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บทคัดย่อ 

 เซริซิน (Sericin) เปนโปรตีนที่สรางขึ้นโดยตัวไหม (Bombyx mori) ในการผลิตรังไหม เซริซิน

ถูกนำมาใชอยางหลากหลายทางดานยาและเครื่องสำอาง ในงานนี้ผูวิจัยไดกราฟทหมู methacryloyl 

ลงไปบนเซริซิน (Ser-MA) ดวยการนำเซริซินไปละลายในพิริดีนและทำปฎิกิริยากับ methacrylic 

anhydride ซึ่งจะไดเปอรเซ็นตการแทนที่เปน 0.36% จากการวิเคราะหดวยเทคนิค 1H NMR การ

กราฟทโดยนำเซริซินไปละลายในน้ำและใหทำปฎิกิริยากับ methacrylic acid และใช 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminoproply)carbodiimide เปน coupling agent ใหเปอรเซ็นตการแทนที่สูงขึ้นเมื่อนำ

ผลิตภัณฑไปวิเคราะหดวยเทคนิค 1H NMR โดยดูโปรตรอนหมู methacryloyl เทียบกับของกรดอะมิ

โนไทโรซีนซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีวงเบนซีนที่มีอยูในโครงสรางเซริซิน 4.6% พบวาสามารถสังเคราะห

สารที่มีเปอรเซ็นตการแทนที่ของหมู methacryloyl เปน 2.17% เมื่อนำผลิตภัณฑไปทำปฎิกิริยา

เชื ่อมขวางดวย dithiothreitol พบวาเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction โดยยืนยันจาก 1H 

NMR spectrum และน้ำหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Mn) หลังการเชื่อมขวางที่เปลี่ยนจาก 170854 Da เปน 

350652 Da 
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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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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความเปนมาและความสำคัญของปญหา 

 Bioink หรือ หมึกชีวภาพเปนสารที่ใชสำหรับพิมพโครงสราง 3 มิติ ที่เอาไวใชเลี้ยงเซลลของ

อวัยวะที่เราตองการเปนวัสดุที่เลียนแบบสภาพแวดลอมของเมทริกซนอกเซลลเพื่อรองรับการยึดเกาะ

การเพ่ิมจำนวนเซลล ในปจจุบันการคงรูปโครงสราง 3 มิติของเซลลที่เลี้ยงนั้นมีการใสสารพวกเจ

ลาตินเพื่อใหเกิดการแข็งตัวของเจลเปนรูป 3 มิติโดยใชความเย็นชวย1 มงีานวิจัยนำเสนอการทำให

หมึกแข็งตัวดวยการฉายแสงในชวงความยาวคลื่น UV เพ่ือใหเกิดการ crosslink แบบแรดิคัลของพอลิ

เมอร alginate ที่ติด norbornene methylamine กับ peptide ที่ติดหมู thiol2 ซึ่งกระบวนการ

ดังกลาวจะทำใหมีโอกาสรอดของเซลลนอย3 โครงการนี้จึงสนใจที่จะใชโปรตีน sericin ซึ่งเปนโปรตีน

ใยไหมหาไดงายมีความเขากันไดกับเซลล4มาสรางเปน bioink โดยนำเซริซินมาติดหมู methacryloyl 

เพ่ือเปนการติดหมู alkene ลงบนสายโปรตีนจากนั้นนำสารประกอบที่มีหมู thiol มาเชื่อมขวางผาน

ปฎิกิริยา thiol-ene click reaction  

1.2 วัตถุประสงคและขอบเขตงานวิจัย 

ทำปฏิกิร ิยาการติดหมู methacryloyl ลงบนโปรตีน sericin ที ่รอยละการแทนที ่ตางๆและทำ

ปฏิกิริยาการเชื่อมขวางของ sericin ผานปฏิกิริยา thiol-ene click reaction ดวยสารเชื่อมขวางที่

เหมาะสม 

1.3 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 1.3.1 ข้อมูลเกี่ยวกับโปรตีนเซริซิน 

 โปรตีนเซริซินเกิดจากใยไหมในตัวไหม (ชื่อวิทยาศาสตร Bombyx mori) อยูในสกุล 

Bombyx ตัวออนเรียกวา ตัวไหม หรือ หนอนไหม มีความสำคัญทางเศรษฐกิจในการปลูก

หมอนเลี้ยงไหม เนื่องจากมันสามารถใหเสนใยเปนเสนไหม โดยเสนไหมประกอบดวยโปรตีน

สองชนิดคือไฟโบรอินและเซริซิน ผาไหมประกอบดวยไฟโบรอิน 70-80% และเซริซิน 20-

30%; ไฟโบรอินเปนศูนยกลางโครงสรางของผาไหมและเซริซินเปนเหมือนกาวเคลือบเสนใย
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รูปที่ 1. 1 โครงสรางภายในของใยไหม 

และชวยใหใยไหมติดกันจนเปนรังไหม 5 โดยเซริซินประกอบดวยกรดอะมิโน 18 ชนิดโดยเปน

กรดอะมิโน Serine 27.3%, 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  

โดยในปจจุบันโปรตีนเซริซินถูกนำมาใชอยางหลากหลายทางดานยาและเครื่องสำอางและ

เนื่องจากเซริซินมีคุณสมบัติที่มีความยืดหยุนและความตานทานแรงดึงจึงถูกนำมาใชในทาง

การแพทยในดานการเย็บแผล7และนอกจากนี้ยังมีคณุสมบัติการตอตานเชื้อจากธรรมชาติ เมื่อ

ใชในเคร่ืองสำอางยังมีการคนพบเซริซินเพ่ือปรับปรุงความยืดหยุนของผิวและปจจัยตอตานริ้ว

