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บทคัดย่อ 

 đซรĉซĉนǰ(Sericin)ǰđปŨนēปรตĊนทĊęÿรšćงขċĚนēดยตĆüĕĀม (Bombyx mori) ĔนกćรผúĉตรĆงĕĀมǰđซรĉซĉน

ถĎกนĈมćĔชšĂยŠćงĀúćกĀúćยทćงดšćนยćĒúąđครČęĂงÿĈĂćง ĔนงćนนĊĚผĎšüĉจĆยĕดšกรćฟทŤĀมĎŠǰmethacryloylǰ

úงĕปบนđซรĉซĉน (Ser-MA) ดšüยกćรนĈđซรĉซĉนĕปúąúćยĔนพĉรĉดĊนĒúąทĈปฎĉกĉรĉยćกĆบǰmethacrylic 

anhydride ซċęงจąĕดšđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęđปŨนǰ0.36% จćกกćรüĉđครćąĀŤดšüยđทคนĉค 1H NMR กćร

กรćฟทŤēดยนĈđซรĉซĉนĕปúąúćยĔนนĚĈĒúąĔĀšทĈปฎĉกĉรĉยćกĆบǰmethacrylic acid ĒúąĔชšǰ1-ethyl-3-(3-

dimethylaminoproply)carbodiimideǰđปŨน coupling agent ĔĀšđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęÿĎงขċĚนđมČęĂนĈ

ผúĉตภĆณฑŤĕปüĉđครćąĀŤดšüยđทคนĉคǰ1H NMR ēดยดĎēปรตรĂนĀมĎŠǰmethacryloylǰđทĊยบกĆบขĂงกรดĂąมĉ

ēนĕทēรซĊนซċęงđปŨนกรดĂąมĉēนทĊęมĊüงđบนซĊนทĊęมĊĂยĎŠĔนēครงÿรšćงđซรĉซĉนǰ4.6%ǰพบüŠćÿćมćรถÿĆงđครćąĀŤ

ÿćรทĊęมĊđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęขĂงĀมĎŠ methacryloylǰđปŨนǰ2.17%ǰđมČęĂนĈผúĉตภĆณฑŤĕปทĈปฎĉกĉรĉยć

đชČ ęĂมขüćงดšüยǰdithiothreitol พบüŠćđกĉดปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click reaction ēดยยČนยĆนจćกǰ1H 

NMR spectrum ĒúąนĚĈĀนĆกēมđúกčúđฉúĊęยǰ (Mn) ĀúĆงกćรđชČęĂมขüćงทĊęđปúĊęยนจćกǰ170854ǰDa đปŨนǰ

350652ǰDa 
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Abstract 

Sericin is a protein produced by silkworm (Bombyx mori) in the production of silk 

cocoons. Sericin is used in a widely in pharmaceutical and cosmetic industries. In this 

work, the researchers grafted the methacryloyl group onto Sericin. The researcher 

found that the sericin was dissolved in pyridine and methacrylic anhydride gave a 

0.36 percentage of substitution. On the contrary, soluted sericin in water using 

methacrylic acid as the methacryloyl group  use 1-ethyl-3- (3-dimethylaminoproply) 

carbodiimide gave a higher percentage of replacement when analyzed by 1H NMR 

technique by comparing at the methacryloyl group with the amino acid tyrosine 

which has 4.6% of amino acid with benzene in the sericin structure result in the 

substance with 2.17 of substitutional percentage of methacryloyl. Moreover, cross-

linking the product by using dithiothreitol as a crosslinking agent result in the thiol-

ene click reaction, which is confirmed by 1H NMR spectrum and the Number Average 

Molecular Weight (Mn) after crosslinking is higher to 350652 from 170854. 
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บทที่ǰ1 

บทนำ 

1.1ǰความเปŨนมาและความสำคัญของปŦญหา 

 Bioink ĀรČĂǰĀมċกชĊüภćพđปŨนÿćรทĊęĔชšÿĈĀรĆบพĉมพŤēครงÿรšćงǰ3ǰมĉตĉǰทĊęđĂćĕüšĔชšđúĊĚยงđซúúŤขĂง

ĂüĆยüąทĊęđรćตšĂงกćรđปŨนüĆÿดčทĊęđúĊยนĒบบÿภćพĒüดúšĂมขĂงđมทรĉกซŤนĂกđซúúŤđพČęĂรĂงรĆบกćรยċดđกćą

กćรđพĉęมจĈนüนđซúúŤ ĔนปŦจจčบĆนกćรคงรĎปēครงÿรšćง 3 มĉตĉขĂงđซúúŤทĊęđúĊĚยงนĆĚนมĊกćรĔÿŠÿćรพüกđจ

úćตĉนđพČęĂĔĀšđกĉดกćรĒขĘงตĆüขĂงđจúđปŨนรĎป 3 มĉตĉēดยĔชšคüćมđยĘนชŠüย1 มĊงćนüĉจĆยนĈđÿนĂกćรทĈĔĀš

ĀมċกĒขĘงตĆüดšüยกćรฉćยĒÿงĔนชŠüงคüćมยćüคúČęนǰUV đพČęĂĔĀšđกĉดกćร crosslink ĒบบĒรดĉคĆúขĂงพĂúĉ

đมĂรŤ alginateǰทĊęตĉดǰnorbornene methylamine กĆบ peptideǰทĊęตĉดĀมĎŠǰthiol2 ซċęงกรąบüนกćร

ดĆงกúŠćüจąทĈĔĀšมĊēĂกćÿรĂดขĂงđซúúŤนšĂย3 ēครงกćรนĊĚจċงÿนĔจทĊęจąĔชšēปรตĊน sericinǰซċęงđปŨนēปรตĊน

ĔยĕĀมĀćĕดšงŠćยมĊคüćมđขšćกĆนĕดšกĆบđซúúŤ4มćÿรšćงđปŨน bioinkǰēดยนĈđซรĉซĉนมćตĉดĀมĎŠ methacryloyl 

đพČęĂđปŨนกćรตĉดĀมĎŠǰalkeneǰúงบนÿćยēปรตĊนจćกนĆĚนนĈÿćรปรąกĂบทĊęมĊĀมĎŠ thiol มćđชČęĂมขüćงผŠćน

ปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click reaction  

1.2ǰวัตถุประสงคŤและขอบเขตงานวิจัย 

ทĈปฏĉกĉร ĉยćกćรตĉดĀมĎŠ methacryloylǰúงบนēปรตĊน sericin ทĊ ęร šĂยúąกćรĒทนทĊ ęต ŠćงėĒúąทĈ

ปฏĉกĉรĉยćกćรđชČęĂมขüćงขĂงǰsericin ผŠćนปฏĉกĉรĉยć thiol-ene click reaction ดšüยÿćรđชČęĂมขüćงทĊę

đĀมćąÿม 

1.3ǰงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 1.3.1ǰข้อมูลเกี่ยวกับโปรตีนเซริซิน 

 ēปรตĊนđซรĉซĉนđกĉดจćกĔยĕĀมĔนตĆüĕĀมǰ(ชČęĂüĉทยćýćÿตรŤǰBombyx mori) ĂยĎŠĔนÿกčúǰ

Bombyx ตĆüĂŠĂนđรĊยกüŠć ตĆüĕĀม ĀรČĂ ĀนĂนĕĀม มĊคüćมÿĈคĆญทćงđýรþฐกĉจĔนกćรปúĎก

ĀมŠĂนđúĊĚยงĕĀม đนČęĂงจćกมĆนÿćมćรถĔĀšđÿšนĔยđปŨนđÿšนĕĀม ēดยđÿšนĕĀมปรąกĂบดšüยēปรตĊน

ÿĂงชนĉดคČĂĕฟēบรĂĉนĒúąđซรĉซĉนǰผšćĕĀมปรąกĂบดšüยĕฟēบรĂĉนǰ70-80%ǰĒúąđซรĉซĉนǰ20-

30%; ĕฟēบรĂĉนđปŨนýĎนยŤกúćงēครงÿรšćงขĂงผšćĕĀมĒúąđซรĉซĉนđปŨนđĀมČĂนกćüđคúČĂบđÿšนĔย
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รูปที่ǰ1. 1ǰēครงÿรšćงภćยĔนขĂงĔยĕĀม 

