature. Filtered the white solid and then the filtrated was concentrated to 

dryness. Dissolved the crude  solid with CH2Cl2 (200 mL), washed with water (3 × 

200 mL) and then with brine (3 × 200 mL) and the organic layer was dried with 

anhydrous MgSO4. Filtrate was concentrated to dryness. The crude product was 

subjected to chromatography on silica gel, using 2% MeOH in CH2Cl2 as eluent, to 

give a white solid of L2 in 15 % (1.85 g). 

 
1H NMR (400 MHz, CDCl3, ppm) : 10.75 (s, 2H, -NH-), 8.54 (d, 4H, J = 0.8 Hz, 

ArH), 8.33 (d, 2H, J =8 Hz, ArH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.42 ( s, 2H, -OH), 7.22 (d, 6H, 

J = 7.6Hz, ArH), 7.15 (d, 2H, J =7.2 Hz, ArH), 7.06 (m, 8H, ArH), 6.99 (m, 2H, 

ArH), 6.79 (s, 4H, ArH), 4.33 (d, J =  12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 4.10 (t, J = 6.4 Hz, 

4H, -CH2-), 3.76 (s, 12H, -CH2-), 3.31 (d, J = 12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar-), 2.92 (t, J = 

7.2Hz, 4H, -CH2-), 2.44 (t, J = 6.8 Hz, 4H, -CH2-), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl), 0.97 (s, 

18H, p-tert-butyl) 

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):  171.32, 158.20, 150.66, 150.00, 149.22, 146.76, 

141.47, 138.63, 136.51, 132.50,130.48, 128.33, 127.94, 126.11, 125.50, 125.13, 

123.48, 123.11, 122.28, 121.33, 76.20, 59.78, 58.15, 33.92, 33.84, 33.80, 31.81, 

31.75, 31.04,25.99  

 

HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [L2 + H]+ Calcd for C90H105N8O6, 1393.8079; 

Found, 1393.8086. 
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3.4 Synthesis and characterization of metal complexes of Cu(II) and 

Zn(II) with ligand L1 and L2 

3.4.1 Preparation of CuCl2 with L1 ; CuL1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The methanolic solution of CuCl2.2H2O (26 mg, 0.15 mmol) was added to 

the methanolic suspension of L1 (110.9 mg, 0.07 mmol), the color of solution 

changed to deep green immediately. After the green solution stand at room 

temperature for 1 week the deep green solid are appeared. The green solid was filter 

and washed with MeOH to obtained CuL1 (111 mg, 42%).  

 

HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [CuL1Cl3]
+ Calcd for C100H112Cl3Cu2N8O6, 

1751.6362; Found, 1751.6520. 

 

 

 

 

 

 

O O
OH OH

O

N

N

N

NH

Cu
N

N

N

NH
Cu

O

O O
OH OH

O

N

N

N
H
N

N

N

N

H
N

O

L1

Cl4

CuL1

MeOH

CuCl2.2H2O
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3.4.2 Preparation of CuCl2 with L2 ; CuL2 

 

OHO OOH

O O

N

N

N

NH
Cu

N

N

N

NH
Cu

OHO OOH

N

N

N

HN

N

N N

HN

L2

O O
CuCl2.2H2O

MeOH

CuL2

Cl4

 

 

The methanolic solution of CuCl2.2H2O (46.0 mg, 0.27 mmol) was added to 

the methanolic suspension of  L2 (125 mg, 0.09  mmol), the color of solution changed 

to blue immediately. After  the  blue solution was left to stand at room temperature for 

24 hours, the blue solid that precipitated was filtered and washed with  MeOH  to 

yield complex CuL2 (86.8 mg, 58%).  

 

Elemental analysis calculated for C90H106Cl4Cu2N8O6.4H2O: C, 62.31; H, 6.51; N, 

6.46; found: C, 62.07; H, 6.12; N, 6.60.  

 

HRMS-ESI (positive mode, m/z): [CuL2Cl3]
+ calculated for C90H106Cl3Cu2N8O6, 

1625.5839; found, m/z 1625.5339. 
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3.4.3 Preparation of  Zn(ClO4)2  with L1 ; ZnL1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

The methanolic solution of Zn(ClO4)2.6H2O (0.10 g, 0.27 mmol) was added 

to the methanolic suspension of  L1 (100 mg, 0.07 mmol). After stand the colorless 

solution at room temperature for 24 hours the white solid are precipitated. Filtered and 

washed the white solid with MeOH obtained ZnL1 in 71% (100 mg).  

 

1H NMR (400 MHz, 40% CDCl3-CD3CN, ppm) :  8.63 (s, 4H, ArH), 7.89 (t, J = 6.4 

Hz, 4H, ArH), 7.50 (m, 4H, ArH), 7.29 (m, 4H, ArH), 7.13 (s, 4H, ArH), 7.08 (s, 4H, 

ArH), 7.00 (t, J = 7.2 Hz, 4H, ArH), 6.93 (t, J = 7.2 Hz, 4H, ArH), 6.86 ( t, J = 6.0 

Hz,  8H, -ArH), 6.72 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ArH), 6.34 (d, 2H, J = 7.6 Hz, ArH), 5.42 (t, 

2H, J = 8.4 Hz, -NH-), 4.22 (m, 16H, -CH2-), 3.97 (m, 8H,  Ar-CH2-Ar + -CH2-), 3.74 

(bs, 4H, -CH2-), 3.25 (s, 4H, Ar-CH2-Ar and CD3CN), 1.24 (s, 18H, p-tert-butyl), 

1.15 (s, 18H, p-tert-butyl) 

 

13C NMR (100 MHz, 40% CDCl3-CD3CN, ppm):   156.72, 154.50, 149.83, 148.75, 

148.32, 148.08, 143.35, 141.95, 141.36, 134.04, 132.95, 132.01, 130.60, 129.97, 

128.97, 127.35, 126.64, 125.72, 125.14, 125.03, 124.05, 123.16, 122.00, 117.21, 

111.34, 73.85, 66.95, 59.05, 58.63, 49.43, 31.34, 31.19, 30.88 

 

HRMS-ESI (positive mode, m/z) : [ZnL1(ClO4)3]
+  Calcd for C100H114Cl3N8O18Zn2, 

1947.5900; Found, 1947.4626. 
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3.4.4  Preparation of Zn(ClO4)2 with L2 ; ZnL2 

 

OHO OOH

O O

N

N

N

NH
Zn

N

N

N

NH
Zn

OHO OOH

N

N

N

HN

N

N N

HN

L2

O O
Zn(ClO4)2.6H2O

MeOH

ZnL2

.4ClO4

 

The methanolic solution of Zn(ClO4)2.6H2O (0.13 g, 0.36 mmol) was added 

to the methanolic suspension of  L2 (125 mg, 0.09 mmol). After stand the colorless 

solution at room temperature for 24 hours the white solid are appeared. Filtered and 

washed the white solid with MeOH obtained ZnL2 in 67 % (120 mg).  

 
1H NMR (400 MHz, CD3CN, ppm) : 9.43 (s, 2H, -NH), 8.46 (d, 4H, J = 3.6 Hz, 

ArH), 8.37 (s, 2H, -OH), 8.05 (t, J = 7.6 Hz, 4H, ArH), 7.53 ( d, J = 6.8 Hz, 8H, -

ArH), 7.23 (m, 14H,  ArH), 7.04 (t, J = 6.8 Hz, 2H, ArH), 4.37 (d, J = 16.4 Hz, 4H, -

CH2-), 4.18 (d, J =  12.8 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 4.10 (m, 8H,  -CH2-), 3.95 (s, 4H, -

CH2-), 3.40 (d, J = 12.4 Hz, 4H, Ar-CH2-Ar), 2.93 (s, 4H, -CH2-), 2.32 (t, J = 5.6 Hz, 

4H, -CH2-), 1.27 (s, 18H, p-tert-butyl), 1.20 (s, 18H, p-tert-butyl) 

 
13C NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):  176.08, 155.01, 149.47, 149.16, 148.56, 147.69, 

143.33, 141.76, 134.12, 134.04, 132.99, 130.20, 129.79, 128.40, 128.03, 127.64, 

125.90, 125.38, 125.04, 124.79, 75.20, 58.46, 56.30, 31.88, 30.94, 30.87, 30.50, 25.73 

 

Elemental analysis calculated for C90H106Cl4Zn2N8O22: C, 56.17; H, 5.65; N, 5.82; 

found: C, 56.01; H, 5.69; N, 5.92. 
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3.5 Screening test studies for anions and amino acids 

For the colorimetric detection of anions and amino acids, a solution of each 

indicator, 400 μM (0.1 mL) in 20% (v/v) water–acetonitrile solution buffered at pH 

7.4 with 10 mM HEPES, was added into a solution of each complexes 20 μM (2 mL) 

in the same solvent system. Subsequently, 0.3 mL of guest molecules (1 mM) was 

then added to the as-prepared ensemble. The resulting mixtures were allowed to stand 

still for 5 min and then subjected to UV-vis spectroscopic measurements. Photographs 

were taken using a digital camera (Canon EOS Kiss X5, Japan). 

 

3.6 Ensemble formation studies between ZnL2 with PV and PGR 

indicators 

All experiments are performed in 20% (v/v) water–acetonitrile solution 

buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES. Typically, a 2 × 10-5 M solution of each 

indicators and a 4 × 10-4 M solution of complex  ZnL2  were  prepared in volumetric 

flask. Then 2 mL of each indicators  solution  was added to quartz cuvette and 

aliquots of ZnL2 solution have been added into the cuvette.  

 

3.7 Anion selectivity studies of ensemble [ZnL2●PGR] with anions 

All experiments are performed in 20% (v/v) water–acetonitrile solution 

buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES. An ensemble solution of [ZnL2●PGR] was 

prepared as described in 3.5 Subsequently, the 0.3 mL of 4 × 10-4 M solution of 

various anion (3 equivalent as tetrabutylammonium salt) Cl-, Br-, I-, F-, AcO-, 

benzoate, PO4
3- and PPi (pyrophosphate) have been added to the ensemble solution.  

 

3.8 UV-vis titration of the ensemble [ZnL2●PGR] with PPi 

All experiments are performed in 20% (v/v) water–acetonitrile solution 

buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES. An ensemble solution of 2 × 10-5 M  

[ZnL2●PGR] was prepared as described in 3.5 A liqouts of 4 × 10-4 M of PPi 

solution were added into the quartz cuvette containing 2 mL of an ensemble solution.  
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3.9 Amino acids selectivity studies of ensemble [ZnL2●PV] with 

amino acids 

All experiments are performed in 20% (v/v) water–acetonitrile solution 

buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES. An ensemble solution of [ZnL2●PV] was 

prepared as described in 3.5. Subsequently, the 0.3 mL of 1 × 10-3 M solution of 

various amino acids have been added to the ensemble solution.  

 

3.10 UV-vis titration of the ensemble [ZnL2●PV] with His 

All experiments are performed in 20% (v/v) water–acetonitrile solution 

buffered at pH 7.4 with 10 mM HEPES. An ensemble solution of 2 × 10-5 M  

[ZnL2●PV] was prepared as described in 3.5.  Then, aliqouts of 1 × 10-3 M of His 

solution were added into the quartz cuvette containing 2 mL of an ensemble solution.  

 

3.11 1H-NMR and 31P-NMR titrations studies 

Generally, all reagents in the NMR titration experiments were prepared in 

20% (v/v) D2O–CD3CN. An aliquot of  PPi 0.05 M (5 μL) were added to the 0.5 mL 

solution of  ZnL2 (5 mM) using a syringe. Subsequently, 31P NMR spectra were 

recorded. 



CHAPTER 4 

RESULTS AND DISCUSSION 

 

4.1 Synthesis and characterization of  ligand L1 

 The synthesis of ligand L1 is given in Scheme 4-1. Firstly, p-tert-

butylcalix[4]arene was functionalized with 2-(2-bromoethoxy)benzaldehyde (e) in the 

presence of K2CO3 to obtain the dialdehyde-calix[4[arene (g) in 50 %. Then, 

bisaldehyde (i) was reacted with 2.5 equiv of tripodal amine, giving bis-imine (k). 

Reduction of bisimine with NaBH4 in MeOH at reflux gave  symmetric L1 as a white 

solid in 20%. Ligand L1 was characterized by 1D-NMR, 2D NMR and mass 

spectrometry. 
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Scheme 4-1 Synthesis route of preparation of ligand L1 
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In accordance with the structure of L1, the 1H-NMR spectra showed two 

symmetry singlet peaks of tert-butyl protons at chemical shift 1.01 and 1.25 ppm, as 

shown in Figure 4-1. The methylenic protons of Ar-CH2-Ar exhibits two perfect 

doublet peaks with an AB pattern at chemical shift 3.35 and 4.45 ppm in 1:1 ratio 

with geminal coupling constants of 13.2 Hz and 12.8 Hz, respectively. The aromatic 

protons of calix[4]arene appeared as two singlets of equal intensity at chemical shift 

7.06 and 6.99 ppm.  From these results we can deduce that a cone structure is the 

major conformation of L1. A singlet peak for the –OCH2CH2O- group protons at 

chemical shift 4.34 ppm shows that two ethylene bridges flanking the arene unit with 

the tripodal group are oriented in the same direction (Talanov, Hwang, & Bartsch, 

2001, p. 1103). The singlet peak at chemical shift 4.58 ppm belongs to –CH2NH- 

group. The broad singlet peak at chemical shift around 6.7-6.8 ppm belongs to two –

NH- amine protons. Moreover, two hydroxyl protons of calix[4]arene are observed at 

chemical shift 7.90 ppm. HRMS-ESI (positive mode) spectra feature a molecular ion 

of L1  at  m/z = 1522.8724 correspond to [L1+H+], as shown in Figure 4-2. 

 

 

 
Figure 4-1  1H NMR spectrum of  L1 in CDCl3, where ● is –OH protons, * is –NH  

                    protons, ▲ is -CH2NH protons, ♦ is Ar-CH2-Ar protons and ♥ is tert- 

      butyl protons 

 

• 

*  

▲ ♦ ♦ 

♥ ♥ 



 83

 
 

Figure 4-2  HRMS-ESI (positive mode) spectrum of L1 

 

4.2 Synthesis and characterization of  ligand L2 

 The receptor molecule, L2, was synthesized in four steps starting from         

p-tert-butyl calix[4]arene as shown in Scheme 4-2. A reaction of p-tert-butyl 

calix[4]arene with 4 equiv. of ethyl-4-bromobutyrate in the presence of K2CO3 in 

acetone yielded compound (j), the diethyl ester derivative, in 78% yield. Upon 

addition of 15% w/v NaOH into the solution of compound (j), the diacid derivative (j) 

was obtained in 20% yield. Compound (j) reacted with thionyl chloride and gave the 

diacid chloride (k) in a quantitative yield. Finally, the diacid chloride (k) was further 

reacted with tripodal amine resulted in ligand L2 in 58%yield. Ligand L2 was 

characterized by 1D-NMR, 2D-NMR and mass spectrometry. 

 

 

[L1+H]+ 



 84

OHO OOH

O

15% NaOH , EtOH

O

OHO OOH

(i) (j)

O O
OH OH

O O

OHO OOH

SOCl2 , Toluene

(k)

Cl Cl
O O

N N
N

NH2

NEt3 , CH2Cl2OHO OOH

N
N

N

HN

N
N N

HN

L2

O O

OHOH HOOH
O

O K2CO3

acetone

Br

 

Scheme 4-2 Synthesis route of preparation of ligand L2 

 

In the 1H NMR spectrum, a typical AB splitting pattern of bridging 

methylene protons (Ar-CH2-Ar) of calix[4]arene in L2 showed two pair of doublet 

peaks at chemical shift 4.33 (4H, J = 12.8 Hz) and 3.31 ppm (4H, J = 12.8 Hz), Figure 

4-3. These observations confirmed the cone conformation of ligand L2. Interestingly, 

the –NH- amide protons appeared at the downfield region at 10.75 ppm as the one 

singlet signal, presumably the intramolecular hydrogen bonds between -NH and 

oxygen atom of carbonyl group at the opposite side chain are being formed and 

identical in the CDCl3 solution (Joseph, Ramanujam,  Acharya, Khutia, & Rao, 2008, 

p. 5745; Acharya, Ramanujam, Chinta, & Rao, 2011, p. 127). The methylene protons 

of two butyl side chains are presented at chemical shift 4.10, 2.93 and 2.45 ppm. Two 

OH groups of calix[4]arene was observed at chemical shift 7.42 ppm. Two symmetry 

singlet peaks of tert-butyl protons at chemical shift 0.97 and 1.31 ppm are also 

investigated. In addition, 13C-NMR spectrum presented the carbon of carbonyl group 
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at chemical shift 171.32 ppm, Figure A-6 in Appendix A. HRMS-ESI (positive mode) 

spectra showed a molecular ion of L2 at m/z = 1416.7635 corresponding  to [L2+Na+] 

species, as shown in Figure 4-4. 

 

  

 

Figure 4-3 1H NMR spectrum of L2 in CDCl3, where ● is –OH protons, * is –NH  

                    protons, ♦ is Ar-CH2-Ar protons and  ♥ is tert-butyl protons 

 

 

Figure 4-4 HRMS-ESI (positive mode) spectrum of L2 

 

● ♦ ♦ 

♥ ♥ 

[L2+Na]+

* 
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4.3  Synthesis and characterization of CuL1 and CuL2 

The green complexes of CuL1 and CuL2 were synthesized by addition of 

methanolic solution of CuCl2 to methanolic solution of L1 and L2 gave the green 

solid of CuL1 and CuL2 in 73% and 42% yields, respectively. The HRMS-ESI 

spectrum of those two complexes in the positive ion mode are structurally 

enlightening. For CuL1, HRMS-ESI mass spectra showed the parent peak at m/z 

1755.6520 corresponding to the singly charged molecular ion of [CuL1Cl3]
+, as 

presented in Figure 4-7(a). In addition, the doubly charges species of [CuL1Cl2]
2+ 

was also observed at m/z 859.3282. In the case of CuL2, the parent peak at m/z 

1625.5339 corresponds to the singly charged molecular ion of [CuL2Cl3]
+, as 

presented in Figure 4-7(b).  

 

 

 

 

 

 

Figure 4-5 HRMS-ESI (positive mode) spectrum of (a) CuL1 and (b) CuL2  

 

 

 

(a) 

(b) 

[CuL1Cl2]
2+

[CuL1Cl3]
+

[CuL2Cl3]
+ 
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4.4 Synthesis and characterization of ZnL1 and ZnL2 

 The white solid of ZnL1 and ZnL2 complexes are given by the reaction 

between Zn(ClO4)2 with ligands L1 and L2  in 71%  and   67 % yields, respectively. 

HRMS-ESI mass spectra of ZnL1 showed the parent peak at m/z 1947.4626 

corresponding to the singly charged molecular ion of [ZnL1(ClO4)3]
+, as presented in 

Figure 4-6. 

  

 

Figure 4-6  HRMS-ESI (positive mode) spectra of ZnL1  

 

 1H-NMR spectrum of ZnL1 in 40% CDCl3-CD3CN showed the broaden 

peaks, Figure 4-7. Interestingly, two NH amine protons were located at 5.42 ppm 

upfield shift compared to the free ligand L1, suggesting that the breaking of  

intramolecular hydrogen bonds (NH-N) between NH amine and tertiary nitrogen atom 

of tripodal amine group upon complexation of Zn2+ to ligand  L1 (Watchasit, 2010). 