รอยทำไดโดยลดการสูญเสียน้ำออกจากผิวหนัง5 

 

 

 

  

โดยในป ค.ศ.2005, Satoshi และคณะ8 ไดศึกษาผลของขนาดมวลโมเลกุลของเซริซิน

ที่ใชในการเล้ียงเซลลสัตวเลี้ยงลูกดวยนมพบวาเซริซินที่มีมวลโมเลกุลขนาดเล็ก(5-100 kDa) 

สามารถใชเพาะเล้ียงเซลลใหไดดีกวาเซริซินที่มีมวลโมเลกุลขนาดใหญ (50-200 kDa) 

ในป ค.ศ.2009, Mandal และคณะ9 ไดศึกษาการเพาะเล้ียงเซลลโดยนำเซริซินและเจ

ลาตินมาเชื่อมขวางดวยกันพบวาเมื่อนำมาขึ้นรูปเปน 3 มิติพบวาอัตราสวนระหวางเซริซินกับ

เจลาตินมีผลทำใหจำนวนเซลลที่เล้ียงเพ่ิมขึ้นตางกันโดยอัตราสวนเซริซินที่เพ่ิมมากขึ้นจะทำให

จำนวนเซลลเพ่ิมขึ้นชาแตเมื่อพิจารณาทางดานโครงสรางที่ใชเลี้ยงเซลลพบวาอัตราสวนเซริซิน

ที่เพ่ิมมากขึ้นจะทำใหโครงสรางมีความแข็งแรงมากขึ้น 
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ในป ค.ศ.2013, Tippawan และคณะ10 ไดนำโปรตนีเซริซินมาเชื่อมขวางกับ 

Genipin แลวพิมพเปนแผนฟลม 2 มิติสำหรับการรักษาบาดแผลในคน เมื่อนำแผนฟลม

ดังกลาวมาใชเล้ียงเซลลพบวาเซลลสามารถอยูรอดในแผนฟลมได 

 

1.3.2 การเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction 

thiol-ene click reaction เปนปฎิกิริยาเคมีระหวางหมู thiol และ alkene เปน

ปฎิกิริยาที่เกิดขึ้นไดงายใหเปอรเซ็นตการเกิดผลิตภัณฑ thiol-ene สามารถเกิด

ปฎิกิริยาในตัวทำละลายที่เปนมิตรกับเซลลและเปอรเซ็นตผลิตภัณฑที่สูง11และในป 

2020 ยังไดมีการวิจัย bioink โดย Gelatin ที่ติด norbonene และ Gelatin ที่ติด 

methacrylyol นำมาเช่ือมขวางดวยปฎิกิริยา thiol-ene click reaction โดยใช 

dithiothreitol เปนสารเชื่อมขวาง เมื่อนำมาพิมพเปนโครงสราง 3 มิติและนำเซลลมา

เล้ียงในโครงสรางพบวาเซลลสามารถอยูรอดในโครงสรางดังกลาวได 12 

 ในป ค.ศ.2019, Bi และคณะ 12 ไดสังเคราะห polyamidoamine 

dendrimer-PEG hydrogel  โดยผลิตภัณฑดังกลาวเปนการสังเคราะหผานปฎิกิริยา 

thiol-ene click reaction ระหวาง  vinyl sulfone functionalized 

polyamidoamine (PAMAM) dendrimer โดยใช multi-armed thiolated 

polyethylene glycol เปนสารเช่ือมขวางพบวาเมื่อนำ hydrogel ดังกลาวไปใชเลี้ยง

เซลลพบวามีเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลถึง 70 เปอรเซ็นต 

โดยในป ค.ศ.2020, Lui และคณะ 13 ไดใชปฎิกิริยา thiol-ene click 

reaction เช่ือมขวางระหวาง poly (γ-glutamic acid) ที่ติด  glycidyl 

methacryloyl ลงไปในสายโพลิเมอรโดยใช dithiothreitol เปนสารเชื่อมขวางพบวา

ผลิตภัณฑที่ไดสามารถใชเพาะเล้ียงเซลลกระดูกออนได 
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ในป ค.ศ.2020, Sishi และคณะ 14 ไดเช่ือมขวางระหวาง sodium alginate 

โดยติด vinylether ลงไปในสาย จากนั้นเชื่อมขวางโดยใชปฎิกิริยา thiol-ene click 

reaction โดยใช dithiothreitol เปนสารเชื่อมขวางพบวาผลิตภัณฑสามารถนำไปใช

เล้ียงเซลลและสามารถใชรักษาบาดแผลได 
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บทที่ 2 

การทดลอง 

 

 2.1 สารเคมีและอุปกรณ 

1. Sericin (Xian Tonking Biotech Co., Ltd., Xi’An, China) 

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. Pyridine (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. Dithiothreitol (DTT) (Tokyo Chemical Industry, Saitama, Japan) 

12. Vitamin C (Myskinrecipes, Bangkok, Thailand) 
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2.2 เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง  

1. เครื่อง Freeze-drying รุน 7753501 (Labconco Corporation, Kansas, MI, 

USA 

2. เคร่ืองเจลเพอรมีเอชันโครมาโตกราฟ (Gel Permeation Chromatography, 

Shimadzu รุน Prominence HPLC series, Shodex OHpak SB-803 HQ 

column ตอกับ OHpak SB-806 HQ column, diode array detector, 

SPOM20A)   