ĒúąชŠüยĔĀšĔยĕĀมตĉดกĆนจนđปŨนรĆงĕĀม 5 ēดยđซรĉซĉนปรąกĂบดšüยกรดĂąมĉēนǰ18ǰชนĉดēดยđปŨน

กรดĂąมĉēน Serineǰ27.3%, Aspartic acid 18.8%, Glycine 10.7%, Glutamic acid 

7.2%, Arginine 4.9%, Threonine 7.5%, Tyrosine 4.6%, Alanine 4.3%, Valine 3.8%, 

Lysine 2.1%, Histidine 1.7%, Leucine 1.7%, Isoleucine 1.3%, Phenylalanine 

1.6%, Proline 1.2%, Methionine 0.5% Tryptophan 0.4% Cystein 0.3%6  

ēดยĔนปŦจจčบĆนēปรตĊนđซรĉซĉนถĎกนĈมćĔชšĂยŠćงĀúćกĀúćยทćงดšćนยćĒúąđครČęĂงÿĈĂćงĒúą

đนČęĂงจćกđซรĉซĉนมĊคčณÿมบĆตĉทĊęมĊคüćมยČดĀยčŠนĒúąคüćมตšćนทćนĒรงดċงจċงถĎกนĈมćĔชšĔนทćง

กćรĒพทยŤĔนดšćนกćรđยĘบĒผú7ĒúąนĂกจćกนĊĚยĆงมĊคčณÿมบĆตĉกćรตŠĂตšćนđชČĚĂจćกธรรมชćตĉ đมČęĂ

ĔชšĔนđครČęĂงÿĈĂćงยĆงมĊกćรคšนพบđซรĉซĉนđพČęĂปรĆบปรčงคüćมยČดĀยčŠนขĂงผĉüĒúąปŦจจĆยตŠĂตšćนรĉĚü

รĂยทĈĕดšēดยúดกćรÿĎญđÿĊยนĚĈĂĂกจćกผĉüĀนĆง5 

 

 

 

  

ēดยĔนปŘǰค.ý.2005, Satoshi Ēúąคณą8ǰĕดšýċกþćผúขĂงขนćดมüúēมđúกčúขĂงđซรĉซĉน

ทĊęĔชšĔนกćรđúĊĚยงđซúúŤÿĆตüŤđúĊĚยงúĎกดšüยนมพบüŠćđซรĉซĉนทĊęมĊมüúēมđúกčúขนćดđúĘก(5-100 kDa)ǰ

ÿćมćรถĔชšđพćąđúĊĚยงđซúúŤĔĀšĕดšดĊกüŠćđซรĉซĉนทĊęมĊมüúēมđúกčúขนćดĔĀญŠǰ(50-200 kDa) 

ĔนปŘǰค.ý.2009, MandalǰĒúąคณą9 ĕดšýċกþćกćรđพćąđúĊĚยงđซúúŤēดยนĈđซรĉซĉนĒúąđจ

úćตĉนมćđชČęĂมขüćงดšüยกĆนพบüŠćđมČęĂนĈมćขċĚนรĎปđปŨนǰ3ǰมĉตĉพบüŠćĂĆตรćÿŠüนรąĀüŠćงđซรĉซĉนกĆบ

đจúćตĉนมĊผúทĈĔĀšจĈนüนđซúúŤทĊęđúĊĚยงđพĉęมขċĚนตŠćงกĆนēดยĂĆตรćÿŠüนđซรĉซĉนทĊęđพĉęมมćกขċĚนจąทĈĔĀš

จĈนüนđซúúŤđพĉęมขċĚนชšćĒตŠđมČęĂพĉจćรณćทćงดšćนēครงÿรšćงทĊęĔชšđúĊĚยงđซúúŤพบüŠćĂĆตรćÿŠüนđซรĉซĉน

ทĊęđพĉęมมćกขċĚนจąทĈĔĀšēครงÿรšćงมĊคüćมĒขĘงĒรงมćกขċĚน 
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ĔนปŘǰค.ý.2013, Tippawan Ēúąคณą10ǰĕดšนĈēปรตĊนđซรĉซĉนมćđชČęĂมขüćงกĆบǰ

GenipinǰĒúšüพĉมพŤđปŨนĒผŠนฟŗúŤมǰ2ǰมĉตĉÿĈĀรĆบกćรรĆกþćบćดĒผúĔนคนǰđมČęĂนĈĒผŠนฟŗúŤม

ดĆงกúŠćüมćĔชšđúĊĚยงđซúúŤพบüŠćđซúúŤÿćมćรถĂยĎŠรĂดĔนĒผŠนฟŗúŤมĕดš 

 

1.3.2ǰการเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction 

thiol-ene click reactionǰđปŨนปฎĉกĉรĉยćđคมĊรąĀüŠćงĀมĎŠ thiolǰĒúąǰalkeneǰđปŨน

ปฎĉกĉรĉยćทĊęđกĉดขċĚนĕดšงŠćยĔĀšđปĂรŤđซĘนตŤกćรđกĉดผúĉตภĆณฑŤǰthiol-eneǰÿćมćรถđกĉด

ปฎĉกĉรĉยćĔนตĆüทĈúąúćยทĊęđปŨนมĉตรกĆบđซúúŤĒúąđปĂรŤđซĘนตŤผúĉตภĆณฑŤทĊęÿĎง11ĒúąĔนปŘǰ

2020ǰยĆงĕดšมĊกćรüĉจĆย bioink ēดย GelatinǰทĊęตĉด norboneneǰĒúąǰGelatin ทĊęตĉดǰ

methacrylyolǰนĈมćđชČęĂมขüćงดšüยปฎĉกĉรĉยćǰthiol-ene click reaction ēดยĔชšǰ

dithiothreitolǰđปŨนÿćรđชČęĂมขüćงǰđมČęĂนĈมćพĉมพŤđปŨนēครงÿรšćงǰ3ǰมĉตĉĒúąนĈđซúúŤมć

đúĊĚยงĔนēครงÿรšćงพบüŠćđซúúŤÿćมćรถĂยĎŠรĂดĔนēครงÿรšćงดĆงกúŠćüĕดš 12 

 ĔนปŘǰค.ý.2019,ǰBi Ēúąคณą 12ǰĕดšÿĆงđครćąĀŤǰpolyamidoamine 

dendrimer-PEG hydrogel  ēดยผúĉตภĆณฑŤดĆงกúŠćüđปŨนกćรÿĆงđครćąĀŤผŠćนปฎĉกĉรĉยć 

thiol-ene click reactionǰรąĀüŠćงǰ vinyl sulfone functionalized 

polyamidoamine (PAMAM) dendrimerǰēดยĔชšǰmulti-armed thiolated 

polyethylene glycol đปŨนÿćรđชČęĂมขüćงพบüŠćđมČęĂนĈ hydrogel ดĆงกúŠćüĕปĔชšđúĊĚยง

đซúúŤพบüŠćมĊđปĂรŤđซĘนตŤกćรĂยĎŠรĂดขĂงđซúúŤถċงǰ70ǰđปĂรŤđซĘนตŤ 

ēดยĔนปŘǰค.ý.2020, LuiǰĒúąคณą 13ǰĕดšĔชšปฎĉกĉรĉยćǰthiol-ene click 

reactionǰđชČęĂมขüćงรąĀüŠćงǰpoly (γ-glutamic acid)ǰทĊęตĉดǰ glycidyl 

methacryloylǰúงĕปĔนÿćยēพúĉđมĂรŤēดยĔชš dithiothreitolǰđปŨนÿćรđชČęĂมขüćงพบüŠć

ผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดšÿćมćรถĔชšđพćąđúĊĚยงđซúúŤกรąดĎกĂŠĂนĕดš 
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ĔนปŘǰค.ý.2020,ǰSishiǰĒúąคณą 14ǰĕดšđชČęĂมขüćงรąĀüŠćงǰsodium alginate 

