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บทคัดย่อ 

การติดเชื้อแบคทีเรีย ถือเป็นหนึ่งในปัญหาส าคัญที่พบในทางการแพทย์ เนื่องจากแบคทีเรียต่าง ๆ

สามารถเกิดการดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้หากรักษาไม่ถูกวิธี ดังนั้นเพ่ือเป็นการป้องกันปัญหาการติดเชื้อดังกล่าว  

จึงมีการพัฒนาการผลิตวัสดุชนิดใหม่ที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งหนึ่งใน

สารที่สามารถท าหน้าที่นี้ได้คือ เพปไทด์ต้านจุลชีพ ซึ่งเป็นเพปไทด์สายสั้นที่มีความสามารถในการยับยั้ง 

เชื้อแบคทีเรีย โดยได้มีงานวิจัยที่ศึกษาการตรึงเพปไทด์ต้านจุลชีพลงบนพ้ืนผิวต่าง ๆมาแล้วพอสมควร เช่น  

การใช้ไฮโดรเจลของพอลิเอทิลีนไกลคอลที่ประกอบด้วยเพปไทด์ต้านจุลชีพ HHC10 ที่มีล าดับกรดอะมิโน  

(H-KRWWKWIRW-NH2) เคลือบบนพ้ืนผิว PET ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S.aureus และ S.epidermidis 

และจากผลการศึกษาในอดีต พบว่าฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียมักขึ้นกับปริมาณประจุบวกบนพ้ืนผิว และ

ความยาวของสายโมเลกุลที่ออกฤทธิ์ดังกล่าว ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยจึงได้สังเคราะห์เพปไทด์ต้านจุลชีพบน

พ้ืนผิวเซลลูโลส ซึ่งเป็นวัสดุที่หาได้ง่าย มีราคาถูก ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ และไม่เป็นพิษ  โดยศึกษา 

การตรึงเพปไทด์ที่มีล าดับดังกล่าว ในความยาวเพปไทด์ที่แตกต่างกัน เพ่ือทดสอบการคงฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย 

S.aureus และ E.coli บนพ้ืนผิวดัดแปรเซลลูโลส และพบว่าเพปไทด์ที่มีความยาวของกรดอะมิโนแตกต่างกันมี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่แตกต่างกัน โดยความยาวเพปไทด์ที่มากขึ้น มีความสามารถในการ

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเพิ่มข้ึน 

 นอกจากนี้คณะผู้วิจัยได้สังเคราะห์ 4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole  

ซึ่งเป็นสารประกอบสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ในกลุ่ม oxadiazole ที่มีขนาดเล็กและละลายน้ าได้ เพื่อใช้เป็นตัวบ่งชี้

ถึงประสิทธิภาพการตรึงสารอินทรีย์บนกระดาษท่ีผ่านปฏิกิริยาประเภทต่าง ๆ โดยพบว่าสีย้อมดังกล่าวสามารถ

ท าหน้าที่ เป็นตัวบ่งชี้ประสิทธิภาพการตรึงนิวคลีโอไฟล์ลงบนกระดาษได้ดี โดยสังเกตผลความเข้ม  

ของการเรืองแสงเมื่อมีแหล่งก าเนิดแสงที่เหมาะสม กล่าวคือความเข้มของแสงที่ติดบนกระดาษจะแปรผัน 

กับความเข้มข้นของสีย้อมท่ีถูกตรึงได้หลังการชะล้าง ท าให้เป็นตัวบ่งชี้ถึงประสิทธิภาพการตรึงได้นั่นเอง 

ค าส าคัญ : เพปไทด์ต้านจุลชีพ, เซลลูโลส,  oxadiazole  
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Abstract 

One of the current global health concerns is bacterial infection, which can cause 

resistance if treated incorrectly. This results in urgent needs for prevention methods such as 

the use of antibacterial material that can inhibit bacterial growth. Antimicrobial peptides,  

a group of short peptides, are among the known bioactive scaffolds that can be immobilized 

onto surfaces to make them antimicrobial. An example includes a polyethylene glycol 

hydrogel containing the immobilized peptide HHC10 (H-KRWWKWIRW-NH2) coated on PET 

surface which showed antibacterial activities against S.aureus and S.epidermidis. In addition, 

previous results suggested that the amount of positive charges on surface and length of 

antimicrobial peptide also affect the antimicrobial activity. Herein, HHC10 antimicrobial 

peptides with different lengths were synthesized on cellulose support, which is inexpensive, 

organic-solvent resistant, and non-toxic. Thereafter, the antibacterial activities against S.aureus 

and E.coli were studied. The results showed that peptides with different length have varying 

antibacterial activities – the longer the length, the higher the antibacterial activity.   

Furthermore, a nucleophilic fluorescent dye, 4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz- 

[2,1,3-d]-oxadiazole was synthesized. This small and water-soluble molecule was used to 

indicate the efficiency of immobilization of organic compounds on paper via a variety of 

chemical reactions. As expected, the results showed that the compound can be used to 

indicate the efficiency of immobilization by observing the fluorescence intensity when 

subjected to a light source with an appropriate wavelength. That is, the fluorescence intensity 

is directly proportional to the concentration of the retained compound after washing, thus 

indirectly indicating the efficiency of covalent immobilization. 

Keywords: antimicrobial peptide, cellulose, oxadiazole 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
  การเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องของการดื้อยาปฏิชีวนะในแบคทีเรียเป็นปัญหาที่ส าคัญต่อสุขภาพมนุษย์  

แบคทีเรียจึงเป็นสาเหตุอันดับต้น ๆ ของการติดเชื้อในมนุษย์ซึ่งน าไปสู่การเสียชีวิต ตัวอย่างของแบคทีเรียดื้อยา 

เ ช่ น  Staphylococcus aureus ซึ่ ง ดื้ อ ต่ อ ย า ในกลุ่ ม  beta-lactam (methicillin-resistant Staphylo- 

coccus aureus หรือ MRSA) และแม้ว่าจะมีการคิดค้นยาปฏิชีวนะชนิดใหม่ที่มีกลไกการออกฤทธิ์ต่างจากเดิม 

แบคทีเรียก็ยังสามารถเกิดการดื้อยาขึ้นได้อีก ยิ่งกว่านั้น เมื่อแบคทีเรียเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนมากข้ึน จะอาศัย

อยู่รวมกันในรูปไบโอฟิล์ม (biofilm) ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียหลั่งสารจ าพวกพอลิแซ็กคาไรด์และปล่อยออกมา

นอกเซลล์ ยึดเกาะพ้ืนผิวเพ่ือท าหน้านี้เป็นชั้นปกป้องแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ด้านในดังแสดงในรูปที่ 1.1 ท าให้

แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้ดีขึ้น และไบโอฟิล์มยังสามารถต้านสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้ดีกว่าเซลล์

แบคทีเรียที่ไม่ได้อยู่รวมกันถึง 1000 เท่า1 การพัฒนาวัสดุที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย จึงเป็น

วิธีที่จะช่วยป้องกันไม่ให้เกิดการติดเชื้อและการเกิดไบโอฟิล์มได้ อันจะน าไปสู่การรักษาที่ยุ่งยาก 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.1 แสดงการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย2 

  antimicrobial polymer สามารถแบ่งออกเป็นประเภทย่อย ๆ ได้ 3 ประเภท3 คือ (a) biocide-

releasing polymer คือพอลิเมอร์ที่สามารถปลดปล่อยสารออกฤทธิ์เพ่ือฆ่าแบคทีเรียโดยตรง มีประสิทธิภาพ

สูงในช่วงระยะเวลาหนึ่ง (b) polymeric biocide คือพอลิเมอร์ที่เกิดจากมอนอเมอร์ที่เป็นสารออกฤทธิ์ฆ่า

แบคทีเรีย และ (c) biocidal polymer คือพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยโมเลกุลของสารชนิดต่าง ๆ ที่มีหมู่ฟังก์ชัน

ที่เหมาะสมมาต่อกันแล้วเกิดเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถออกฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรีย โครงสร้างดังแสดงในรูปที่ 1.2  
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     a     b     c  

 

รูปที่ 1.2 แสดงการท างานของ (a) biocide-releasing polymer, (b) polymeric biocide และ 

    (c) biocidal polymer3 

 

1. biocide-releasing polymer คือพอลิเมอร์ที่เป็นตัวบรรจุสารฆ่าเชื้อแบคทีเรีย  และสามารถ

ปลดปล่อยสารเหล่านั้นเพ่ือท าลายเซลล์แบคทีเรียโดยตรง  จัดเป็นประเภทที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียได้ดีที่สุด แต่มีข้อเสียคือ สารฆ่าเชื้อแบคทีเรียจะมีจ านวนลดลงเรื่อย ๆ และหมดลง 

ในที่สุด ตัวอย่างเช่น N-halamine group ต่อกับพอลิเมอร์ชนิดต่าง ๆ โดย N-halamine จะเป็น

แหล่งของ chlorine หรือ hypochlorite ซึ่งจะเข้าท าลายเซลล์แบคทีเรียโดยตรง โดยการ

ออกซิไดซ์ฟอสโฟลิพิด (phospholipid) ของเยื่อหุ้มเซลล์4 หรืออีกตัวอย่างหนึ่ง คือพอลิเอสเทอร์

ที่ท าปฏิกิริยากับ NHS/EDC สามารถปลดปล่อย nitric oxide ฆ่าเซลล์แบคทีเรียได้เช่นกัน5 

2.  polymeric biocide เป็นพอลิเมอร์ที่สังเคราะห์มาจากมอนอเมอร์ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธิ์ฆ่าเชื้อ

แบคทีเรีย โดยคาดว่ามอนอเมอร์ดังกล่าวจะยังคงฤทธิ์ฆ่าเชื้อแบคทีเรียอยู่เมื่อน ามาต่อกันเป็น 

พอลิเมอร์ แต่พบว่าไม่เป็นเช่นนั้นเสมอไป  เช่น ในงานวิจัยของ  Nathan และคณะ ได้ใช้  

Penicillin V และ Cephradine ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะ ต่อเป็นโซ่ข้างของพอลิเมอร์ PEG-lysine 

และพบว่าพอลิเมอร์ดังกล่าวไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเลย6 ซึ่งน่าจะมีสาเหตุจากการไม่ละลาย

น้ าของพอลิเมอร์ ในขณะที่งานวิจัยของ Dizman และคณะ ได้ใช้โคพอลิเมอร์ของ methacrylate 

ดัดแปรด้วย Norfloxacin กับ PEG-methacrylate พบว่าพอลิเมอร์ดังกล่าวยังมีฤทธิ์ยับยั้ง 

เชื้อแบคทีเรียได้7 การใช้พอลิเมอร์ประเภทนี้จึงสามารถคาดการณ์ได้ยากว่าฤทธิ์การยับยั้ง 

เชื้อแบคทีเรียจะเป็นไปในทิศทางใด เนื่องจากกลไกการออกฤทธิ์ไม่ได้ขึ้นอยู่กับตัวสารที่ออกฤทธิ์

เพียงอย่างเดียว ยังขึ้นอยู่กับส่วนอื่น ๆ ที่ประกอบกันเป็นพอลิเมอร์อีกด้วย  
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3. biocidal polymer เป็นพอลิเมอร์ที่ประกอบด้วยส่วนที่เป็นประจุบวก (polycation) และส่วนที่

ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ซึ่งมีสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobicity) โดยส่วนที่เป็นประจุบวกจะท า

หน้าที่ดึงดูดเซลล์แบคทีเรียให้เข้ามาใกล้พื้นผิว เนื่องด้วยประจุสุทธิเป็นลบของแบคทีเรีย โดยเกิด

จาก teichoic acid บนเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก และฟอสโฟลิพิดของเยื่อหุ้ม

เซลล์ด้านนอกของแบคทีเรียแกรมลบ ดังแสดงในรูปที่ 1.3a และส่วนที่ไม่ชอบน้ าจึงท าหน้าที่

แทรกตัวเข้าไปภายในเซลล์แบคทีเรียและรบกวนการท างาน เช่นการท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ 

และท าให้เซลล์ตายในที่สุด 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1.3 แสดง (a) ลักษณะของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ8 และ (b) ตัวอย่างของ     

            biocidal polymer ที่มีหมู่ฟังก์ชันเป็น quaternary ammonium3  

 หมู่ฟังก์ชันที่เป็นประจุบวกของ biocidal polymer ได้แก่ quaternary ammonium, phosphor- 

nium, tertiary sulfonium และ  guanidinium  ตั ว อย่ า ง ขอ ง  biocidal polymer เ ช่ น  พอลิ เ มอ ร์ ที่

ประกอบด้วยวง pyridinium ดังแสดงในภาพที่ 1.3 (b) มีโครงสร้างส่วนที่ไม่ชอบน้ า คือสายไฮโดรคาร์บอน 

และส่วนที่เป็นประจุบวก คือ quaternary ammonium อย่างไรก็ตาม โครงสร้างพอลิเมอร์ดังกล่าวอาจมีฤทธิ์

ที่ต่ าลง เนื่องจากโครงสร้างแกน (backbone) ของพอลิเมอร์มีลักษณะที่แข็ง ไม่ยืดหยุ่น ท าให้ส่วนที่ 

ไม่ชอบน้ าแยกออกจากส่วนที่เป็นประจุบวกได้ไม่สมบูรณ์ กลไกการแทรกตัวของพอลิเมอร์จึงเกิดได้ยาก ส่งผล

ให้พอลิเมอร์มีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียต่ า จึงน าไปสู่การสังเคราะห์ biocidal polymer อีกรูปแบบหนึ่ง 

 
hydrophobic 

backbone 
 
 
 

polycation 
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โดยอาศัยพอลิเมอร์ที่มีสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่อยู่ส่วนปลาย  (biocidal end group) ด้านหนึ่ง และหมู่ที่

ควบคุมกลไกการท างานของพอลิเมอร์ หรือ satellite group อยู่ปลายอีกด้านหนึ่ง ตัวอย่างเช่นในงานวิจัยของ 

Christian และคณะ ได้ ใช้  2-methyl-1,3-oxazoline (PMOx) ที่มี biocidal end group เป็น  dimethyl- 

dodecyl ammonium และ ส่วน satellite group เป็น alkyl group9 โดยใช้ alkyl ที่ความยาวต่าง ๆ พบว่า

เมื่อพิจารณาจากค่า minimum inhibitory concentration หรือ MIC พอลิเมอร์จะมีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียดีที่สุดเมื่อใช้หมู่ alkyl C8 - C10  และมีฤทธิ์ลดลงอย่างมากเมื่อเพ่ิมความยาวหมู่  alkyl เป็น  

C12 - C16 แสดง ให้ เห็ นว่ า  satellite group ส่ งผลต่อฤทธิ์ การยับยั้ ง เชื้ อแบคที เ รี ย  โดยจะควบคุม 

การเกิด micelle และการแทรกตัวของ biocidal group เข้าไปภายในเซลล์แบคทีเรีย ดังแสดงในรูป 1.4 

 

 

                                    

 

 

 

           

รูปที่ 1.4 แสดง (a) โครงสร้างของพอลิเมอร์ที่ปลายทั้งสองเป็น biocidal end group และ satellite group 
    และ (b) หลักการท างานของพอลิเมอร์ดังกล่าว9 

  นอกจากนี้ การแบ่งประเภทพ้ืนผิวที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ยังสามารถแบ่งได้อีกวิธี ได้แก่ พ้ืนผิว
ที่ขับไล่ไม่ให้แบคทีเรียเข้าใกล้พ้ืนผิว (repelling) และพ้ืนผิวที่ฆ่าเซลล์แบคทีเรียที่มาเกาะพ้ืนผิว (killing)3  
โดยที่ repelling จะใช้การเคลือบพ้ืนผิวด้วยสารที่ไม่ชอบน้ าหรือสารที่มีประจุลบ เพ่ือให้เกิดแรงผลักกับเซลล์
แบคทีเรียที่มีประจุลบเช่นกัน ส่วน killing จะมีทั้งแบบ biocide-releasing ซึ่งมีการปลดปล่อยสารออกฤทธิ์
เพ่ือฆ่าเซลล์แบคทีเรียโดยตรง และแบบ contact-active biocidal ซึ่งสามารถฆ่าแบคทีเรียที่เข้ามาใกล้พ้ืนผิว 
โดยไม่สูญเสียสารออกฤทธิ์ ดังแสดงในรูปที ่1.5 
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รูปที่ 1.5 แสดงหลักการท างานของ antimicrobial surface3 

  การติดพอลิเมอร์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียด้วยพันธะโคเวเลนต์ลงบนพ้ืนผิว ท าได้โดยดัดแปรหมู่

ฟังก์ชันบนพ้ืนผิวให้มีความเหมาะสมกับหมู่ฟังก์ชันของพอลิเมอร์ที่จะเกิดปฏิกิริยา  เช่นการติด poly-4-vinyl-

N-alkylpyridinium ลงบนสไลด์แก้ว ท าได้โดยการดัดแปรสไลด์แก้วด้วย  aminosilane และ acryloyl 

chloride จากนั้นจึงน ามาท าปฏิกิริยากับ  4-vinylpyridine แล้วจึงท า alkylation ด้วย alkylbromide10  

บน พ้ืนผิ ว ก ร ะด าษกรอ ง  ตั ว อย่ า ง เ ช่ น  กา ร ใ ช้  2-bromoisobutyryl bromide ท า ปฏิ กิ ริ ย า กั บ 

หมู่ ไ ฮดรอกซิ ลของ เซลลู โ ลสด้ วยปฏิกิ ริ ยา เอส เทอริ ฟิ เคชัน  แล้ วหมู่ อะมิ โนจึ งท าปฏิ กิ ริ ย ากับ  

2-(dimethylamino)ethyl methacrylate และ quaternize ด้วย alkyl halide11 ได้พ้ืนผิวดัดแปรที่มีฤทธิ์

ต้านเชื้อแบคทีเรีย E.coli และ B.subtilis อีกรูปแบบหนึ่งของการติดพอลิเมอร์ คือการเคลือบบนพ้ืนผิวแบบ 

layer-by-layer ซึ่งอาศัยหลักการดึงดูดระหว่างประจุตรงกันข้ามของพอลิเมอร์ กับพ้ืนผิว เช่น การใช้ 

antimicrobial peptide ที่มีชื่อว่า gramicidin A ซึ่งมีส่วนที่เป็นประจุบวกและและมีส่วนที่ไม่ชอบน้ า มา

ละลายใน amphiphilic anionic polysaccharide แล้วน ามารวมกับพ้ืนผิวดัดแปรที่เป็น polycation จะได้

ชั้นฟิล์มบางที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย12 โดยอาศัยกลไก 2 แบบ คือการฆ่าเซลล์แบคทีเรียที่เข้ามาใกล้

พ้ืนผิว และการปลดปล่อยเพปไทด์ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์สู่สารละลายภายนอก  ซึ่งชั้นฟิล์มดังกล่าวยังสามารถ 

กักเก็บเพปไทด์ส่วนหนึ่งได้แม้ท าการล้างหลายครั้ง อีกตัวอย่างหนึ่งของการเคลือบสารออกฤทธิ์บนพ้ืนผิว คือ

การเคลือบบนพ้ืนผิว PET ด้วยอนุพันธ์ของเพปไทด์ HHC10 ซึ่งมีล าดับกรดอะมิโนเป็น H-KRWWKWIRW-NH2 

ที่  crosslink กั บ  PTMP และ  PEGDA 700 เ ค ลื อบด้ ว ย ไฮ โ ด ร เ จ ล 13 ซึ่ ง อ าศั ยปฏิ กิ ริ ย า  Thiol-ene 

photopolymerization โดยมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และ Staphylococcus 

epidermidis 
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  การเลือกใช้การสังเคราะห์พ้ืนผิววัสดุต้านเชื้อแบคทีเรียแบบ contact-active โดยใช้พอลิเมอร์ที่มีฤทธิ์

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและไบโอฟิล์ม 

บนพ้ืนผิว เพราะท าได้กับทุกพ้ืนผิววัสดุ และสามารถออกฤทธิ์ได้ยาวนาน เพราะไม่มีการปลดปล่อยสารเคมี

ออกมา อีกทั้งมีโอกาสดื้อยาที่ต่ ากว่าใช้ยาปฏิชีวนะในทางทฤษฎี โดยการใช้พอลิเมอร์ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียเป็นเพปไทด์ เป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ เนื่องจากมีกลไกการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ 

และเป็นสารชีวโมเลกุลจึงสามารถเข้ากับสิ่งมีชีวิตได้ดี  

  เพปไทด์ต้านจุลชีพ (antimicrobial peptides หรือ host-defense peptides) นั้นเป็นสารชีว -
โมเลกุลขนาดเล็ก สามารถพบได้ ในทั้งสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก เช่น แบคทีเรีย รา พืช สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง  
ไปจนถึงเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม14 เช่น Cathelicidins เป็นกลุ่มของเพปไทด์ต้านจุลชีพที่พบได้ในสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมหลายชนิด, Defensins เป็นกลุ่มเพปไทด์ต้านจุลชีพที่พบได้ทั้งในพืช แมลง สัตว์ไม่มีกระดูกสัน
หลัง และสัตว์มีกระดูกสันหลัง และ Histatins เป็นเพปไทด์ต้านจุลชีพซึ่งสร้างจากเซลล์หลายชนิดภายใน
ร่างกายของมนุษย์ เช่น เม็ดเลือดขาว อัณฑะ และต่อมน้ าลาย โดยพบว่าเพปไทด์ต้านจุลชีพมักเป็นสารใน
ระบบภูมิคุ้มกันแบบก าเนิด (innate immunity) มีความสามารถในการเลือกจับ (selectivity) มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียไดกวาง (broad-spectrum) ซึ่งบางชนิดอาจมีฤทธิ์ครอบคลุมถึงการท าลายเชื้อรา ไวรัสชนิดมีเปลือก 
(enveloped viruses) ปรสิต และอาจมีผลในการยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลลมะเร็งไดอีกดวย และมีความ
เป็นพิษน้อยกว่าสารต้านเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืน  เช่น  silver, salicylic acid, quaternary ammonium 
compounds, phenol derivatives, chlorhexidine และ nitric oxide 