3. เครื่องฟูเรียรทรานสฟอรมสเปกโตรมิเตอร (FT-IR spectrometer) รุน Nicolet 

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

4. เครื่องนิวเคลียรแมกเนติคเรโซแนนซสเปกโตรมิเตอร (1H NMR) Jeol รุน JNM-

ECZR 400 MHz (JEOL, Japan) 

2.3 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซิน (Ser-MA) 

2.3.1 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายพิริดีนและทำให้

บริสุทธิ์โดยการตกตะกอนในเอทานอล 

ชั่งโปรตีนเซริซิน 1000 mg และ hydroquinone 10 mg และ methacrylic 

anhydride 808.7 mg ลงในขวดกนกลมขนาด 50 mL และตวงพิริดีน 20 mL และใส 

magnetic bar ลงในขวดกนกลมดังกลาว และนำไปประกอบกับเครื่องแกว reflux 

condenser  และตั้งปฎิกริิยาที่ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน เสร็จแลวนำสารละลายไป

กรองสวนที่ไมละลายออกดวยกระดาษกรองและนำสวนที่เปนของเหลวไปเติมอะซีโตน

ประมาณ 10 mL เพ่ือใหสารละลายตกตะกอนและนำตะกอนไปกรองสุญญากาศและลาง

ดวยอะซีโตน หลังจากนั้นนำตะกอนดังกลาวไปตรวจโครงสรางดวยเทคนิค IR และ 1H NMR 
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ไดผลิตภัณฑ Ser-MA (I) (0.3472 g, 14.82% yield) เปนของแข็งสีขาว  

IR spectroscopy(cm-1): 3269 (O-H stretching), 3059 (N-H stretching), 2920 (C-H 

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

,1390 (C-H bending) ,1234 (C-N stretching) และ1061 (C-O stretching) 1H NMR 

(DMSO, 400 MHz, δ ppm) : 8.39 (H in amide, s), 7.03 และ 6.64 (4H in aromatic 

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

2.3.2 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินด้วยปฎกิิริยาเอสเทอริฟิเคช่ัน

กับ methacrylic anhydride ในตัวทำละลายพิริดีน 

ชั่งโปรตีนเซริซิน 1000 mg และ hydroquinone 10 mg และ methacrylic 

anhydride 405.6 mg ลงในขวดกนกลมขนาด 50 mL และตวงพิริดีน 20 mL และใส 

magnetic bar ลงในขวดกนกลมดังกลาว และนำไปประกอบกับเครื่องแกว reflux 

condenser  และตั้งปฎิกริิยาที่ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน เสรจ็แลวนำสารละลายไป

กรองสวนที่ไมละลายออกดวยกระดาษกรอง และนำสวนที่เปนสารละลายไปใสถุง Dialysis 

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

นำไป dialysis เปลี่ยนทุกชั่วโมงเปนเวลา 12 ชั่วโมง และนำสารละลายในถุง dialysis ไป 

freeze dry เปนเวลา 1 วัน และนำผลิตภัณฑที่ไดไปตรวจโครงสรางดวยเทคนิค IR และ 1H 

NMR 

ไดผลิตภัณฑ Ser-MA (II) (0.0184 g, 0.76% yield) เปนของแข็งสีขาว  

IR spectroscopy(cm-1): 3292 (O-H stretching), 3062 (N-H stretching) 2945 (C-H 

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

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

6.89 (2H in aromatic tyrosine, d,) และ 6.59 (2H in aromatic tyrosine, d) 5.95 และ 

5.54 (CH2=C in methacryloyl) 
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2.3.3 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีน Sericin ในตัวทำละลายน้ำด้วย 

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

carbodiimide เปน coupling agent 

ช ั ่ ง  methacrylic acid 230.6 mg แ ล ะ  1-Ethyl-3-(3-dimethylaminoproply) 

carbodiimide 1536 .5  mg ลงในขวดก นกลม 2  ห ั วขนาด  25 mL จากน ั ้ นตวง 

dimethylformamide 5 mL และใส magnetic bar ลงในขวดกนกลม 2 หัวดังกลาว จากนั้น

ตั้งปฎิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นชั่ง N-Hydroxysuccinimide 911.5 

mg และ โปรตีนเซริซิน 1000 mg ลงในหลอดทดลอง จากนั้นเติมน้ำกลั่น 4 mL ลงในหลอด

ทดลอง และทำการเขยาหลอดทดลองเพ่ือใหสารทั้งสองละลาย จากนั้นนำสารละลายในหลอด

ทดลองเทลงในขวดกนกลม 2 หัว จากนั้นนำขวดกนกลมไป flush แกสไนโตรเจนและตั้ง

ปฎิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำสารละลายในขวดกนกลมใสในถุง 

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

แลวนำไป dialysis เปลี่ยนทุกชั่วโมงเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนำสารละลายในถุง dialysis 

ไป freeze dry เปนเวลา 1 วัน และนำผลิตภัณฑที่ไดไปตรวจโครงสรางดวยเทคนิค IR และ 
1H NMR 