These results confirmed that Zn2+ coordinate to the tripodal amine in L1 structure.  
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Figure 4-7  1H NMR spectrum of  ZnL1 in 40% CDCl3-CD3CN, where ● is –OH   

                   protons, * is –NH  protons and ♥ is tert-butyl  protons 

 

In the case of ZnL2, 1H-NMR spectrum was recorded in CD3CN clearly 

indicates the formation of a well-defined Zn(II) complex, Figure 4-8. The NH amide 

protons showed in the downfield region at 9.43 ppm. The singlet peak of two OH 

protons located at 8.37 ppm. The methylenic protons of Ar-CH2-Ar presented in two 

doublet peaks with an AB pattern at chemical shift 4.18 (4H) and 3.40 ppm (4H) with 

geminal coupling constants of 12.8 Hz and 12.4 Hz, respectively. This indicated the 

cone conformation of calix[4]arene skeleton. The methylene groups belonging to the 

two butylate arms displayed three resonances at 2.32 (4H), 2.93 (4H) and 4.37 ppm 

(4H). Finally, the two singlet peaks of tert-butyl protons at chemical shift 1.27 (18H) 

and 1.20 ppm (18H) are also observed. 

●

*

♥ ♥ 
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Figure 4-8 1H NMR spectra of  ZnL2 in CD3CN, where ● is –OH protons, * is –NH   

                    protons, ♦ is Ar-CH2-Ar protons and ♥ is tert-butyl protons 

 

♦ ♦ 

♥ ♥ 

● 

* 



 90

4.5 Screening test results for -amino acids 

 From the screening test results in Figure B-1 to B-4 in Appendix B, only PV 

and PAR based ensembles with all of four complexes ZnL1, ZnL2, CuL1 and CuL2 

could discriminate His from the other amino acids. Because of His could turn the 

color of those two ensembles to the color of indicator PV or PAR in the free form, as 

shown in Figure B-1 and B-4, respectively. Therefore, His could replace the bound 

PV or PAR from the ensemble cavity. In contrast to what was observed in MTB and 

PGR systems, the color of their ensembles did not change in the presence of any 

amino acids. We can conclude that the ensemble formation constants of PV and PAR 

with those four complexes are stronger than that of MTB and PGR ensembles, Figure 

B-2 and B-3. According to the results above, the structure of indicators plays an 

important role to control the selective sensing of His. 

 

4.6 Screening test results for anions 

 From the screening test results in Figure B-7 in Appendix B, it is clearly 

seen that only ensemble formations between ZnL2 and PGR could discriminate PPi 

from other anions completely under displacement condition. We found that after the 

addition of PPi to the ensemble solution the purple color of ensemble had turned to 

the pink color of free PGR. Therefore, PPi could completely displace the bound PGR 

from the ensemble cavity. However, the partial displacement of bound MTB in MTB-

based ensembles were observed, as shown in Figure B-6. All of phosphate containing 

anions could replace the bound PV and PAR from the ensemble structures, as shown 

in Figure B-5 and B-8. More importantly, from the screening test results we envisaged 

that only ZnL2 can be employed as IDA receptor for PPi and His  by changing 

indicator from PGR and PV.  Therefore, in the next topic we focus on understanding 

the sensing phenomena of  PGR and PV base ensembles with ZnL2 complex towards 

PPi and His, respectively. 
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4.7 Multi-analyte sensing using the dinuclear zinc(II) complex  

The results from screening test of PV and PGR-based ensembles with CuL1 

and CuL2 complexes towards anions are depicted in Figure 4-9. It is clearly seen that 

PV ensembles with CuL1 and CuL2, Figure 4-9(a) and 4-9(c), could not sense anions 

selectively. Because, some of phosphate containing anions especially PPi and ATP 

could replace the bound PV from the ensembles. Whereas in those two PGR systems, 

Figure 4-9(b) and 4-9(d), any anions could not replace the bound PGR. These results 

indicated that the ensemble formation constants of PV with CuL1 and CuL2 are 

lower than that of the ensemble formation constants of PGR with those two receptors.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

               (1)     (2)     (3)      (4)      (5)     (6)       (7)       (8)      (9)    (10)    (11)    (12)    (13)    (14)    (15)   

 

Figure  4-9   The color changes of  the ensemble formation  between CuL1 and CuL2  

                     with PV and PGR indicators in the presence of anions  (7.5 equivalents)  

                     80% (v/v) CH3CN-H2O in 10 mM  HEPES buffer pH 7.4. Whereas (1)      

         = complex, (2) =  indicator, (3) = ensemble, (4) = H2PO4
-, (5) = AcO-,     

         (6) =  PPi, (7) = BzO-,  (8) = I-, (9) = Br-, (10) = Cl-, (11) = F-, (12) =   

        AMP, (13) = ADP, (14) = ATP and (15) = CN- 

 

CuL1 + PV 

CuL1 + PGR 

CuL2 + PV 

CuL2 + PGR 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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Considering in PGR ensembles, to obtain the selective sensing results for 

anions under IDA the ensemble formation constants between PGR with the receptors 

must be lower. After thinking of some candidates, we changed from the dinuclear 

Cu2+ to dinuclear Zn2+, ZnL1 and ZnL2. According to Irving-Williams series, the 

complex formation constants of Zn2+ is lower than that of Cu2+. As we expected, the 

ensemble of PGR with ZnL2 in Figure 4-10(d) could discriminate PPi from the 

others anions obviously. We found that only PPi could change the purple of  

ensemble to pink of free indicator PGR. This result indicates that the ensemble 

formation between ZnL2 and PGR can serve as a “naked- eye” for PPi in the 

aqueous solution.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                (1)     (2)       (3)      (4)      (5)      (6)       (7)       (8)      (9)     (10)    (11)     (12)    (13)    (14)    (15)   

 

Figure  4-10   The color changes of  the ensemble formation  between ZnL1 and   

                        ZnL2  with PV and PGR indicators in the presence of anions              

                        (7.5 equivalents)  in 80% (v/v) CH3CN-H2O in  10 mM HEPES buffer  

                        pH 7.4. Whereas (1)    = complex, (2) =  indicators, (3) = ensemble,    

        (4)  = H2PO4
-, (5) = AcO-,  (6) =  PPi, (7) = BzO-,  (8) = I-, (9) = Br-,  

        (10) = Cl-, (11) = F-, (12) =  AMP, (13) = ADP, (14) = ATP and           

        (15) = CN- 

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

ZnL1 + PV 

ZnL1 + PGR 

ZnL2 + PV 

ZnL2 + PGR 
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In contrast to what was observed in ensemble formation between ZnL1 with 

PGR, Figure 4-10(b), no anions could change the purple color of  the ensemble. 

Therefore, it could be expect that the ensemble formation constant between PGR with 

ZnL1 is more stronger than that of  ZnL2 that might be come from the more rigidity 

of aromatic amine spacer in ZnL1 compare to alkyl amide spacer in ZnL2 leads to 

the tight coordination of PGR to two Zn2+ ions in ZnL1 structure. However, in PV 

based ensembles still show the non-selective sensing. From Figure 4-8 and 4-9,  it 

should be noted that the nature of metal ions as well as the binding affinity of metal 

ions to indicators and the structure of indicators are contribute to the enhance 

selectivity of  PPi sensing. 

 

 

4.7.1 Ensemble formation studies between ZnL2 with PV and PGR 

indicators 

From the above results, the ensemble formation of ZnL2 with PV and PGR 

indicators gave the different sensing abilities towards anion results. Therefore, we 

used the UV-vis titration to study the interaction of ZnL2 with those two indicators. 

After the addition of  ZnL2 to the solution of  PV, the absorption band at 430 nm of  

free PV was decreased and the absorption band at  645 nm was increased resulting to 

the color change from yellow to blue. The absorption band at 645 nm gradually 

reached maxima at 1.0 eq. of  ZnL2 as  shown in Figure 4-11(a). The ensemble 

formation constant (log ) of ZnL2 with PV  was fitted in the 1:2 binding model  of 

ZnL2:PV  and the value is calculated to be  11.38  ± 0.16 correspond to the formation 

of species [ZnL2·2PV] in the solution. The Job’s plot analysis established a 1:2 

binding interaction between ZnL2 and PV indicator, Figure 4-11(b). 
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  (a)     (b) 

Figure  4-11   (a) UV/vis spectra obtained by addition of ZnL2 (400 M)  to a  

                      solution of  PV (20 M) and (b) Job’s plot analysis in HEPES   

                      buffered pH 7.4 in 80/20 (% v/v) CH3CN-H2O  solution  

 

Similarly, when ZnL2 was added sequentially to a solution of PGR indicator,  

the absorption band of  free  PGR at   550 nm  was  red shifted  to 580 nm 

concomitantly to the color change from pink to purple, Figure 4-12(a). The 

absorbance at 580 nm was saturated at 1.0 eq. of ZnL2. The log  of ZnL2 with PGR  

was  calculated to be 5.22  ± 0.32  corresponding to the formation of 1:1 species of  

[ZnL2·PGR].  

 

 

                                   

Figure  4-12  UV/vis spectra obtained by addition of ZnL2 (400 M)  to a solution  

    of  PGR  (20 M) in HEPES  buffered pH 7.4  in 80/20 (% v/v)  

    CH3CN-H2O  solution  

430 nm 

645 nm 

ZnL2 

1.0 eq. 

1.0 eq. 

ZnL2 

550 nm 

580 nm 
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As shown in Figure 4-13, the proposed binding models of ZnL2 with PV and 

PGR indicators are different. This phenomenon could be possibly explained by the 

structural different between PV and PGR. Due to the tetrahedral structure of  PV, 

therefore PV might not be comfortable enough to sit in the cavity between two Zn2+ 

ions in ZnL2 structure. Its preferred to form a 1:2 species of  [ZnL22PV] ensemble. 

Whereas PGR has more rigid structure than PV, therefore PV might be able to  form 

a stable 1:1 ensemble adduct of [ZnL2PGR] ensemble. Moreover, if we compare the  

structure of both ensembles with the screening test results above,  the bound PV acts 

as the bidentate ligand (Pugia, 2000, p. 142) therefore PV could be easily removed by 

the multidentate phosphate containing ligands. Whereas, PGR behaves as tetradentate 

ligand therefore PPi could replace the bound PGR from the ensemble cavity. But the 

question is that why the other phosphate containing anions could not. Presumably, the  

bound PGR in the ensemble cleft could control the dinuclear distant between two 

Zn2+ ions and allow only PPi to coordinate to Zn2+ ions, whereas the other anions, 

AMP, ADP and ATP, could not due to the steric hindrance from the moiety part of  

ribose sugar and adenine in their structures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[ZnL22PV]     [ZnL2PGR] 

 

Figure 4-13  The proposed structure of the [ZnL22PV] and  [ZnL2PGR]  
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4.7.2 PPi sensing studies by [ZnL2PGR] ensemble 

 Next, the sensing processes for the ensemble [ZnL2PGR] to PPi were 

investigated by UV-vis spectra, Figure 4-14. As expected, introduction PPi to the 

ensemble induced spectral changes while the other anions did not.  Upon incremental 

addition of  PPi to the purple color solution of [ZnL2PGR] the absorption band at 

570 nm was decreased and also the absorption band at 549 nm gradually increased 

with the color change to pink color of unbounded PGR. The apparent competitive 

binding constant  (log app) between [ZnL2PGR] and PPi was calculated to be  5.67 

± 0.12 corresponding to the formation of the 1:1 adduct of [ZnL2PPi] species. It 

should be noted that log app is higher than that of the ensemble formation constant of 

[ZnL2PGR]. Therefore, PPi could replace the coordinated PGR from the ensemble 

binding unit.  

 

 

Figure 4-14   UV/vis spectra obtained by addition of PPi  (1 mM)  to a solution of   

       [ZnL2PGR] in HEPES buffered pH 7.4 in 80/20 (% v/v) CH3CN-H2O  

       solution  

 

Moreover, the 1:1 complex formation between  ZnL2 and PPi was 

confirmed by high-resolution mass spectral analysis : observed m/z   1721.5278 , 

calculated   1721.5393   for  [ZnL2PPi] , Figure 4-15(a).  The proposed structure of 

the 1:1 adduct was shown in Figure 4-15(b). The detection limit (3/k) of  

[ZnL2PGR] ensemble for the analysis of  PPi  was calculated to be 0.08 ppm.  
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Figure 4-15   (a)  HRMS-ESI  (positive mode) spectrum of  species  [ZnL2PPi]  

                       and (b) the proposed  structure of the 1:1 adduct of [ZnL2PPi] 

 

  

4.7.3  1H-NMR and 31P NMR titration studies 

 To study the interaction of ZnL2 with PPi, 1H and 31P NMR were carried 

out in 80/20 (% v/v) CD3CN-D2O. Upon addition of  PPi to the solution of  ZnL2 

solution 1H NMR  spectra showed that the complex formation is fast exchange in 

NMR time scale, as presented in Figure 4-16. All the resulting host-guest complexes 

[ZnL2PPi] displayed a cone conformation with the coupling constant of Ar-CH2-Ar 

at chemical shift 3.40 ppm and 4.26 ppm are 12.8 Hz. Owing to 1H-NMR titration 

results,  PPi  did not pull out the Zn2+ ions from the ZnL2 structure. 
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Figure 4-16   Partial 1H-NMR titrations of  ZnL2 with PPi in  80/20 (% v/v) CD3CN- 

                      D2O, whereas ♦ is Ar-CH2-Ar protons  

 

To further understand the mode of complexation between ZnL2 and PPi, 31P 

NMR spectroscopy studies were undertaken. As shown in Figure 4-17, both P atoms 

in PPi are magnetically equivalent and show a single signal at −8.3 ppm. However, on 

binding with ZnL2, significant upfield shifts (Δδ = 4.40 ppm) were observed for the 
31P signal. The presence of a single 31P signal suggests that both P atoms in the metal 

binded PPi are still magnetically equivalent and therefore, the two sets of oxygen 

anions on each P atom of  PPi are equally bound to the binuclear zinc complex (Yang, 

Feng, & Williams, 2012, p. 5606; Liu, Ngo, Ge, Butler, & Jolliffe, 2013, p. 1680).  

 

 

Figure 4-17   31P-NMR titrations of  PPi  with  ZnL2 in  80/20 (% v/v) CD3CN-D2O 

 

 

 

 

PPi 

PPi + ZnL2  

ZnL2 

ZnL2 + PPi 1.0 eq. 

ZnL2 + PPi  2.0 eq. 

♦ 

♦ ♦
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4.7.4   Interference studies with other anions 

To explore the ability of  [ZnL2PGR] ensemble as a colorimetric sensor 

for PPi in the presence of competing anions, competition experiments were performed 

in the presence of  PPi mixed with various anions. The coexistent anions had no  

influence on the color change of  PPi, Figure 4-18. These results indicate that 

[ZnL2PGR] ensemble shows an excellent selectivity for PPi in the presence of other 

anions, making it very useful in practical applications. 

 

 

Figure 4-18   Absorption response of  [ZnL2PGR] ensemble  20 M to various  

anions in HEPES buffer pH 7.4 in 80/20 (%v/v) CH3CN-H2O solution. 

The  blue bars represent the absorption of  [ZnL2PGR] ensemble in  

the presence of anions 12.5 equiv. The red bars represent the change  of 

the absorption that occurs upon the subsequent addition of    

PPi to the solution of [ZnL2PGR] ensemble containing various 

anions. The intensities were record at 570 nm. Whereas (1) = H2PO4
-, 

(2) = PPi,   (3) = ADP, (4) = AMP, (5) = ATP,  (6) =  SO4
2-, (7) =  

SCN-,  (8) = OH-, (9) = NO3
-, (10) = F-, (11) = Cl-, (12) =  Br-, (13) = I-, 

(14) = AcO-,  (15) = BzO-, (16) = CO3
2-, (17) = HCO3

- and (18) = CN- 
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4.7.5 His sensing study by ZnL2 ensembles 

 We also investigated the sensing properties of ZnL2 ensembles with PV and 

PGR towards 20 essential amino acids. In contrast to what was observed in PPi 

sensing, the [ZnL22PV] ensemble showed the highly selective sensing for His over 

other amino acids whereas the [ZnL2PGR] ensemble did not, as shown in Figure    

4-19. These results indicated His preferred to replace the bound bidentate PV 

indicator not tetradentate PGR indicator. Ii should be noted that, by using ZnL2 as 

IDA receptor for His, the structure of indicator plays an important role to control the 

highly selective sensing. 

 

 

 

 

 

 
            

        (1)      (2)      (3)        (4)      (5)      (6)       (7)        (8)       (9)       (10)     (11)      (12)     (13)      (14)      (15)     (16)     (17)     (18)    (19)     (20)    (21)    (22)    (23) 

 

Figure 4-19   The color changes of  the ensemble formation  between ZnL2 with (a) 

PV and (b) PGR indicators in the presence of anions  (7.5 equivalents)  

in 80% (v/v) CH3CN-H2O in 10 mM HEPES buffer pH 7.4. Whereas  

(1) = ZnL2, (2) = indicators, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = 

arginine, (6) = asparagine, (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = 

glutamine, (10) = glycine, (11) = histidine, (12) = isoleucine, (13) = 

leucine, (14) = lysine, (15) = methionine,   (16) = phenylalanine, (17) =  

proline, (18) = serine, (19) = threonine,    (20) = tryptophan, (21) = 

tyrosine, (22) = valine and (23) = cysteine 

 

 Before we study the His sensing under displacement approach by using 

[ZnL22PV] ensemble, we have investigated the interaction between ZnL2 with His. 

As we aware, the complex formation constant of bis-histidinatozinc(II) ion,  

[Zn(His)2]
2-, is log  K = 12.8 (Martell & Smith, 1982, p. 2123). Therefore, His might 

be replace the bound PV giving the yellow color of  unbound PV and removed Zn2+ 

(a) 

(b) 
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ion from ZnL2 complex and also release L2 in the solution. In order to confirm the 

sensing mechanism 1H NMR titration have used to study the interaction between  

ZnL2 with His in 50% CD3CN-D2O. We found that after the addition of His at 1.5 eq. 

the solution become clouded and the white solid was observed in NMR tube. After 

that the white solid was collected and characterized by 1H NMR spectroscopy. It was 

found that 1H NMR spectrum of the white solid is similar to the 1H NMR spectrum of  

L2 in the free form, Figure 4-20. It means that the added His could demetalate Zn2+ 

from the dinuclear ZnL2, possessing  [Zn(His)2]
  species, and release free L2. 

 

Figure 4-20   1H-NMR spectra of (a) white solid from NMR and (b) ligand L2 in  

       CDCl3 

 

 The colorimetric sensing of His by [ZnL22PV] was further investigated by 

UV-vis titration. After the addition of His 10 eq. to the blue color of [ZnL22PV] 

ensemble displayed a sharp variation in the absorption spectra in which the band at  

645 nm was decreased  gradually with a blue shift 215 nm to appear at  430 nm. The 

color of solution was changed from blue to yellow of free PV, Figure 4-21. The 

calculated detection limit (3/k) of His by [ZnL22PV] ensemble was calculated to 

be 0.5 M.  

 

 

(a) 

(b) 
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Figure 4-21   UV/vis spectra obtained by addition of PPi  (1 mM)  to a solution of   

          [ZnL2PGR]  Inset ; A plot of absorption against concentration of  PPi  

          titrated in [ZnL2PGR]  ensemble  in HEPES buffered pH 7.4 in 80/20  

         (% v/v) CH3CN-H2O solution 

  

According to 1H NMR titration above, it could be concluded that the added 

His could replace the bounded PV from the [ZnL22PV] ensemble with a color 

change from blue to yellow and also snatch the Zn2+ form the  ZnL2 complex and 

release free L2 in the solution as depicted in Scheme 4-3 (Andersen, Lynch, & Anslyn, 

2005, p. 5319; Sun, Tu, & Yan, 2012, p. 2124).  

 

His 

10 eq.  

645 nm 

430 nm 
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Scheme 4-3  The proposed mechanism for His sensing by  [ZnL22PV] ensemble 

 

4.7.6  Interference studies with other  amino acids 

 To evaluate the His-selective nature of [ZnL22PV] ensemble, possibly 

absorption changes caused by other essential amino acids were studied. As shown in 

Figure 4-22, amino acids other than His did not cause significant changes in the 

absorption intensity. Thus, the selectivity profile for His over other amino acids was 

remarkably high.  