  ลักษณะโดยทั่วไปของเพปไทด์ต้านจุลชีพจึงประกอบด้วยกรดอะมิโนที่มีประจุบวก  (positively 
charged amino acids) เช่น อาร์จินีน (arginine) ไลซีน (lysine) รวมถึงฮิสติดีน (histidine) ในสภาวะเป็น
กรด  และกรดอะมิ โนที่ ไม่มีขั้ ว  (hydrophobic amino acids) เช่น  อะลานีน  (alanine) ฟีนิลอะลานีน 
(phenylalanine) ทริปโตฟาน (tryptophan) และ ไทโรซีน (tyrosine) โดยหลักการท างานของเพปไทด์ต้าน
จุลชีพ เป็นการรบกวนการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย เช่นเดียวกับ biocidal polymer ที่กล่าว
ข้างต้น โดยเพปไทด์ต้านจุลชีพมักจะมีโครงสร้างแบบทุติยภูมิ คือเกิดแรงภายในโมเลกุล เช่นพันธะไฮโดรเจน 
เกิดเป็นรูปร่างต่าง ๆ เช่น โครงสร้าง alpha helix, โครงสร้าง beta-sheet, โครงสร้าง hairpin หรือโครงสร้าง 
extended โดยมีเป้าหมายหลักอยู่ที่การรบกวนชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ซึ่งมีแบบจ าลองกลไกการท าลาย
เซลล์ของเพปไทด์ต้านจุลชีพ 3 รูปแบบ14 ดังแสดงในรูปที่ 1.6 คือ 

1. แบบจ าลอง barrel-stave มีหลักการคือ เพปไทด์จะใช้ส่วนที่ไม่ชอบน้ า จับกับด้านนอกของส่วนหัว

ของลิพิดไบเลเยอร์ จากนั้นใช้ส่วนที่มีประจุบวกแทรกตัวผ่านชั้นลิพิดไบเลเยอร์ของเซลล์แบคทีเรีย 

การจ าลองตัวดังกล่าวอาศัยโครงสร้างเพปไทด์หลาย ๆ แท่งเรียงต่อกันเป็นวงกลมคล้ายถังไม้ น าไปสู่

การเกิดรู และเกิดการรั่วไหลของสารต่าง ๆ ออกสู่ภายนอก ท าให้เซลล์ตายในที่สุด 
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2. แบบจ าลอง carpet เป็นแบบจ าลองที่อาศัยการสะสมของเพปไทด์จ านวนมากบนชั้นลิพิดไบเลเยอร์ 

ของเซลล์แบคทีเรีย การสะสมเพปไทด์ดังกล่าวท าให้มีรูปร่างคล้ายกับผืนพรม จากนั้นท าให้เกิดการ

ห่อหุ้มโครงสร้างของลิพิดไบเลเยอร์ของเซลล์แบคทีเรีย จนมีลักษณะคล้ายกับไมเซลล์ (micelles) 

และหลุดออกจากเยื่อหุ้มเซลล์เซลล์ ซึ่งผลดังกล่าวท าให้เกิดรูที่ผิวเซลล์แบคทีเรียเช่นเดียวกัน 

3. แบบจ าลอง toroid หรือ wormhole มีลักษณะคล้ายกับแบบจ าลอง barrel stave คือ เพปไทด์จับที่

ผิวของเยื่อหุ้มเซลล์โดยอาศัยส่วนที่ไม่ชอบน้ า จากนั้นสอดแทรกส่วนที่มีประจุบวกเข้าไป แล้วกระตุ้น

ให้เกิดโครงสร้างลิพิดมอนอเลเยอร ์(lipid monolayer) ขึ้น เกิดเป็นรูเช่นเดียวกัน 

 

รูปที่  1.6 แสดงกลไกการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแบบต่าง  ๆ (a) barrel-stave, (b) carpet 

     และ (c) toroid14 

  นอกจากนี้ เพปไทด์ต้านจุลชีพบางชนิดอาจจะมีกลไกการท างานอื่น ๆ ร่วมด้วย ตัวอย่าง เช่น เพปไทด์
ต้านจุลชีพ indolicidin มีฤทธิ์ฆ่าแบคทีเรีย E.coli โดยการรบกวนเยื่อหุ้มเซลล์  และยับยั้งกระบวนการ
สังเคราะห์ DNA15 โครงสร้างและการท างานดังกล่าว จึงท าให้เพปไทด์ต้านจุลชีพมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได้
กว้าง และมีความสามารถในการเลือกจับกับเซลล์แบคทีเรีย เนื่องจากเพปไทด์ส่วนที่เป็นประจุบวก สามารถ
ดึงดูดกับประจุสุทธิที่เป็นลบ ซึ่งเป็นสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียทั้งในชนิดแกรมบวกและแกรมลบ 
แตกต่างกับเยื่อหุ้มเซลล์ของสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต ที่มีความเป็นประจุลบต่ ากว่า และมีคอเลสเตอรอลเป็น
องค์ประกอบ ซึ่งท าให้เยื่อหุ้มเซลล์มีความเสถียรมากกว่า16  
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เพปไทด์ต้านจุลชีพที่ได้จากแหล่งธรรมชาติ มักจะเป็นเพปไทด์สายยาวของกรดอะมิโนจ านวนมาก เช่น
เพปไทด์ต้านจุลชีพกลุ่ม beta-defensin ประกอบด้วยกรดอะมิโนตั้งแต่ 35 – 100 ตัว ดังนั้นการสังเคราะห์
สายเพปไทด์เลียนแบบธรรมชาติจึงท าได้ยาก จึงได้มีการพัฒนาสังเคราะห์เพปไทด์ต้านจุลชีพที่มีขนาดสั้นลง  
และมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่ดี  นอกจากนี้ยังต้องค านึงถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการยับยั้ง 
เชื้อแบคทีเรียเช่น ขนาด ประจุรวม ความไม่ชอบน้ า และความสามารถในการละลายน้ า (solubility)17 ดังนั้น
การเปลี่ยนแปลงสมบัติเหล่านี้ก็จะท าให้ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเปลี่ยนแปลงด้วย เช่น ในงานวิจัยของ Liu 
และคณะ ได้ท าการศึกษาผลของความยาวของสายเพปไทด์ต้านจุลชีพต่อประสิทธิภาพการยับยั้ ง 
แบคทีเรีย18  โดยสังเคราะห์เพปไทด์ที่ประกอบด้วยชุดของกรดอะมิโนอาร์จินีนและทริปโตฟานซ้ ากัน คือ 
(RW)n-NH2 โดยที่ n มีค่าเท่ากับ 1, 2, 3, 4 และ 5 พบว่า ความยาวเพปไทด์ที่เพ่ิมขึ้นมากขึ้น ส่งผลให้ฤทธิ์ 
การยับยั้งแบคทีเรียเพิ่มมากข้ึน   

เทคนิคการดัดแปรพ้ืนผิวที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย สามารถท าบนพ้ืนผิวหลากหลายชนิด เช่น  
พอลิสไตรลีน พอลิอะครีลาไมด์ ซิลิกา ทองค า เซลลูโลส โดยอาศัยปฏิกิริยาที่เหมาะสม โดยในงานวิจัยนี้ 
จะเลือกใช้พ้ืนผิวเซลลูโลสหรือกระดาษกรอง ซึ่งมีข้อดีเหนือกว่าวัสดุอ่ืน ๆ คือ เป็นวัสดุที่หาได้ง่าย มีราคาถูก 
ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ และเข้ากับเนื้อเยื่อสิ่งมีชีวิตได้จึงไม่เป็นพิษ การสังเคราะห์เพปไทด์ต้านจุลชีพลงบน
พ้ืนผิวดัดแปรดังกล่าวจะใช้เทคนิค SPOT synthesis ซึ่งเป็นวิธีการสังเคราะห์เพปไทด์บนพ้ืนผิวเซลลูโลส มี
ข้อดี คือเป็นเทคนิคที่ใช้สารปริมาณน้อย และสามารถสังเคราะห์เพปไทด์ที่มีความหลากหลายได้ในเวลา
เดียวกัน19 ประกอบกับ Fmoc protection strategy ซึ่งเป็นการสังเคราะห์สายเพปไทด์ด้วยการต่อกรดอะมิโน
ครั้งละหนึ่งตัว โดยต่อกรดอะมิโนที่มีหมู่ปกป้อง Fmoc (9-fluorenyl- methoxycarbonyl group) กับ
โมเลกุลที่ตรึงบนพื้นผิวซึ่งมีปลายด้านหมู่อะมิโนอิสระด้วยพันธะเอไมด์ จากนั้นจึงท าการปลดหมู่ปกป้อง Fmoc 
ออกด้วยสารละลายเบส piperidine จะได้หมู่อะมิโนอิสระที่พร้อมจะท าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนตัวถัดไปใน
ลักษณะเดียวกัน ด้วยวิธีดังกล่าวนี้ จะสามารถป้องกันการเกิดผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการได้ และสามารถก าจัด
ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงของการเกิดปฏิกิริยาได้ในแต่ละรอบของการท าปฏิกิริยาด้วยการล้าง นอกจากนี้ สภาวะของ
สารละลายที่ใช้ในการปลดหมู่ปกป้อง Fmoc จะแตกต่างกับสภาวะของสารละลายที่ใช้ในการปลดหมู่ปกป้อง
ชนิดอ่ืน ๆ เช่นหมู่ปกป้อง Boc (tert-Butyloxycarbonyl group) ซึ่งจะใช้สภาวะกรดในการปลด เทคนิค
ดังกล่าวจึงเป็นการป้องกันการเกิดผลิตภัณฑ์ที่ไม่ต้องการ  ที่เกิดจากโซ่ข้างของกรดอะมิโนที่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้ อีกทั้งการเกิดปฏิกิริยาการสร้างสายเพปไทด์ จะต้องอาศัยการสร้างพันธะเอไมด์ระหว่าง 
หมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนตัวหนึ่ง กับหมู่อะมิโนของกรดอะมิโนอีกตัวหนึ่ง ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวไม่สารถ 
เกิดเองได้ในสภาวะปกติ จึงต้องมีการ activate หมู่คาร์บอกซิลให้มีความว่องไวมากขึ้นก่อน โดยใช้สารในกลุ่ม
ของ carbodiimide 
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 ดั งนั้ น  ง านวิ จั ยนี้  จึ งสนใจศึ กษาการสั ง เคราะห์และตรึ ง เพปไทด์ ต้ านจุลชีพที่ มี ล า ดั บ 
H-KRWWKWIRW-NH2 รวมถึงอนุพันธ์ของเพปไทด์ดังกล่าวที่มีจ านวนกรดอะมิโนแตกต่างกัน ด้วยเทคนิค 

SPOT synthesis ร่วมกับ Fmoc protection strategy โดยใช้กระดาษเป็นพ้ืนผิวรองรับ และท าการทดสอบ
การออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียบนกระดาษ รวมถึงศึกษาผลของล าดับของกรดอะมิโนต่อการออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรีย  แล้วน าไปประยุกต์ใช้เป็นวัสดุต้านเชื้อแบคทีเรีย  