ไดผลิตภัณฑ Ser-MA (III) (394 mg, 15.73% yield) เปนของแข็งสีขาว  

IR spectroscopy(cm-1): 3278 (O-H stretching), 3070 (N-H stretching), 2937 (C-H 

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

1238 (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) และ 6.69 (2H in 

aromatic tyrosine, d, J=7.2 Hz), 5.91 และ 5.39 ( CH2=C in methacryloyl), 4.24  

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

ช ั ่ ง  dithiothreitol 150 mg และ  vitamin C 56 mg ลง ในขวดก นกลมขนาด  

25 mL จากนั ้นเต ิมน้ำกลั ่น 1 mL และ magnetic bar ลงไป จากนั ้นตั ้งปฎิก ิร ิยาที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-3 ชั่วโมง หลังจากนั้นชั่งโปรตีนเซริซินที่ติดหมู methacryloyl 100 

mg ลงในขวดกนกลมขางตน จากนั้นตั้งปฎิกิริยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-3 ชั่วโมง จากนั้น

นำผลิตภัณฑที่ไดไปตรวจโครงสรางดวยเทคนิค 1H NMR 

ไดผลิตภัณฑ Ser-MA/DTT เปนสารละลายสีเหลือง 1H NMR (D2O, 400 MHz, δ ppm) : 

8.37 (H in amide, s), 6.84 (2H in aromatic tyrosine, d, J=7.11 Hz), 6.53 (2H in 

aromatic tyrosine, d, J=7.96 Hz), 2.87 (CH2-S, d, J=8.04 Hz)
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีน Sericin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 3.1 สมการเคมีแสดงการติดหมู methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซิน 
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3.1.1 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายพิริดีน 

เมื่อกราฟทหมู methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินโดยใช methacrylic anhydride เปนตัว

ใหหมู methacryloyl โดยใชโปรตีนเซริซินกับ methacrylic anhydride อัตราสวน 1:700 

โดยโมลและใชตัวทำละลายเปนพิริดีนพบวาเซริซินนั้นละลายไดไมดีในพิริดีน เมื่อตั้งปฎิกิริยา

ที่ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวาเซริซินนั้นยังละลายไดไมหมดเมื่อนำสารละลาย

ไปกรองเอาของแข็งที่ไมละลายออกแลวนำสวนที่เปนของเหลวไปเติมเอทานอลเพื่อให

ผลิตภัณฑตกตะกอนออกมาพบวาเกิดตะกอนสีน้ำตาลขึ้นดังรูปที่ 3.2 

 

 

 

 

 

 

 

จากนั้นนำตะกอนที่ไดไปกรองสุญญากาศแลวลางดวยอะซีโตนจากนั้นนำตะกอนที่ได

ไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค FT-IR และเทคนิค Proton Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy 

  

รูปที่ 3.2 สารละลายที่มีตะกอนของ Ser-MA (product 1) 
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จากรูปที่ 3.3 เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินพบพีคที่ 3278 เปนพีคของ O-H 

stretching พีคที่ 3059 เปนของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 2920 เปนพีคของ C-H 

stretching พีคที่ 2850 เปนพีคของ C-H stretching พีคที่ 1643 เปนพีคของ C=O 

stretching ใน amide พีคที่ 1514 เปนของ C=C stretching พีคที่ 1390 เปนพีคของ C-H 

bending พีคที่ 1234 เปนพีคของ C-N stretching และ 1061 เปนพีคของ C-O stretching 

เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินที่ติดหมู methacryloyl พบพีคที่ 3269 เปนพีค

ของ O-H stretching พีคที่ 3059 เปนของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 2918 เปนพีค

ของ C-H stretching พีคที่ 2848 เปนพีคของ C-H stretching พีคที่ 1645 เปนพีคของ 

C=O stretching ใน amide พีคที่ 1516 เปนของ C=C stretching พีคที่ 1392 เปนพีคของ 

C-H bending พีคที่ 1238 เปนพีคของ C-N stretching และ 1066 เปนพีคของ C-O 

stretching  

รูปที่ 3.3 FT-IR spectrum ของเซริซินกอนและหลังติดหมู methacryloyl 
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จากผล FT-IR spectrum จะพบวาโปรตีนเซริซินกอนกราฟท methacryloyl group 

กับหลังกราฟท methacryloyl group นั้นให spectrum ที่คลายกันจากนั้นพิสูจน

เอกลักษณเพิ่มเติมดวยเทคนิค 1H NMR 
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รูปที่ 3.4 1H NMR spectrum ของเซริซินในตัวทำละลาย D2O และเซริซินที่ติดหมู 

methacryloyl ในตัวทำละลาย DMSO 
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จากรูปที่ 3.4 จะเห็นวา 1H NMR spectrum ของเซริซินใหพีค 2 พีคที่ chemical shift 7.06 และ 

6.67 ppm คาดวานาจะเปนของ H ที่อยูบนวงอะโรมาติกของกรดอะมิโนไทโรซีนและจาก 1H NMR 

spectrum ของเซริซินที่ตดิหมู methacryloyl จะพบ 2 พีคที่ chemical shift 7.03 และ 6.64 

ppm เปนของ H ที่อยูบนวงอะโรมาติกของกรดอะมโินไทโรซีนโดยที่คา chemical shift ในสารทั้ง

สองไมเทากันเนื่องจากใชตัวทำละลายตางกัน(ผลิตภัณฑ Ser-MA(I) ไมละลายในน้ำ)และยังพบพีคที่ 

5.42 ppm ซึ่งเปนของ H ที่ติดกับ alkene ที่มาจากหมู methacryloyl จึงยืนยันไดวาเกิดจากการ