ēดยตĉดǰvinylether úงĕปĔนÿćยǰจćกนĆĚนđชČęĂมขüćงēดยĔชšปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click 

reactionǰēดยĔชšǰdithiothreitol đปŨนÿćรđชČęĂมขüćงพบüŠćผúĉตภĆณฑŤÿćมćรถนĈĕปĔชš

đúĊĚยงđซúúŤĒúąÿćมćรถĔชšรĆกþćบćดĒผúĕดš 
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บทที่ǰ2 

การทดลอง 

 

 2.1ǰสารเคมีและอุปกรณŤ 

1.ǰSericin (Xian Tonking Biotech Co., Ltd.,ǰXiĴAn,ǰChina) 

2. Methacrylic acid (Acros Organics, Geel, Belgium) 

3. Methacrylic anhydride (Acros Organics, Geel, Belgium) 

4. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (Acros Organics, Geel, 

Belgium) 

5. N-Hydroxysuccinimide (NHS) (Carlo Erba, Barcelona, Spain) 

6.Hydroquinone (Carlo Erba, Barcelona, Spain) 

7.ǰPyridine (Carlo Erba, Barcelona, Spain) 

8. Dialysis tubing cellulose membrane avg. flat width 76 mm MWCO      

12000-14000 (Sigma-aldrich, USA) 

9. Deionized water (DI water) 

10. Dimethylformamide (DMF) (Merck, Darmstadt, Germany) 

11.ǰDithiothreitol (DTT) (Tokyo Chemical Industry, Saitama, Japan) 

12. Vitamin Cǰ(Myskinrecipes, Bangkok, Thailand) 
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2.2ǰเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลองǰ 

1.ǰđครČęĂงǰFreeze-drying รčŠนǰ7753501ǰ(Labconco Corporation, Kansas, MI, 

USA 

2. đครČęĂงđจúđพĂรŤมĊđĂชĆนēครมćēตกรćฟŘǰ(Gel Permeation Chromatography, 

ShimadzuǰรčŠนǰProminence HPLC series, Shodex OHpak SB-803ǰHQǰ

column ตŠĂกĆบǰOHpak SB-806ǰHQ column, diode array detector, 

SPOM20A)   

3.ǰđครČęĂงฟĎđรĊยรŤทรćนÿฟĂรŤมÿđปกēตรมĉđตĂรŤǰ(FT-IR spectrometer) รčŠนǰNicolet 

6700ǰ(Thermo Electron Corporation, Madison, WI, USA) 

4. đครČęĂงนĉüđคúĊยรŤĒมกđนตĉคđรēซĒนนซŤÿđปกēตรมĉđตĂรŤǰ(1H NMR)ǰJeol รčŠน JNM-

ECZR 400 MHz (JEOL, Japan) 

2.3 การกราฟทŤหมู่ǰmethacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซิน (Ser-MA) 

2.3.1 การกราฟทŤหมู่ǰmethacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายพิริดีนและทำให้

บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนในเอทานอล 

ชĆęงēปรตĊนđซรĉซĉน 1000ǰmgǰĒúąǰhydroquinone 10 mgǰĒúąǰmethacrylic 

anhydride 808.7 mgǰúงĔนขüดกšนกúมขนćดǰ50ǰmL ĒúąตüงพĉรĉดĊนǰ20ǰmL ĒúąĔÿŠ 

magnetic barǰúงĔนขüดกšนกúมดĆงกúŠćüǰĒúąนĈĕปปรąกĂบกĆบđครČęĂงĒกšü reflux 

condenser  ĒúąตĆĚงปฎĉกĉรĉยćทĊęǰ50ǰĂงýćđซúđซĊยÿđปŨนđüúćǰ1ǰüĆนǰđÿรĘจĒúšüนĈÿćรúąúćยĕป

กรĂงÿŠüนทĊęĕมŠúąúćยĂĂกดšüยกรąดćþกรĂงĒúąนĈÿŠüนทĊęđปŨนขĂงđĀúüĕปđตĉมĂąซĊēตน

ปรąมćณǰ10ǰmL đพČęĂĔĀšÿćรúąúćยตกตąกĂนĒúąนĈตąกĂนĕปกรĂงÿčญญćกćýĒúąúšćง

ดšüยĂąซĊēตนǰĀúĆงจćกนĆĚนนĈตąกĂนดĆงกúŠćüĕปตรüจēครงÿรšćงดšüยđทคนĉคǰIRǰĒúąǰ1H NMR 
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ĕดšผúĉตภĆณฑŤǰSer-MA (I)ǰ(0.3472 g, 14.82% yield) đปŨนขĂงĒขĘงÿĊขćü  

IRǰspectroscopy(cm-1): 3269 (O-H stretching), 3059 (N-H stretching),ǰ2920ǰ(C-H 

stretching), 2850ǰ(C-H stretching), 1643ǰ(C=O stretching), 1514ǰ(C=C stretching) 

,1390ǰ(C-H bending) ,1234ǰ(C-N stretching)ǰĒúą1061ǰ(C-O stretching) 1H NMR 

(DMSO, 400 MHz, δ ppm) : 8.39 (H in amide, s), 7.03 Ēúąǰ6.64ǰ(4H in aromatic 

tyrosine, d), 5.42 ( CH2=C in methacryloyl), 4.24 ( CH2-O in Serine, d) 

2.3.2 การกราฟทŤหมู่ǰmethacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินด้วยปฎกิิริยาเอสเทอริฟิเคช่ัน

กับ methacrylic anhydride ในตัวทำละลายพิริดีน 

ชĆęงēปรตĊนđซรĉซĉน 1000ǰmgǰĒúąǰhydroquinone 10 mgǰĒúąǰmethacrylic 

anhydride 405.6 mgǰúงĔนขüดกšนกúมขนćดǰ50ǰmL ĒúąตüงพĉรĉดĊนǰ20ǰmL ĒúąĔÿŠ 

magnetic barǰúงĔนขüดกšนกúมดĆงกúŠćüǰĒúąนĈĕปปรąกĂบกĆบđครČęĂงĒกšü reflux 

condenser  ĒúąตĆĚงปฎĉกĉรĉยćทĊęǰ50ǰĂงýćđซúđซĊยÿđปŨนđüúćǰ1ǰüĆนǰđÿรĘจĒúšüนĈÿćรúąúćยĕป

กรĂงÿŠüนทĊęĕมŠúąúćยĂĂกดšüยกรąดćþกรĂงǰĒúąนĈÿŠüนทĊęđปŨนÿćรúąúćยĕปĔÿŠถčงǰDialysis 

tubing cellulose membrane avg. flat width 76 mm MWCO 12000-14000ǰĒúšü

นĈĕปǰdialysisǰđปúĊęยนทčกชĆęüēมงđปŨนđüúćǰ12ǰชĆęüēมงǰĒúąนĈÿćรúąúćยĔนถčงǰdialysisǰĕป 

freeze dry đปŨนđüúćǰ1ǰüĆนǰĒúąนĈผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดšĕปตรüจēครงÿรšćงดšüยđทคนĉคǰIRǰĒúąǰ1H 

NMR 

ĕดšผúĉตภĆณฑŤǰSer-MA (II) (0.0184 g, 0.76% yield) đปŨนขĂงĒขĘงÿĊขćü  

IRǰspectroscopy(cm-1): 3292 (O-H stretching), 3062 (N-H stretching)ǰ2945ǰ(C-H 

stretching), 2850ǰ(C-H stretching), 1651ǰ(C=O stretching), 1520ǰ(C=C stretching) 

,1379ǰ(C-H bending) Ēúą 1074ǰ(C-O stretching) 1H NMR (D2O, 400 MHz, δ ppm) :ǰ

6.89 (2H in aromatic tyrosine, d,) Ēúąǰ6.59ǰ(2H in aromatic tyrosine, d) 5.95 Ēúąǰ