  นอกจากนี้ คณะผู้วิจัยยังสนใจการหาประสิทธิภาพของปฏิกิริยาที่ใช้ตรึงสารประกอบต่าง  ๆ ลงบน
พ้ืนผิวเซลลูโลส เพ่ือเป็นข้อมูลในการหาปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการใช้งานอ่ืน ๆ ในอนาคต โดยเทคนิคการวัด
ปริมาณสารที่ติดอยู่บนพ้ืนผิวดัดแปรในที่นี้  คือการวิเคราะห์ความเข้มของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ โดย
หลักการของการเรืองแสงฟลูออเรสเซนส์ คือเมื่อโมเลกุลที่มีสมบัติดังกล่าวดูดกลืนแสงความยาวคลื่นค่าหนึ่งซึ่ง
เป็นค่าเฉพาะตัวของแต่ละสาร โมเลกุลดังกล่าวจะคายแสงที่ความยาวคลื่นที่ยาวกว่าออกมา โดยในบางกรณี 
หากการดูดกลืนอยู่ในช่วงที่เหมาะสมที่หาแหล่งก าเนิดแสงราคาถูก และคายแสงที่ความยาวคลื่นที่ตาเปล่า
มองเห็นได้ โมเลกุลดังกล่าวก็จะถือว่ามีประโยชน์ในการประยุกต์ใช้ในลักษณะที่ตั้งสมมติฐานไว้ได้  หากน า
โมเลกุลชนิดดังกล่าวมาติดหมู่ฟังก์ชันที่ว่องไวกับพ้ืนผิวดัดแปร ก็จะสามารถน าไปใช้เป็นโมเลกุลที่ท าหน้าที่
ตรวจวัดประสิทธิภาพการตรึงสารบนพ้ืนผิวได้ทางอ้อม เนื่องจากความเข้มของการเรืองแสงจะแปรผันตรงกับ
ปริมาณสารที่ติดอยู่ ตัวอย่างการติดหมู่ฟังก์ชันเพ่ือใช้เป็น nucleophile และท าปฏิกิริยากับพ้ืนผิวดัดแปรที่มี
ความเป็น electrophile แสดงดังในแผนภาพที่  1.7 หรือในงานวิจัยของ Hoffmann และคณะใช้สีย้อม 
ฟลูออเรสเซนส์ dansyl fluorophore ในการติดหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิล และใช้ blue Py-1 chromophore 
ในการติดหมู่ฟังก์ชันอะมิโนที่ดัดแปรบนพื้นผิวของพอลิโพลพิลีน20  

 

 
 
 
 

แผนภำพที่ 1.7 แสดงตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยาของโมเลกุลฟลูออเรสเซนส์กับหมู่ฟังก์ชันที่จ าเพาะ 

ส าหรับสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่นิยมใช้กันทั่วไป (รูปที่ 1.8) ได้แก่ ฟลูออเรสซีน (fluorescein) และ 
โรดามีน (rhodamine) ซึ่งจัดเป็นโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่และไม่มีขั้ว ส่งผลให้เมื่อน าไปแช่ในกระดาษแล้วจะ 
ชะออกได้ยากแม้จะยังไม่เกิดปฏิกิริยาเคมีใด ๆ ซึ่งเป็นผลมาจาก hydrophobic interaction ท าให้เกิดผลบวก
ปลอม (false-positive result) ซึ่งน าไปใช้วิเคราะห์ตามที่ต้องการไม่ได้ การใช้สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่มีขนาด
เล็กลงจึงเป็นทางเลือกที่คาดว่าสามารถลดปัญหาดังกล่าวลงได้  ตัวอย่างเช่น สารประกอบประเภท 
oxadiazole ที่สามารถดัดแปรเพ่ิมหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ ได้ง่าย มีขนาดเล็ก และบางชนิดละลายน้ าได้ นอกจากนี้ 
สารกลุ่มดังกล่าวยังมีข้อดีคือ มี quantum yield ที่สูง มีความว่องไวต่อปฏิกิริยากับสารที่จะวิเคราะห์ และมี
ช่วงความยาวคลื่นของ excitation และ emission ที่กว้าง21 
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                              (a)                                      (b)                      (c) 

รูปที ่1.8 แสดงโมเลกุลของ (a) fluorescein (b) rhodamine และ (c) nitrobenzooxadiazole 

 งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ในกลุ่ม  oxadiazole เช่นในงานวิจัยของ 
Jessie และคณะ ได้สังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์  4-aminooxy-7-nitro-benz-[2,1,3-d]-oxadiazole 
(NBDAO) เปรียบเทียบกับสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่ ใช้ทั่ วไปคือ  4-hydrazino-7-nitro-benz-[2,1,3-d]-
oxadiazole (NBDH) ส าหรับการตรวจวัดกรดเซียลิก (sialic acid)22 ซึ่งมีโครงสร้างเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวที่
มีคาร์บอนเก้าอะตอมเป็นแกนหลัก โดยท าปฏิกิริยากับ sodium periodate ท าให้โครงสร้างส่วนที่เป็น diol 
ของกรดเซียลิกเปลี่ยนเป็น aldehyde ซึ่งมีความจ าเพาะในการท าปฏิกิริยากับสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ข้างต้น 
อย่างไรก็ตาม การสังเคราะห์โมเลกุล NBDH ต้องใช้ hydrazine เป็นสารตั้งต้นซึ่งมีความว่องไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยามากเกินไป ท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที่ไม่ต้องการ การลดความว่องไวของ hydrazine ลง โดย
การเพ่ิมสายโซ่คาร์บอนคั่นระหว่างหมู่อะมิโนทั้งสองประกอบกับการใช้หมู่ปกป้อง tert-butyloxycarbonyl 
protecting group (Boc group) น่าจะท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์มากขึ้น 

  ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการสังเคราะห์สารในกลุ่ม oxadiazole ดังกล่าว (รูป 1.8 (c)) เพ่ือใช้เป็นตัว
ทดสอบประสิทธิภาพการตรึงโมเลกุลบนกระดาษด้วยปฏิกิริยาต่าง ๆ ที่ต้องการนิวคลีโอไฟล์ในการตรึง  
 
 

วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

- สังเคราะห์พ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ที่มีล าดับ H-KRWWKWIRW-NH2 รวมถึงอนุพันธ์ของเพปไทด์

ดังกล่าวที่มีจ านวนกรดอะมิโนแตกต่างกัน เพ่ือทดสอบการออกฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียบน
กระดาษ 

- สังเคราะห์สารในกลุ่ม oxadiazole เพ่ือใช้เป็นตัวทดสอบประสิทธิภาพการตรึงโมเลกุลบน
กระดาษด้วยปฏิกิริยาต่าง ๆ 

 
 
 



 

 

บทท่ี 2 

วิธีการทดลอง 

2.1 วิธีการทดลองทั่วไป 
2.1.1 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

การชั่งน ้าหนักสาร : เครื่องชั่งยี่ห้อ DENVER Instrument  

การปิเปตสาร : Micropipette ขนาด 0.5-10 µL, 2-20 µL, 20-200 µL  
ยี่ห้อ RAININ และขนาด 100-1000 µL ยี่ห้อ BOECO 

การให้ความร้อนและ 
การคนสารละลาย : 

เครื่อง Hot plate stirrer ยี่ห้อ HL Instrument รุ่น HS-115 

การระเหยตัวท้าละลาย : เครื่อง Rotary Evaporator ยี่ห้อ EYELA รุ่น N-1000 ต่อกับ
เครื่องสูบลมสุญญากาศ ยี่ห้อ Tokyo Rikakikai 

การตรวจสอบ 
การเกิดปฏิกิริยาของสาร : 

เทคนิคทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC) โดยสังเกตการเคลื่อนที่
ของสารบนแผ่น  TLC (ซิ ลิ กา เจล  60 F254) ของ MERCK  
ด้วยเครื่องก้าเนิดแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 nm 

การแยกสาร : เทคนิคคอลัมน์โครมาโทการฟี ใช้ซิลิกาเจลขนาด 230 – 400 
mesh ยี่ห้อ SILICYCLE เป็นเฟสคงท่ี 

การถ่ายภาพ :  กล้องถ่ายรูป ยี่ห้อ Olympus รุ่น PEN E-PL7 

การฉายแสงฟลูออเรสเซนส์ :  เครื่องก้าเนิดแสงฟลูออเรสเซนส์ยี่ห้อ VILBER LOURMAT 

2.1.2 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ 

เทคนิค MALDI-TOF Mass 
Spectrometry : 

เตรียมตัวอย่างโดยละลายสารตัวอย่างเล็กน้อยในน ้า 10 µL  
น้าสารละลายตัวอย่าง 2 µL ผสมกับสารละลายอ่ิมตัวของ 
เ มทริ ก ซ์  คื อ  α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CCA) 
อ่ิมตัวใน 0.1% TFA ใน MeCN : H2O ปริมาตร 10 µL และ
น้าไปหยดบนแผ่นโลหะส้าหรับเตรียมตัวอย่าง ทิ งให้แห้ง  
แล้วน้ า ไปวิ เคราะห์มวลโมเลกุลด้วยเครื่ อง  Microflex  
MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Daltonics) 
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เทคนิค 1H-NMR  : เครื่อง Varian Mercury 400 Plus ท้างานที่ความถ่ี 400 MHz 
ส้าหรับโปรตอน โดยรายงานค่า  chemical shift ในหน่วย 
part per million (ppm) โดยอ้างอิงเทียบกับtetramethyl- 
silane (TMS)  

 
การแสดง multiplicities ใช้ตัวย่อ s แทน singlet, d แทน 
doublet, t แทน triplet, q แทน quartet  โ ดยส่ วนที่ มี
สัญญาณทับซ้อนไม่สามารถสังเกตได้ชัดเจนจะใช้สัญลักษณ์ m 
(multiplet) 

การวิเคราะห์หาค่า 
การดูดกลืนแสง : 

เครื่อง UV-Visible spectrophotometer ยี่ห้อ Agilent 
Technologies รุ่น CARY Eclipse 

  

2.1.3 สารเคมี 

การสังเคราะห์พื้นผิวดัดแปรและสายเพปไทด์ : 
 

ชื่อสาร 
มวล

โมเลกุล 
โครงสร้าง 

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-L-
isoleucine (Fmoc-Ile-OH) 

353.41 

 
Nα-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-NƐ-
butoxycarbonyl-L-Lysine  
(Fmoc- Lys(Boc)-OH) 

468.54 

 

Nα-Fmoc-Nω-(2,2,4,6,7-pentamethyl 
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-L-
arginine (Fmoc-Arg(Pbf)-OH) 

648.77 

 

Nα-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N1-
tert-butoxycarbonyl-L-tryptophan 
(Fmoc-Trp(Boc)-OH) 

526.58 

N

NH

OH

O

Fmoc

Boc  
4-Toluenesulfonyl chloride (TsCl) 190.65 
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Pyridine 79.10 
 

4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanediamine 220.31  
4-[(2,4-Dimethoxyphenyl)(Fmoc-
amino)methyl]phenoxyacetic acid  
(Rink amide linker) 

539.58 

 
N,N′-Diisopropylcarbodiimide (DIC) 126.20 

 
1-Hydroxybenzotriazole hydrate (HOBt) 153.12  

 

Propanoic Anhydride 130.14 
 

Piperidine 85.15 

 
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
(DBU) 

152.24 

 

Triisopropylsilane (TIPS) 158.36 

 
Phenol 94.11 

 
Trifluoroacetic acid (TFA) 114.02 

 
Dimethylformamide (DMF) 73.09  

Methanol 32.04  

Dichloromethane 84.94  

 

 

·H2O 
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การสังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ NBD-diamine : 
 

ชื่อสาร 
มวล

โมเลกุล 
โครงสร้าง 

4-Chloro-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-
oxadiazole (NBD-Cl) 

199.55 

 