ติดหมู methacryloyl ลงไป เมื่อหาพื้นที่ใตกราฟพบวาอัตราสวนระหวางพื้นที่ใตกราฟของพีคที่ 

7.03 และ 6.64 ppm กับ 5.42 ppm โดยพีคของหมูไทโรซีนประกอบดวย 4 โปรตรอนและพีคของ

หมู methacryloyl ประกอบดวย 2 โปรตรอน พบวาอัตราสวนพื้นที่ใตอยูที่ 100:2 แสดงวาในทุกๆ

ไทโรซีน 25 หมูจะมีmethacryloyl ตดิอยูเพียง 1 หมูซึ่งคาดวามาจากการที่ methacrylic 

anhydride บางสวนเปลี่ยนไปเปน methacrylic acid เลยทำใหเกิดปฎิกิริยาไดไมดี ผูวิจัยจึงทดลอง

ทำปฎิกิริยาอีกโดยกลั่นพิริดีนใหดีกอน อยางไรก็ตามพบวาเมื่อพิริดีนแหงดีเซริซินกลับละลายไดไมดี

ในพิริดีน เมื่อตั้งปฎิกิริยาที่ 50 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวาเซริซินก็ยังละลายไดไมหมด

จึงนำสารละลายไปกรองเอาของแข็งออกแลวนำสวนที่เปนสารละลายไปเติมเอทานอลพบวาไมมี

ตะกอนเกิดขึ้นจึงนำสวนสารละลายไปทำ dialysis molecular weight cut off 12000-14000 Da 

แลวนำไป freeze dry จะไดของแข็งที่มีสีขาวดังรูปที่ 3.5 

 

 

 

 

    

จากนั้นนำของแข็งที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค FT-IR spectroscopy 

  

รูปที่ 3.5 ผลิตภัณฑ Ser-MA ที่ไดหลังจาก freeze dry 
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จากรูปที่ 3.6 เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินพบพีคที่ 3278 เปนพีคของ O-H stretching พีค

ที่ 3061 เปนพีคของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 2920 เปนพีคของ C-H stretching พีคที่ 

2850 เปนพีคของ C-H stretching พีคที่ 1643 เปนพีคของ C=O stretching ใน amide พีคที่ 

1514 เปนของ C=C stretching พีคที่ 1390 เปนพีคของ C-H bending พีคที่ 1234 เปนพีคของ C-

N stretching และ 1061 เปนพีคของ C-O stretching 

เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินที่ติดหมู methacryloyl พบพีคที่ 3292 เปนพีคของ O-H 

stretching พีคที่ 3062 เปนพีคของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 2945 เปนพีคของ C-H พีคที่ 

1651 เปนพีคของ C=O stretching ใน amide พีคที่ 1520 เปนของ C=C stretching พีคที่ 1379 

เปนพีคของ C-H bending และ พีคที่ 1074 เปนพีคของ C-O stretching 

  

รูปที่ 3.6 FT-IR spectra ของเซริซินกอนและหลังติดหมู methacryloyl 
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จากผล FT-IR spectrum จะพบวาโปรตีนเซริซินกอนกราฟท methacryloyl group กับหลังกราฟท 

methacryloyl group นัน้ให spectrum ที่ตางกันแตยังไมสามารถสรุปไดวาหมู methacryloyl ได

ติดลงบนสายโปรตีนเซริซินเพื่อยืนยันผลดังกลาวจึงพิสูจนเอกลักษณเพิ่มเติมดวยเทคนิค 1H NMR  

 

Sericin  Ser-MA (product 2) 

จากรูปที่ 3.7 พบวา 1H NMR spectrum ของเซริซินใหพีค 2 พีคที่ chemical shift 

7.06 และ 6.67 ppm เปนของ H ที่อยูบนวงอะโรมาติกของกรดอะมิโนไทโรซนีและ

จาก 1H NMR spectrum ของ Ser-MA จะพบ 2 พีคที่ chemical shift 5.95, 5.54 

ซึ่งเปนของ H ที่ติดกับ alkene และ 1.74 ซึ่งเปนโปรตรอนของหมู methyl ที่มาจาก

หมู methacryloyl จึงยืนยันไดวาเกิดจากการติดหมู methacryloyl ลงไปแตที่พีค 

a  b 

 

รูป

ที่ 

3.7 
1H 

NM

R 

SPE

CTR

UM 

ของ

เซ

ริซิ

น

กอ

น

แล

 

 

 

 

 

 

 

x       y 

 

 

 

z 

 

รูป

ที่ 

3.5 
1H 

NM

R 

SPE

CTR

UM 

ของ

เซ

ริซิ

น

กอ

รูปที่ 3.7 1H NMR spectrum ของเซริซินกอนและหลังติดหมู methacryloyl 
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chemical shift ชวง 7.0-6.5 ppm ที่เปนของ tyrosine หายไปคาดวาอาจเกิดจากที่

มี methacryloyl ติดบนสายโปรตีนจำนวนมากทำใหจำนวนเปอรเซ็นตกรดอะมิโนไท

โรซีนในสายโปรตีนลดลงจึงทำให intensity ของพีคไทโรซีนลดลงจนเทา baseline 

3.1.2 การกราฟทหมู่ methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายน้ำโดยปฎิกิริยา 

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

diimide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เมื่อกราฟท methacryloyl group ลงบนเซริซินโดยใชเซริซินกับ methacrylic acid 

และ EDCI couplingในอตัราสวน 1:4041:2933 โดยโมลและใชmethacrylic acid 

เปนตัวใหหม ูmethacryloyl group ใชตัวทำละลายเปนน้ำและใช EDCI coupling 

(a) 

 

 

 

(b) 

 

 

 

(c) 

 

 

 

(d) 

 

รูป

ที่ 

3.