 

 

 

[ZnL22PV] 

PV [Zn(His)2]
2-

L2 
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Figure 4-22   Absorption response of  [ZnL22PV] ensemble  20 M to various  

                      amino acids in HEPES buffer pH 7.4 in 80/20 (%v/v) CH3CN-H2O   

                      solution.The blue bars represent the absorption of  [ZnL22PV]    

                      ensemble in the  presence of amino acids 12.5 equiv. The red bars  

                      represent the change of the absorption that occurs upon the subsequent   

                      addition of His to the solution of [ZnL22PV] ensemble containing  

                     various amino acids. The intensities were record at 645 nm 

 



CHAPTER 5 

CONCLUSION 

  

 In conclusion, we have synthesized two ligands based on calix[4]arene 

containing tripodal amine (L1)  and tripodal amide (L2) as recognition unit for metal 

ions in 20 % and 15 % yields,  respectively. The calix[4]arene skeleton in those two 

ligands adopts a cone conformation which can be confirmed by their 1H NMR spectra. 

Two copper(II) chloride  complexes of  ligand L1 (CuL1) and L2 (CuL2) can be 

obtained as green solids in 42 % and 58 % yields, respectively. The zinc(II) 

perchlorate complexes of  ligand L1 (ZnL1) and L2 (ZnL2) can be obtained as the 

white solids in 71% and 67% yields, respectively.  

 The sensing applications of CuL1, CuL2, ZnL1 and ZnL2 as IDA 

receptors for anions and -amino acids have been investigated. Four complexometic 

indicators are chosen to study; pyrocatechol violet (PV), pyrogallol red (PGR), 

methythymol blue (MTB) and 4-(2-pyridylazoresorcinol) (PAR). From the screening 

test results showed that only ZnL2 could be used as IDA receptors for PPi and His by 

changing indicators. It was found that [ZnL2PGR] ensemble could discriminate PPi 

from the other phosphate containing anions in which PPi could replace the bound 

PGR from the ensemble structure and form the adduct complex [ZnL2PPi]. 

Whereas [ZnL22PV] ensemble could detect His selectively in which His could 

replace the bound PV from the ensemble and pull out zinc(II) ions from the ZnL2 

giving the [Zn(His)2] species and liberating free L2 in the solution. 

 From this research we can conclude that there are four influence factors to 

control the selective sensing of anionic guest molecules under IDAs approach; (i)  the 

nature of metal ions, (ii) spacer flexibility, (iii)  topological structure of indicators and 

(iv) coordination chemistry of receptor and guest molecules. 

  

Suggestions for future works 

 Try to obtain the single crystals of all of complexes, ensembles and the 

product from the displacement conditions.    
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APPENDIX A 

1D NMR, 2D NMR SPECTRUM OF  LIGAND L1 AND L2 

1D NMR, 2D NMR SPECTRUM OF  ZnL1 AND ZnL2 
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Figure A-1  1H NMR spectrum of  L1  in CDCl3 

 

 

 

Figure A-2  13C NMR spectrum of  L1 in CDCl3 
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Figure A-3  DEPT 135 NMR spectrum of  L1 in CDCl3 

 

 

Figure A-4  HMQC NMR spectrum of  L1 in CDCl3 
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Figure A-5  1H NMR spectrum of L2  in CDCl3 

 

Figure A-6  13C NMR spectrum of L2 in CDCl3 
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Figure A-7  DEPT 135 NMR spectrum of L2 in CDCl3 

 

Figure A-8  HMQC NMR spectra of L2 in CDCl3 
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Figure A-9  1H NMR spectrum of  ZnL1  in 40% CDCl3-CD3CN 

 

Figure A-10  13C NMR spectrum of  ZnL1 in 40% CDCl3-CD3CN 
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Figure A-11  DEPT 135 NMR spectrum of  ZnL1 in 40% CDCl3-CD3CN 

 

Figure A-12  HMQC NMR spectrum of  ZnL1 in 40% CDCl3-CD3CN 
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Figure A-13  1H NMR spectrum of  ZnL2  in CD3CN 

 

 

Figure A-14  13C NMR spectrum of  ZnL2  in CD3CN 
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Figure A-15  DEPT 135 NMR spectrum of ZnL2  in CD3CN 

 

Figure A-16  HMQC NMR spectrum of  ZnL2  in CD3CN 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APPENDIX B 

SCREENING TEST RESULTS 
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Figure B-1   PV-based ensembles with various amino acids, whereas (1) = complexes,  

(2) = PV, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = asparagine, 

(7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) = glycine, 

(11) = histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = lysine, (15) = 

methionine,   (16) = phenylalanine, (17) = proline, (18) = serine, (19) = 

threonine,    (20) = tryptophan, (21) = tyrosine, (22) = valine and (23) = 

cysteine 
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          (1)      (2)        (3)        (4)      (5)      (6)       (7)        (8)       (9)      (10)   (11)       (12)     (13)    (14)    (15)    (16)      (17)     (18)    (19)     (20)    (21)   (22)    (23) 

 

Figure B-2   MTB-based ensembles with amino acids, whereas (1) = complexes,  

(2) = MTB, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = 

asparagine, (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) 

= glycine, (11) = histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = 

lysine, (15) = methionine,   (16) = phenylalanine, (17) = proline, (18) = 

serine, (19) = threonine,    (20) = tryptophan, (21) = tyrosine, (22) = 

valine and (23) = cysteine 
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             (1)      (2)      (3)        (4)      (5)      (6)       (7)        (8)       (9)       (10)     (11)     (12)     (13)    (14)      (15)     (16)      (17)     (18)    (19)     (20)    (21)   (22)   (23) 

 

Figure B-3   PGR-based ensembles with amino acids, whereas (1) = complexes, (2) =  

        PGR, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = asparagine,       

        (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) = glycine,  

(11) = histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = lysine, (15) = 

methionine,   (16) = phenylalanine, (17) = proline, (18) = serine, (19) = 

threonine,    (20) = tryptophan, (21) = tyrosine, (22) = valine and (23) = 

cysteine 
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            (1)       (2)      (3)        (4)      (5)       (6)      (7)        (8)       (9)       (10)     (11)     (12)     (13)    (14)      (15)     (16)     (17)    (18)    (19)    (20)   (21)    (22)   (23) 

 

Figure B-4   PAR-based ensembles with amino acids, whereas (1) = complexes, (2) =  

        PAR, (3) = ensemble, (4) = alanine, (5) = arginine, (6) = asparagine,       

        (7) = aspartic acid, (8) = glutamic acid, (9) = glutamine, (10) = glycine,  

(11) = histidine, (12) = isoleucine, (13) = leucine, (14) = lysine, (15) = 

methionine,   (16) = phenylalanine, (17) = proline, (18) = serine, (19) = 

threonine,    (20) = tryptophan, (21) = tyrosine, (22) = valine and (23) = 

cysteine 
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             (1)     (2)        (3)    (4)     (5)     (6)      (7)    (8)      (9)    (10)   (11)   (12)   (13)   (14)   (15)   

 

Figure B-5  PV-based ensembles with  various anions, whereas (1) = complexes,       

       (2) = PV, (3) = ensemble, (4) = H2PO4
-, (5) = AcO-, (6) = PPi, (7) = BzO-,  

       (8) = I-, (9) = Br-, (10) = Cl-, (11) = F-, (12) = AMP, (13) = ADP, (14) =  

       ATP and (15) = CN- 

 

 

 

 

CuL1 

ZnL1 

CuL2 

ZnL2 



 129

 
                (1)      (2)        (3)    (4)      (5)        (6)     (7)      (8)      (9)    (10)   (11)   (12)    (13)    (14)    (15)   

 

Figure B-6   MTB -based ensembles with various anions, whereas (1) = complexes,  

                    (2) = MTB, (3) = ensemble, (4) = H2PO4
-, (5) = AcO-, (6) = PPi,              

                    (7) = BzO-, (8) = I-, (9) = Br-, (10) = Cl-, (11) = F-, (12) = AMP,             

                    (13) = ADP, (14) = ATP and (15) = CN- 
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               (1)     (2)      (3)    (4)      (5)        (6)      (7)       (8)      (9)    (10)       (11)   (12)    (13)   (14)    (15)   

 

Figure B-7   PGR-based ensembles with various anions, whereas (1) = complexes,  

          (2) = PGR, (3) = ensemble, (4) = H2PO4
-, (5) = AcO-, (6) = PPi,              

                    (7) = BzO-, (8) = I-, (9) = Br-, (10) = Cl-, (11) = F-, (12) = AMP,             

                    (13) = ADP, (14) = ATP and (15) = CN- 
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            (1)         (2)      (3)       (4)      (5)       (6)      (7)       (8)       (9)       (10)     (11)    (12)    (13)    (14)    (15)   

 

Figure B-8   PAR-based ensembles with various anions, whereas (1) = complexes,  

          (2) = PAR, (3) = ensemble, (4) = H2PO4
-, (5) = AcO-, (6) = PPi,              

                    (7) = BzO-, (8) = I-, (9) = Br-, (10) = Cl-, (11) = F-, (12) = AMP,             

                    (13) = ADP, (14) = ATP and (15) = CN- 
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Intriguing sensing properties of a di-tripodal amine 
calix[4]arene ionophore towards anions from Donnan 

failure in ion-selective membranes induced by Cu2+ 
 

 



บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ท่ีมาและความสาํคญัของปัญหา 

ในปจัจุบนัโมเลกุลรเีซบเตอร์ (molecular receptor) ได้รบัการพฒันาและ
สงัเคราะหข์ึน้มาเป็นจาํนวนมากเพือ่นํามาศกึษาอนัตรกริยิาและความจาํเพาะเจาะจงกบัไอออน
หรอืโมเลกุลทีต่อ้งการตรวจวดั1-3 ซึง่ผลทีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ีสามารถนํามาใชป้ระโยชน์ในการ
พฒันางานวิจยัทางชีวภาพและทางการแพทย์ เช่นการออกแบบตัวยบัยัง้การทํางานของ
เอนไซม์4   การออกแบบ stationary phase เพื่อแยกโปรตนีใหม้คีวามบรสิุทธิส์งูในเทคนิคโคร
มาโทกราฟี5 นอกจากน้ีแลว้ยงัไดม้กีารนําเอาโมเลกุลรเีซบเตอรม์าพฒันาต่อยอดเป็นอุปกรณ์อิ
เล็กโทรนิกส์เพื่อนําไปใช้งานในการตรวจวดัได้จรงิเพื่อเป็นการเพิม่คุณค่าของตวัเลือกจบั
ดงักล่าว ซึ่งหน่ึงในอุปกรณ์อเิลก็โทรนิกสท์ีไ่ดร้บัความสนใจและมกีารพฒันาเป็นอย่างมากใน
ปจัจุบนัคอืเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงกบัไอออน (membrane ion selective 
electrode)6 เพราะการตรวจวดัไอออนด้วยเทคนิคดงักล่าวน้ีทําได้ง่าย มสีภาพไวในการ
วิเคราะห์สูง  มีความจําเพาะเจาะจงต่อไอออนที่ต้องการตรวจวดัเป็นอย่างดี และยงัไม่มี
ผลกระทบจากสหีรอืความขุ่นของสารตวัอย่าง และที่สําคญัคอืเทคนิคดงักล่าวน้ียงัสามารถ
ตรวจวดัไดท้ัง้ไอออนบวกและไอออนลบขึน้อยูก่บัชนิดของโมเลกุลรเีซบเตอร ์(หรอืทีเ่รยีกวา่ไอ
โอโนฟอร)์ ทีนํ่ามาเตรยีมเป็นอเิลก็โทรด  

ในการวเิคราะหไ์อออนบวกนัน้โมเลกุลทีนิ่ยมนํามาเตรยีมเป็นไอโอโนฟอรไ์ดแ้ก่
อนุพนัธ์ของ p-tert-butyl-calix[n]arene6  ซึ่งในปจัจุบนัน้ีสารประกอบ p-tert-butyl-
calix[4]arene tetraethylester7 ไดถู้กผลติขึน้มาขายทางการคา้เพื่อใชเ้ป็นไอโอโนฟอรส์าํหรบั
การวเิคราะห ์Na+ (sodium ionphore X ผลติภณัฑข์องบรษิทั FLUKA)  นอกจากอนุพนัธข์อง 
calix[4]arene แลว้อนุพนัธข์องคราวน์อเีธอร์6  และยาปฏชิวีนะ (antibiotics) ตวัอย่างเช่น 
valinomycin8,9   และ nonactin10  และโมเลกุลของลแิกนดท์ีเ่ป็นทีรู่จ้กักนัด ีเช่น  1,10-
phenanthroline11 และ 2,2-bipyridine12 กนิ็ยมนํามาทําเป็นไอโอโนฟอรส์าํหรบัไอออนของ
โลหะดว้ยเช่นกนั  ซึง่อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดจ้ากไอโอโนฟอรต์ามทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้บางชนิดนัน้
ได้ถูกนําไปใช้งานในด้านการแพทย์อยู่ในปจัจุบนั6   โครงสร้างของไอโอโนฟอร์สําหรบัการ
ตรวจวดัไอออนของโลหะแสดงได้ดงัรูปที่ 1   สําหรบัไอโอโนฟอรท์ี่นํามาใชใ้นการวเิคราะห์
ไอออนลบนัน้โมเลกุลที่นิยมนํามาเตรยีมได้แก่สารประกอบโคออร์ดเินชนัชนิดต่าง ๆ  เช่น 
สารประกอบโคออรด์เินชนัของ Rh(III)  กบัลแิกนด ์bipyridine13 และสารประกอบโคออรด์ิ
เนชนัของ Cd(II) กบัลแิกนดป์ระเภท Schiff-base14    

 



133 
 

O

OO

4

                                 
               (ก)                                                                          (ข) 

 

O O

CH3 O

CH3

O

O
H3C

O

CH3

O

CH3O

CH3

O

O

H3C

O

CH3

 
                             (ค) 
 
รปูท่ี 1  โครงสรา้งของไอโอโนฟอรท์ีถู่กนํามาใชส้าํหรบัการตรวจวดัไอออนของโลหะ (ก) p-
tert-butyl-calix[4]arene  tetraethylester (ข) valinomycin  และ (ค) nonactin   
 

การเตรยีมเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงกบัไอออนนัน้กระทาํไดโ้ดย
การนําเอาไอโอโนฟอรท์ีส่งัเคราะหไ์ดม้าผสมกบัพอลเิมอร ์ plasticizer และ ion exchanger 
ซึง่พอลเิมอรท์ีนิ่ยมใชค้อื poly(vinyl chloride) หรอื PVC  หลงัจากนัน้จงึนําเมมเบรนทีเ่ตรยีม
ไดไ้ปประกอบกบัขัว้ไฟฟ้าเพื่อเตรยีมเป็นอเิลก็โทรดสาํหรบัใชใ้นการตรวจวดั  ดงันัน้ทัง้ไอโอ
โนฟอรแ์ละ plasticizer ต้องมคีวามสามารถในการละลายน้ําทีต่ํ่าหรอืมคีวามเป็นไฮโดรโฟบกิ 
(hydrophobic) ทีสู่งพอที่จะละลายอยู่ไดใ้นเมมเบรนซึ่งจะทําใหอ้เิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้มามี
ความเสถยีรและมปีระสทิธภิาพในการตรวจวดัทีด่ ี  ซึง่ปญัหาทีส่าํคญัในการเตรยีมเมมบรน
เพื่อนํามาใชเ้ป็นอเิลก็โทรดนัน้คอืการทีไ่อโอโนฟอรแ์ละ plasticizer ทีใ่ชม้คีวามเป็นไฮโดร     
โฟบกิที่ไม่เพยีงพอ15 ดงันัน้เมื่อนําอเิลก็โทรดดงักล่าวมาใชง้านในการวเิคราะหส์ารตวัอย่าง
จรงิซึง่อยูใ่นตวัทาํละลายทีเ่ป็นน้ํานัน้ ไอโอโนฟอรห์รอื plasticizer ดงักล่าวทีล่ะลายอยูใ่นเมม
เบรนจะสามารถละลายออกมาได้ ซึ่งส่งผลให้ประสทิธิภาพ  เสถียรภาพและสภาพไวของ
อเิล็กโทรดดงักล่าวมคี่าตํ่าลง ในปจัจุบนัน้ีการแก้ปญัหาดงักล่าวกระทําโดยการสงัเคราะห ์
plasticizer และไอโอโนฟอรใ์หม้คีวามสามารถในการละลายน้ําทีต่ํ่าลง16,17  แต่อยา่งไรกต็ามใน
การสงัเคราะห ์plasticizer ใหม้คีวามเป็นไฮโดรโฟบกิทีเ่พิม่ขึน้นัน้ยงัมปีญัหาในขัน้ตอนของ
การสงัเคราะห ์ดงันัน้ทางแกไ้ขปญัหาดงักล่าวจงึมุง่ความสนใจมาทีก่ารเพิม่ความเป็นไฮโดรโฟ
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บกิใหก้บัโมเลกุลของไอโอโนฟอร ์โดยการสงัเคราะหไ์อโอโนฟอรท์ีเ่ป็นอนุพนัธข์องโมเลกุลทีม่ี
ความเป็นไฮโดรโฟบกิทีค่่อนสงูโดยมสีว่นของหน่วยเลอืกจบักบัไอออนทีต่อ้งการวเิคราะหเ์ป็น
ส่วนประกอบของไอโอโนฟอร ์ซึ่งโมเลกุลที่นิยมนํามาใชเ้ป็นโครงสรา้งหลกัของไอโอโนฟอร ์
ไดแ้ก่ calix[n]arene  นอกจากน้ีการเพิม่สมบตัคิวามเป็นไฮโดรโฟบกิใหก้บัไอโอโนฟอรอ์กีวธิี
หน่ึงที่นิยมคือการเพิ่มหมู่ที่มีความสามารถในการละลายน้ําได้น้อย เช่น สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนชนิดที่เป็นวง18,19 หรือสารประกอบอะโรมาติก20 เช่น       แอนทราซีน 
และแนฟทาลนีเขา้ไปในโมเลกุลของไอโอโนฟอร ์

ในงานวจิยัน้ีไดนํ้าสารประกอบทีเ่ป็นอนุพนัธข์องคาลกิซ[์4]แอรนีทีม่หีมูไ่ทรโพดอลเอ
ไมด ์ (L1) และสารประกอบของแอนทราซนีทีม่หีมูไ่ทรโพดลิเอมนี (L2) เป็นองคป์ระกอบ
ภายในโมเลกุลมาใชใ้นการสรา้งอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงในการตรวจวดัไอออน Cu2+ 

 
 

1.2 วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 
 เพือ่ศกึษาความจาํเพาะเจาะจงในการเลอืกจบักบัไอออนของโลหะของไอโอโนฟอร ์  
L1 และ L2  ในการนํามาพฒันาเป็นเมมเบรนอเิลก็โทรดชนิดใหมส่าํหรบัการตรวจวดัไอออน
ของโลหะ 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจยั  
 ศกึษาความจาํเพาะเจาะจงในการเลอืกจบักบัไอออนของโลหะของไอโอโนฟอรท์ัง้สาม
ชนิดดว้ยเทคนิคเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงในการตรวจวดั 
 
1.4 ประโยชน์ท่ีจะได้รบัจากการวิจยั 
 ไดไ้อโอโนฟอรช์นิดใหมท่ีส่ามารถนําไปพฒันาเป็นอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจง
ต่อการตรวจวดัไอออนของโลหะ Cu2+  



บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
2.1 ทฤษฎีท่ีเก่ียวข้อง 
 2.1.1 การวิเคราะหไ์อออนด้วยเทคนิคโพเทนชิโอเมทรี 21   
 เทคนิคการตรวจวดัทางโพเทนชโิอเมทรเีป็นเทคนิคทีไ่ดร้บัความนิยมเป็นอยา่งมาก
เน่ืองจากเป็นเทคนิคทีใ่ชว้เิคราะหไ์ดอ้ยา่งรวดเรว็ สะดวกสบาย คา่ใชจ้า่ยในการวเิคราะหต์ํ่า 
ใหค้วามเทีย่งและความแมน่ทีด่ ี อกีทัง้ไมต่อ้งการความชาํนาญของผูว้เิคราะหม์ากนกั เทคนิค
โพเทนชโิอเมทรทีีต่รวจวดัดว้ยอเิลก็โทรดทาํงาน (working electrode) ทีม่คีวามเลอืกจาํเพาะ
ต่อไอออนอาจเรยีกวา่อเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออน (Ion Selective Electrode, ISE)   
อเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออนน้ีเป็นอุปกรณ์ทีใ่ชใ้นการวเิคราะหไ์อออนของสารทีส่นใจจะ
วเิคราะห ์ โดยสามารถตรวจวดัไดเ้ฉพาะสารตวัอยา่งทีม่ปีระจุเทา่นัน้ หลกัการของเทคนิคน้ีจะ
เป็นการวดัคา่ความต่างศกัยท์ีเ่กดิขึน้บรเิวณผวิหน้าของอเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออนเทยีบกบั
อเิลก็โทรดอา้งองิ (reference electrode) 

สว่นประกอบทีส่าํคญัของการตรวจวดัดว้ยเทคนิคโพเทนชโิอเมทรปีระกอบไปดว้ย
อเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออน อเิลก็โทรดอา้งองิ และเครือ่งวดัความต่างศกัยท์ีส่ามารถวดัความ
ต่างศกัยใ์นระดบัมลิลโิวลต ์ ดงัแสดงในรปูที ่ 2.1 โดยอเิลก็โทรดอา้งองิควรทีจ่ะใหศ้กัยไ์ฟฟ้าที่
คงที ่ ตลอดชว่งเวลาทีใ่ชใ้นการวดั อเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออนทาํหน้าทีเ่ป็นอเิลก็โทรด
ทาํงาน ตอ้งมคีวามสามารถในการเลอืกจาํเพาะต่อการตรวจวดัแอกทวีติขีองไอออนทีส่นใจได ้
ซึง่ลกัษณะทีส่าํคญัของอเิลก็โทรดน้ีคอืสามารถตอบสนองไดอ้ยา่งรวดเรว็ ใหช้ว่งความเขม้ขน้
ทีจ่ะตรวจวดัทีก่วา้งมาก สามารถใชง้านไดแ้มก้ระทัง่สารละลายทีขุ่น่หรอืมสี ีไมท่าํลายสารทีจ่ะ
วเิคราะห ์และราคาไมแ่พง 
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รปูท่ี 2.1 แสดงสว่นประกอบของเทคนิคโพเทนชโิอเมทร ี
 

อเิลก็โทรดชีว้ดัเฉพาะไอออนมสีว่นประกอบสาํคญัคอื สว่นของเมมเบรนนัน้ประกอบ
ไปดว้ยโมเลกุลทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงของสารทีท่าํการตรวจวดั (ไอโอโนฟอร)์ และดว้ยวสัดุที่
ใหค้วามสามารถในการเลอืกผา่นเขา้ออกของไอออน (permselective ion-conducting 
materials) ทีใ่ชแ้ยกระหวา่งตวัอยา่งทีจ่ะวเิคราะหอ์อกจากสารละลายทีบ่รรจุไวภ้ายใน
อเิลก็โทรด หรอืเรยีกวา่ สารละลายอา้งองิภายใน (inner filling solution) ซึง่ประกอบดว้ย
สารละลายทีม่แีอกทวีติทีีค่งทีข่องไอออนของสิง่ทีจ่ะวเิคราะหอ์ยูล่กัษณะทัว่ไปของเมมเบรนมกั
จะไมม่รีพูรนุ ไมล่ะลายน้ําหรอืละลายไดย้ากมาก และทนต่อแรงภายนอก สว่นประกอบของ
เมมเบรนถูกออกแบบมาเพือ่ใหส้ามารถวดัศกัยไ์ฟฟ้าอนัเกดิเน่ืองมาจากการเปลีย่นแปลงแอก
ทวีติขีองไอออนไดด้ว้ยกระบวนการทีเ่กดิความจาํเพาะเจาะจงไดท้ีผ่วิของเมมเบรนกบั
สารละลาย เชน่ การเกดิการแลกเปลีย่นไอออน การเกดิสารเชงิซอ้น การเกดิเป็นสารประกอบ
ทีล่ะลายไดย้าก เป็นตน้ การแสวงหาเมมเบรนทีใ่หค้วามจาํเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดัไอออน 
อาจทาํไดโ้ดยการเปลีย่นชนิดของวสัดุทีนํ่ามาทาํเมมเบรน หรอือาจเปลีย่นโมเลกุลของไอโอโน
ฟอร ์ 
 

2.1.2 คาลิกซ[์n]เอรีน (calix[n]arene) 23 
 คาลกิซ[์n]เอรนี (calix[n]arene) เป็นสารประกอบแมโครไซคลกิทีป่ระกอบดว้ยหน่วย
ของหมูฟี่นอลจาํนวน n หน่วยเชื่อมต่อกนัดว้ยสะพานเมธลินี (methylene bridge) ในตําแหน่ง
ออรโ์ธกบัหมูฟี่นอลกิไฮดรอกซแีละสง่ผลใหโ้ครงสรา้งของคาลกิซ[์n]เอรนีมชีอ่งวา่งอยูภ่ายใน
โมเลกุลโครงสรา้งของคาลกิซ[์n]เอรนี แบ่งออกไดเ้ป็น 2 สว่น คอืสว่น wide rim ซึง่เป็นสว่นที่
มหีมูฟ่งักช์นัใด ๆ ทีต่่ออยูก่บัวงฟีนอลในตําแหน่งพาราและสว่นของ narrow rim คอื สว่นที่
หมูฟี่นอลกิไฮดรอกซเีป็นองคป์ระกอบ  ดงัแสดงในรปูที ่2.2 
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รปูท่ี 2.2 โครงสรา้งของคาลกิซ[์4]เอรนี  แสดงสว่นของ wide rim และ narrow rim 
 

 พาราเทอรเ์ชยีรบีวิทลิคาลกิซ[์4]เอรนี (p-tert-butyl-calix[4]arene) เป็นคาลกิซ[์n]เอรนี
ทีม่ผีูนิ้ยมศกึษากนัมาก เน่ืองจากสามารถเตรยีมไดง้า่ยจากปฏกิริยิาคอนเดนเซชนัของ p-tert-
butyl-phenol และฟอรม์ลัดไีฮด ์ (formaldehyde) สารประกอบคาลกิซ[์4]เอรนีมโีครงสรา้งที่
แตกต่างกนัทัง้หมด 4 ไอโซเมอร ์ไดแ้ก่ cone, partial cone, 1,2-alternate และ 1,3-alternate  
ดงัแสดงในรปูที ่ 2.3 โดยทีโ่ครงสรา้งของไอโซเมอรแ์บบ cone จะเป็นโครงสรา้งทีเ่สถยีรมาก
ทีส่ดุ เน่ืองจากเกดิพนัธะไฮโดรเจนภายในโมเลกุลระหวา่งหมูฟี่นอลกิไฮดรอกซทีัง้ 4 หมู ่ 
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รปูท่ี 2.3 โครงสรา้งชนิดต่าง ๆ ของคาลกิซ[์4]เอรนี 
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 การพสิจูน์โครงสรา้งของของคาลกิซ[์4]เอรนีทัง้ 4 ไอโซเมอรน์ัน้ สามารถทาํไดโ้ดย
อาศยัเทคนิค 1H-NMR  โดยการพจิารณาจากทัง้สญัญาณของโปรตอนของหมูเ่มทลิลนีทีเ่ชื่อม
วงฟีนอล (methylene bridge, Ar-CH2-Ar) และคา่ coupling constant (J) ของโปรตอนของหมู่
ดงักล่าว เน่ืองจากโปรตอนทัง้สองของหมูด่งักล่าวในโครงสรา้งของคาลกิซ[์4]เอรนีจะไม่
สมมาตรซึง่กนัและกนั ดงันัน้พคีของโปรตอนใน 1H-NMR สเปกตรมัของจงึมลีกัษณะเป็น 
doublet ทีเ่กดิจากการ coupling กนัของโปรตอนทัง้สองทีอ่ยูใ่นตําแหน่ง equatorial และ axial 
โดยโปรตอนทีต่ําแหน่ง axial เป็นโปรตอนทีอ่ยูใ่กลก้บัหมูไ่ฮดรอกซจีงึปรากฏพคีของ Hax ที่
คา่ chemical shift () ไปทางตําแหน่ง down field สว่นโปรตอนทีต่ําแหน่ง equatorial นัน้อยู่
ไกลจากหมูไ่ฮดรอกซ ี มากกวา่จงึทาํใหป้รากฏพคี Heq ทีค่า่  ไปทางตําแหน่ง up field  
สาํหรบัโครงสรา้งของไอโซเมอรท์ีเ่ป็นแบบ cone นัน้พคีของ 1H-NMR ของหมูเ่มทลิลนีทีเ่ชื่อม
วงฟีนอลทัง้ 4 หมูจ่ะมลีกัษณะเป็นแบบ doublet จาํนวน 2 ชุด ทีค่า่  อยูท่ีต่ําแหน่งประมาณ 
3.49 และ 4.26 ppm และมคีา่ J อยูใ่นชว่งประมาณ 12.6 - 14 Hz ตวัอยา่งเชน่เมือ่พจิารณา 
1H-NMR สเปกตรมัของสารประกอบ 5, 11, 17, 23-tetra-tert-butyl-25, 26, 27, 28-tetrakis-
((ethoxycarbonyl)methoxy)calix[4]arene ทีม่โีครงสรา้งไดท้ัง้หมด 4 ไอโซเมอร ์ ดงัแสดงใน
รปูที ่2.5 พบวา่โครงสรา้งของไอโซเมอรท์ีเ่ป็นแบบ cone นัน้ โปรตอนของหมูเ่มทลิลนีปรากฏ
เป็นพคีทีม่ลีกัษณะเป็น doublet 2 ชุด โดยทีโ่ปรตอนในตําแหน่ง equatorial จะปรากฏทีค่า่  
3.13 ppm และโปรตอนทีต่ําแหน่ง axial จะปรากฏที ่4.50 ppm สว่นโครงสรา้งของไอโซเมอร์
แบบ partial-cone นัน้พคีโปรตอนของหมูด่งักล่าวจะปรากฏเป็น doublet จาํนวน 4 ชุด โดยที ่
2 ชุดแรกจะปรากฏทีค่า่  ทีม่คีา่แตกต่างกนัมากคอืที ่3.05 และ 4.50 ppm  สว่นอกี 2 ชุดจะ
ปรากฏทีค่า่  ทีม่คีา่แตกต่างกนัน้อยคอืที ่3.85 และ 3.91 ppm  ในขณะทีโ่ครงสรา้งของไอโซ
เมอรแ์บบ 1,2-alternate พคีโปรตอนของหมูด่งักล่าวจะปรากฏเป็นแบบ doublet จาํนวน 2 ชุด 
และ singlet 1 ชุด โดยทีพ่คีทีม่ลีกัษณะเป็น doublet นัน้จะมคีา่  ทีแ่ตกต่างกนัมากคอืที ่
3.23 และ 4.71 ppm สว่นพคีทีเ่ป็น singlet จะปรากฏทีค่า่  4.10 ppm  สาํหรบัโครงสรา้ง
ของไอโซเมอรแ์บบ 1,3-alternate พคีโปรตอนของเมทลิลนีทัง้ 4 หมูจ่ะปรากฏเป็นพคีเดยีว
แบบ singlet ทีค่า่  ประมาณ 4.00 ppm  เน่ืองจากไอโซเมอรด์งักล่าวมสีมมาตรทีส่งู จงึทาํ
ใหโ้ปรตอนของหมูเ่มทลิลนีอยูใ่นสิง่แวดลอ้มเดยีวกนั 
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รปูท่ี 2.4  เปรยีบเทยีบ 1H-NMR สเปกตรมัโครงสรา้งของ  5, 11, 17, 23-tetra-tert-butyl-25, 
26, 27, 28-tetrakis-((ethoxycarbonyl)methoxy)calix[4]arene ทีม่ไีอโซเมอรแ์บบ cone, 
partial cone, 1,2-alternate และ 1,3-alternate 24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

R= tert-butyl 
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2.2 เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
Diamond และคณะ6 ไดนํ้าสารประกอบ p-tert-butyl-calix[4]arene tetraethylester (2) 

มาเตรยีมเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดั Na+ โดยการนําไอโอโน
ฟอรด์งักล่าวมาผสมกบั PVC และใช ้ 2-nitrophenyloctyl ethyl (NPOE) เป็น plasticizer ซึง่
จากผลการทดลองพบวา่คา่ขดีจาํกดัของการตรวจวดั Na+ อยูท่ี ่ 10-5 M นอกจากน้ียงัพบวา่ 
อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้มาใหมน้ี่มสีภาพไว ความเสถยีรและอายกุารใชง้านทีส่งูกวา่อเิลก็โทรดที่
มคีวามจาํเพาะเจาะจงกบั Na+ ทีม่ขีายทางการคา้อยูใ่นขณะนัน้ ต่อมาในปี พ.ศ. 2543 
Malinowska และคณะ(12) ไดพ้ฒันาเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงกบั Na+ ขึน้มา
ใหม ่ โดยการนําอนุพนัธข์องไอโอโนฟอร ์ (2) มาทาํปฏกิริยิาพอลเิมอไรเซชนักบั isodecyl 
acrylate (IDA) และ methyl metacrylate (MM) เพือ่ทีจ่ะไดไ้อโอโนฟอร ์ (3) ทีเ่ป็นพอลเิมอร์
และม ี calix[4]arene tetraethylester เป็นองคป์ระกอบ หลงัจากนัน้จงึนําไอโอโนฟอร ์ (3) ที่
เตรยีมไดม้าเตรยีมเป็นเมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดั Na+ ซึง่
จากผลการทดลองพบวา่ความจาํเพาะเจาะจงและสภาพไวของการตรวจวดัของอเิลก็โทรดที่
เตรยีมจากไอโอโนฟอร ์(3) มคีา่ใกลเ้คยีงกบัอเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดจ้ากไอโอโนฟอร ์(2) แต่อายุ
การใชง้านของอเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้มาใหมน้ี่มคีา่นานถงึ 7 เดอืน ในขณะทีอ่เิลก็โทรดที่
เตรยีมจากไอโอโนฟอร ์(2) มอีายกุารใชง้านเพยีง 2 เดอืน 
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Gupta และคณะ25 ไดนํ้าลแิกนด ์ 3 ชนิดทีม่คีา่คงทีก่ารเกดิสารประกอบเชงิซอ้นทีส่งู
กบัไอออนของ Cu2+ ซึง่ไดแ้ก่ acetylacetone (4) ethylacetoacetate (5) และ salicyaldehyde 
(6) มาเป็นไอโอโนฟอรแ์ละเตรยีมเป็น PVC-เมมเบรนอเิลก็โทรดทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจงกบั
ไอออนของ Cu2+ โดยใช ้ TBP เป็น plasticizer จากการศกึษาพบวา่ไอโอโนฟอรท์ีใ่หผ้ลการ
ทดลองทีด่ทีีส่ดุคอื ไอโอโนฟอร ์(4) โดยพบวา่อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้จาก ไอโอโนฟอรด์งักล่าว
สามารถใชง้านไดใ้นชว่ง pH 2.6 - 6.0 มชีว่งการวเิคราะหท์ีใ่หค้วามสมัพนัธเ์ป็นเสน้ตรง 
(linear working range) คอื 2 x 10-6  ถงึ 1 x 10-1 M มคีา่ Nernstian slope เทา่กบั 29.3 mV 
decade-1 มขีดีจาํกดัของการตรวจวดัประมาณ 0.1 ppm และมอีายกุารใชง้านประมาณ 3 
เดอืน ซึง่อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้มาน้ีสามารถนําไปใชเ้ป็น indicator electrode สาํหรบัการทาํ 
potentiometric titration ของ Cu2+ กบั EDTA และนอกจากน้ียงัสามารถนําไปใชต้รวจวดั
ปรมิาณของ Cu2+ ในอาหารเสรมิไดเ้ชน่กนั 

 

O O

(4)
O

O O CHO

OH
(5) (6)

 
 
Tuntulani และคณะ26 ไดส้งัเคราะหไ์อโอโนฟอรช์นิดใหมค่อื benzothiazole 

calix[4]arene (7) โดยมปีรมิาณผลติภณัฑส์งูถงึรอ้ยละ 81 และเมือ่นําไอโอโนฟอรด์งักล่าวไป
เตรยีมเป็นอเิลก็โทรดชนิด macro-electrode และ micro-electrode ทีม่คีวามจาํเพาะเจาะจง
กบัไอออนของโลหะ พบวา่ อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมขึน้ทัง้สองชนิดมคีวามจาํเพาะเจาะจงกบั Ag+ 
โดยมคีา่ Nernstian slope ใกลเ้คยีงกบัคา่ทางทฤษฎคีอื 59.7 ± 0.8 mV decade-1 และ 59.8 
± 10 mV decade-1 สาํหรบั macro-electrode และ micro-electrode ตามลาํดบั มคีา่ขดีจาํกดั
ของการตรวจวดัอยูท่ี ่5 x 10-7 M และมชีว่งการวเิคราะหท์ีใ่หค้วามสมัพนัธเ์ป็นเสน้ตรง (linear 
working range) คอื 10-6 – 10-2 M และสามารถนําไปประยกุตก์บัการวเิคราะหร์ปูแบบทางเคมี
ของสารละลายนาโนซลิเวอร ์โดยสามารถวเิคราะหป์รมิาณของ Ag+ ทีเ่หลอืในสารละลายนาโน
ซลิเวอรไ์ด ้ และนอกจากน้ียงัสามารถวเิคราะหห์าปรมิาณของซลิเวอรท์ัง้หมดในสารละลายนา
โนซลิเวอรไ์ดโ้ดยการออกซไิดซส์ารละลายนาโนซลิเวอรด์ว้ย H2O2 ซึง่นาโนซลิเวอรจ์ะถกู
ออกซไิดซก์ลายเป็น Ag+ หลงัจากนัน้จงึทาํการตรวจวดัปรมิาณของ Ag+ ทีอ่ยูใ่นสารละลาย
ดว้ยอเิลก็โทรดทีพ่ฒันาขึน้ ซึง่หลกัการดงักล่าวน้ีไดถู้กนํามาพฒันาใชร้ว่มกบัระบบการ
วเิคราะหป์รมิาณกลโูคสในสารตวัอยา่งดว้ย glucose biosensor 
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OHO OOH

SN SN

(7)  
 