5.54ǰ(CH2=C in methacryloyl) 
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2.3.3ǰการกราฟทŤหมู่ǰmethacryloyl ลงบนโปรตีนǰSericin ในตัวทำละลายน้ำด้วย 

methacrylic acid โดยใช้ 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

carbodiimideǰเปŨนǰcoupling agent 

ช Ć ę ง ǰmethacrylic acid 230.6 mgǰ Ē ú ą  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminoproply) 

carbodiimideǰ 1536 .5 ǰmg úงĔนขüดก šนกúมǰ2 ǰĀ Ć üขนćด ǰ25ǰmL จćกน Ć Ě นตüงǰ

dimethylformamideǰ5ǰmLǰĒúąĔÿŠǰmagnetic bar úงĔนขüดกšนกúมǰ2ǰĀĆüดĆงกúŠćü จćกนĆĚน

ตĆĚงปฎĉกĉรĉยćทĊęĂčณĀภĎมĉĀšĂงđปŨนđüúćǰ30ǰนćทĊǰĀúĆงจćกนĆĚนชĆęงǰN-Hydroxysuccinimideǰ911.5ǰ

mg ĒúąǰēปรตĊนđซรĉซĉนǰ1000ǰmgǰúงĔนĀúĂดทดúĂงǰจćกนĆĚนđตĉมนĚĈกúĆęนǰ4ǰmL úงĔนĀúĂด

ทดúĂงǰĒúąทĈกćรđขยŠćĀúĂดทดúĂงđพČęĂĔĀšÿćรทĆĚงÿĂงúąúćยǰจćกนĆĚนนĈÿćรúąúćยĔนĀúĂด

ทดúĂงđทúงĔนขüดกšนกúมǰ2ǰĀĆüǰจćกนĆĚนนĈขüดกšนกúมĕป flush ĒกŢÿĕนēตรđจนĒúąตĆĚง

ปฎĉกĉรĉยćทĊęĂčณĀภĎมĉĀšĂงđปŨนđüúćǰ3ǰชĆęüēมงǰĀúĆงจćกนĆĚนนĈÿćรúąúćยĔนขüดกšนกúมĔÿŠĔนถčงǰ

dialysis tubing cellulose membrane avg. flat width 76 mm MWCO 12000-14000ǰ

ĒúšüนĈĕปǰdialysisǰđปúĊęยนทčกชĆęüēมงđปŨนđüúćǰ12ǰชĆęüēมงǰจćกนĆĚนนĈÿćรúąúćยĔนถčงǰdialysisǰ

ĕป freeze dry đปŨนđüúćǰ1ǰüĆนǰĒúąนĈผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดšĕปตรüจēครงÿรšćงดšüยđทคนĉคǰ IRǰĒúąǰ
1H NMR 

ĕดšผúĉตภĆณฑŤǰSer-MA (III) (394 mg, 15.73% yield) đปŨนขĂงĒขĘงÿĊขćü  

IRǰspectroscopy(cm-1): 3278 (O-H stretching),ǰ3070ǰ(N-H stretching), 2937ǰ(C-H 

stretching), 1645ǰ(C=O stretching), 1516ǰ(C=C stretching) ,1392ǰ(C-H bending), 

1238ǰ(C-N stretching), 1066 (C-O stretching) 1H NMR (D2O, 400 MHz, δ ppm) : 

8.48 (H in amide, s), 6.99 (2H in aromatic tyrosine, d, J=5.7 Hz) Ēúąǰ6.69ǰ(2H in 

aromatic tyrosine, d, J=7.2 Hz), 5.91 Ēúąǰ5.39 ( CH2=C in methacryloyl), 4.24  

(CH2-O in serine, d, J=4.2 Hz) 
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2.4ǰการทำปฎิกิริยาการเชื่อมขวางด้วยǰthiol-ene click reaction(Ser-MA/DTT) 

ช Ć ę ง ǰdithiothreitol 150 mg Ēúą ǰvitamin C 56 mgǰúง Ĕนขüดก šนกúมขนćดǰ 

25ǰmL จćกนĆ Ěนđต ĉมนĚĈกúĆ ęนǰ1ǰmLǰĒúą magnetic barǰúงĕปǰจćกนĆ ĚนตĆ Ěงปฎĉก ĉร ĉยćทĊę

ĂčณĀภĎมĉĀšĂงđปŨนđüúćǰ1-3ǰชĆęüēมงǰĀúĆงจćกนĆĚนชĆęงēปรตĊนđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰ100ǰ

mgǰúงĔนขüดกšนกúมขšćงตšนǰจćกนĆĚนตĆĚงปฎĉกĉรĉยćทĊęĂčณĀภĎมĉĀšĂงđปŨนđüúćǰ1-3ǰชĆęüēมงǰจćกนĆĚน

นĈผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดšĕปตรüจēครงÿรšćงดšüยđทคนĉคǰ1H NMR 

ĕดšผúĉตภĆณฑŤǰSer-MA/DTT đปŨนÿćรúąúćยÿĊđĀúČĂง 1H NMR (D2O, 400 MHz, δ ppm) : 

8.37 (H in amide, s), 6.84 (2H in aromatic tyrosine, d, J=7.11 Hz),ǰ6.53 (2H in 

aromatic tyrosine, d, J=7.96 Hz), 2.87 (CH2-S, d, J=8.04 Hz)
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บทที่ǰ3 

ผลการทดลอง 

3.1 การกราฟทŤหมู่ǰmethacryloylǰลงบนโปรตีน Sericin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ǰ3.1ǰÿมกćรđคมĊĒÿดงกćรตĉดĀมĎŠ ǰmethacryloyl úงบนēปรตĊนđซรĉซĉน 
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3.1.1ǰการกราฟทŤหมู่ methacryloylǰลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายพิริดีน 

đมČęĂกรćฟทŤĀมĎŠǰmethacryloyl úงบนēปรตĊนđซรĉซĉนēดยĔชš methacrylic anhydride đปŨนตĆü

ĔĀšĀมĎŠǰmethacryloylǰēดยĔชšēปรตĊนđซรĉซĉนกĆบ methacrylic anhydrideǰĂĆตรćÿŠüนǰ1:700ǰ

ēดยēมúĒúąĔชšตĆüทĈúąúćยđปŨนพĉรĉดĊนพบüŠćđซรĉซĉนนĆĚนúąúćยĕดšĕมŠดĊĔนพĉรĉดĊน đมČęĂตĆĚงปฎĉกĉรĉยć

ทĊęǰ50ǰĂงýćđซúđซĊยÿđปŨนđüúćǰ24ǰชĆęüēมงพบüŠćđซรĉซĉนนĆĚนยĆงúąúćยĕดšĕมŠĀมดđมČęĂนĈÿćรúąúćย

ĕปกรĂงđĂćขĂงĒขĘงทĊęĕมŠúąúćยĂĂกĒúšüนĈÿŠüนทĊęđปŨนขĂงđĀúüĕปđตĉมđĂทćนĂúđพČęĂĔĀš

ผúĉตภĆณฑŤตกตąกĂนĂĂกมćพบüŠćđกĉดตąกĂนÿĊนĚĈตćúขċĚนดĆงรĎปทĊęǰ3.2 

 

 

 

 

 

 

 

จćกนĆĚนนĈตąกĂนทĊęĕดšĕปกรĂงÿčญญćกćýĒúšüúšćงดšüยĂąซĊēตนจćกนĆĚนนĈตąกĂนทĊęĕดš

ĕปพĉÿĎจนŤđĂกúĆกþณŤดšüยđทคนĉค FT-IR ĒúąđทคนĉคǰProton Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy 

  

รูปที่ǰ3.2ǰÿćรúąúćยทĊęมĊตąกĂนขĂงǰSer-MAǰ(product 1) 
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จćกรĎปทĊęǰ3.3ǰđมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนพบพĊคทĊęǰ3278ǰđปŨนพĊคขĂง O-H 

stretching พĊคทĊęǰ3059ǰđปŨนขĂง N-H stretching Ĕน amideǰพĊคทĊęǰ2920ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H 

stretching พĊคทĊęǰ2850ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ1643ǰđปŨนพĊคขĂงǰC=O 

stretching Ĕนǰamide พĊคทĊęǰ1514ǰđปŨนขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1390ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H 

bending พĊคทĊęǰ1234 đปŨนพĊคขĂงǰC-N stretchingǰĒúąǰ1061ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O stretching 

đมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠ methacryloyl พบพĊคทĊęǰ3269ǰđปŨนพĊค

ขĂง O-H stretchingǰพĊคทĊęǰ3059ǰđปŨนขĂง N-H stretching Ĕน amideǰพĊคทĊęǰ2918ǰđปŨนพĊค

ขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ2848ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ1645ǰđปŨนพĊคขĂงǰ

C=O stretching Ĕน amide พĊคทĊęǰ1516ǰđปŨนขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1392ǰđปŨนพĊคขĂงǰ

C-H bending พĊคทĊęǰ1238 đปŨนพĊคขĂงǰC-N stretchingǰĒúąǰ1066ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O 

stretching  

รูปที่ǰ3.3ǰFT-IR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl 
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จćกผúǰFT-IR spectrumǰจąพบüŠćēปรตĊนđซรĉซĉนกŠĂนกรćฟทŤǰmethacryloyl groupǰ

กĆบĀúĆงกรćฟทŤǰmethacryloyl groupǰนĆĚนĔĀš spectrum ทĊęคúšćยกĆนจćกนĆĚนพĉÿĎจนŤ

đĂกúĆกþณŤđพĉęมđตĉมดšüยđทคนĉค 1H NMR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sericin  Ser-MA (product 1) 
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รูปที่ǰ3.4ǰ1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนĔนตĆüทĈúąúćยǰD2O ĒúąđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠǰ

methacryloylǰĔนตĆüทĈúąúćย DMSO 
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จćกรĎปทĊęǰ3.4ǰจąđĀĘนüŠćǰ1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนĔĀšพĊคǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 7.06ǰĒúąǰ

6.67ǰppm คćดüŠćนŠćจąđปŨนขĂง H ทĊęĂยĎŠบนüงĂąēรมćตĉกขĂงกรดĂąมĉēนĕทēรซĊนĒúąจćกǰ1H NMR 

spectrumǰขĂงđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠ methacryloylǰจąพบǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 7.03ǰĒúąǰ6.64ǰ

ppm đปŨนขĂง H ทĊęĂยĎŠบนüงĂąēรมćตĉกขĂงกรดĂąมĉēนĕทēรซĊนēดยทĊęคŠć chemical shiftǰĔนÿćรทĆĚง

ÿĂงĕมŠđทŠćกĆนđนČęĂงจćกĔชšตĆüทĈúąúćยตŠćงกĆน(ผúĉตภĆณฑŤǰSer-MA(I) ĕมŠúąúćยĔนนĚĈ)ĒúąยĆงพบพĊคทĊęǰ

5.42ǰppmǰซċęงđปŨนขĂง H ทĊęตĉดกĆบ alkeneǰทĊęมćจćกĀมĎŠǰmethacryloylǰจċงยČนยĆนĕดšüŠćđกĉดจćกกćร

ตĉดĀมĎŠ methacryloylǰúงĕปǰđมČęĂĀćพČĚนทĊęĔตšกรćฟพบüŠćĂĆตรćÿŠüนรąĀüŠćงพČĚนทĊęĔตšกรćฟขĂงพĊคทĊęǰ

7.03ǰĒúąǰ6.64ǰppm กĆบǰ5.42ǰppm ēดยพĊคขĂงĀมĎŠĕทēรซĊนปรąกĂบดšüยǰ4ǰēปรตรĂนĒúąพĊคขĂง

ĀมĎŠǰmethacryloylǰปรąกĂบดšüยǰ2ǰēปรตรĂนǰพบüŠćĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšĂยĎŠทĊęǰ100:2 ĒÿดงüŠćĔนทčกė

ĕทēรซĊนǰ25ǰĀมĎŠจąมĊmethacryloylǰตĉดĂยĎŠđพĊยงǰ1ǰĀมĎŠซċęงคćดüŠćมćจćกกćรทĊę methacrylic 

anhydrideǰบćงÿŠüนđปúĊęยนĕปđปŨนǰmethacrylic acid đúยทĈĔĀšđกĉดปฎĉกĉรĉยćĕดšĕมŠดĊǰผĎšüĉจĆยจċงทดúĂง

ทĈปฎĉกĉรĉยćĂĊกēดยกúĆęนพĉรĉดĊนĔĀšดĊกŠĂนǰĂยŠćงĕรกĘตćมพบüŠćđมČęĂพĉรĉดĊนĒĀšงดĊđซรĉซĉนกúĆบúąúćยĕดšĕมŠดĊ

ĔนพĉรĉดĊนǰđมČęĂตĆĚงปฎĉกĉรĉยćทĊęǰ50ǰĂงýćđซúđซĊยÿđปŨนđüúćǰ24ǰชĆęüēมงพบüŠćđซรĉซĉนกĘยĆงúąúćยĕดšĕมŠĀมด

จċงนĈÿćรúąúćยĕปกรĂงđĂćขĂงĒขĘงĂĂกĒúšüนĈÿŠüนทĊęđปŨนÿćรúąúćยĕปđตĉมđĂทćนĂúพบüŠćĕมŠมĊ

ตąกĂนđกĉดขċĚนจċงนĈÿŠüนÿćรúąúćยĕปทĈ dialysisǰmolecular weight cut off 12000-14000 Daǰ

ĒúšüนĈĕปǰfreeze dryǰจąĕดšขĂงĒขĘงทĊęมĊÿĊขćüดĆงรĎปทĊęǰ3.5 

 

 

 

 

    

จćกนĆĚนนĈขĂงĒขĘงทĊęĕดšĕปพĉÿĎจนŤđĂกúĆกþณŤดšüยđทคนĉคǰFT-IR spectroscopy 

  

รูปที่ǰ3.5ǰผúĉตภĆณฑŤǰSer-MAǰทĊęĕดšĀúĆงจćกǰfreeze dry 
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จćกรĎปทĊęǰ3.6ǰđมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนพบพĊคทĊęǰ3278ǰđปŨนพĊคขĂง O-H stretchingǰพĊค

ทĊęǰ3061ǰđปŨนพĊคขĂง N-H stretching Ĕนǰamide พĊคทĊęǰ2920ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ

2850ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ1643ǰđปŨนพĊคขĂงǰC=O stretching Ĕนǰamide พĊคทĊęǰ

1514ǰđปŨนขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1390ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H bending พĊคทĊęǰ1234 đปŨนพĊคขĂงǰC-

N stretchingǰĒúąǰ1061ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O stretching 

đมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠ methacryloyl พบพĊคทĊęǰ3292ǰđปŨนพĊคขĂง O-H 

stretchingǰพĊคทĊęǰ3062ǰđปŨนพĊคขĂง N-H stretching ĔนǰamideǰพĊคทĊęǰ2945ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H พĊคทĊęǰ

1651ǰđปŨนพĊคขĂงǰC=O stretching Ĕนǰamide พĊคทĊęǰ1520ǰđปŨนขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1379ǰ

đปŨนพĊคขĂงǰC-H bending ĒúąǰพĊคทĊęǰ1074ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O stretching 

  

รูปที่ǰ3.6ǰFT-IR spectraǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl 
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จćกผúǰFT-IR spectrumǰจąพบüŠćēปรตĊนđซรĉซĉนกŠĂนกรćฟทŤǰmethacryloyl groupǰกĆบĀúĆงกรćฟทŤǰ

methacryloyl groupǰนĆĚนĔĀš spectrum ทĊęตŠćงกĆนĒตŠยĆงĕมŠÿćมćรถÿรčปĕดšüŠćĀมĎŠ methacryloylǰĕดš

ตĉดúงบนÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนđพČęĂยČนยĆนผúดĆงกúŠćüจċงพĉÿĎจนŤđĂกúĆกþณŤđพĉęมđตĉมดšüยđทคนĉคǰ1H NMR  

 

Sericin  Ser-MA (product 2) 

จćกรĎปทĊęǰ3.7ǰพบüŠć 1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนĔĀšพĊคǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 

7.06ǰĒúąǰ6.67ǰppm đปŨนขĂง H ทĊęĂยĎŠบนüงĂąēรมćตĉกขĂงกรดĂąมĉēนĕทēรซĊนĒúą

จćกǰ1H NMR spectrumǰขĂง Ser-MAǰจąพบǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 5.95, 5.54 