14 

FT

-IR 

SP

EC

TR

A 

ขอ

รูปที่ 3.8 สมการเคมีแสดงการติดหมู methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซิน (a) 1-ethyl-3-

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

ตั้งปฎิกิริยา, (d) ภาพของผลิตภัณฑที่ได, (e) methacrylic acid และ (f) Ser-MA 

 

 

รูปที่ 3.13 สมการเคมีแสดงการติดหมู methacryloyl ลงบนโปรตีนเซริซิน (a) 1-ethyl-3-

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

ตั้งปฎิกิริยา, (D) ภาพของผลิตภัณฑที่ได, (e) methacrylic acid และ (f) Ser-MA 

 

(e) 

 

 

 

(f) 

 

รูป

ที่ 

3.

10 

สม

กา

ร

เค

มี

แส
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agent เมื่อตั้งปฎิกิริยาพบวาโปรตีนเซริซินสามารถละลายไดดีในน้ำโดยสารละลายที่

ไดในขณะตั้งปฎิกิริยามีสีเหลืองใสตามสีของโปรตีนเซริซิน เมื่อตั้งปฎิกิริยาครบตาม 3-

4 ชั่วโมงแลวก็นำไปกำจัด methacrylic acid, EDCI coupling, NHS ที่เกิดปฎิกิริยา

ไมหมดออกดวยวิธี dialysis ดวยเมมเบรนที่มี MWCO 12000-14000 เปนเวลา 12 

ชั่วโมงจากนั้นเมื่อทำ dialysis นำไป freeze dry ไดผลิตภัณฑออกมาเปนของแข็ง

ขาวดังรูปที่ 3.8 (d) จากนั้นนำผลิตภัณฑที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณดวยเทคนิค FT-IR 

เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินพบพีคที่ 3278 เปนพีคของ O-H stretching พีคที่ 

3059 เปนพีคของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 2920 เปนพีคของ C-H stretching พีค

ที่ 2850 เปนพีคของ C-H stretching พีคที่ 1643 เปนพีคของ C=O stretching ใน amide 

รูปที่ 3.9 FT-IR spectra ของเซริซินกอนและหลังติดหมู methacryloyl 

 

 

 

รูปที่ 3.17 FT-IR spectra ของเซริซินกอนและหลังทำการติดหมู methacryloyl 
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พีคที่ 1514 เปนของ C=C stretching พีคที่ 1390 เปนพีคของ C-H bending พีคที่ 1234 

เปนพีคของ C-N stretching และ 1061 เปนพีคของ C-O stretching 

เมื่อพิจารณา IR สเปกตรัมของเซริซินที่ติดหมู methacryloyl พบพีคที่ 3278 เปนพีคของ O-

H stretching พีคที่ 3070 เปนพีคของ N-H stretching ใน amide พีคที่ 3 2937 เปนพีค

ของ C-H stretching พีคที่ 1645 เปนพีคของ C=O stretching ใน amide พีคที่ 1516 เปน

ของ C=C stretching พีคที่ 1392 เปนพีคของ C-H bending พีคที่ 1238 เปนพีคของ C-N 

stretching และ 1066 เปนพีคของ C-O stretching 

จากผล FT-IR spectrum จะพบวาโปรตีนเซริซินกอนกราฟท methacryloyl group กับหลัง

กราฟท methacryloyl group นั้นให spectrum ที่ตางกันแตยังไมสามารถสรุปไดวาหมู 

methacryloyl ไดติดลงบนสายโปรตีนเซริซินเพื่อยืนยันผลดังกลาวจึงพิสูจนเอกลักษณ

เพ่ิมเติมดวยเทคนิค 1H NMR  

Sericin  Ser-MA (product 3) 

a  b 

 

รูป
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4  
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UM 

ของ

เซ

a  b       

 

 

 รูปที่ 3.10  1H NMR spectrum ของเซริซินกอนและหลังติดหมู methacryloyl 
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จากรูปที่ 3.10 จะเห็นวา 1H NMR spectrum ของเซริซินใหพีค 2 พีคที่ chemical shift 

7.06 และ 6.67 ppm เปนของ H ที่อยูบนวงอะโรมาติกของกรดอะมิโนไทโรซนีและจาก 1H 

NMR spectrum ของ Ser-MA จะพบพีค 2 พีคที่ chemical shift 7.00 และ 6.69 ppm 

และหลายพีคที่ชวง chemical shift 5.95-5.13 ppm ซึ่งเปนของ H ที่ติดกับ alkene ที่มา

จากหมู methacryloyl โดยกอนกราฟทจะไมมีพีคที่ชวง 5.95-5.13 ppm แตหลังการกราฟท 

methacryloyl พบพีคหลายพีคเกิดขึ้นที่ 5.91 และ 5.39 ppm โดยมีอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ 

1.00 : 0.37 ของพีค a+b เทียบกับ x+y จึงยืนยันไดวาเกิดจากการติดหมู methacryloyl ลง

ไป เมื่อนำอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟมาคำนวณเปอรเซ็นตการแทนที่พบวามีเปอรเซ็นตการ

แทนที่อยู 1.97% จากนั้นจึงนำไปหามวลโมเลกุลของผลิตภัณฑดวยเทคนิคเจลเพอรมีเอชัน

โครมาโตกราฟ  

 