 Anthony และคณะ27 ไดส้งัเคราะหแ์ละพสิจูน์โครงสรา้งของสารประกอบโคออรด์เินชนั
ของคอปเปอร ์ (II) ซึง่สารประกอบดงักล่าวเตรยีมไดจ้ากการทาํปฏกิริยิากบัลแิกนด ์ tris(2-
benzimidazolylmethy1)amine หรอื NTB และลแิกนดด์งักล่าวมโีครงสรา้งเป็นแบบไทรพอด  
จากการศกึษาพบวา่สารประกอบโคออรด์เินชนัทีเ่กดิขึน้ทัง้ 5 ชนิดนัน้มโีครงสรา้งอยู ่ 2 แบบ
คอืปิรามดิคูฐ่านสามเหลีย่ม (trigonal bipyramid) และแบบ pseudooctahedral โดยมลีแิกนดท์ี่
เขา้มาเกดิพนัธะโคออรด์เินชนักบัไอออนของคอปเปอรใ์นตําแหน่งที ่ 5 และ 6 เป็นตวักาํหนด
โครงสรา้งของสารประกอบดงักล่าว  อยา่งไรกต็ามลแิกนด ์ NBT ทีอ่ยูใ่นโครงสรา้งของ
สารประกอบโคออรด์เินชนัทัง้ 5 ชนิดนัน้ประพฤตติวัเป็นเตตระเดนเตตลแิกนดโ์ดยใช้
ไนโตรเจนทัง้ 4 อะตอมเป็นอะตอมผูใ้หอ้เิลก็ตรอนแกไ่อออนของคอปเปอร ์ (II)  สว่นลแิกนด์
ในตําแหน่งที ่ 5 และ 6 นัน้ อาจเป็นลแิกนดท์ีม่าจากแอนไอออนของเกลอืคอปเปอร(์II) ทีใ่ช้
เป็นสารตัง้ตน้ เชน่ NO3

- และ BF4
- หรอือาจเป็นสารประกอบอนิทรยีท์ีม่โีครงสรา้งขนาดเลก็

และประพฤตติวัเป็นลแิกนดไ์ด ้เชน่ N-methylimidazole และ N3
- 
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รปูท่ี 2.5 แสดงโครงสรา้งของลแิกนด ์ NBT และโครงสรา้ง trigonal-bipyramidal copper 
complex กบั ลแิกนด ์NBT 
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 Volker และคณะ28 ไดท้าํการศกึษาและพสิจูน์โครงสรา้งของสารประกอบโคออรด์เินชนั
ของ Cu+ และ Cu2+ กบัไทรโพดอลลแิกนด ์2 ชนิดคอื TMG3tren (tetramethylguanidino-tren) 
(8)  และ DMPG3tren (dimethylpropyleneguanidino-tren) (9) โดยทีล่แิกนดท์ัง้สองมหีมูก่วันิ
ดนี 3 หมูเ่ป็นองคป์ระกอบภายในโมเลกุล  จากการศกึษาพบวา่สารประกอบโคออรด์เินชนัของ 
Cu2+ กบัลแิกนดท์ัง้สองจะมโีครงสรา้งเป็นแบบปิรามดิคูฐ่านสามเหลีย่ม (trigonal bipyramid)  
ซึง่ลแิกนดท์ัง้สองต่างกป็ระพฤตติวัเป็นเททระเดนเตตลแิกนด ์ โดยใชอ้ะตอมของ tertiary 
ไนโตรเจนและไนโตรเจนอกี 3 อะตอมของหมูก่วันิดนีทัง้ 3 หมูเ่ป็นอะตอมผูใ้หอ้เิลก็ตรอน 
สว่นลแิกนดใ์นตําแหน่งทีห่า้นัน้ขึน้อยูก่บัชนิดของแอนไอออนของเกลอืของคอปเปอรท์ีใ่ชเ้ป็น
สารตัง้ตน้  ในขณะทีส่ารประกอบโคออรด์เินชนัของ Cu+ กบัลแิกนดท์ัง้สองนัน้ จะมโีครงสรา้ง
เป็นไทรโกนอล (trigonal) โดยที ่        ลแิกนดท์ัง้สองเกดิพนัธะโคออรด์เินชนัในลกัษณะ
เดยีวกนักบัสารประกอบโคออรด์เินชนัของ Cu2+ 
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บทท่ี 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 อปุกรณ์ 

1. Potentiostat (Methrom) 
 
3.2 สารเคมี 

Tetrahydrofuran      (Fluka) 

Chloroform       (Fluka) 

High molecular weight PVC     (Fluka) 

o-nitrophenyl octyl ether     (Fluka) 

potassium tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB)  (Fluka)  

         

3.2 การเตรียมเมมเบรนอิเลก็โทรดจากไอโอโนฟอร ์L1  และ  L2 
เตรยีมอเิลก็โทรด โดยการละลายไอโอโนฟอร ์(10 มลิลโิมล/กโิลกรมั) ไอออนเอกเชนจ์

เจอร ์ NaTFPB หรอื KTpClPB พลาสตไิซเซอร ์ NPOE หรอื DOS (66 wt.%) และ PVC         
(33 wt.%) ใน THF (2 มลิลลิติร) องคป์ระกอบทุกสว่นจะผสมใหม้น้ํีาหนกัรวมกนัเป็น 220 
มลิลกิรมั เทของผสมลงในแบบพมิพแ์กว้รปูวงกลม ทีม่เีสน้ผา่นศนูยก์ลาง 30 มลิลเิมตร ทิง้ไว้
ทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพือ่ใหต้วัทาํละลาย THF ระเหยออกไป ตดัเมมเบรนทีแ่หง้
แลว้ใหม้ขีนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 7.5 มลิลเิมติร และแชเ่มมเบรนทีต่ดัออกมาในสารละลาย
เกลอืไนเตรตของไอออนโลหะความเขม้ขน้ 10-2 โมลาร ์ เป็นเวลา 1 คนื จากนัน้นําแผน่      
เมมเบรนทีไ่ดม้าแชใ่นสารละลายของแอนไอออนทีม่คีวามเขม้ขน้ของแอนไอออนทีม่คีวาม
เขม้ขน้  10-2 โมลาร ์เป็นเวลา 3 ชัว่โมงแลว้จงึนําไปประกอบเป็นอเิลก็โทรด 
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3.2 การวดัแรงเคล่ือนไฟฟ้า 

นําเมมเบรนทีเ่ตรยีมไดม้าวดัแรงเคลื่อนไฟฟ้า โดยวงจรการวดัแรงเคลื่อนไฟฟ้าแสดง

ดงัแผนภาพ 

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

 

อเิลก็โทรดอา้งองิใชเ้ป็น Ag/AgCl double junction โดยใชส้ารละลายลเิทยีมอะซเิตต (LiOAc) 
ความเขม้ขน้ 1      โมลาร ์ เป็นสะพานเกลอื วดัแรงเคลื่อนไฟฟ้าทีอุ่ณหภมูหิอ้งโดยใชเ้ครือ่ง
โพเทนชโิอมเิตอร ์ (Lawson Labs Inc.) ใชส้มการของ Debye-Hückel คาํนวณแอกตวิติขีอง
สารละลาย ขดีจาํกดัของการตรวจวดัสามารถหาไดโ้ดยอาศยัวธิกีารทีอ่า้งองิมาจาก IUPAC 
 
 
3.3 การศึกษาผลของ pH ท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัไอออนลบ SCN- 

การศกึษาสภาวะ pH ทีเ่หมาะสมในการตรวจวดัไอออนลบ ทาํโดยการตรวจวดัไอออน
ลบ SCN- ในสารละลายทีม่ ีpH อยูใ่นช่วง  3 -  11 ปรบั pH ของสารละลายโดยใชส้ารละลาย 
2% HCl หรอื 0.01 – 0.1 M NaOH 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
4.1  ความ
 จาก
เบรนอเิลก็โ
ไอโอโนฟอ
ทีเ่มมเบรน
กบัไอออน 
ของเมมเบร
Cu2+  ใหค้
ในขณะทีไ่อ
  

 
รปูท่ี 4.1 
ไอโอโนฟอ
องคป์ระกอ
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลก

จาํเพาะเจาะ
กการศกึษาค
โทรดทีเ่ตรยีม
ร ์L1 มกีารต
อเิลก็โทรดที่
Ag+ เพยีงอ
รนอเิลก็โทรด
คา่ศกัยไ์ฟฟ้า
อออน Cu2+ ใ

 การตอบส
ร ์ (a) L1 แ
อบ 

การทดลอ

ะจงในการต
ความจาํเพาะ
มจากไอโอโน
ตอบสนองต่อ
เตรยีมจากไอ
ยา่งเดยีว ดงั
ดทีเ่ตรยีมจาก
าในทศิทางทีต่
ใหค้า่ศกัยไ์ฟ

สนองต่อไอออ
และ (b) L2

บทที
องและอภิ

ตรวจวดัไออ
ะเจาะจงในกา
นฟอร ์ L1 แล
การตรวจวดั
อโอโนฟอร ์ L
งแสดงในรปูที
กไอโอโนฟอร
ตรงขา้มกนั 
ฟ้าทีเ่ป็นลบซ

     

อนโลหะชนิด
2 ในสภาวะที

ท่ี 4 
ปรายผลก

อนโลหะแล
ารตรวจวดัไอ
ละ L2 พบว่
เป็นอยา่งดกีั
L2 มกีารตอ
ที ่4.1   นอก
ร ์L1 พบวา่ก
โดยทีไ่อออน
ซึง่เป็นผลมา

ต่าง ๆ ขอ
ทีม่ ี KTpClP

การทดลอ

ะไอออนลบ
ออนโลหะชนิ
าเมมเบรนอเิ
บัไอออน Ag
บสนองต่อกา
กจากน้ีเมือ่พจิ
การตอบสนอ
น Ag+ ใหค้า่
จากการเกดิ 

งเมมเบรนอเิ
B ความเขม้

อง 

บชนิดต่าง ๆ
นิดต่าง ๆ 
เลก็โทรดทีเ่ต
g+ และ Cu2+ 
ารตรวจวดัเป็
จารณาการต
องต่อไอออน 
าศกัยไ์ฟฟ้าที
 Donnan fai

เลก็โทรดทีเ่ต
มขน้ 75 mo

 

ๆ  
ของเมม

ตรยีมจาก
  ในขณะ
ป็นอยา่งดี
ตอบสนอง
Ag+ และ 

ทีเ่ป็นบวก 
lure  

 

ตรยีมจาก    
ol% เป็น



 

 เมือ่
ชนิดต่าง ๆ
slope มคีา่
CuCl2 ใหค้่
 

รปูท่ี 4.2  
ไอออน Cu
 
 จาก
เมมเบรนอิ
โคออรด์เินช
กบัสารประ
ทีเ่ตรยีมจา
 

อศกึษาการต
ๆ ของไอออน
าเป็นลบ ในข
า Nernstian

  การตอบส
2+ ชนิดต่าง 

กการศกึษาก
เลก็โทรดทีเ่ต
ชนั Cu2L1 
ะกอบ CuCl2 

กสารประกอ

ตอบสนองของ
น Cu2+ พบวา่
ขณะทีเ่กลอื C
 slope มคีา่เ

นองของเมม
ๆ  ในสภาวะ

การตอบสนอ
ตรยีมจากไอโ
ดงัแสดงในรู
มคีวามจาํเพ
บโคออรด์เิน

งเมมเบรนอเิ
าเกลอื Cu(C
CuSO4 ใหค้่
เป็นลบน้อยที

เบรนอเิลก็โท
ะทีม่ ีKTpClP

งของเมมเบร
โอโนฟอร ์ L
ปที ่ 4.3 นัน้

พาะเจาะจงใน
นชนั Cu2L1 

เลก็โทรดทีเ่ต
lO4)2, Cu(NO
คา่ Nernstian
ทีส่ดุ 

ทรดทีเ่ตรยีมจ
PB ความเขม้

รนอเิลก็โทรด
L1 กบัสารปร
นพบวา่อเิลก็โ
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เมือ่นําไอโอโนฟอร ์ L1 มาเตรยีมเป็นเมมเบรนอเิลก็โทรดสาํหรบัการตรวจวดัไอออน

โลหะนัน้พบวา่อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดม้กีารตอบสนองต่อการตรวจวดัไอออน Cu2+ โดยใหค้า่
ศกัยไ์ฟฟ้ามคีา่เป็นลบเมือ่มไีอออน Cu2+ อยูใ่นระบบ เน่ืองมาจากการเกดิ Donnan failure ซึง่
เป็นผลมาจากไอออนลบทีอ่ยูใ่นสารละลายขณะทาํการตรวจวดัไอออน Cu2+  ในขณะทีเ่มม
เบรนอเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดจ้ากไอโอโนฟอร ์L2 มกีารตอบสนองต่อไอออนโลหะทุกชนิดโดยให้
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อเิลก็โทรดทีเ่ตรยีมไดม้คีวามจาํเพาะเจาะจงในการตรวจวดัไอออน SCN- ไดเ้ป็นอยา่งด ี 
นอกจากน้ีแลว้อเิลก็โทรดทีพ่ฒันาขึน้มาน้ียงันํามาประยกุตใ์ชใ้นการตรวจวดัไอออน Fe3+ ใน
สารละลายแบบทางออ้มไดอ้กีดว้ย 
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Intriguing sensing properties of a di-tripodal amine
calix[4]arene ionophore towards anions from Donnan
failure in ion-selective membranes induced by Cu2+†

Phetlada Kunthadee,a Sarayut Watchasit,a Arpadsara Kaowliew,b Chomchai Suksai,*b

Wanlapa Wongsan,a Wittaya Ngeontae,c Orawon Chailapakul,a

Wanlapa Aeungmaitrepiroma and Thawatchai Tuntulani*a

In this paper, di-tripodal amine calix[4]arene, L1, was successfully synthesized and used as an ion carrier

in poly(vinyl chloride) (PVC) membrane electrodes. Compound L1 was employed to demonstrate a new

concept in anion sensing by preparing an allosteric PVC membrane that can respond selectively to a

certain anion in the presence of a metal effector. Membranes containing compounds L1 and potassium

tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB) as an ionic additive showed Donnan exclusion failure upon

measuring the potential (EMF) responses of Cu2+ and responded to the co-anion by giving negative

EMF changes, while membranes containing compound L2, an anthracene-based mono-tripodal amine

ligand, gave positive potentials to most metal ions. Upon preconditioning of the membranes containing

L1 and 75 mol% KTpClPB in CuCl2, the membranes showed the highest selectivity towards thiocyanate

with a near Nernstian slope of �59.6 mV decade�1, a 10�5 to 10�2 M linear range, and a detection

limit of 4.4 � 10�6 M. The best allosteric membrane can be used in the pH range 3–7 with good reversi-

bility, and also applied to indirectly determine the concentration of Fe3+ in aqueous solution.

Introduction

Allosteric, the term used in biochemistry, can be described as
the regulation of an enzyme or a protein by binding an effector
molecule at the protein’s allosteric site. The enhancement or
decrease in the enzyme activity results from either structural or
charge changes in the allosteric site caused by the effector. The
development of supramolecular host–guest chemistry leads to
the design of allosteric receptors in which upon interacting
with the guest (similar to an effector in biochemistry) can either
enhance or decrease the binding or catalytic efficiency of the
molecule.1 Most recently, several examples of allosteric supra-
molecular receptors for metal ions and various organic guest
molecules have been reported.2 Recently, our group has reported

the heteroditopic ion receptors displaying the allosteric behavior
of the enhanced binding of anions in the presence of alkali
metal ions.3,4 We also developed the allosteric polymeric mem-
brane ion selective electrode using phenylboronic acid as an
allosteric site and fluoride as an effector.5 This allosteric
membrane electrode can function as a potentiometric sensor
for Na+ and a impedimetric sensor for F�.

It is well-known that the potentiometric selectivity of
poly(vinyl chloride) or PVC membranes correlates with their
transport selectivity and also the extraction selectivity. One of
the most important components in a polymeric membrane
electrode is the ion carrier or ionophore.6 Neutral ionophores
can be used in either cation-selective electrodes or anion-
selective electrodes. In addition, charged ionophores can be
used in anion-selective electrodes.6,7 Another important com-
ponent in polymeric membrane electrodes is the ionic additive.
Normally, cation-selective membranes with neutral iono-
phores are composed of anionic additives such as potassium
tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB), while anion-selective
membranes compose of either cationic additives such as tri-
dodecylmethylammonium chloride (TDMACl) or anionic addi-
tives.6 The anionic site functions as a counter balance negative
charge for metal ions passing through the membrane and limits
the co-anions entering the membrane. If the ligand employed
binds to the metal ion too tightly, the co-extraction of co-anions
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increases and leads to a breakdown of the permselectivity of
the membrane and a phenomenon called ‘‘Donnan exclusion
failure’’.6,8 Lindner and coworkers found that pH-sensitive
membrane electrodes from an aminated-PVC-based membrane
showed Donnan exclusion failure in low pH bathing solutions.9

The Donnan failure produces fixed positive sites that could be
used as an ideal anion sensor.

Due to the high lipophilicity of calix[4]arene, several calix[4]arene
derivatives, both neutral and charged including their metal com-
plexes, have been found to be selective ionophores towards a variety
of anions such as chloride, perchlorate, and thiocyanate.10–15

Herein, we report the synthesis of a di-tripodal amine derivative
of calix[4]arene (L1) as an ionophore to prepare anion-selective
electrodes. Tripodal amine ligands form very stable complexes
with Cu2+ ions in trigonal bipyramidal geometry.16–18 We
employed the Donnan failure in a polymeric membrane elec-
trode prepared from L1 and an anionic additive, potassium
tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB) to fabricate an allo-
steric anion selective electrode using Cu2+ as an effector. When
the prepared membrane surface interacts with metal ions such
as Cu2+ in the solution, the Cu2+ enters the membrane phase and
forms a complex with L1 with high stability. The membrane then
has an imbalance of positive charges and loses its permselec-
tivity toward the metal ions and extracts co-anion species
into the membrane phase. To emphasize the importance of
di-tripodal amine units in L1, the potential response of L2, the
anthracene-based ligand possessing only one tripodal amine
unit, towards metal ions was also studied. In addition, the
characteristics of the anion selective electrodes prepared from
L1, such as response slope, linear range, selectivity coefficients
and limit of detection are studied thoroughly, and the applica-
tion of the fabricated electrode to indirectly detect Fe3+ in
aqueous solution is demonstrated.

Experimental
Reagents

Anthracene-based tripodal amine (L2) and tripodal amine (d) were
synthesized according to the previously published procedures.19,20

Tetrahydrofuran (THF), chloroform (CHCl3), high molecular
weight poly(vinyl chloride) (PVC), o-nitrophenyl octyl ether
(o-NPOE) and potassium tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB)
were purchased from Fluka. Potassium and sodium salts of the
anions were of analytical grade obtained from BDH, Fluka,
Carlo Erba, and Merck. All solutions were prepared with ultra-
pure water from Milli-Q (Bedford, MA, USA) water purification
system (Millipore).

Synthesis of compound L1 and complex Cu2L1

Diethyl ester calix[4]arene (a). A mixture of p-tert-butylcalix-
[4]arene (10.0 g, 15.4 mmol), K2CO3 (21.3 g, 154 mmol) and
ethyl 4-bromobutyrate (88.2 ml, 0.616 mol) in 100 mL of
acetone was refluxed for 24 h. After evaporation of the solvent
under vacuum, the residue was dissolved in CH2Cl2 and washed
with 1 M HCl (3 � 100 mL) and brine (3 � 100 mL). The organic
phase was dried over anhydrous MgSO4 and concentrated
in vacuo. The crude product was subjected to chromatography
on a silica gel column, using petroleum hexane/dichloro-
methane (50 : 50, v/v) as eluent, to give a white powder of
compound a (10.5 g, 78%). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm):
d 7.77 (d, 2H, Ar–OH), 7.09 (s, 4H, ArH), 6.90 (s, 4H, ArH), 4.31
(d, 4H, J = 13.2 Hz, Ar–CH2–Ar), 4.20 (q, 4H, J = 14.4 Hz, –CH2–CH3),
4.09 (t, 4H, J = 6 Hz, –CH3), 3.39 (d, 4H, J = 13.2 Hz,
Ar–CH2–Ar), 2.91 (t, 4H, J = 7.2 Hz, –CH2–) 2.36 (t, 4H, J =
6.8 Hz, –CH2–), 1.32 (s, 18H, p-tert-butyl), 1.29 (t, 6H, J = 7.2 Hz,
–CH3), 1.06 (s, 18H, p-tert-butyl). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):
d 173.47, 150.78, 149.61, 147.01, 141.47, 132.76, 132.72, 127.71,
127.67, 125.61, 125.13, 75.15, 60.40, 34.01, 33.84, 31.85, 31.73,
31.08, 30.77, 25.50, 14.26.