1,3-Diaminopropane 74.12  

Di-tert-butyl dicarbonate (Boc2O) 218.25 

 
Trifluoroacetic acid (TFA) 114.02 

 
Toluene 92.14 

 
Divinyl sulfone (DVS) 118.15 

 
2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxy 
(TEMPO) 

156.25 

 
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC) 

155.24 

 
N-Hydroxysuccinimide (NHS) 115.09 

 
Sodium sulfate 142.04  

Sodium bicarbonate 84.01  

Sodium periodate 213.89  

Sodium bromide 102.89  

Sodium hypochlorite 74.44  

Lithium Chloride 42.39  
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Methyl sulfoxide (DMSO) 78.13  

Chloroform-d  120.38  

Ethylacetate 88.11  

Hexane 86.18  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กระบวนการท้าให้สารบริสุทธิ์
ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี : 

ใช้ตัวท้าละลายที่เป็นรีเอเจนต์เกรดตามที่รับจากบริษัทผู้ผลิต 
โดยน้ามากลั่นท้าให้บริสุทธิ์เพ่ิมเติม 

น ้าที่ใช้ในการทดลองต่าง ๆ : น ้า Milli-Q จากเครื่อง Millipak R 40 filterunit 0.22 µm 
Millipore  

น ้า Deionized (DI) จากภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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2.2 การสังเคราะห์พื้นผิวดัดแปรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย เพ่ือพิสูจน์ทราบโครงสร้าง

ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry 

การสังเคราะห์พื นผิวดัดแปรที่มีฤทธิ์ในการยับยั งเชื อแบคทีเรียนั น ในงานวิจัยนี ทางผู้วิจัยได้แบ่งออกเป็น

สองส่วนหลักๆ ได้แก่ การสังเคราะห์พื นผิวดัดแปรเพ่ือพิสูจน์ทราบโครงสร้างด้วยเทคนิค  MALDI-TOF  

Mass Spectrometry และการสังเคราะห์พื นผิวดัดแปรเพ่ือน้าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั งเชื อแบคทีเรีย  

โดยมีขั นตอนการสังเคราะห์โดยสังเขปดังแผนภาพที่ 2.1  

จากแผนภาพที่ 2.1 นั นจะได้ผลิตภัณฑ์ออกเป็นสองชนิด ได้แก่ สายเพปไทด์ที่ถูกตัดออกจากพื นผิว 

ดัดแปร (A) เป็นการสังเคราะห์ผ่าน linker ซึ่งจะน้าไปพิสูจน์ทราบโครงสร้างด้วยเทคนิค  MALDI-TOF  

Mass Spectrometry และอีกส่วนคือ พื นผิวดัดแปรที่มีสายเพปไทด์ติดอยู่  (B) เป็นการสังเคราะห์ 

โดยไม่ผ่าน linker ในส่วนนี ทางผู้วิจัยจะน้าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั งเชื อแบคทีเรีย 

 

 2.2.1 การเตรียมพื้นผิวกระดาษเซลลูโลส 

ตัดกระดาษกรองขนาด 6 cm X 6 cm จากนั นน้ามาวาดตารางด้วยดินสอขนาดความกว้าง  

1 cm X 1 cm แล้วน้ากระดาษมาท้าความสะอาด โดยน้ามาล้างด้วย DMF เป็นเวลา 3 นาที  

จ้านวน 2 ครั ง จากนั นแช่ใน methanol เป็นเวลา 3 นาที และ dichloromethane เป็นเวลา 3 นาที

ตามล้าดับ 

 

      

      

      

      

      

      

  

  

 

 

 

6 cm 

6 cm 

1 cm 
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แผนภาพที่ 2.1 แสดงการสังเคราะห์พื นผิวดัดแปรโดยสังเขป 
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NH2

Rink amide linker

HOBt, DIC

NH
O

O

NH

MeO

OMe

OO

NH2

O
O

O

NH2

80  oC, 40 min

OTs NH

O
O

O

NH2

NH2

2.2.2 การท าปฏิกิริยา Tosylation ลงบนพื้นผิว 

 

  

 

ละล าย  4-toluenesulfonyl chloride (5.72 g, 30 mmol)  ใ น  pyridine 15 mL น้ า

กระดาษที่ผ่านการท้าความสะอาดแล้ว แช่ในสารละลายเป็นเวลา 90 นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากนั นน้า

กระดาษมาล้ างด้ วย  DMF เป็น เวลา 3 นาทีจ้ านวน  2 รอบ methanol เป็น เวลา 3 นาที   

และ dichloromethane เป็นเวลา 3 นาท ีตามล้าดับ 

 2.2.3 การติด Spacer ลงบนพื้นผิว 

 

 

 

 

 

เ ต รี ย ม  4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanediamine 10 mL แ ช่ ก ร ะด าษ ในส า รละล าย 

ที่ อุณหภูมิ  80 oC เป็นเวลา 40 นาที จากนั นน้ากระดาษมาล้างด้วย DMF เป็นเวลา 3 นาที  

จ้านวน 2 รอบ methanol เป็นเวลา 3 นาท ีและ dichloromethane เป็นเวลา 3 นาท ีตามล้าดับ 

2.2.4 การติด Linker ลงบนพื้นผิว 

 

  

 

 

 

 

 

 

OH TsCl

pyridine, 90 min

OTs
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NH
O

O

NH

MeO

OMe

OO

piperidine, DBU

in DMF, 15 min CH

H

NH2
propanoic anhydride

in DMF, 15 min

NH

O

เ ต รี ย มส า รล ะล ายผสมของ  Rink amide linker 0.45 M  (0.0486 g, 0.09 mmol),  

HOBt 0.90 M (0.0243 g,  0.18 mmol) ใ น  DMF 166 µL จ า กนั น เ ติ ม  DIC 1.35 M (34 µL,  

0.27 mmol) ท้าให้สารละลายเป็นเนื อเดียวกัน แล้วปิเปตสารละลายด้วยไมโครปิเปตปริมาตร 2 µL 

ลงในต้าแหน่งจุดตัดตารางบนพื นผิวกระดาษทุกจุด จ้านวน 3 รอบ โดยแต่ละรอบห่างกันเป็นเวลา  

10 นาที แล้วล้างกระดาษด้วย DMF เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 2 รอบ 

2.2.5 การปิดหมู่ฟังก์ชันอะมิโนบนพื้นผิว (Capping) 

  

 

 

ละลาย propanoic anhydride  0.5 mL ใน DMF 9.5 mL แช่กระดาษในสารละลาย  

เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างกระดาษโดยแช่ใน DMF เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 2 รอบ methanol  

เป็นเวลา 3 นาท ีจ้านวน 1 รอบ 

2.2.6 การปลดหมู่ Fmoc ออก เพื่อน าไปวัดค่า loading จาก Fluorenyl group 

 

 

 

 

 

 

 

หลังจากท้าการ capping ในแต่ละรอบของการท้าปฏิกิริยาการต่อกรดอะมิโนแล้ว กระดาษ
ส่วนหนึ่งจะถูกแบ่งออกมาเพ่ือน้าไปวิเคราะห์ปริมาณของกรดอะมิโนที่ติดอยู่บนกระดาษหรือค่า 
loading โดยเจาะกระดาษจ้านวน 3 จุดลงใน microtube จากนั นเติม DMF 390 µL, DBU 10 µL  
และ piperidine  100 µL แล้วทิ งไว้เป็นเวลา 15 นาที แบ่งสารละลายที่ได้มา 200 µL จากนั น 
เติม DMF จนได้ปริมาตรสารละลายรวม 1500 µL แล้วจึ งน้ าไปวัดค่าค่าการดูดกลืนแสง 
ด้วยเครื่อง UV spectrophotometer ทีค่วามยาวคลื่น 296 nm 
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การค านวณค่า Loading 

ตัวอย่างการค้านวณค่า loading จากตัวอย่าง rink amide linker 3 ซ ้า จากการเตรียม
สารละลายในข้างต้น แล้วแบ่งออกมา 250 µL จากนั นเจือจางด้วย DMF 1250 µL จนได้ปริมาตร 
1500 µL (เจือจาง 6 เท่า) แล้วน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 296 nm ได้ข้อมูลดัง
ตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 แสดงค่าต่างๆ ที่ใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงของ Fmoc เพ่ือค้านวณหา loading 
 

sample 
Abs 

(296 nm) 
conc. 
(mM) 

dil. 
Ratio 

soln. 
vol. 
(mL) 

mmol 
Fmoc 

Initial 
mmol 
Fmoc 

spot area loading 

(µmoles/cm2) 
Avg. 

rink-1 0.540197 0.1211 6.00 0.250 1.82 x10-4 3.63 x10-4 0.283 1.29 
1.14 rink-2 0.448184 0.1005 6.00 0.250 1.50 x10-4 3.01 x10-4 0.283 1.07 

rink-3 0.454866 0.1020 6.00 0.250 1.53 x10-4 3.06 x10-4 0.283 1.08 

หมายเหตุ: Abs-absorbance, conc.-concentration, dil. ratio-dilution ratio, soln. vol.- 

solution volume, Avg - average 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 296 nm ของตัวอย่าง rink ครั งที่ 1  = 0.540197 

(จากสารละลายที่แบ่งมา 250 µL)  

ค้านวณความเข้มข้นของ Fmoc ได้จากสมการการของ Beer’s law:  

A = 𝜀LC 

โดยที่ A คือ ค่าการดูดกลืนแสง 

𝜀 คือ molar absorptivity 4.4611 m2/mol  

ได้จาก calibration curve 

L คือ path length ของเซลล์ 

    C คือ ค่าความเข้มข้นในหน่วย mM 

จะได้ C =   A   =   0.540197   =   0.1211 

    𝜀L     4.461 x 1 

ดังนั น  C  = 0.1211 mM Fmoc  
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NH
O

O

NH

MeO

OMe

OO
NH

O

O

NH2

MeO

OMe

piperidine, DBU

in DMF, 15 min 

จากนั นสามารถค้านวณเป็นจ้านวนโมลของ Fmoc ได้ จากสารละลายที่ใช้วัดคือ 0.25 mL  

และ dilution ratio = 6 

จะได้ จ้านวนโมลของ Fmoc =  0.1211 x 0.250 x 6     = 1.82x10 -4 mmol Fmoc 

               1000  

   

และจ้านวนโมลของ Fmoc (จากสารละลายเริ่มต้น 500 µL) = 1.82x10 -4 x 2  

= 3.63x10 -4 mmol Fmoc 

  

น้ามาค้านวณกับพื นที่ของพื นผิวดัดแปรที่ใช้คือ 0.283 mm2   

จะได้ loading ของ linker  =   3.63 x10 -4   = 1.29 µmoles/cm2 

(0.283 x10-3) 

 

ส้าหรับการทดลองครั งท่ี 2 และ 3 เมื่อใช้วิธีการค้านวณแบบเดียวกันกับการทดลองครั งที่ 1 

จะได้ loading = 1.07 และ 1.08 µmoles/cm2 ตามล้าดับ 

เมื่อหาค่าเฉลี่ย จากข้อมูลการทดลองทั ง 3 ครั ง จะได้ loading เฉลี่ย = 1.14 µmoles/cm2 

 

2.2.7 การปลดหมู่ปกป้อง Fmoc ออก เพื่อน าไปต่อกรดอะมิโนตัวถัดไป 

 

 

 

 

 

 

 