จากโครมาโทแกรมเมื่อนำมาคำนวณหามวลโมเลกุลเฉลี่ยพบวามวลโมเลกุลเฉลี่ยของ

ผลิตภัณฑเปน 212666 ซึ่งสูงขึ้นจากเดิมคือ 153071 ซึ่งนาจะเกิดจาก methacryloyl 

group ไดเขาไปแทนที่ไฮโดรเจนที่หมู hydroxy ในกรดอะมิโนเซอรีนซึ่งตัว methacryloyl มี

มวลโมเลกุลมากกวาไฮโดรเจนจึงทำใหมวลโมเลกุลโปรตีนในสายมีคาสูงขึ้น 

รูปที่ 3.11 GPC chromatogram ของเซริซินและ Ser-MA 

 

 

รูปที่ 3.11 GPC chromatogram ของเซริซินและ Ser-MA 
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3.1.3. การคำนวณเปอรเซ็นตการแทนที่ 

การคำนวณเปอรเซ็นตการแทนทีท่ำไดโดยเปรียบเทียบพื้นที่ใต กราฟ NMR 

spectrum ระหวางวงอะโรมาติก chemical shift ชวง 7-8 ppm ซึ่งเปน H ที่ติดบน

วงอะโรมาติกในกรดอะมิโนไทโรซีนกับพื้นที่ใตกราฟชวง 5-6 ppm ซึ่งเปนของหมู 

methacryloyl ที่ตดิลงไปบนเซริซินโดยในโปรตีนเซริซินนั้นประกอบไปดวยกรดอะมิ

โนที่เปนวงอะโรมาติกหลักๆคือไทโรซีนซึ่งมีอยูประมาณ 3.98% (reference) สวนหมู 

methacryloyl จะไปตดิอยูบนสายโปรตีนที่ตำแหนงกรดอะมิโนเซอรีนซึ่งในโปรตีนเซ

ริซินโดยในเซริซินมีเซอรีนอยูประมาณ 24.80% โดยในวงอะโรมาติกของไทโรซนีมี

โปรตรอนอยู 4 ตัวและ methacryloyl มีโปรตรอนอยู 2 ตัวที่ปรากฎอยูใน 

chemical shift ในชวง 5-6 ppm 

 

 

 

 

 

ดังนั้นสามารถเทียบพ้ืนที่แบบ 1:1 ไดโดยจะคำนวณดังนี้ 

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 

รูปที่ 3.12 ภาพขยาย NMR Spectrum ของเซริซินหลังติดหมู methacryloyl ชวง 5-7 ppm 

 

 

 

รูปที่ 3.12 ภาพขยาย NMR Spectrum ของเซริซินหลังทำการติดหมู methacryloyl ชวง 5-7 ppm 

 

 

a  b           x          y  

 

รูปที่ 3.28  1H NMR 

SPECTRUM ของเซริซิน

กอนและหลังทำการติด

หมู METHACRYLOYL

 

รูปที่ 3.12 ภาพขยาย 

NMR Spectrum ของเซ

ริซินหลังทำการติดหมู 

methacryloyl ชวง 5-

7 ppm 

 

 

รูปที่ 3.29  1H NMR 

SPECTRUM ของเซริซิน
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100 g in sericin have amino acid overall 0.6407 mol 

จะไดวามี methacryloyl group อยู 2.17% 

3.2 การทำปฎิกิริยาการเช่ือมขวางด้วย thiol-ene click reaction 

เมื่อนำ Ser-MA มาเช่ือมขวางระหวางกันโดยใช dithiolthreitol (DTT) เปนสารเชื่อมขวาง

โดยละลายในน้ำพบวา Ser-MA และ DTT สามารถละลายในน้ำไดดีเมื่อละลายแลวพบวา

สารละลายมีความหนืดเทาเดิมเมื่อเทียบกับ Ser-MA ที่ละลายน้ำ ผูวิจัยจึงนำผลิตภัณฑ Ser-

MA/DTT ไปตรวจสอบวาเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction หรือไมโดยใชเทคนิค 1H 

NMR spectroscopy โดยนำ Ser-MA และ DTT ไปละลายใน D2O ได spectrum ดังรูป 

3.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.13 1H NMR spectrum Ser-MA กอนและหลังเชื่อมขวางดวย DTT 

 

 

รูปที่ 3.33 1H NMR spectrum Ser-MA กอนและหลังทำการเชื่อมขวางดวย DTT 

 

 

รูปที่ 3.13 1H NMR spectrum Ser-MA กอนและหลังทำการเชื่อมขวางดวย DTT 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

 

Ser-MA 

Ser-MA/DTT 

 

รูปที่ 3.30 1H 

NMR 

spectrum 

Ser-MA กอน

และหลังทำ

การเช่ือม

ขวางดวย 

DTTSer-

MA/DTT 

 

รูปที่ 



23 
 

จากรูปที่ 3.13 จะเห็นวา 1H NMR spectrum หลังจากเชื่อมขวางดวย DTT พบวา

พีคที่ชวง chemical shift 5-6 ppm มีอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟลดลงเมื่อเทียบกับพื้นที่ใต

กราฟของพีคที่ chemical shift 6.84 และ 6.53 ppm โดยในตอนแรกอัตราสวนพื้นที่ใต

กราฟอยูที่ 1:1 แตเมื่อเช่ือมขวางพบวาอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟลดลงเปน 1 : 0.4 เมื่อเทียบกับ