Diacid calix[4]arene (b). A mixture of diethyl ester calix[4]-
arene, a, (10.0 g, 11.4 mmol) and 15% w/v sodium hydroxide in
ethanol (500 mL) was stirred and heated at reflux for 24 h and
the reaction mixture was then evaporated under reduced pres-
sure to yield a white residue. Cold water (300 mL) was then
added to the residue, and the pH was adjusted to 1 using 3 M
hydrochloric acid. The solid was filtered and washed with water
to obtain compound b as a white solid (1.87 g, 20%). 1H-NMR
(400 MHz, CDCl3, ppm): d 7.08 (s, 4H, ArH), 6.77 (s, 4H, ArH),
4.30 (d, 4H, J = 12.8 Hz, Ar–CH2–Ar), 3.94 (t, 4H, J = 5.2 Hz,
–CH2–), 3.34 (d, 4H, J = 13.2 Hz, –CH2–), 2.87 (t, 4H, J = 7.2 Hz,
–CH2–), 2.34 (t, 4H, J = 6.0 Hz, –CH2–), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl),
0.97 (s, 18H, p-tert-butyl). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm):
d 179.92, 150.68, 149.69, 147.03, 132.74, 127.67, 125.58, 125.20,
74.87, 34.01, 33.84, 32.11, 30.65, 25.44.

Diacid chloride calix[4]arene (c). To dry toluene (150 mL),
diacid calix[4]arene, b, (0.985 g, 1.20 mmol) and SOCl2 (0.3 mL)
were added and refluxed under nitrogen for 4 hours. The
solvent and residual SOCl2 were removed under reduced pres-
sure. Diacid chloride calix[4]arene c was obtained as an off-
white solid and was used immediately for the preparation of
ligand L1.

Ligand L1. A solution of tripodal amine, d, (1.10 g, 3.60 mmol)
and Et3N (0.5 mL, 3.60 mmol) was stirred in dry CH2Cl2 (100 mL)
under nitrogen. Diacid chloride calix[4]arene (c) in dry CH2Cl2

(50 mL) was added dropwise to the reaction mixture. A white
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precipitate was formed and stirring was continued for 72 hours
at room temperature. The white solid was filtered, and the
filtrate was concentrated to dryness. The crude solid was dis-
solved in CH2Cl2 (100 mL), washed with water (3 � 100 mL) and
then with brine (3 � 100 mL). The organic layer was dried with
anhydrous MgSO4. The filtrate was concentrated to dryness. The
crude product was subjected to chromatography on a silica gel
column using 2% MeOH in CH2Cl2 as eluent to give a white solid
of L1 (0.251 g, 15%). 1H-NMR (400 MHz, CDCl3, ppm): d 10.75
(s, 2H, –OH), 8.55 (d, 4H, J = 0.8 Hz, ArH), 8.33 (d, 2H, J = 8 Hz,
ArH), 7.52 (m, 4H, ArH), 7.42 (s, 2H, –NH), 7.23 (d, 6H, J = 7.6 Hz,
ArH), 7.15 (d, 2H, J = 7.2 Hz, ArH), 7.05 (m, 8H, ArH), 6.99 (m, 2H,
ArH), 6.79 (s, 4H, ArH), 4.35 (d, 4H, J = 12.8 Hz, Ar–CH2–Ar), 4.10
(t, 4H, J = 6.4 Hz, –CH2–), 3.76 (s, 12H, –CH2–), 3.33 (d, 4H,
J = 12.8 Hz, –CH2–), 2.93 (t, 4H, J = 7.2 Hz, –CH2–), 2.44 (t, 4H,
J = 6.8 Hz, –CH2–), 1.31 (s, 18H, p-tert-butyl), 0.97 (s, 18H, p-tert-
butyl). 13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): d 171.32, 158.20,
150.66, 150.00, 149.22, 146.76, 141.47, 138.63, 136.51, 132.50,
130.48, 128.33, 127.94, 126.11, 125.50, 125.13, 123.48, 123.11,
122.28, 121.33, 76.20, 59.78, 58.15, 33.92, 33.84, 33.80, 31.81,
31.75, 31.04, 25.99. Elemental analysis calculated for
C90H104N8O6�2CH3OH: C, 75.79; H, 7.74; N, 7.69; found: C,
76.13; H, 8.27; N, 7.52. ESI MS (positive mode, m/z): [L1 + Na]+

calcd for C90H104N8NaO6, 1415.80; found, 1416.79.
Complex Cu2L1. The methanolic solution of CuCl2�2H2O

(46.0 mg, 0.27 mmol) was added to the methanolic suspension
of L1 (125 mg, 0.09 mmol), the color of solution changed to
blue immediately. After the blue solution was left to stand at
room temperature for 24 hours, the blue solid that precipitated
was filtered and washed with MeOH to yield complex Cu2L1
(86.8 mg, 58%). Elemental analysis calculated for C90H104Cl4-
Cu2N8O6�4H2O: C, 62.31; H, 6.51; N, 6.46; found: C, 62.07; H,
6.12; N, 6.60. HRMS-ESI (positive mode, m/z): [Cu2L1 � Cl]+

calculated for C90H104Cl3Cu2N8O6, 1623.5736; found, 1623.5339.

Membrane preparation

Polymeric membranes prepared for ISE measurements con-
sisted of ion carriers (10 mmol kg�1), various amounts of ion
exchangers (25, 50, and 75 mol% relative to the ionophore), and
PVC: o-NPOE plasticizer (1 : 2 w/w), with a total amount of
220 mg. All components were dissolved and stirred in 2.5 mL
of THF for an hour, except compound L1, which was dissolved
in a small volume of chloroform before mixing with the
solution of other components in THF, giving a transparent
homogeneous pale-blue cocktail solution. In the case of
complex Cu2L1, it could be dissolved together with other
components in THF. The resulting clear mixture was then cast
in a 30 mm-i.d. glass ring fixed on a glass plate. The solvent was
allowed to slowly evaporate overnight at room temperature to
give a transparent membrane (B0.2–0.3 mm thickness). The
membrane was punched into 7.5 mm-i.d. discs and precondi-
tioned before the measurements. To examine the cation
response, the membrane was bathed overnight in 10�2 M of
metal nitrate solution, whereas the membrane was bathed in
10�2 M of Cu(II) solution overnight, followed with 10�2 M of the
primary anion for 3 hours for investigating the anion response.

Potential (EMF) measurements

The preconditioned membrane was attached to an electrode
body. The inner filling solutions (IFS) used for measuring the
membrane response towards metal cations were 10�2 M of
metal chlorides (for example, to examine Cu(II) salts, the
solution of CuCl2 (10�2 M) was used as an inner filling
solution). For EMF measurements of the anion-selective elec-
trodes, a mixed solution of the primary anion (10�2 M) and
NaCl (10�3 M) was employed as an inner filling solution in
order to keep the internal potential constant. The potentials
that arose between the polymer membrane and aqueous sam-
ple solution were measured at ambient temperature with the
following galvanic cell:

Ag, AgCl/3 M KCl//1 M LiOAc//sample solution/membrane/
inner filling solution (IFS)/AgCl, Ag.

The reference electrode Ag/AgCl with a double junction
was used (type 6.0726.100, Metrohm AG, CH-9010 Herisau,
Switzerland) with 1 M LiOAc as the salt bridge electrolyte.
Continuous potential measurements were carried out with a
16-channel electrode monitor (Lawson Labs Inc., Malvern, PA
19355, USA) in a stirred solution in the concentration range
from 10�7 M to 10�2 M of analyte ions. The activity coefficients
of the anions in aqueous solution were calculated according to
the Debye–Hückel approximation21 and then the calibration
curve plotted between EMF values and logarithm of ion activ-
ities was obtained.

Selectivity measurements

The selectivity of the proposed electrode towards primary ions (i)
with respect to other interfering anions ( j) was considered from
the potentiometric selectivity coefficient (log K pot

i, j ) that describes
the ability of an ion-selective electrode to distinguish a particular
ion from others.8 In this study, the so-called separate solution
method (SSM) was used to determine the selectivity coefficients
of the ISEs as recommended by the IUPAC.8,22 In SSM, the
potentiometric responses were measured in two separate solu-
tions, one containing interfering anions ( j) at the concentration
range from 10�7 to 10�2 M, followed by the other containing
primary anions (i) at the same concentration range. The selec-
tivity coefficient, log K pot

i, j , is then calculated from the two
observed EMF values as illustrated in eqn (1).8,22 In the experi-
ments, the membrane containing L1 and 75 mol% KTpClPB was
preconditioned in 10�2 M solutions of different Cu(II) salts, while
the membrane containing Cu2L1 and 25 mol% KTpClPB was
preconditioned in the solution of the interfering anions (sodium
or potassium salt, 10�2 M) overnight. The mixed solution of the
same interfering anion (10�2 M) and NaCl (10�3 M) was used as
an inner filling solution throughout the experiments.

logKpot
i; j ¼

ZiFfEð jÞ � EðiÞg
2:303 RT

þ log aiðiÞ
�
ajð jÞ

zi=zj
h i

(1)

Impedance spectroscopy

A conventional three-electrode cell was used in the EIS studies:
the allosteric ISE as the working electrode, a Ag/AgCl reference
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electrode, and a platinum counter electrode. All experiments
were conducted at room temperature. The membranes contain-
ing L1 and 75 mol% KTpClPB were conditioned in 10�2 M
CuCl2, Cu(ClO4)2 and Cu(NO3)2 overnight, followed with 10�2 M
KSCN for 3 hours, then using 10�2 M KSCN as the inner
and outer electrolyte solution. Impedance measurements were
carried out using a potentiostat/galvanostat instrument (Auto-
lab PG STAT 30, Eco Chemie B.V., Utrecht, Netherlands)
monitored by Frequency Response Analyser. The spectra were
recorded within a frequency range 95–45 KHz with an AC
voltage amplitude of 0.01 V. The impedance data were analyzed
using the fitting program available in the Autolab software.

Effect of pH on membrane potentials

In order to explore the working pH range of the optimized
anion-selective electrodes that still exhibited a constant and
stable EMF signal, the experiments were carried out simulta-
neously over the pH range of 3.0–11.0 using thiocyanate concen-
trations of 10�3 and 10�2 M. The pH was adjusted by introducing
small drops of 2% HCl followed by 0.01–0.10 M NaOH.

Membrane reversibility

The reversibility of the electrode represents the precision of the
detection. The EMF signals should be restored and stable at the
same concentration of the analyte ion in every measuring cycle.
In the experiments, the optimized thiocyanate electrode was
used to measure the EMF values of two different concentrations
of thiocyanate alternatively. The potential of the optimized ISE
was first recorded in a 10�3 M thiocyanate solution. Then, the
electrode was rinsed and immersed in a 10�2 M thiocyanate
solution, and the potential was measured continually. The
measuring cycle was repeated four times to confirm the rever-
sibility of such an electrode.

Measurements of Fe3+ in aqueous solution

The optimized thiocyanate-ISE was employed for indirectly
determining the concentration of Fe(III) in the [FeSCN]2+ sam-
ples. The standard calibration curve of the mixed solution
between 10�2 M SCN� and different concentrations of Fe3+

was established by recording their EMFs. Subsequently, the
samples prepared by spiking Fe3+ into the controlled SCN�

solutions, to have the concentrations of 5.0 � 10�5 and 1.0 �
10�4 M, were examined. From the resulting EMF data, the
concentrations of Fe3+ in the spiked samples were calculated
and the percentage recoveries were then obtained.

Results and discussion
Synthesis of compound L1

The receptor molecule, L1, was synthesized in four steps
starting from p-tert-butyl calix[4]arene as shown in Scheme 1.
A reaction of p-tert-butyl calix[4]arene with 4 equiv. of ethyl
4-bromobutyrate in the presence of K2CO3 in acetone yields
compound a, the diethyl ester derivative, in 78% yield. Upon
addition of 15% w/v NaOH into the solution of compound a,
the diacid derivative (b) was obtained in 20% yield. The diacid

chloride derivative (c) was synthesized by reacting the diacid
derivative (b) with SOCl2, followed by coupling with tripodal
amine (d) to yield L1 in 15% yield. The methylenic protons of
the methylene bridge, Ar–CH2–Ar, exhibited two doublet peaks
with an AB pattern at 3.31 and 4.33 ppm with geminal coupling
constants of 12.8 Hz, indicating the cone conformation of the
calix[4]arene compartment. The sharp singlet peak at 10.75 ppm
belonged to two –NH– amide protons. The ESI (positive mode)
MS spectrum featured a molecular ion of L1 at m/z = 1416.79,
corresponding to [L1 + Na+]. The addition of CuCl2 in CH3OH to
the methanolic suspension of L1 gave a blue solution, which was
then left at room temperature for 24 hours. The blue solid of the
Cu2L1 complex was obtained in 58% yield. The HRMS-ESI
spectrum of Cu2L1 showed the parent peak at m/z = 1623.5339,
which was designated to the molecular ion of the dinuclear
complex [Cu2L1 � Cl]+. The elemental analysis results also
agreed with the chemical formula of Cu2L1�4H2O.

Membrane preparation and potentiometric responses to metal
ions and anions

The polymeric membranes were prepared by controlling the
ratio of PVC : o-NPOE plasticizer at 1 : 2 by weight, and the
concentration of ion carriers (ionophores) at ca. 10 mmol kg�1.
In addition, potassium tetrakis(p-chlorophenyl)borate (KTpClPB),
(25, 50 and 75 mol% compared to the mole of the ionophore)
was added to the membrane composition. The properties of
compounds L1 and L2 as ion carriers in PVC membranes were
evaluated by measuring their potentiometric responses towards
various metal ions. The EMF responses of the membranes
containing compounds L1 and L2 are shown in Fig. 1. Both
membranes were fabricated from L1 and L2 and responded to

Scheme 1 Synthetic route to L1 and Cu2L1. Reagents and conditions: (i) ethyl
4-bromobutyrate, K2CO3, acetone, reflux; (ii) 15% w/v NaOH in EtOH, reflux; (iii)
SOCl2, toluene, reflux; (iv) tripodal amine d, NEt3, CH2Cl2, RT, N2; (v) CuCl2�2H2O,
MeOH, RT.
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most cations, giving positive EMF responses. The most inter-
esting thing is that the membrane containing L1 responds
negatively to Cu2+ at concentrations from 10�7 to 10�2 M. This
behavior can be described as Donnan exclusion failure. When
Cu2+ enters the membrane phase, it forms a very stable complex
with L1. Since L1 has two units of the tripodal amine receptor,
the complexation would result in the tremendous increase of
the positive charge in the membrane phase. As a result, the
membrane tries to keep its neutrality by extracting co-anions
into the membrane, causing the membrane to respond
negatively. However, the anthracene-based ionophore L2, pos-
sessing only one tripodal amine unit, does not give a negative
EMF response to Cu2+. We also varied the amount of anionic
additive to 25 and 50 mol% compared to the ionophore, but
the membranes still gave responses to Cu2+ ions, positively for
L2 and negatively for L1. This signifies the importance of
the two tripodal amine units in L1, which can bind with two
Cu(II) ions and can induce the Donnan failure in the PVC
membrane.

We also investigated the effect of co-anions on the EMF
response of Cu2+. In this case, various salts of Cu2+ were
introduced as analytes and the inner filling solution was
controlled using CuCl2. The EMF responses of the membrane
L1 with 75% KTpClPB are illustrated in Fig. 2. It was found that

Cu(ClO4)2, Cu(NO3)2 and CuCl2 gave negative response slopes
near the Nernstian slope of �57.0, �52.3 and �53.0 mV
decade�1, respectively while CuSO4 did not give a Nernstian
response. We also compared the selectivity coefficients of these
anions using the separate solution method (SSM),22 which was
highly recommended if the electrode exhibited a Nernstian
response for the studied ions. The results showed that such a
membrane had a selectivity in the order of ClO4

� 4 NO3
� 4

Cl�, which corresponded to the lipophilicity of the anions in the
Hofmeister selectivity sequence:6,23,24 ClO4

� 4 SCN� 4 I� 4
NO3

�4 Br�4 NO2
�4 OAc�B Cl�B F�4 H2PO4

�4 SO4
2�.

In order to develop a membrane that could selectively
respond to a certain anion with an anti-Hofmeister sequence,
we prepared cocktail solutions of the membrane by mixing
PVC, o-NPOE and L1 in the presence of 25, 50 and 75 mol%
KTpClPB, and preconditioned membranes in 10�2 M of Cu(ClO4)2,
Cu(NO3)2 and CuCl2 overnight. Importantly, we measured the EMF
changes upon adding a variety of sodium or potassium salts of the
anions: ClO4

�, SCN�, I�, NO3
�, Br�, NO2

�, OAc�, Cl�, F�, H2PO4
�

and SO4
2�. We found that all membranes gave negative responses

to the anions. To preliminarily find the selectivity of the fabricated
membranes to a particular anion, we firstly employed the fixed
interference method (FIM)21 for competitive studies between two
different anions in the same solution by measuring the potentials
of the membrane with a solution of a constant concentration of
interfering ions and varied concentrations of the primary ion. The
results showed that all membranes gave the highest response
towards SCN�, but with different response slopes, linear ranges
and detection limits depending on the membrane composition
and the type of bathing Cu(II) solution, as summarized in Table 1.

The best membrane should provide the slope of SCN�

response closest to the theoretical Nernstian slope (�59.2 mV
decade�1 at 25 1C) and also the lowest detection limit. Since
there was no significant difference between the detection limits
of our tested membranes, the best membrane from L1, con-
sidering from the results in Table 1, could be obtained when
using 75 mol% of anionic additive, KTpClPB and precondition-
ing in 10�2 M CuCl2, with a detection limit of 4.4 � 10�6 M.
More importantly, our preliminary studies on the selectivity of
this membrane towards SCN� was found to be better when

Fig. 1 Potentiometric cation responses of the membranes containing L1 (a) and
L2 (b) in the presence of 75 mol% of the anionic additive (KTpClPB).

Fig. 2 Potentiometric responses of the membranes containing L1 + 75 mol%
KTpClPB towards different copper(II) salts.
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preconditioning in CuCl2, compared to Cu(ClO4)2 and Cu(NO3)2

(see Fig. S7, ESI†). This amount of the anionic additive is also
suitable to extract more Cu2+ into the membrane phase so that
the Donnan failure can occur and the membrane functions as
an anion selective membrane. Therefore, the PVC membrane
electrode containing L1 and 75 mol% KTpClPB could be used
as an allosteric sensor for detecting thiocyanate ions in the
presence of the Cu2+ effector.