ซċęงđปŨนขĂง H ทĊęตĉดกĆบ alkene Ēúąǰ1.74ǰซċęงđปŨนēปรตรĂนขĂงĀมĎŠǰmethylǰทĊęมćจćก

ĀมĎŠǰmethacryloylǰจċงยČนยĆนĕดšüŠćđกĉดจćกกćรตĉดĀมĎŠ methacryloylǰúงĕปĒตŠทĊęพĊคǰ

a  b 
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รูปที่ǰ3.7ǰ1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl 
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chemical shiftǰชŠüงǰ7.0-6.5ǰppmǰทĊęđปŨนขĂงǰtyrosine ĀćยĕปคćดüŠćĂćจđกĉดจćกทĊę

มĊǰmethacryloylǰตĉดบนÿćยēปรตĊนจĈนüนมćกทĈĔĀšจĈนüนđปĂรŤđซĘนตŤกรดĂąมĉēนĕท

ēรซĊนĔนÿćยēปรตĊนúดúงจċงทĈĔĀš intensity ขĂงพĊคĕทēรซĊนúดúงจนđทŠć baseline 

3.1.2ǰการกราฟทŤหมู่ǰmethacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายน้ำโดยปฎิกิริยา 

esterification โดยใช้ 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo- 

diimide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

đมČęĂกรćฟทŤ methacryloyl groupǰúงบนđซรĉซĉนēดยĔชšđซรĉซĉนกĆบǰmethacrylic acid 

ĒúąǰEDCI couplingĔนĂĆตรćÿŠüนǰ1:4041:2933ǰēดยēมúĒúąĔชšmethacrylic acid 

đปŨนตĆüĔĀšĀมĎŠ methacryloyl group ĔชšตĆüทĈúąúćยđปŨนนĚĈĒúąĔชš EDCI coupling 
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รูปที่ǰ3.8 ÿมกćรđคมĊĒÿดงกćรตĉดĀมĎŠ ǰmethacryloyl úงบนēปรตĊนđซรĉซĉน (a) 1-ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, (b) N-hydroxysuccnimide, (c)ǰภćพขณą

ตĆĚงปฎĉกĉรĉยć,ǰ(d)ǰภćพขĂงผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดš, (e) methacrylic acid Ēúą (f) Ser-MA 

 

 

รูปที่ǰ3.13 ÿมกćรđคมĊĒÿดงกćรตĉดĀมĎŠ ǰmethacryloyl úงบนēปรตĊนđซรĉซĉน (a) 1-ethyl-3-

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, (b) N-Hydroxysuccnimide, (c)ǰภćพขณą

ตĆĚงปฎĉกĉรĉยć,ǰ(D)ǰภćพขĂงผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดš, (e) methacrylic acid Ēúą (f) Ser-MA 

 

(e) 

 

 

 

(f) 

 

รĎป

ทĊęǰ

3.

10 

ÿม

กć

ร

đค

มĊ

Ēÿ



18 
 

agent đมČęĂตĆĚงปฎĉกĉรĉยćพบüŠćēปรตĊนđซรĉซĉนÿćมćรถúąúćยĕดšดĊĔนนĚĈēดยÿćรúąúćยทĊę

ĕดšĔนขณąตĆĚงปฎĉกĉรĉยćมĊÿĊđĀúČĂงĔÿตćมÿĊขĂงēปรตĊนđซรĉซĉน đมČęĂตĆĚงปฎĉกĉรĉยćครบตćมǰ3-

4ǰชĆęüēมงĒúšüกĘนĈĕปกĈจĆดǰmethacrylic acid, EDCI coupling, NHSǰทĊęđกĉดปฎĉกĉรĉยć

ĕมŠĀมดĂĂกดšüยüĉธĊ dialysis ดšüยđมมđบรนทĊęมĊǰMWCO 12000-14000ǰđปŨนđüúćǰ12ǰ

ชĆęüēมงจćกนĆĚนđมČęĂทĈ dialysisǰนĈĕปǰfreeze dryǰĕดšผúĉตภĆณฑŤĂĂกมćđปŨนขĂงĒขĘง

ขćüดĆงรĎปทĊęǰ3.8ǰ(d) จćกนĆĚนนĈผúĉตภĆณฑŤทĊęĕดšĕปพĉÿĎจนŤđĂกúĆกþณŤดšüยđทคนĉค FT-IR 

đมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนพบพĊคทĊęǰ3278ǰđปŨนพĊคขĂง O-H stretchingǰพĊคทĊęǰ

3059ǰđปŨนพĊคขĂง N-H stretching ĔนǰamideǰพĊคทĊęǰ2920ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊค

ทĊęǰ2850ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ1643ǰđปŨนพĊคขĂงǰC=O stretching Ĕนǰamide 

รูปที่ǰ3.9 FT-IR spectraǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl 

 

 

 

รูปที่ǰ3.17 FT-IR spectraǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงทĈกćรตĉดĀมĎŠ methacryloyl 
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พĊคทĊęǰ1514ǰđปŨนขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1390ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H bending พĊคทĊęǰ1234ǰ

đปŨนพĊคขĂงǰC-N stretchingǰĒúąǰ1061ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O stretching 

đมČęĂพĉจćรณćǰIR ÿđปกตรĆมขĂงđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠ methacryloyl พบพĊคทĊęǰ3278ǰđปŨนพĊคขĂง O-

H stretchingǰพĊคทĊęǰ3070ǰđปŨนพĊคขĂง N-H stretching ĔนǰamideǰพĊคทĊęǰ3ǰ2937ǰđปŨนพĊค

ขĂงǰC-H stretching พĊคทĊęǰ1645ǰđปŨนพĊคขĂงǰC=O stretchingǰĔน amide พĊคทĊęǰ1516ǰđปŨน

ขĂงǰC=C stretching พĊคทĊęǰ1392ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-H bending พĊคทĊęǰ1238 đปŨนพĊคขĂงǰC-N 

stretchingǰĒúą 1066ǰđปŨนพĊคขĂงǰC-O stretching 

จćกผúǰFT-IR spectrumǰจąพบüŠćēปรตĊนđซรĉซĉนกŠĂนกรćฟทŤǰmethacryloyl groupǰกĆบĀúĆง

กรćฟทŤǰmethacryloyl groupǰนĆĚนĔĀš spectrum ทĊęตŠćงกĆนĒตŠยĆงĕมŠÿćมćรถÿรčปĕดšüŠćĀมĎŠ 

methacryloylǰĕดšตĉดúงบนÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนđพČęĂยČนยĆนผúดĆงกúŠćüจċงพĉÿĎจนŤđĂกúĆกþณŤ

đพĉęมđตĉมดšüยđทคนĉคǰ1H NMR  

Sericin  Ser-MA (product 3) 

a  b 

 

รĎป

ทĊęǰ

3.2

4 ǰ
1H 

NM

R 

SPE

CTR

UMǰ

ขĂง

đซ

a  b       

 

 

 รูปที่ǰ3.10 ǰ1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนกŠĂนĒúąĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl 
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จćกรĎปทĊęǰ3.10ǰจąđĀĘนüŠćǰ1H NMR spectrum ขĂงđซรĉซĉนĔĀšพĊคǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 

7.06ǰĒúąǰ6.67ǰppm đปŨนขĂง H ทĊęĂยĎŠบนüงĂąēรมćตĉกขĂงกรดĂąมĉēนĕทēรซĊนĒúąจćกǰ1H 

NMR spectrumǰขĂง Ser-MAǰจąพบพĊคǰ2ǰพĊคทĊę chemical shift 7.00ǰĒúąǰ6.69ǰppm 

ĒúąĀúćยพĊคทĊęชŠüง chemical shift 5.95-5.13ǰppm ซċęงđปŨนขĂง H ทĊęตĉดกĆบ alkeneǰทĊęมć

จćกĀมĎŠǰmethacryloylǰēดยกŠĂนกรćฟทŤจąĕมŠมĊพĊคทĊęชŠüงǰ5.95-5.13ǰppmǰĒตŠĀúĆงกćรกรćฟทŤ 

methacryloylǰพบพĊคĀúćยพĊคđกĉดขċĚนทĊęǰ5.91 Ēúąǰ5.39ǰppmǰēดยมĊĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟǰ

1.00 : 0.37 ขĂงพĊคǰa+b đทĊยบกĆบ x+yǰจċงยČนยĆนĕดšüŠćđกĉดจćกกćรตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰúง

ĕปǰđมČęĂนĈĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟมćคĈนüณđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęพบüŠćมĊđปĂรŤđซĘนตŤกćร

ĒทนทĊęĂยĎŠǰ1.97% จćกนĆĚนจċงนĈĕปĀćมüúēมđúกčúขĂงผúĉตภĆณฑŤดšüยđทคนĉคđจúđพĂรŤมĊđĂชĆน

ēครมćēตกรćฟŘ  

 

จćกēครมćēทĒกรมđมČęĂนĈมćคĈนüณĀćมüúēมđúกčúđฉúĊęยพบüŠćมüúēมđúกčúđฉúĊęยขĂง

ผúĉตภĆณฑŤđปŨนǰ212666ǰซċęงÿĎงขċĚนจćกđดĉมคČĂǰ153071ǰซċęงนŠćจąđกĉดจćกǰmethacryloyl 

group ĕดšđขšćĕปĒทนทĊęĕăēดรđจนทĊęĀมĎŠǰhydroxy ĔนกรดĂąมĉēนđซĂรĊนซċęงตĆüǰmethacryloylǰมĊ

มüúēมđúกčúมćกกüŠćĕăēดรđจนจċงทĈĔĀšมüúēมđúกčúēปรตĊนĔนÿćยมĊคŠćÿĎงขċĚน 

รูปที่ǰ3.11 GPC chromatogram ขĂงđซรĉซĉนĒúą Ser-MA 

 

 

รูปที่ǰ3.11 GPC chromatogram ขĂงđซรĉซĉนĒúą Ser-MA 
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3.1.3.ǰการคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการแทนที่ 

กćรคĈนüณđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęทĈĕดšēดยđปรĊยบđทĊยบพČĚนทĊęĔตšǰกรćฟǰNMR 

spectrum รąĀüŠćงüงĂąēรมćตĉก chemical shift ชŠüงǰ7-8ǰppm ซċęงđปŨนǰHǰทĊęตĉดบน

üงĂąēรมćตĉกĔนกรดĂąมĉēนĕทēรซĊนกĆบพČĚนทĊęĔตšกรćฟชŠüงǰ5-6ǰppmǰซċęงđปŨนขĂงĀมĎŠ 

methacryloyl ทĊęตĉดúงĕปบนđซรĉซĉนēดยĔนēปรตĊนđซรĉซĉนนĆĚนปรąกĂบĕปดšüยกรดĂąมĉ

ēนทĊęđปŨนüงĂąēรมćตĉกĀúĆกėคČĂĕทēรซĊนซċęงมĊĂยĎŠปรąมćณǰ3.98%ǰ(reference) ÿŠüนĀมĎŠǰ

methacryloylǰจąĕปตĉดĂยĎŠบนÿćยēปรตĊนทĊęตĈĒĀนŠงกรดĂąมĉēนđซĂรĊนซċęงĔนēปรตĊนđซ

รĉซĉนēดยĔนđซรĉซĉนมĊđซĂรĊนĂยĎŠปรąมćณǰ24.80%ǰēดยĔนüงĂąēรมćตĉกขĂงĕทēรซĊนมĊ

ēปรตรĂนĂยĎŠǰ4ǰตĆüĒúąǰmethacryloyl มĊēปรตรĂนĂยĎŠǰ2ǰตĆüทĊęปรćกฎĂยĎŠĔน 

chemical shift ĔนชŠüงǰ5-6ǰppm 

 

 

 

 

 

ดĆงนĆĚนÿćมćรถđทĊยบพČĚนทĊęĒบบǰ1:1ǰĕดšēดยจąคĈนüณดĆงนĊĚ 

4H tyrosine  1.00 : 0.37  2H methacryloyl group 

4H tyrosine  1.00 : 0.74  4H methacryloyl group 

100 g sericin > tyrosine 0.0188 mol 

100 g sericin > methacryloyl group 0.74x0.0188 = 0.013912 mol 

รูปที่ǰ3.12 ภćพขยćย NMR Spectrum ขĂงđซรĉซĉนĀúĆงตĉดĀมĎŠ methacryloyl ชŠüงǰ5-7ǰppm 

 

 

 

รูปที่ǰ3.12 ภćพขยćย NMR Spectrum ขĂงđซรĉซĉนĀúĆงทĈกćรตĉดĀมĎŠ methacryloyl ชŠüงǰ5-7ǰppm 

 

 

a  b           x          y  

 

รĎปทĊęǰ3.28 ǰ1H NMR 

SPECTRUMǰขĂงđซรĉซĉน

กŠĂนĒúąĀúĆงทĈกćรตĉด

ĀมĎŠ METHACRYLOYL

 

รูปที่ǰ3.12 ภćพขยćย 

NMR Spectrum ขĂงđซ

รĉซĉนĀúĆงทĈกćรตĉดĀมĎŠ 

methacryloyl ชŠüงǰ5-

7ǰppm 

 

 

รĎปทĊęǰ3.29 ǰ1H NMR 

SPECTRUMǰขĂงđซรĉซĉน
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100 g in sericin have amino acid overall 0.6407 mol 

จąĕดšüŠćมĊǰmethacryloyl group ĂยĎŠǰ2.17% 

3.2ǰการทำปฎิกิริยาการเช่ือมขวางด้วยǰthiol-ene click reaction 

đมČęĂนĈ Ser-MAǰมćđชČęĂมขüćงรąĀüŠćงกĆนēดยĔชšǰdithiolthreitol (DTT) đปŨนÿćรđชČęĂมขüćง

ēดยúąúćยĔนนĚĈพบüŠćǰSer-MAǰĒúąǰDTT ÿćมćรถúąúćยĔนนĚĈĕดšดĊđมČęĂúąúćยĒúšüพบüŠć

ÿćรúąúćยมĊคüćมĀนČดđทŠćđดĉมđมČęĂđทĊยบกĆบ Ser-MAǰทĊęúąúćยนĚĈǰผĎšüĉจĆยจċงนĈผúĉตภĆณฑŤ Ser-

MA/DTT ĕปตรüจÿĂบüŠćđกĉดปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click reactionǰĀรČĂĕมŠēดยĔชšđทคนĉคǰ1H 

NMR spectroscopy ēดยนĈ Ser-MA ĒúąǰDTT ĕปúąúćยĔนǰD2O ĕดš spectrum ดĆงรĎปǰ

3.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ǰ3.13 1H NMR spectrumǰSer-MA กŠĂนĒúąĀúĆงđชČęĂมขüćงดšüยǰDTT 

 

 

รูปที่ǰ3.33 1H NMR spectrumǰSer-MA กŠĂนĒúąĀúĆงทĈกćรđชČęĂมขüćงดšüยǰDTT 

 

 

รูปที่ǰ3.13 1H NMR spectrumǰSer-MA กŠĂนĒúąĀúĆงทĈกćรđชČęĂมขüćงดšüยǰDTT 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

Ser-MA/DTT 

 

รูปที่ǰ3.30 1H 

NMR 

spectrumǰ

Ser-MA กŠĂน

ĒúąĀúĆงทĈ

กćรđชČęĂม

ขüćงดšüยǰ

DTTSer-

MA/DTT 

 

รูปที่ǰ



23 
 

จćกรĎปทĊęǰ3.13ǰจąđĀĘนüŠć 1HǰNMR spectrumǰĀúĆงจćกđชČęĂมขüćงดšüยǰDTTǰพบüŠć

พĊคทĊęชŠüงǰchemical shift 5-6ǰppmǰมĊĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟúดúงđมČęĂđทĊยบกĆบพČĚนทĊęĔตš

กรćฟขĂงพĊคทĊęǰchemical shift 6.84 Ēúąǰ6.53ǰppm ēดยĔนตĂนĒรกĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตš

กรćฟĂยĎŠทĊęǰ1:1 ĒตŠđมČęĂđชČęĂมขüćงพบüŠćĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟúดúงđปŨนǰ1 : 0.4 đมČęĂđทĊยบกĆบ

กŠĂนđชČęĂมขüćงĒÿดงüŠćđกĉดปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click reactionǰจรĉงĒตŠยĆงมĊĀมĎŠ 

methacryloylǰบćงÿŠüนยĆงĕมŠđกĉดปฎĉกĉรĉยćกćรđชČęĂมขüćงซċęงนŠćจąđกĉดจćกǰDTTǰบćงÿŠüนยĆงĕมŠ