กอนเชื่อมขวางแสดงวาเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction จริงแตยังมีหมู 

methacryloyl บางสวนยังไมเกิดปฎิกิริยาการเช่ือมขวางซึ่งนาจะเกิดจาก DTT บางสวนยังไม

อยูในรูปรีดิวซผูวิจัยจึงเติมวิตามินซีลงไปเพ่ือรีดิวซ DTT จากนั้นตรวจสอบดวยเทคนิค 1H 

NMR spectroscopy ได spectrum ดังรูปที่ 3.14 

 

รูปที่ 3.14 1H NMR spectrum ของเซริซินที่เช่ือมขวางกอนและหลังเมื่อเติมวิตามินซี 

 

 

รูปที่ 3.35 GPC CHROMATOGRAM ของรูปที่ 3.36 1H NMR spectrum ของเซริซินที่ทำการ

เช่ือมขวางกอนและหลังเมื่อเติมวิตามินซี 

 

 

Ser-MA/DTT 
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Ser-MA/DTT + Vit C 
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จากรูปที่ 3.14 จะเห็น 1H NMR spectrum หลังจากเติมวิตามินซีพบวาพีคที่ชวง 

chemical shift 5-6 ppm มีอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟลดลงเมื่อเทียบกับพื้นที่ใตกราฟของพีคที่ 

chemical shift 6.84 และ 6.53 ppm เมื่อเทียบกับในตอนแรกกอนเติมวิตามินซีโดยในตอน

แรกอัตราสวนพ้ืนที่ใตกราฟอยูที่ 1 : 0.4 แตเมื่อเติมวิตามินซีพบวาอัตราสวนพื้นที่ใตกราฟ

ลดลงเปน 1 : 0.3 เมื่อเทียบกับกอนเชื่อมขวางแสดงวาเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click 

reaction ไดเพ่ิมขึ้นจากตอนกอนเติมวิตามินซีแสดงวาวิตามินซีไปริดิวซ DTT ทำใหเกิดการ

เช่ือมขวางไดมากขึ้นโดยพบวาสารละลายที่ไดมีความหนืดเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับเซริซินที่ติด

หมู methacryloyl แตไมไดเช่ือมขวางแตสารละลายยังไมสามารถคงรูปเปนของแข็งไดซึ่ง

นาจะเกิดจากเซริซินที่เตรียมไวนั้นยังติดหมู methacryloyl เขาไปไดไมมากพอเลยทำใหเกิด

การเช่ือมขวางไดไมมากพอที่จะคงรูปได ผูวจิัยนำ Ser-MA/DTT ไปทดสอบหามวลโมเลกุล

ดวยเทคนิคเจลเพอรมีเอชันโครมาโตกราฟ 

 

 

รูปที่ 3.15 GPC chromatogram ของ Ser-MA และ Ser-MA/DTT 
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จากโครมาโทแกรมเมื่อนำมาหามวลโมเลกุลเฉลี่ยพบวามวลโมเลกุลเฉลี่ยหลังจาก

เช่ือมขวางดวย DTT เปน 350652 ซึ่งสูงขึ้นจากเดิมคือ 170854 แสดงวาเกิดการ

เช่ือมขวางระหวางสายโปรตีนจึงทำใหมวลโมเลกุลโปรตีนในสายมีคาสูงขึ้นโดย DTT 

จะเชื่อมขวางระหวางโปรตีนแตละสายดังรูปที่ 3.16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 3.16 สมการเชื่อมขวางของเซริซินแตละสายดวย DTT 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการติดหมู methacryloyl ลงบนสายโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายตางๆ

พบวาในตัวทำละลาย pyridine เกิดการแทนที่ไดไมดีเนื่องจากโปรตีนเซริซินที่ใชนั้นละลายไดไมดีใน  

pyridine ในขณะที่การติดหมู methacryloyl ลงบนสายโปรตีนเซริซินในตัวทำละลายน้ำพบวา

โปรตีนเซริซินนั้นสามารถละลายไดดีในน้ำโดยเมื่อทำปฎิกิริยาแลวพบวามีการติดหมู methacryloyl 

ลงบนสายโปรตีนเซริซินเนื่องจากมีพีคสัญญาณของ 1H NMR ในชวง 5-6 ppm และเมื่อนำมาคำนวณ

เปอรเซ็นตการแทนที่พบวามีเปอรเซ็นตการแทนที่อยู 2.17% และเมื่อนำโปรตีนเซริซินที่ติดหมู  

methacryloyl ไปเชื ่อมขวางโดยใชปฎิก ิร ิยา  thiol-ene click reaction โดยใชสารเชื ่อมขวาง 

dithiothreitol พบวาสารละลายที่ไดมีความหนืดเพิ่มมากขึ้นและจากผล 1H NMR ในชวง 5-6 ppm 

พบวาพีคสัญญาณไดหายไปแสดงวาเกิดปฎิกิริยา thiol-ene click reaction จริงแตโปรตีนเซริซินที่

ติดหมู methacryloyl ยังไมสามารถนำมาใชเปน bioink ไดเนื่องจากเมื่อทำปฎิกิริยา thiol-ene 

click reaction ผลิตภัณฑยังไมมีความเหนียวจนคงรูปไดซึ่งเกิดจากการที่มีหมู methacryloyl อยูบน

สายโปรตีนเซริซินนอยเกินไปทำใหยังเกิดการเช่ือมขวางระหวางสายโปรตีนไมมากพอ 
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