Selectivity of the allosteric anion selective electrode

We then carefully determined the selectivity coefficients of the
optimal membranes, preconditioned in CuCl2 solution,
towards each anion by the SSM, the most common method
for determining the selectivity coefficient of ISEs.8,22 We also
confirmed the allosteric sensing property and the importance
of the Donnan failure of the membrane containing L1 and
75 mol% KTpClPB by comparing its selectivity coefficients
(log K pot

i, j ) towards each anion with those of the membrane
containing Cu2L1 complex and 25 mol% KTpClPB.25 Complex
Cu2L1 could be isolated from the reaction of CuCl2 and L1, as
shown in Scheme 1. The results shown in Fig. 3 indicate that
the membrane prepared from L1 and preconditioned with
CuCl2 gives the highest selectivity to SCN� and shows the
anti-Hofmeister order for other anions while the membrane
prepared from complex Cu2L1 gives the highest selectivity
towards ClO4

� and shows the Hofmeister sequence for other
anions, suggesting that Cu2L1 allows the transport of anions
through the membrane by the order of their lipophilicity or
the Hofmeister order, not by the role of the carrier. In contrast,
the membrane L1 bathing in CuCl2 solutions shows the ability
of L1–Cu2 complex in the membrane phase as an anion carrier.
A number of neutral selective ionophores for thiocyanate,
prepared in the form mononuclear and dinuclear complexes
of Cu(II), have been reported in the literature.26–28

We have studied the transport of thiocyanate into the
membranes containing L1 and 75 mol% KTpClPB precondi-
tioned in 10�2 M CuCl2, Cu(NO3)2 and Cu(ClO4)2 using electro-
chemical impedance spectroscopy. The results depicted in
Fig. 4 show the semi-circle Nyquist plots of all membranes,
giving the membrane resistance, Rm, of 35–47 KO, suggesting
the preference of the membranes to allow thiocyanate to pass

through, especially the one bathing with CuCl2 which gave the
lowest resistance. We have also obtained the impedance spectra

Table 1 Membrane preparation and electrode response properties of L1 towards thiocyanate

Conditioning solution
(�10�2 M)

Membrane composition

Slope (mV decade�1) Linear range (M) DL (�10�6 M)L1 (mg (mmol kg�1))
Anionic additive
(KTpClPB) (mg (mol%))

Cu(ClO4)2 3.06 (10.0) 0.27 (24.7) �35.8 10�5 to 10�2 4.8
3.07 (10.0) 0.53 (48.6) �40.4 10�5 to 10�2 4.2
3.06 (10.0) 0.82 (75.1) �57.6 10�5 to 10�2 3.7

Cu(NO3)2 3.06 (10.0) 0.27 (24.7) �37.6 10�5 to 10�2 3.2
3.07 (10.0) 0.53 (48.6) �56.3 10�5 to 10�2 3.5
3.06 (10.0) 0.82 (75.1) �58.3 10�5 to 10�2 3.6

CuCl2 3.06 (10.0) 0.27 (24.7) �36.1 10�5 to 10�2 2.7
3.07 (10.0) 0.53 (48.6) �41.4 10�5 to 10�2 3.9
3.06 (10.0) 0.82 (75.1) �59.6 10�5 to 10�2 4.4

Fig. 3 A comparison of the selectivity coefficients (log Kpot
i, j ) of the membranes

containing L1 and 75 mol% KTpClPB (a) and of the membranes containing Cu2L1
and 25 mol% KTpClPB (b).

Fig. 4 EIS spectra of the membranes containing L1 and 75 mol% KTpClPB
conditioned in different copper(II) salts using 10�2 M KSCN as the inner and outer
solution.
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of the membrane containing Cu2L1 and found out that its
membrane resistance is 1.2 MO (Nyquist plot not shown),
which is tremendously different from that of allosteric mem-
branes. The EIS results agree very well with the results from the
potentiometric measurements.

Response time, working pH range, and reversibility of the
allosteric membranes prepared from compound L1

The response time of an electrode is also an important char-
acteristic of ISEs. The fabricated thiocyanate-ISEs incorporating
compound L1 and 75 mol% KTpClPB preconditioned in 10�2 M
CuCl2 showed a very fast response time of less than 5 seconds
before reaching a stable EMF value for all the studied anions.
In addition, the potentials were very stable after changing the
concentration, which indicates the good property of the ISE.
The time trace line of the optimal ISE is shown in Fig. 5.

The working pH range of the proposed thiocyanate-selective
electrodes was explored by carrying out the EMF measurements
over the pH range of 3.0–11.0. The results shown in Fig. 6
indicate that the optimal membrane could perform well and
give constant signals in the pH range of about 3–7. However,
the membrane was unstable in higher concentrations of OH�.

The observed drift could be due to the interference of OH� on
the complex formation between SCN� and the allosteric iono-
phore.29 The constant EMF values at pH 4 8 should mainly be
the potentiometric response of OH�.

The reversibility of the electrode is another important factor
that represents the precision of the detection. In the experi-
ment, the electrodes containing L1 and 75 mol% KTpClPB
preconditioned in 10�2 M CuCl2 were used to measure the
EMF values of two different concentrations of thiocyanate
alternatively. As seen in Fig. 7, the EMF signals could be
restored at the same concentration in every measuring cycle.

Measurements of Fe3+ in aqueous solution

The possibility of using our allosteric thiocyanate-ISE contain-
ing L1 and 75% KTpClPB preconditioned in 10�2 M CuCl2 in
determining the amount of Fe3+ in aqueous solution was
explored. The idea came from the reaction between Fe3+ and
SCN� according to eqn (2).

[Fe(H2O)6]3+(aq) + SCN�(aq) - [Fe(H2O)5SCN]2+(aq) + H2O(l)
(2)

The EMF changes of the thiocyanate solution (10�2 M) in the
presence of various concentrations of Fe3+ were measured by
the optimized thiocyanate-ISE and the standard calibration
curve of this mixed solution was obtained. It was found that
the calibration curve gave a good linearity in the concentration
range of 10�5 to 10�3 M of Fe3+. Then, samples were prepared
by spiking two concentrations of Fe3+ (5� 10�5 and 1� 10�4 M)
into the controlled SCN� solutions and their EMFs were
recorded. Experiments were done in three replicates. The Fe3+

contents in the spiked samples were calculated from the calibra-
tion curve as well as the percentage recoveries are illustrated in
Table 2, suggesting that the fabricated thiocyanate-ISE could be

Fig. 5 Time-dependent response of the membranes containing L1 and
75 mol% KTpClPB conditioned in CuCl2 towards thiocyanate.

Fig. 6 pH effect on potentiometric responses of the optimized thiocyanate-ISEs
towards 10�3 and 10�2 M of thiocyanate.

Fig. 7 Reversibility of the optimized thiocyanate-ISEs for 10�3 and 10�2 M of
thiocyanate.

Table 2 Indirect determination of Fe3+ in [FeSCN]2+samples (n = 3) using the
fabricated thiocyanate ion selective electrode

[SCN�] (M)
Fe3+ added
(�10�5 M)

Fe3+ found
(�10�5 M � SD)

Recovery
(% � SD) RSD (%)

10�2 — n.d. — —
5.0 5.45 0.31 109 6 5.6

10 9.09 0.50 91 5 5.5
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used to determine the concentration of Fe3+ in aqueous solution
with satisfactory results.

Conclusions

Di-tripodal amine calix[4]arene, L1, was successfully synthesized
and used as an ion carrier in polymeric membrane electrodes.
Membranes containing compounds L1 and KTpClPB showed
Donnan failure upon measuring the EMF responses towards
Cu2+ by giving negative EMF changes, signifying the response to
anions, while compound L2 containing mono-tripodal amine
attached to anthracene gave positive potential responses to most
of the tested metal ions. Upon preconditioning in CuCl2, the
membranes containing L1 and 75 mol% KTpClPB behaved as an
allosteric thiocyante-selective membrane using Cu2+ as an effec-
tor. However, the membrane containing the dinuclear copper(II)
complex of L1 (Cu2L1) showed the highest selectivity coefficients
towards ClO4

�, obeying the Hofmeister sequence. The result
confirms the significance of the two tripodal amine units and
the Donnan failure in the presence of Cu2+ ions in the mem-
brane containing L1 and 75 mol% KTpClPB, as the key element
to generate such an allosteric anion sensor. The fabricated
allosteric anion sensor can be used to detect thiocyanate in the
pH range 3–7 with good reversibility, and can also be applied to
indirectly determine the concentration of Fe3+ in aqueous
solutions.
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Discriminate sensing of pyrophosphate using a
new tripodal tetramine-based dinuclear Zn(II)
complex under an indicator displacement assay
approach†

Sarayut Watchasit,a Pattira Suktanarak,b Chomchai Suksai,*b

Vithaya Ruangpornvisutia and Thawatchai Tuntulani*a

In this research, the dinuclear Zn(II) complex of anthracene based tripodal tetramine Zn2L was synthesized,

and its sensing abilities towards anions was investigated using the indicator displacement assay (IDA)

approach with four complexometric indicators: pyrocatechol violet (PV), bromopyrogallol red (BPG),

methylthymol blue (MTB) and xylenol orange (XO). UV-vis spectrophotometry results indicated that the

Zn2L–MTB ensemble sensor could discriminate the pyrophosphate anion (PPi) from other phosphate

containing anions. 1H and 31P NMR spectroscopy as well as DFT calculations confirmed that PPi bound to

Zn2L in a 2 : 2 manner. Both NMR spectroscopy and UV-vis spectrophotometry suggested that the two

bulky tripodal tetramine units in Zn2L played an important role to provide the ensemble cleft for MTB,

giving rise to an ensemble that could be displaced exclusively by PPi. The detection limit of PPi for the

reported IDA system was 0.3 μM in 20% (v/v) water–acetonitrile buffered at pH 7.4 with HEPES.

1. Introduction

Recently, artificial receptors for recognition and sensing of
phosphate anions have attracted chemists’ attention due to
their importance in living systems.1 Great attention has been
given to the design of chemical sensors for the pyrophosphate
anion, P2O7

4− or PPi.2 Such an interest stems from the fact
that PPi plays an important role in many biological processes.
In particular, PPi participates in ATP hydrolysis and is involved
in DNA or RNA polymerase reactions.3 Moreover, the amount
of PPi has recently been monitored in patients with calcium
pyrophosphate dihydrate (CCPD) crystal deposition disease
(also known as chondrocalcinosis), as the disease has been
shown to cause high synovial fluid PPi levels in patients.4

Therefore, discriminate sensing of PPi under physiological
conditions remains a significant challenge.

The indicator displacement assay (IDA) is the most simple,
convenient and increasingly popular approach for naked-eye
sensing of anions.5 Recently, Zn(II)–dipicolyl amine (DPA) com-
plexes have been employed in anion recognition and sensing
of phosphate species.6 However, most of the IDA systems
using dinuclear Zn(II)–DPA complexes show low selectivity
toward PPi7 or encounter interference from other phosphate
species such as PO4

3− (Pi) and adenosine triphosphate (ATP).8

A few IDA receptors for discriminate sensing of PPi using
dinuclear Zn(II)–DPA complexes have been reported.9 Jolliffe
and coworkers have synthesized a library of anion receptors
comprising linear9a and cyclic9b peptide scaffolds bearing
dinuclear Zn(II)–DPA units which could be located at different
positions on the cyclic peptide. The ensemble cleft of the
cyclic peptide receptors and indicators could be varied, and
the discrimination between PPi and other phosphate contain-
ing anions by the IDA approach was achieved.

Although the sensing ability of chemosensing ensembles
formed by the flexible scaffold could be easily tuned by appro-
priate indicators and may provide effective discrimination of
PPi from other anions, the coordination chemistry of the
dinuclear Zn(II) could play an important role in selective
sensing as well. Recently, Lippard and colleagues have shown
that a tripodal tetramine unit on the fluorescein scaffold can
be used successfully as a neuronal Zn2+ sensor and gives a
better sensing property than the precursor one containing DPA
binding units.10 We have prepared an IDA receptor for PPi

†Electronic supplementary information (ESI) available: Synthetic scheme of
Zn2L,

1H and 13C NMR spectra of L and Zn2L,
1H and 31P NMR spectra of the

Zn2L–MTB ensembles and replacement with PPi and UV-vis spectra of Zn2L with
various indicators. See DOI: 10.1039/c3dt52392f

aDepartment of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Bangkok

10330, Thailand. E-mail: tthawatc@chula.ac.th; Fax: +66 2 2187598;

Tel: +66 2 2187643
bDepartment of Chemistry and Center for Innovation in Chemistry, Faculty of

Science, Burapha University, Chonburi 20131, Thailand. E-mail: jomjai@buu.ac.th;

Fax: +66 038 393494; Tel: +66 038 103111

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014 Dalton Trans., 2014, 43, 14701–14709 | 14701

www.rsc.org/dalton
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1039/c3dt52392f&domain=pdf&date_stamp=2014-09-14


from the dinuclear Cu(II) complexes of di-tripodal tetramine
units on the calix[4]arene scaffold.11 In this paper, we syn-
thesize a new ligand (L) containing two tripodal tetramine
units linked to the anthracene scaffold and its dinuclear Zn(II)
complex (Zn2L). We explore the binding properties of Zn2L
with PPi and an indicator by using 1H and 31P NMR spec-
troscopy. The structure of the complex between Zn2L and PPi
is calculated using DFT. The selective sensing ability of Zn2L
toward PPi in aqueous solution using the IDA approach is
established using UV-vis spectrophotometry and possible
species in the aqueous solution are analyzed from the UV-vis
spectra using the SPECFIT32 program.12 The structures of
Zn2L and various commercially available indicators employed
in this study are presented in Chart 1.

2. Experimental
2.1 General method

All chemicals were of analytical grade and used without
further purification. Sterile water for injection was obtained
from General Hospital Products Public Co., Ltd. (Pathum
Thani, Thailand). Zn2L and indicator solutions were freshly
prepared10,13 just before the NMR and UV-vis experiments.
1H-, 13C- and 31P-NMR were carried out using the Bruker
AVANCE 400 MHz Ultra Shield spectrometer. All UV-vis absorp-
tion spectra were recorded using an Agilent 8453 UV-vis
spectrophotometer. Tripodal tetramine (a) was synthesized
according to the procedure reported previously.10,13

2.2 Synthesis of L

A mixture of tripodal tetramine (a) (1.93 g, 6.34 mmol) and
9,10-diformylanthracene (b) (0.64 g, 2.73 mmol) was dissolved
in dry CH3CN (50 mL) (Scheme S1 in the ESI†). The reaction

mixture was refluxed under nitrogen for 12 h. After the solvent
was removed, the product was obtained as a dark solid (quanti-
tative yield). The crude imine was dissolved in MeOH (100 mL)
and the solution was cooled to −5 °C. Subsequently, NaBH4

(4.18 g, 110 mmol) was added to the brown solution, and the
mixture was refluxed for 12 h under a nitrogen atmosphere.
After the mixture cooled to room temperature, water (150 mL)
was added and the mixture was evaporated to remove MeOH.
The residue was dissolved in CH2Cl2 (150 mL) and the organic
layer was washed with water (3 × 100 mL), dried with anhy-
drous MgSO4, and the solvent was removed. The light yellow
solid of ligand L was obtained after recrystallization of the
crude product in MeOH (0.90 g, 41%). 1H-NMR (400 MHz,
CDCl3, ppm): δ 8.45 (q, J = 3.6 Hz, 4H, ArH), 8.03 (d, J = 4.4 Hz,
4H, ArH), 7.58 (q, J = 3.6 Hz, 4H, ArH), 7.38 (t, J = 8 Hz, 2H,
ArH), 7.18 (d, J = 7.2 Hz, 2H, ArH), 7.10 (d, J = 8 Hz, 2H, ArH),
6.73 (m, 10H, ArH), 6.51 (d, J = 7.6 Hz, 4H, ArH), 6.33 (s, 2H,
–NH–), 5.28 (s, 4H, –CH2–), 3.59 (s, 4H, –CH2–), 3.52 (s, 8H,
–CH2–).

13C-NMR (100 MHz, CDCl3, ppm): δ 158.43, 148.58,
148.05, 135.79, 131.43, 131.01, 130.89, 129.00, 126.13, 125.51,
122.55, 122.24, 121.96, 121.44, 116.69, 109.63, 60.35, 58.50,
40.96. ESI-MS (positive mode); 811.4281 [M + H]+. Elemental
analysis calculated for C54H50N8: C, 79.97; H, 6.21; N, 13.82;
found C, 79.89; H, 6.16; N, 13.87.

2.3 Synthesis of Zn2L

The ethanolic solution of Zn(ClO4)2·6H2O (37.2 mg, 0.1 mmol)
was added to the ethanolic suspension of L (24.3 mg,
0.03 mmol) (Scheme S1 in the ESI†), the color of the solution
changed to yellow immediately. Then, the yellow solution was
refluxed under nitrogen for 12 h. After cooling to room temp-
erature, the yellow solids precipitated, and were filtered and
washed with CH2Cl2 and MeOH to obtain Zn2L (35.4 mg,

Chart 1 Structures of Zn2L and indicators employed in the IDA studies.
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88%). 1H-NMR (400 MHz, 20% (v/v) D2O–CD3CN, ppm): δ 8.70
(bs, 4H, ArH), 7.87 (bm, 8H, ArH), 7.48 (bm, 4H, ArH), 7.34 (bs,
8H, ArH), 7.20 (d, J = 7.6 Hz, 2H, ArH–NH–), 6.75 (t, J = 7.6 Hz,
2H, ArH–NH–), 6.25 (t, J = 7.6 Hz, 2H, ArH–NH–), 5.27 (bd, J =
7.6 Hz, 2H, ArH–NH–) 4.98 (bs, 4H, Ar–NH–CH2–), 4.29 (m,
12H, Ar–CH2–).

13C-NMR (100 MHz, 20% (v/v) D2O–CD3CN,
ppm): δ 154.76, 147.63, 141.88, 140.97, 133.37, 129.79, 129.09,
128.72, 127.15, 126.23, 125.80, 124.93, 124.56, 124.34,
124.00, 59.02, 27.84, 45.11. ESI-MS (positive mode);
1235.0554 [M + 3ClO4

−]+. Elemental analysis calculated for
C54H50Cl4N8O16Zn2·H2O·CH2Cl2: C, 45.79; H, 3.77; N, 7.77;
found C, 45.66; H, 3.76; N, 7.93. Caution: perchlorate salts are
potentially hazardous and should be handled with care!

2.4 Screening tests of indicators for selective PPi sensing

For the colorimetric detection of PPi, a solution of each indi-
cator, 400 μM (0.2 mL) in 20% (v/v) water–acetonitrile solution
buffered at pH 7.4 with HEPES, was added into a solution of
Zn2L 20 μM (2 mL) in the same solvent system. Subsequently,
0.3 mL of the tetrabutylammonium salt of the anion (1 mM)
was then added to the as-prepared ensemble. The resulting
mixtures were allowed to stand still for 5 min and then sub-
jected to UV-vis spectroscopic measurements. Photographs
were taken using a digital camera (Canon EOS Kiss X5, Japan).

2.5 UV-vis titrations under the indicator displacement assay

All spectrometric titrations were performed in 20% (v/v) water–
acetonitrile solutions buffered at pH 7.4 with HEPES (10 mM)
in quartz cuvettes. Ensemble formation constants were deter-
mined by adding aliquots of 400 μM (10 μL) complex solution
to 20 μM (2 mL) of each indicator using a syringe. After each
addition, the absorption spectra of the indicator solution were
recorded. Similar titration experiments were performed with
PPi. In a typical titration, aliquots of the solution of PPi
400 µM (10 μL) were added to 20 μM (2 mL) of 1 : 1 or 1 : 2
ensemble solution of Zn2L–MTB. The ensemble formation
constants and the apparent competitive binding constants
were calculated using the SPECFIT32 program.12

2.6 NMR titration experiment

Generally, all reagents in the NMR titration experiments were
prepared in 20% (v/v) D2O–CD3CN. For PPi titration, aliquots
of PPi 0.05 M (5 μL) were added to the 0.5 mL solution of Zn2L
(5 mM) using a syringe. For MTB titration, aliquots of MTB
0.05 M (5 μL) were added to the 0.5 mL solution of Zn2L
(5 mM) using a syringe. For MTB displacement titrations,
aliquots of PPi 0.05 M were added to the 0.5 mL solution of
1 : 1 and 1 : 2 ensemble (5 mM) solutions of Zn2L–MTB. Sub-
sequently, 1H or 31P NMR spectra were recorded.