เตรียม  DBU 0.2 mL และ piperidine 0.5 mL ละลายใน DMF 9.3 mL แช่กระดาษ 

ในสารละลาย เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างกระดาษด้วย DMF เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 2 รอบ  

และ methanol เป็นเวลา 3 นาท ีจ้านวน 1 รอบ 
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2.2.8 การสังเคราะห์กรดอะมิโนลงบนพื้นผิวดัดแปร 

 ล้าดับของกรดอะมิโนที่จะสังเคราะห์ คือ H-Lys-Arg-Trp-Trp-Lys-Trp-Ile-Arg-Trp-NH2 

โดยเริ่มสังเคราะห์จากด้านปลาย C-terminal (ด้านทริปโตฟาน) การสังเคราะห์สายเพปไทด์ดังกล่าว

จะอาศัยปฏิกิริยาการต่อกรดอะมิโนทีละตัวเป็นรอบ โดยอาศัย Fmoc protection strategy เริ่มจาก

เตรียมสารละลายผสมของกรดอะมิโน 0.45 M, HOBt 0.90 M และ DIC 1.35 M โดยใช้กรดอะมิโน

แต่ละชนิด  (0.067 mmol) ตามตารางที่  2.1  และ HOBt 0.0182 g (0.134 mmol) ใน DMF  

120 µL จากนั นเติม DIC 30 µL (0.201 mmol)  ท้าให้สารละลายเป็นเนื อเดียวกัน จากนั นปิเปต

สารละลายด้วยไมโครปิเปตปริมาตร 2 µL ลงในต้าแหน่งจุดตัดตารางบนพื นผิวกระดาษทุกจุด จ้านวน 

3 รอบ โดยที่แต่ละรอบห่างกันเป็นเวลา 10 นาที ทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างกระดาษโดยแช่ใน DMF 

เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 2 รอบ  

ตารางท่ี 2.2 น ้าหนักของกรดอะมิโนชนิดต่างๆที่ใช้ในในการสังเคราะห์ลงบนพื นผิวดัดแปร  

        ส้าหรับพิสูจน์โครงสร้าง 
 

ชนิดของกรดอะมิโน มวลโมเลกุล (g/mol) น้ าหนักที่ใช้ (0.09 mmol) (g) 
Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.60 0.0355 
Fmoc-Lys-OH 468.60 0.0316 
Fmoc-Arg-OH 648.77 0.0438 
Fmoc-Ile-OH 353.41 0.0239 

 

 2.2.9 การปลดหมู่ปกป้อง Boc และ Pbf ออก และการตัดสายเพปไทด์ออกจากกระดาษ  

เพื่อน าไปตรวจสอบด้วย MALDI-TOF Mass Spectrometer 

  เตรียมสารละลายผสมของ TFA 880 µL phenol 5 µL น ้ า  DI 5 µL และ  TIPS 2 µL  

จะได้สารละลายผสมปริมาตร 1 mL จากนั นน้ากระดาษเฉพาะส่วนที่เกิดปฏิกิริยามาแช่ลงใน

สารละลายผสมบรรจุในขวดแก้วเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั นระเหยตัวท้าละลายให้แห้งโดยการเป่าลม

ด้วยปั๊มอากาศ ชะเพปไทด์ที่ยังติดอยู่บนกระดาษที่แห้งด้วย methanol ลงในขวดแก้วเดิม  

คีบกระดาษออกจากขวดแก้ว ระเหยตัวท้าละลายอีกครั ง เมื่อได้เพปไทด์ที่แห้งแล้วจึงน้ามาละลายด้วย 

methanol ปริมาตร 1 mL จะได้สารละลายที่พร้อมส้าหรับการวิเคราะห์มวลโมเลกุลต่อไป  
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2.3 การสังเคราะห์พื้นผิวดัดแปรเพื่อน าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  

  การสังเคราะห์พื นผิวดัดแปรเพ่ือน้าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั งเชื อแบคทีเรียนั น มีขั นตอนเหมือนกับการ

สังเคราะห์พื นผิวดัดแปรเพ่ือพิสูจน์ทราบโครงสร้าง แต่แตกต่างกันที่การสังเคราะห์เพ่ือทดสอบฤทธิ์จะไม่ท้า

ผ่าน linker กล่าวคือกรดอะมิโนตัวแรกจะต่อกับ spacer โดยตรง โดยไม่ใช้ linker เนื่องจากอาจส่งผลต่อการ

ยับยั ง เชื อแบคที เรีย  และการทดสอบฤทธิ์การยับยั ง เชื อแบคที เรียนั น  ไม่มีความจ้ าเป็น ต้องตัด 

สายเพปไทด์ออก การสังเคราะห์กรดอะมิโนเรียงตามล้าดับจาก C-terminal ไปยัง N-terminal จะได้ล้าดับ

การสังเคราะห์ดังนี  Trp-Arg-Ile-Trp-Lys-Trp-Trp-Arg-Lys และหลังจากต่อกรดอะมิโนตัวแต่ละตัวเสร็จสิ น 

จะท้าการตัดแบ่งกระดาษไว้ส่วนหนึ่ง เพ่ือน้าไปหา loading และวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั งเชื อแบคทีเรีย  

ปริมาณกรดอะมิโนแต่ละล้าดับที่ใช้ ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.2 แสดงโครงสร้างของเพปไทด์ 9 หน่วย ตามล้าดับการสังเคราะห์ 
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ตารางท่ี 2.2 น ้าหนักของกรดอะมิโนชนิดต่างๆที่ใช้ในในการสังเคราะห์ลงบนพื นผิวดัดแปร ส้าหรับใช้ทดสอบ 

        ฤทธิ์ในการยับยั งเชื อแบคทีเรีย 
 

ล าดับที่
กรดอะมิ

โน 
กรดอะมิโน 

มวล
โมเลกุล 
(g/mol) 

กรดอะมิโนที่ใช้  
(0.45 M) (g) 

HOBt ที่ใช้  
(0.90 M) (g) 

DIC ที่ใช ้
(1.35 M) 

(µL) 

ปริมาตรDMF 
(µL) 

ปริมาตร
สารละลายรวม 

(µL) 

1 Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.60 0.1280 0.0657 113 427 540 
2 Fmoc-Arg-OH 648.77 0.1401 0.0584 100 380 480 
3 Fmoc-Ile-OH 353.41 0.0684 0.0523 90 340 430 
4 Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.60 0.0900 0.0462 79 301 380 
5 Fmoc-Lys-OH 468.60 0.0675 0.0389 67 253 320 
6 Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.60 0.0640 0.0328 56 214 270 
7 Fmoc-Trp(Boc)-OH 526.60 0.0521 0.0268 46 174 220 
8 Fmoc-Arg-OH 648.77 0.0467 0.0195 33 127 160 
9 Fmoc-Lys-OH 468.60 0.0232 0.0134 23 87 110 

 

2.4 การศึกษาผลการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียบนพื้นผิวดัดแปร 

  กระดาษที่ตรึงเพปไทด์เรียบร้อยแล้ว คณะผู้วิจัยได้ส่งไปทดสอบฤทธิ์การยับยั งเชื อแบคทีเรียที่

ห้ อ ง ปฏิ บั ติ ก า รภ า ควิ ช า จุ ล ชี ว วิ ท ย า  โ ดย ได้ รั บ ค ว ามอนุ เ ค ร า ะห์ จ า ก ผู้ ช่ ว ย ศ า สตร าจ า ร ย์   

ดร.รุ่งอรุณ วาดิถ ีสิริศรัทธา และนางสาวอภิรดี โอภิธากรณ์ 

2.5 การสังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ 4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]- 

     oxadiazole หรือ NBD-Diamine 

2.5.1 การเติมหมู่ปกป้อง Boc ให้กับ 1,3-diaminopropane 

 

NH2 NH2 NH2 N
Boc

HBoc
2
O

 1 2
 

ชั่ง 1,3-Diaminopropane 1 (2.7890 g, 37.6 mmol, 8 equiv) เติม dichloromethane 

50 mL จ ากนั น ค่ อ ยๆ เ ติ ม  di-tert-butyl dicarbonate (1.0267 g, 4.7 mmol, 1 equiv) แล้ ว 

คนสารละลายเป็นเวลา 18 ชั่วโมง ระเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั นเติม

น ้า DI 30 mL กรองสารส่วนที่ไม่ละลายน ้าออกด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ แล้วสกัดสารด้วย 

dichloromethane 3 ค รั ง  ก้ า จั ดน ้ า ที่ เ หลื อด้ ว ย  Na2SO4 ร ะ เ หยตั วท้ า ล ะล า ยออกด้ ว ย 

เครื่ อ ง ระ เหยสุญญากาศ จะ ได้ ของ เหลว ใส  2 (0.3970 g, 2.3 mmol, 49% yield จาก  1)  
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พิสูจน์ทราบโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H-NMR (รูปที่ ผ-2 ) (400 MHz, CDCl3): δ 3.19 (t, 2H), 2.74 (t, 

2H), 1.59 (q, 2H), 1.42 (s, 9H) 

 2.5.2 การสังเคราะห์ 4-(N-Boc1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole  

NH2 N
Boc

H N

O

N

NO2

Cl
2

+
N

O

N

NO2

NH N
Boc

H

 3

MeOH

reflux 75 oC, 1 h

 

ละลาย 4-Chloro-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole (0.3010 g, 1.51 mmol, 1 equiv)  

ใน  methanol (12 mL) จากนั น เติ ม  N-Boc-1,3-diaminopropane 2 (0.3970 g, 2.28 mmol,  

1.5 equiv) แล้วรีฟลักซ์สารที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ภายใต้แก๊สไนโตรเจน 

จากนั นเติม NaHCO3 (0.3903 g ละลายในน ้า DI 12 mL) รอให้ของแข็งสีน ้าตาลแดงตกตะกอน  

กรองเก็บของแข็งด้วยเครื่องกรองสุญญากาศ ท้าสารให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี  

ด้วยระบบ Hexane : EtOAc (1:9)  ระเหยตัวท้าละลายออกด้วยเครื่ องระเหยสุญญากาศ  

จะได้ของแข็งสีเหลืองเข้ม 3 (0.0947 g, 0.28 mmol, 18% yield จาก 2) พิสูจน์ทราบโครงสร้างด้วย

เทคนิค 1H-NMR (รูปที่ ผ-3 ) (400 MHz, DMSO) δ: 8.49 (d, 1H), 6.38 (d, 1H), 3.45 (d, 2H), 3.0 

(d, 1H), 1.77 (m, 2H), 1.34 (s, 9H) 

2.5.3 การปลดหมู่ปกป้อง Boc ออก 

N

O

N

NO2

NH NH2

N

O

N

NO2

NH N
Boc

H

TFA

 3
4

 

ละล าย  3 ใ น  dichloromethane 5 mL จ ากนั น เ ติ ม  trifluoroacetic acid 1.2 mL  

คนสารละลายเป็นเวลา 90 นาทีแล้วเจือจางสารโดยการเติม toluene 5 mL ระเหยตัวท้าละลายออก

ด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศจะได้ของแข็งสีน ้าตาล (0.0614 g, 0.26 mmol, 93% yield จาก 3, 6% 

yield จาก 1) พิสูจน์ทราบโครงสร้างด้วยเทคนิค 1H NMR (รูปที่ ผ-4 ) (400 MHz, DMSO) : δ 9.50 