ĂยĎŠĔนรĎปรĊดĉüซŤผĎšüĉจĆยจċงđตĉมüĉตćมĉนซĊúงĕปđพČęĂรĊดĉüซŤ DTTǰจćกนĆĚนตรüจÿĂบดšüยđทคนĉคǰ1H 

NMR spectroscopyǰĕดš spectrumǰดĆงรĎปทĊęǰ3.14 

 

รูปที่ǰ3.14 1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนทĊęđชČęĂมขüćงกŠĂนĒúąĀúĆงđมČęĂđตĉมüĉตćมĉนซĊ 

 

 

รĎปทĊęǰ3.35 GPC CHROMATOGRAM ของรูปที่ǰ3.36 1H NMR spectrumǰขĂงđซรĉซĉนทĊęทĈกćร

đชČęĂมขüćงกŠĂนĒúąĀúĆงđมČęĂđตĉมüĉตćมĉนซĊ 

 

 

Ser-MA/DTT 

 

รูปที่ǰ3.40 1H 

NMR 

spectrumǰ

ขĂงđซรĉซĉนทĊę

ทĈกćรđชČęĂม

ขüćงกŠĂนĒúą

ĀúĆงđมČęĂđตĉม

üĉตćมĉนซĊSer-

MA/DTT 

 

รูปที่ǰ

3.14 1H 

NMR 

spectrumǰ

ขĂงđซรĉซĉนทĊę

ทĈกćรđชČęĂม

Ser-MA/DTT + Vit C 

 

Ser-MA/DTT + Vit C 

 

Ser-MA/DTT + Vit C 

 

Ser-MA/DTT + Vit C 
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จćกรĎปทĊęǰ3.14ǰจąđĀĘน 1HǰNMR spectrumǰĀúĆงจćกđตĉมüĉตćมĉนซĊพบüŠćพĊคทĊęชŠüงǰ

chemical shift 5-6ǰppmǰมĊĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟúดúงđมČęĂđทĊยบกĆบพČĚนทĊęĔตšกรćฟขĂงพĊคทĊęǰ

chemical shift 6.84 Ēúąǰ6.53ǰppm đมČęĂđทĊยบกĆบĔนตĂนĒรกกŠĂนđตĉมüĉตćมĉนซĊēดยĔนตĂน

ĒรกĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟĂยĎŠทĊęǰ1ǰ:ǰ0.4 ĒตŠđมČęĂđตĉมüĉตćมĉนซĊพบüŠćĂĆตรćÿŠüนพČĚนทĊęĔตšกรćฟ

úดúงđปŨนǰ1 : 0.3 đมČęĂđทĊยบกĆบกŠĂนđชČęĂมขüćงĒÿดงüŠćđกĉดปฎĉกĉรĉยć thiol-ene click 

reactionǰĕดšđพĉęมขċĚนจćกตĂนกŠĂนđตĉมüĉตćมĉนซĊĒÿดงüŠćüĉตćมĉนซĊĕปรĉดĉüซŤ DTTǰทĈĔĀšđกĉดกćร

đชČęĂมขüćงĕดšมćกขċĚนēดยพบüŠćÿćรúąúćยทĊęĕดšมĊคüćมĀนČดđพĉęมมćกขċĚนđมČęĂđทĊยบกĆบđซรĉซĉนทĊęตĉด

ĀมĎŠǰmethacryloylǰĒตŠĕมŠĕดšđชČęĂมขüćงĒตŠÿćรúąúćยยĆงĕมŠÿćมćรถคงรĎปđปŨนขĂงĒขĘงĕดšซċęง

นŠćจąđกĉดจćกđซรĉซĉนทĊęđตรĊยมĕüšนĆĚนยĆงตĉดĀมĎŠ methacryloylǰđขšćĕปĕดšĕมŠมćกพĂđúยทĈĔĀšđกĉด

กćรđชČęĂมขüćงĕดšĕมŠมćกพĂทĊęจąคงรĎปĕดšǰผĎšüĉจĆยนĈǰSer-MA/DTT ĕปทดÿĂบĀćมüúēมđúกčú

ดšüยđทคนĉคđจúđพĂรŤมĊđĂชĆนēครมćēตกรćฟŘ 

 

 

รูปที่ǰ3.15 GPC chromatogram ขĂง Ser-MA Ēúą Ser-MA/DTT 
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จćกēครมćēทĒกรมđมČęĂนĈมćĀćมüúēมđúกčúđฉúĊęยพบüŠćมüúēมđúกčúđฉúĊęยĀúĆงจćก

đชČęĂมขüćงดšüย DTT đปŨนǰ350652ǰซċęงÿĎงขċĚนจćกđดĉมคČĂǰ170854ǰĒÿดงüŠćđกĉดกćร

đชČęĂมขüćงรąĀüŠćงÿćยēปรตĊนจċงทĈĔĀšมüúēมđúกčúēปรตĊนĔนÿćยมĊคŠćÿĎงขċĚนēดยǰDTTǰ

จąđชČęĂมขüćงรąĀüŠćงēปรตĊนĒตŠúąÿćยดĆงรĎปทĊęǰ3.16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ǰ3.16 ÿมกćรđชČęĂมขüćงขĂงđซรĉซĉนĒตŠúąÿćยดšüยǰDTT 
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บทที่ǰ4 

สรุปผลการทดลอง 

 ĔนงćนüĉจĆยนĊĚĕดšýċกþćกćรตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰúงบนÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนĔนตĆüทĈúąúćยตŠćงė

พบüŠćĔนตĆüทĈúąúćย pyridine đกĉดกćรĒทนทĊęĕดšĕมŠดĊđนČęĂงจćกēปรตĊนđซรĉซĉนทĊęĔชšนĆĚนúąúćยĕดšĕมŠดĊĔน  

pyridineǰĔนขณąทĊęกćรตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰúงบนÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนĔนตĆüทĈúąúćยนĚĈพบüŠć

ēปรตĊนđซรĉซĉนนĆĚนÿćมćรถúąúćยĕดšดĊĔนนĚĈēดยđมČęĂทĈปฎĉกĉรĉยćĒúšüพบüŠćมĊกćรตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰ

úงบนÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนđนČęĂงจćกมĊพĊคÿĆญญćณขĂงǰ1H NMRǰĔนชŠüงǰ5-6ǰppm ĒúąđมČęĂนĈมćคĈนüณ

đปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęพบüŠćมĊđปĂรŤđซĘนตŤกćรĒทนทĊęĂยĎŠǰ2.17%ǰĒúąđมČęĂนĈēปรตĊนđซรĉซĉนทĊęตĉดĀมĎŠ  

methacryloyl ĕปđชČ ęĂมขüćงēดยĔชšปฎĉก ĉร ĉยć  thiol-ene click reactionǰēดยĔชšÿćรđชČ ęĂมขüćงǰ

dithiothreitol พบüŠćÿćรúąúćยทĊęĕดšมĊคüćมĀนČดđพĉęมมćกขċĚนĒúąจćกผúǰ1H NMRǰĔนชŠüงǰ5-6ǰppmǰ

พบüŠćพĊคÿĆญญćณĕดšĀćยĕปĒÿดงüŠćđกĉดปฎĉกĉรĉยćǰthiol-ene click reaction จรĉงĒตŠēปรตĊนđซรĉซĉนทĊę

ตĉดĀมĎŠǰmethacryloylǰยĆงĕมŠÿćมćรถนĈมćĔชšđปŨนǰbioink ĕดšđนČęĂงจćกđมČęĂทĈปฎĉกĉรĉยć thiol-ene 

click reactionǰผúĉตภĆณฑŤยĆงĕมŠมĊคüćมđĀนĊยüจนคงรĎปĕดšซċęงđกĉดจćกกćรทĊęมĊĀมĎŠǰmethacryloylǰĂยĎŠบน

ÿćยēปรตĊนđซรĉซĉนนšĂยđกĉนĕปทĈĔĀšยĆงđกĉดกćรđชČęĂมขüćงรąĀüŠćงÿćยēปรตĊนĕมŠมćกพĂ 
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