3. Results and discussion
3.1 Synthesis of L and Zn2L

Ligand L was straightforwardly synthesized in a moderate yield
(41%) by a Schiff base condensation between tripodal tetra-

mine (a) and 9,10-diformylanthracene (b) in refluxing aceto-
nitrile followed by in situ reduction using NaBH4 in refluxing
methanol (Scheme S1 in the ESI†). The dinuclear zinc(II)
complex, Zn2L, was readily obtained by refluxing
Zn(ClO4)2·6H2O with L in ethanol in 88% yield. Ligand L and
the Zn2L complex were characterized by standard analytical
methods (Fig. S1–S5 in the ESI†). The 1H NMR spectrum of
Zn2L in 20% D2O–CD3CN showed rather broad signals, com-
pared to that of the free ligand. A multiplet signal of methyl-
ene protons of the two pyridine groups and the amine group
appeared at 4.29 ppm. The aromatic protons of the aryl rings
connecting to the amine group appeared at more upfield posi-
tions compared to that of L, probably due to the coordination
of the N atom to the Zn(II) center. We proposed that L behaved
as a tetradentate ligand to coordinate Zn(II) using 4 N atoms of
the tripodal tetramine unit.10

3.2 Screening tests of indicators for selective PPi sensing

We first tested the anion sensing capabilities of the receptor
Zn2L by using an indicator displacement assay. In this study,
4 commercial dyes, pyrocatechol violet (PV), bromopyrogallol
red (BPG), methylthymol blue (MTB) and xylenol orange (XO),
which were complexometric indicators for the determination
of metal ions were employed.14 We prepared both 1 : 1 and 1 : 2
receptor to indicator ratios in 20% (v/v) water–acetonitrile solu-
tion buffered at pH 7.4 with HEPES to screen the sensing
abilities toward PPi over other anions.

After the addition of various anions (7.5 equivalents of
tetrabutylammonium salts) to four ensemble solutions, we
found that only the MTB based ensemble of Zn2L was able to
discriminate PPi from other anions as indicated by a color
change from blue to purple, shown in Fig. 1c. However, the
PV– and BPG–Zn2L ensembles responded to all phosphate con-
taining anions because the color of the corresponding ensem-
bles was converted to the color of the unbound indicators. In
the case of the XO–Zn2L ensemble, there were no significant
changes upon addition of all anions. Therefore, the anions
were not able to dislodge the XO indicator. Both MTB and XO
have a similar core structure, they differ only in the bulky sub-
stituents on the rings. We expect that the binding affinity of
the Zn2L–indicator ensemble must play an important role in
the displacement of the indicator by an anion. Compared to
dinuclear Zn(II)–DPA receptors which could undergo IDA using
the indicator PV,6,15 our Zn2L needed a different indicator due
to the change in coordination chemistry around the Zn(II)
center. Therefore, the binding properties of Zn2L with PPi and
the 4 indicators were studied by 1H and 31P NMR spectroscopy
as well as UV-vis spectrophotometry.

3.3 Binding studies of Zn2L with PPi by 1H and 31P NMR
spectroscopy

Upon adding portions of PPi (in 20% D2O–CD3CN) to the solu-
tion of Zn2L, the

1H NMR spectrum of the Zn2L starts broaden
indicating a fluxional behaviour (Fig. 2). When 2 equiv. of
PPi is added, the spectrum becomes resolved. All protons
can be assigned by the HMQC technique. Interestingly, in the
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absence of PPi the aromatic proton a of the dinuclear complex
Zn2L is present in a higher magnetic field region, at δ =
5.3 ppm, probably due to the shielding effect of the ring
current of the aromatic anthracene ring. Upon addition of PPi,
the proton a disappears from the NMR spectrum and
reappears in a more downfield region. The aromatic protons b
and c move downfield and the methylene protons e and f
move upfield. Therefore, protons on the aromatic ring A gener-
ally move significantly while protons g, i, j and k on the
aromatic ring B move to a lesser extent. The proton h of the
methylene linkage between anthracene and the tripodal tetra-
mine unit, functioning as a pivot of the movement, stays sharp

upon addition of PPi. The results imply that the aromatic ring
A probably moves away from the anthracene moiety upon the
binding of PPi to the Zn(II) center.

31P NMR titrations of Zn2L in 20% D2O–CH3CN with portions
of PPi were carried out and the spectra are shown in Fig. 3.
The free PPi has a signal at −6.0 ppm. It can be clearly seen
that adding up to 1.0 equiv. of PPi to the solution of Zn2L gave
a single broad peak at −3.0 ppm due to the formation of a
complex between an equivalent amount of Zn2L and PPi, conco-
mitant with the disappearance of the signal at −6.0 ppm. The
single peak at −3.00 ppm implied that the two P atoms in Zn2L-
bound PPi are magnetically equivalent. Upon adding more than
1 equiv. of PPi, a signal at a more upfield position appears in
the spectrum. After the addition of 4 equiv. of PPi, this peak
shifts to a more downfield position, close to that of the signal of
free PPi, and the signal at −3.0 ppm becomes more resolved.

The best way to obtain the exact structure of the Zn2L–PPi
complex is from the crystal structure determination. However,
we cannot obtain a suitable crystal of the complex for X-ray
crystallography, probably due to the mixed solvent system
(H2O–CH3CN) used in the preparation of the complex. Based
on the several binding modes of PPi toward the metal center
reported previously,16 the density functional theory (DFT)
calculations of a possible complex of Zn2L and PPi in 1 : 1 and
2 : 2 fashions were carried out to find the most stable structure

Fig. 1 Color changes of the Zn2L-based (20 μM, 2 mL) ensembles with various indicators (400 μM, 0.2 mL) at a 1 : 2 receptor to indicator ratio
(a) PV, (b) BPG, (c) MTB and (d) XO in the presence of various anions (1 mM, 0.3 mL), where (1) = Zn2L, (2) = indicator, (3) = ensemble, (4) = HPO4

2−,
(5) = PPi, (6) = SO4

2−, (7) = NO3
−, (8) = CO3

2−, (9) = HCO3
2−, (10) = AcO−, (11) = BzO−, (12) = CN−, (13) = SCN−, (14) = OH−, (15) = I−, (16) = Br−, (17) =

Cl−, (18) = F−, (19) = AMP. (20) = ADP and (21) = ATP, respectively in 20% (v/v) H2O–CH3CN buffered at pH 7.4 with HEPES.

Fig. 2 1H NMR spectra of (I) free Zn2L, (II) Zn2L + PPi 0.5 equiv., (III)
Zn2L + PPi 1.0 equiv., (IV) Zn2L + PPi 1.5 equiv., (V) Zn2L + PPi 2.0 equiv.
and (VI) Zn2L + PPi 2.5 equiv. in 20% (v/v) D2O–CD3CN.
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instead. According to computer simulations, the 1 : 1 complex
model was not possible due to too much strain in the molecule
of the 1 : 1 PPi-bound Zn2L complex. However, six conformers
of dimeric 2 : 2 species represented as 2Zn2L·2PPi were found
and their energies were calculated (Table S1 and Fig. S6–S11 in
the ESI†). All optimized structures were obtained by DFT calcu-
lations using the B3LYP/LANL2DZ level of theory17–19 per-
formed with the GAUSSIAN09 program.20 The most stable
structure of 2Zn2L·2PPi is shown in Fig. 4. The dimeric species
is composed of two Zn2L and two PPi units forming a tetranuc-
lear Zn(II) complex with PPi as bridging ligands. Two oxygen
atoms on each phosphorus of PPi coordinated to one Zn2+ ion,
the same as the structure reported by Hong et al.8b Interest-
ingly, the calculated structure showed a high symmetry struc-
ture of the PPi units. This agreed with the result from the 31P
NMR spectroscopy where the two phosphorous atoms in PPi
appeared as a singlet peak the in 31P-NMR spectrum. In
addition, the calculated structure is also relevant to the signals
that appeared in the 1H NMR spectrum shown in Fig. 2. The
calculated dimeric structure is similar to the structure of the
PPi bound-dinuclear Zn(II) complex reported by Lee et al.21

3.4 Binding studies of Zn2L with MTB and displacement
studies with PPi using 1H NMR spectroscopy

Upon addition of portions of MTB (in 20% D2O–CD3CN) to the
solution of Zn2L (in 20% D2O–CD3CN),

1H NMR spectra were
obtained and are shown in Fig. 5. The 1H NMR spectrum of
Zn2L starts to broaden after adding portions of MTB and is too
complicated to assign each proton signal. However, it can be
clearly seen that upon adding more than 1 equiv. of MTB to
Zn2L, the peak due to free MTB emerges in the spectrum.

Fig. 3 31P NMR spectra of Zn2L (5 mM) upon addition of various con-
centrations of PPi (0.05 M) in 20% (v/v) D2O–CD3CN.

Fig. 4 The most stable DFT-calculated structure of the dimeric 2 : 2
species, 2Zn2L·2PPi complex.

Fig. 5 1H NMR titration spectra of (I) Zn2L (5 mM), (II) MTB, (III)
Zn2L·MTB, (IV) Zn2L·2MTB, (V) Zn2L·MTB + 2.0 equiv. of PPi and (VI)
Zn2L·2MTB + 2.0 equiv. of PPi in 20% (v/v) D2O–CD3CN, where * is the
residue of free MTB present in the ensemble.
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Therefore, 1H NMR titrations of 1 : 1 and 1 : 2 ensembles of
Zn2L and MTB with PPi were carried out in 20% D2O–CD3CN
(Fig. S12 and S13 in the ESI†). The spectra were too compli-
cated to clearly assign the signal to particular protons. Interest-
ingly, after more than 1 equiv. of PPi was added, the spectra of
both 1 : 1 and 1 : 2 ensembles became very similar and were
almost the same as those observed for the 1 : 1 species of
Zn2L·PPi shown in Fig. 2. 31P NMR titrations of the 1 : 1 and
1 : 2 ensembles of Zn2L and MTB with PPi in 20% D2O–CD3CN
(Fig. S14 and S15 in the ESI†) gave almost identical spectra to
the results shown in Fig. 3. These results confirm that MTB
can be replaced by PPi, and most of the final species are PPi-
bound Zn2L.

3.5 Studies of Zn2L–indicator ensembles by UV-vis
spectrophotometry

From the above results, we can clearly see that the new Zn2L
complex can be used to detect PPi selectively. Therefore, we
studied the binding behaviors in aqueous solution using UV-
vis spectrophotometry. To understand the sensing pheno-
menon of our ensembles, we had to determine the ensemble
formation constants (log β) by employing the SPECFIT32
program. Typically, an experiment was carried out by the titra-
tion of Zn2L to a solution of each indicator. The addition of
0–0.4 equiv. of Zn2L to a solution of MTB, resulted in a batho-
chromic shift of the absorption at 450 nm to 530 nm (Fig. 6a)

and the color changed from pale green to violet (Fig. 6b, vials
no. i–v), visible to the naked eye. Subsequently, increasing the
amount of Zn2L to the ensemble solutions, caused the batho-
chromic shift of the absorption at 530 nm to 600 nm and
finally the blue color was observed (Fig. 6b, vials no. vi–xi).
The UV-vis spectrum at 600 nm was completely saturated
around 1.3 equivalents of Zn2L. The results showed that two
species were formed during the titration. From the concen-
tration profile, upon addition of Zn2L to the MTB solution, a
complex of 1 : 2 species of Zn2L·2MTB was present in a
maximum abundance of 15% at 10 μM of Zn2L. On further
addition of Zn2L, a 1 : 1 species of Zn2L·MTB could form in
80% abundance, which was much higher than that of the
Zn2L·2MTB species, Fig. 7. The presence of two co-existing
ensemble species (1 : 1 and 1 : 2) agreed well with the Job’s
plot analysis of the ensembles (Fig. 6a inset) and the unre-
solved 1H NMR spectra shown in Fig. 5.

Ensembles of Zn2L and PV, BPG as well as XO were also
studied by UV-vis spectrophotometry, and their absorption
spectra are shown in Fig. S16–S18 in the ESI.† Stepwise for-
mation constants of all ensembles calculated by SPECFIT32
are tabulated in Table 1. The results showed that two species
were formed during the titration. Upon addition of Zn2L to the
indicator (I) solution, the 1 : 2 Zn2L·2I species occurred
because the concentration of I was much higher than that of
Zn2L at the beginning of titration. Further addition of Zn2L
would yield the Zn2L·I species. Therefore, the Zn2L·I would
exist in high concentration at the end of titrations. The pres-
ence of two co-existing ensemble species of those three indi-
cators (1 : 1 and 1 : 2) agreed well with the Job’s plots (Fig. S16–
S18 in the ESI†).

Fig. 6 (a) UV-vis spectra obtained by the addition of Zn2L (400 μM) to a
solution of MTB (20 μM), inset: Job’s plot analysis of the MTB-based
ensemble and (b) color changes upon increasing the amount of Zn2L
(400 μM) to the MTB (20 μM) solution: (i) free MTB, (ii) 0.1 eq., (iii) 0.2
eq., (iv) 0.3 eq., (v) 0.4 eq., (vi) 0.5 eq., (vii) 0.6 eq., (viii) 0.7 eq., (ix) 0.8
eq., (x) 0.9 eq. and (xi) 1.0 eq.

Fig. 7 Concentration profiles of the species present at equilibrium in
the UV-vis titration of MTB-base ensemble, where % is referred to the
total concentration of MTB.

Table 1 Stepwise ensemble formation constants (log β) between Zn2L
and the indicators

Log β1 Log β2

PV 3.98 ± 0.38 8.43 ± 0.22
BPG 4.76 ± 0.26 9.14 ± 0.26
MTB 6.05 ± 0.16 10.80 ± 0.32
XO 7.72 ± 0.18 13.48 ± 0.28
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XO showed the highest binding constant (log β1) to the
Zn2L receptor compared to PV, BPG and MTB suggesting that
XO could sit in the ensemble cleft with the strongest inter-
actions with Zn2L. The log β1 of MTB to Zn2L was lower than
that of XO. Presumably, the two bulky isopropyl groups of
MTB, giving the more steric hindrance than XO, decreased the
binding affinity of MTB to the Zn2+ metal ions. For PV and
BPG indicators, log β1 values were smaller than that of XO and
MTB suggesting that their structural scaffolds were less suit-
able for coordinating to the two metal centers in Zn2L.

3.6 PPi sensing studies under the IDA approach

The screen test of our IDA system suggests that MTB was the
best indicator to be replaced solely by PPi. In addition, results
from the NMR and UV studies suggest that upon the addition
of excess MTB to Zn2L, both 1 : 1 and 1 : 2 Zn2L–MTB were
formed with the former most dominant in solution. To investi-
gate the sensing ability of PPi under IDA experiments, the chemo-
sensing ensembles were prepared by mixing Zn2L and the
MTB indicator in a 1 : 2 molar ratio in 20% (v/v) water–aceto-
nitrile solution buffered at pH 7.4 with HEPES. The displace-
ment of indicators by anions was carried out by the addition
of various anions to those ensemble solutions. Subsequently,
colorimetric changes as well as the UV-visible spectra changes
were examined. Upon addition of various anions (as tetrabutyl-
ammonium salts, 7.5 equivalents) to the MTB–Zn2L based
ensemble solutions, only PPi could turn the color from blue to
violet, while other anions did not give rise to either changes in
the UV-vis spectra or in color. These results suggest that those
anions did not interfere with the PPi sensing. Indeed, the lack
of interference may be due to the fact that the binding
affinities of the other anions with Zn2L are weaker than that of
MTB with Zn2L. The results suggested that MTB possessed an
appropriate affinity to Zn2L to facilitate such a selective
response to PPi.

The addition of PPi 0–3 equiv. to the 1 : 2 base ensemble of
Zn2L–2MTB led to the hypsochromic shift corresponding to
the disappearance of the absorption band of the ensemble at
600 nm and the appearance of a new absorption band around
530 nm. The UV-vis spectrum at 530 nm was completely satu-
rated at 3 equiv. of PPi (Fig. 8a). In addition, the color of the
ensemble turned from blue to violet. The apparent competitive
binding constants of PPi with Zn2L·MTB in the displacement
assay were determined by SPECFIT32 to be log β1 = 8.97 ± 0.28
and log β2 = 10.79 ± 0.28 corresponding to [Zn2L·2PPi] and
[2Zn2L·2PPi], respectively (Fig. 8b). The presence of the
[2Zn2L·2PPi] species at the end of titration agreed well with the
most stable structure shown in Fig. 4 obtained from DFT calcu-
lations. It should be noted that, the observed violet color in
the PPi competition experiments was similar to the color
observed in the ensemble formation experiments (see Fig. 6b,
vial no. iii).

3.7 Studies of interferences and limit of detection

To further explore the effective applications of the Zn2L–MTB
ensemble, the competition experiments were also measured.

As shown in Fig. 9, even in the presence of a large excess of
other competitive anions, no obvious interference with the
detection of PPi was observed. These results clearly indicated

Fig. 8 (a) UV-vis spectra obtained for the addition of PPi (1 mM) to a
1 : 2 ensemble solution of Zn2L and MTB (20 μM) and (b) concentration
profiles of the species present at equilibrium in the UV-vis titration of
PPi displaced [Zn2L·MTB] ensemble.

Fig. 9 Sensing of PPi in the presence of competitive anions (7.5 equiva-
lents) in 20% (v/v) water–acetonitrile solution buffered at pH 7.4 with
10 mM HEPES; (1) = Zn2L–MTB ensemble + PPi, (2) = (1) + AcO−, (3) =
(1) + AMP, (4) = (1) + ADP, (5) = (1) + ATP, (6) = (1) + Br−, (7) = (1) + Cl−,
(8) = (1) + F−, (9) = (1) + I−, (10) = (1) + BzO−, (11) = (1) + CN−, (12) = (1) +
CO3

2−, (13) = (1) + H2PO4
−, (14) = (1) + HCO3

2−, (15) = (1) + PO4
3−, (16) =

(1) + NO3
−, (17) = (1) + OH−, (18) = (1) + SCN− and (19) = (1) + SO4

2−.
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that the Zn2L–MTB ensemble was useful for selectively sensing
PPi even under competition from other related anions, which
would fulfill the purpose of real-time monitoring. In addition,
the detection limit of the absorption changes calculated on
the basis of 3σ/K was 0.3 μM (Fig. S20, ESI†).22

4. Conclusions

We demonstrated for the first time that the tripodal tetramine
dinuclear Zn(II) complex Zn2L could be used to discriminate
PPi from other phosphate containing anions under the indi-
cator displacement assay using MTB as the indicator. Based on
DFT calculations and NMR data, the binding mode of PPi to
Zn2L was the 2 : 2 complex species. It was found that the MTB
indicator possessed suitable binding affinities with Zn2L com-
pared to the previously reported PV indicator found in dinuc-
lear Zn(II)–DPA systems resulting in the high discrimination
between PPi and other phosphate containing anions. There-
fore, the new Zn2L–MTB ensemble system could be used to
detect PPi selectively with the detection limit of 0.3 μM in 20%
(v/v) water–acetonitrile solution buffered at pH 7.4 with
HEPES.
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บทคัดย่อ 
ในงานวิจัยนีไ้ด้ศึกษาการน าเอนเซมเบิลที่เตรียมจากสารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์คอปเปอร์ (II)             

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.3 การสังเคราะห์สารประกอบโคออร์ดิเนชันชนิดไดนิวเคลียร์ของ Cu(II) กับลิแกนด์ที่เป็นอนุพันธ์ของ 
แอนทราซีนที่มีหมู่ไดพิโคลิลแอมีน (Cu2L1) 

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

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

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

 
3.5 การหาค่าคงที่ความเสถียรของการเกิดเอนเซมเบิลระหว่างอินดิเคเตอร์ Eosin Y กับสารประกอบ             

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

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

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

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

 
3.7 การศึกษาอันตรกิริยาขั ้นตอนการแทนที่ ของ His กับสารประกอบของเอนเซมเบิลที่ เกิดจาก

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

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

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

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

 
(ก)                                                                         (ข)   

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

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

 
(ก)                                                                      (ข) 

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

 
(ก)                                                              (ข) 

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

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

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

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