(t, 1H), 8.52 (d, 1H), 7.77 (t,2H), 6.41 (d, 1H), 3.53 (d, 2H), 2.91 (d, 2H), 1.92 (m, 2H) 
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2.6 การศึกษาการย้อมสีฟลูออเรสเซนส์ NBD-diamine 
2.6.1 การทดสอบกับพ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ divinyl sulfone 

 

 

 

  เ ต รี ย มส า รล ะล าย  10% divinyl sulfone โ ด ย ใ ช้  sodium carbonate – sodium 
bicarbonate buffer solution (pH 11) เป็นตัวท้าละลาย หยดสารละลาย 10% divinyl sulfone 
ลงบนกระดาษกรองตามต้าแหน่งที่ท้าเครื่องหมายไว้ ต้าแหน่งละ 2 µL ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 30 นาที แล้วหยดซ ้าต้าแหน่งเดิมอีก ท้าทั งหมด 4 ครั งล้างกระดาษด้วยน ้า DI 2 ครั ง  
และ methanol 1 ครั ง ครั งละ 5 นาที ปล่อยกระดาษให้แห้ง แล้วหยดสารละลายของสีย้อม 
ความเข้มข้น 1x10-5 - 1x10-3 M ความเข้มข้นละ 3 ต้าแหน่ง ต้าแหน่งละ 2 µL และรอให้แห้ง 
เป็นเวลา 5 นาที ล้างกระดาษอีกครั งด้วยน ้า DI 2 ครั ง และ methanol 1 ครั ง ครั งละ 5 นาที  
ปล่อยกระดาษให้แห้ง น้ากระดาษที่ล้างแล้วไปส่องด้วยแสงฟลูออเรสเซนส์ความยาวคลื่น 254 nm 
และ 365 nm แล้วบันทึกภาพ และน้าภาพไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ 

2.6.2 การทดสอบกับพ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ sodium periodate 

   

 

 

 

เตรียมสารละลายผสมของ sodium periodate 0.5 M (0.0214 g) และ lithium chloride 

1.5 M (0.0127g) ละลายในน ้า Milli Q 0.2 mL หยดสารละลายผสมที่เตรียมไว้ลงบนกระดาษกรอง

ตามต้ าแหน่ งที่ ท้ า เครื่ องหมายไว้  ต้ าแหน่ งละ 2 µL แล้ ว ให้ความร้อนที่ อุณหภูมิ  50 °C  

เป็น เวลา 15 นาทีล้ างกระดาษด้วยน ้ า  DI 2 ครั ง  และ methanol 1 ครั ง  ครั งละ 5 นาที 

ปล่อยกระดาษให้แห้ง หยดสารละลายของสีย้อมความเข้มข้น 1x10-5 - 1x10-3 M ความเข้มข้นละ 

3 ต้าแหน่ง ต้าแหน่งละ 2 µL และรอให้แห้งเป็นเวลา 5 นาที ล้างกระดาษอีกครั งด้วยน ้า DI 2 ครั ง

และ methanol 1 ครั ง ครั งละ 5 นาที ปล่อยกระดาษให้แห้ง น้ากระดาษที่ล้างแล้วไปส่องด้วย 

แสงฟลูออเรสเซนส์ความยาวคลื่น 254 nm และ 365 nm แล้วบันทึกภาพ และน้าภาพไปวิเคราะห์

ด้วยโปรแกรม ImageJ 
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2.6.3 การทดสอบกับพ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยา Tosylation 

    

 

 

ล ะ ล า ย  4-toluenesulfonyl chloride ( 0.0763 g, 4 mmol)  ใ น  pyridine 15 mL  

หยดสารละลายผสมที่เตรียมไว้ลงบนกระดาษกรอง ในต้าแหน่งที่ท้าเครื่องหมายไว้ ต้าแหน่งละ 2  µL 

แล้วให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80  °C เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาจึงหยดซ ้าที่ต้าแหน่งเดิม  

ท้าทั งหมด 4 ครั ง  จากนั นน้ากระดาษมาล้างด้วย DMF เป็นเวลา 3 นาที  จ้านวน 2 รอบ  

methanol เป็นเวลา 3 นาที และ dichloromethane เป็นเวลา 3 นาที ตามล้าดับ หยดสารละลาย

ของสีย้อมความเข้มข้น 1x10-5 - 1x10-3 M ความเข้มข้นละ 3 ต้าแหน่ง ต้าแหน่งละ 2 µL และรอให้

แห้งเป็นเวลา 5 นาที ล้างกระดาษอีกครั งด้วยน ้า DI 2 ครั งและ methanol 1 ครั ง ครั งละ 5 นาที 

ปล่อยกระดาษให้แห้ง น้ากระดาษที่ล้างแล้วไปส่องด้วยแสงฟลูออเรสเซนส์ความยาวคลื่น 254 nm 

และ 365 nm แล้วบันทึกภาพ และน้าภาพไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ImageJ 

2.6.4 การทดสอบกับพ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ TEMPO 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

เ ต รี ย มส า รล ะล ายผสม  1 ของ  TEMPO 0.0025 M, NaBr 0.1 M และ  NaClO 1 M  

ปริมาตร  5 mL โดยชั่ ง  TEMPO 0.0020 g, NaBr 0.0544 g และ NaClO 0.3722 g ละลายใน 

น ้า milli Q 5 mL 

  เ ต รี ย มส า รล ะล ายผสม  2 ขอ ง  EDC 0.1 M และ  NHS 0.4 M ปริ ม าต ร  0.5 mL  

โดยชั่ง EDC 0.0096 g และ NHS 0.0230 g ละลายในน ้า Milli Q 0.5 mL 

1 2 
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หยดสารละลายผสม 1 ลงบนกระดาษตามต้าแหน่งที่ท้าเครื่องหมายไว้ ต้าแหน่งละ 2 µL  

ที่ อุณหภู มิ ห้ อ ง  แล้ ว ร อ ให้ แห้ ง เ ป็ น เ ว ล า  5 นาที  แ ล้ ว ล้ า ง ก ร ะด าษด้ ว ย น ้ า  DI 2 ครั ง  

และ methanol 1 ครั ง ครั งละ 5 นาที ปล่อยกระดาษให้แห้ง จากนั นหยดสารละลายผสม 2 ลงบน

ต้าแหน่งเดิม ต้าแหน่งละ 2 µL แล้วรอให้แห้งเป็นเวลา 10 นาที แล้วจึงหยดสารละลายของสีย้อม

ความเข้มข้น 1x10-5 - 1x10-3 M ความเข้มข้นละ 3 ต้าแหน่ง ต้าแหน่งละ 2 µL และรอให้แห้งเป็น

เวลา 5 นาที แล้วล้างกระดาษด้วยน ้า DI ปล่อยกระดาษให้แห้ง น้ากระดาษที่ล้างแล้วไปส่องด้วย 

แสงฟลูออเรสเซนส์ที่ความยาวคลื่น 254 nm และ 365 nm บันทึกภาพ และน้าภาพไปวิเคราะห์ด้วย

โปรแกรม ImageJ 

 



 

 

บทท่ี 3 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 ในง านวิ จั ย ครั้ งนี้ ผู้ วิ จั ย ได้ ท ากา รสั ง เค ราะห์ เพป ไทด์ ต้ านจุ ลชี พที่ มี ล า ดั บกรดอะมิ โ น  
H-KRWWKWIRW-NH2 ตรึงด้วยพันธะโคเวเลนต์บนพ้ืนผิวกระดาษ รวมถึงการสังเคราะห์และศึกษาฤทธิ์ 
ของเพปไทด์ล าดับดังกล่าวที่ความยาวของล าดับกรดอะมิ โนตั้ งแต่  1 ถึง  9 หน่วย โดยใช้ เทคนิค  
SPOT synthesis ซึ่งเป็นวิธีเทคนิคที่ใช้สารปริมาณน้อย และสามารถสังเคราะห์เพปไทด์ที่มีความหลากหลาย  
ได้ในเวลาเดียวกัน เริ่มต้นจากเพปไทด์จะถูกตรึงบนพ้ืนผิวของกระดาษ  ผ่าน spacer และ linker  
โดยที่ spacer จะท าให้โมเลกุลของกรดอะมิโนต่อกับพ้ืนผิวของแข็งได้ง่ายขึ้น  โดยมีโครงสร้างเป็นโมเลกุล 
สายยาวซึ่ ง ลดผลความ เกะกะ ในการ เกิ ดปฏิ กิ ริ ย า  ในง านวิ จั ยนี้ เ ลื อก ใช้  4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecanediamine ซึ่งเป็นโมเลกุลสายยาวที่มีอะตอมของออกซิเจนแทรกอยู่ ท าให้มีความเป็น hydrophilic 
ส่งผลให้การละลายน้ าดีขึ้น และ linker เป็นโมเลกุลที่สายเพปไทด์สามารถเชื่อมต่อแบบโค เวเลนต์  
และสามารถหลุดออกด้วยสารเคมีอ่ืน ๆ ได้ โดยในงานวิจัยนี้เลือกใช้ 4-[(R,S)-(2,4-dimethoxyphenyl) 
(Fmoc-amino)methyl] phenoxyacetic acid หรือ Rink amide linker นอกจากนี้การสังเคราะห์ต้องอาศัย 
การสร้ างพันธะเพปไทด์ระหว่ างหมู่  carboxylic และ amino ของสารสองโมเลกุล  ซึ่ งต้องอาศัย 
สารในกลุ่ม carbodiimide ช่วยท าให้เกิดปฏิกิริยา เนื่องจากปฏิกิริยาไม่สามารถเกิดขึ้นเองได้ในสภาวะปกติ   

 

3.1 การสังเคราะห์พื้นผิวดัดแปรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย และพิสูจน์ทราบโครงสร้าง

ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry 

 การสังเคราะห์เพปไทด์ล าดับ H-KRWWKWIRW-NH2 บนพ้ืนผิวดัดแปรเพ่ือพิสูจน์ทราบโครงสร้างจาก

มวลโมเลกุลด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry มีวิธีการสังเคราะห์ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.1  

เริ่มต้นจากปฏิกิริยา Tosylation ซึ่งเปลี่ยนหมู่ hydroxyl ในต าแหน่ง primary alcohol ให้เป็น 
หมู่  tosyl ซึ่ ง เป็นหมู่หลุดออกที่ดี  เ พ่ือเตรียมการติด spacer โดยการติด spacer นั้ น  หมู่  amino  
ที่ปลายข้างหนึ่งของสายโซ่ จะเกิดปฏิกิริยาแทนที่หมู่ tosyl ได้เป็น spacer ที่ตรึงอยู่บนพ้ืนผิวเซลลูโลสด้วย
พันธะโคเวเลนต์ระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน ขั้นตอนถัดมาคือ การต่อ 4-[(R,S)-(2,4-dimethoxyphenyl) 
(Fmoc-amino)methyl] phenoxyacetic acid ห รื อ  Rink amide linker ซึ่ ง มี ส่ ว น ข อ ง โ ค ร ง ส ร้ า ง 
ที่ท าปฏิกิริยาคล้ายกับกรดอะมิโน นั่นคือ มีปลายด้านหนึ่ ง เป็นหมู่  amino และปลายอีกด้านหนึ่ ง 
เป็นหมู่ carboxyl โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นต้องอาศัย coupling reagent ที่มีโครงสร้างเป็น carbodiimide  
ซึ่ ง ในงานวิจั ยนี้ ใช้  N,N'-diisopropyl-carbodiimide หรื อ  DIC ซึ่ งท าหน้ าที่ กระตุ้ น ให้หมู่  carboxyl  
ของโมเลกุลเป็นอิเล็กโทรไฟล์ที่มีความว่องไวเหมาะสมส าหรับการเกิดปฏิกิริยา โดย DIC จะท าปฏิกิริยา 
กับหมู่  carboxyl ได้ เป็น ester และปฏิกิริ ยานี้ จะถูกขับเคลื่อนโดยปฏิกิริยาแทนที่ของผลิตภัณฑ์   
ester ดังกล่าวด้วยนิวคลีโอไฟล์ แล้วได้ผลิตภัณฑ์ร่วมเป็น diisopropylurea ซึ่งมีความเสถียรสูง อย่างไรก็ตาม
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ผลิตภัณฑ์ ester ดังกล่าวจะสามารถเกิด racemization ได้ (เนื่องจากมี chiral carbon ต าแหน่งถัดจาก 
reactive carbonyl) จึ งมีการ เติม HOBt ซึ่ งจะท า ให้ เกิดสารมัธยันตร์ชนิดใหม่ขึ้น  ส่ งผลให้ ไม่ เกิด 
racemization และเกิดพันธะเพปไทด์ ได้ต่อ ไป กลไกของการเกิดผลิตภัณฑ์ที่ เป็นไปได้ดั งแสดง 
ในแผนภาพที่ 3.1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 3.1 แสดงกลไลการเกิดพันธะเพปไทด์โดย DIC และ HOBt 

เนื่องจากปฏิกิริยาการต่อ linker กับ spacer ที่ เกิดขึ้นนั้น ไม่ได้ เกิดกับทุกโมเลกุลบนพ้ืนผิว  

จึงต้องมีการ deactivate หมู่ amino ของ spacer ด้วยการปิดหมู่ฟังก์ชันที่เฉื่อยต่อการท าปฏิกิริยา (capping) 

โดยท าปฏิกิริยากับ propanoic anhydride จากนั้นจึงท าการปลดหมู่ปกป้อง Fmoc ออก (deprotection) 

เ พ่ื อ ใ ห้ ส า ม า ร ถ น า ม า ท า ป ฏิ กิ ริ ย า ต่ อ ไ ป  โ ด ย ใ ช้ ส า ร ล ะ ล า ย เ บ ส  (piperidine+DBU+DMF)  

โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในแผนภาพที่ 3.2  

ในขั้นตอนต่อไป คือการต่อกรดอะมิโนก็ใช้หลักการเดียวกับการท าปฏิกิริยาการต่อ Rink amide 

linker โดยปลายด้านหมู่ amino ของโมเลกุลที่ติดอยู่กับกระดาษ เป็นนิวคลีโอไฟล์ และปลายด้านหมู่ 

carbonyl ของกรดอะมิโนที่เข้ามาต่อเป็นอิเล็กโทรไฟล์ และแต่ละรอบของการต่อกรดอะมิโน ต้องผ่านการ 

capping และการปลดหมู่ปกป้อง Fmoc ก่อนที่จะต่อกรดอะมิโนตัวถัดไป 
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แผนภาพที่ 3.2 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาการปลดหมู่ปกป้องออก (Deprotection of Fmoc) 

 นอกจากนี้  ผู้ วิจัย ได้วัดปริมาณการติดของ Rink amide linker และกรดอะมิ โนตัวสุดท้าย 

ด้วยการวัดปริมาณ Fmoc ที่หลุดออก โดยหลังจากขั้นตอน capping ได้ตัดแบ่งกระดาษส่วนหนึ่งออกมา 

เพ่ือน าไปปลดหมู่ปกป้อง Fmoc ออกแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 296 nm และค านวณ  

(dilution ratio = 6, Volume of solution = 0.250 mL) จะได้ค่ า  loading ซึ่ งบ่งบอกถึง  จ านวนโมล 

ของสารที่ติดอยู่บนพ้ืนผิวเซลลูโลส ต่อหน่วยพื้นที่ ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
 

ตา ร า งที่  3.1 แสดงค่ า การดู ดกลื นแส งที่ ค ว ามยาวคลื่ น  296 nm ของ  Fmoc จาก  Rink linker  

 และ Lysine ตัวที่ 9 และค่า loading 
 

n sample abs. (296nm) conc. (M) mmole Fmoc initial mmole Fmoc loading (umoles/cm2) avg 

1 
Rink 

0.540197 0.1211 1.82x10-4 3.63x10-4 1.28 
1.14 2 0.448184 0.1005 1.51x10-4 3.01x10-4 1.07 

3 0.454866 0.1020 1.53x10-4 3.06x10-4 1.08 
1 

Lys#9 
0.237789 0.0533 8.00x10-5 1.60x10-4 0.57 

0.60 2 0.25158 0.0564 8.46x10-5 1.69x10-4 0.60 
3 0.271109 0.0608 9.12x10-5 1.82x10-4 0.65 

   

เนื่องจากกรดอะมิโนแต่ละชนิดจะมีหมู่แทนที่ที่แตกต่างกัน จึงต้องมีการปกป้องโซ่ข้างของกรดอะมิโน

บางตัวที่มีความว่องไวและอาจเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงได้ โดยใช้หมู่ปกป้องที่นอกเหนือจาก Fmoc เพ่ือป้องกัน

การเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที่ไม่ต้องการ ซึ่งกรดอะมิโนที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ ทริปโตฟาน (Trp) อาร์จินีน (Arg) 

ไอโซลิวซีน (Ile) และไลซีน (Lys) ซึ่งมีโครงสร้าง และหมู่ปกป้องดังแสดงในรูปที่ 3.3 
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  (a)         (b)               (c)            (d) 

รูปที่ 3.3 แสดงโครงสร้างของกรดอะมิโน (a) ทริปโตฟาน (b) อาร์จินีน (c) ไอโซลิวซีน และ (d) ไลซีน 

 

ดังนั้นเมื่อเสร็จสิ้นการต่อกรดอะมิโนแล้ว ต้องท าการปลดหมู่ปกป้องที่เหลือออก ซึ่งจะถูกตัดออกด้วย

สภาวะกรดทั้งหมด พร้อมกับการตัดสายเพปไทด์ออกจากพ้ืนผิวกระดาษเพ่ือน าไปวิเคราะห์ ซึ่งท าได้โดยใช้

สารละลายที่มีสภาวะเป็นกรดผสมกับสารอ่ืน ๆ ที่ป้องกันการเกิดปฏิกิริยาภายในสายเพปไทด์ที่ไม่ต้องการ  

โดยใช้สารละลายผสมของ TFA/phenol/water/TIPS  

จากนั้นน าสายเพปไทด์ที่ได้ไปตรวจสอบด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry พบพีคของสาร

ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ (m/z calcd. = 1442.83, found = 1443.039) นอกจากนี้จะเห็นได้ว่ายังมีพีคอ่ืน ๆ 

ปรากฏอยู่อีกด้วยนั่นคือ m/z = 1697.169 นั่นคือเพปไทด์ผลิตภัณฑ์ที่ยังมีหมู่ปกป้อง Pbf ติดอยู่ 1 โมเลกุล 

และท่ี m/z ต่ ากว่า 1443.096 คาดว่าเป็นเพปไทด์ที่เกิดปฏิกิริยาภายในโมเลกุล ดังภาพที่ 3.4 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.4 แสดงผลที่ได้จากการตรวจสอบเพปไทด์ 9 หนว่ยที่สังเคราะห์ขึ้น 

ด้วยเทคนิค MALDI-TOF Mass Spectrometry 

Boc 
Boc 

Pbf 
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3.2 การสังเคราะห์พื้นผิวดัดแปรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
การสังเคราะห์เพปไทด์ล าดับ H-KRWWKWIRW-NH2 บนพ้ืนผิวดัดแปรที่ความยาวล าดับกรดอะมิโน

เป็น 1-9 หน่วยเพ่ือทดสอบและวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียมีวิธีการสังเคราะห์ เช่นเดียวกับ 

การทดลองก่อนหน้า แต่แตกต่างกันที่การสังเคราะห์ พ้ืนผิวดัดแปรเพ่ือน าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง 

เชื้อแบคทีเรีย จะไม่ต่อผ่าน linker เนื่องจากไม่มีความจ าเป็นต้องตัดสายเพปไทด์ออกจากพ้ืนผิวเซลลูโลส  

ดังแสดงในแผนภาพที่ 2.1 

นอกจากนี้ ผู้วิจัยได้ท าการวัดปริมาณการติดของกรดอะมิโนในแต่ละรอบ ด้วยการวัดปริมาณ Fmoc 

โดยหลังจากขั้น capping จะตัดแบ่งกระดาษส่วนหนึ่งไว้ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย และอีกส่วนหนึ่ง

ส าหรับน าไปปลดหมู่ปกป้อง Fmoc ออกแล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 296 nm และค านวณ จะ

ได้เป็นค่า loading บ่งบอกถึงจ านวนโมลของสารที่ติดอยู่บนพ้ืนผิวเซลลูโลส ต่อหน่วยพ้ืนที่ ดังแสดง 

ในตารางที่ 3.2 ซึ่งจะเห็นได้ว่าค่า loading จะค่อย ๆ ลดลงตามความยาวของสายเพปไทด์ที่เพ่ิมขึ้น 

ตารางที่ 3.2  แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 296 nm ของ Fmoc จากกรดอะมิโนล าดับต่าง ๆ 

และค่า loading 
n sample abs. (296nm) conc. (M) mmole Fmoc initial mmole Fmoc loading (µmoles,cm2) avg 

1 

Trp#1 

0.608851 0.136480 2.05 x10-4 5.12 x10-4 1.81 

1.81 2 0.586018 0.131362 1.97 x10-4 4.93 x10-4 1.74 

3 0.623160 0.139688 2.10 x10-4 5.24 x10-4 1.85 

1 

Arg#2 

0.539569 0.120950 1.81 x10-4 4.54 x10-4 1.60 

1.55 2 0.514162 0.115255 1.73 x10-4 4.32 x10-4 1.53 

3 0.512259 0.114828 1.72 x10-4 4.31 x10-4 1.52 

1 

Ile#3 

0.454682 0.101921 1.53 x10-4 3.82 x10-4 1.35 

1.44 2 0.523688 0.117390 1.76 x10-4 4.40 x10-4 1.56 

3 0.474269 0.106312 1.60 x10-4 3.99 x10-4 1.41 

1 
Trp#4 

0.528829 0.118542 1.78 x10-4 4.44 x10-4 1.57 
1.52 

2 0.495639 0.111102 1.67 x10-4 4.167 x10-4 1.47 

1 
Lys#5 

0.487997 0.109389 1.64 x10-4 4.10 x10-4 1.45 
1.45 

2 0.486021 0.108946 1.63 x10-4 4.08 x10-4 1.44 

1 

Trp#6 

0.476870 0.106895 1.60 x10-4 4.01 x10-4 1.42 

1.43 2 0.493612 0.110648 1.66 x10-4 4.15 x10-4 1.47 

3 0.469032 0.105138 1.58 x10-4 3.94 x10-4 1.39 

1 

Trp#7 

0.442918 0.099284 1.49 x10-4 3.72 x10-4 1.32 

1.41 2 0.462026 0.103568 1.55 x10-4 3.88 x10-4 1.37 

3 0.515495 0.115553 1.73 x10-4 4.33 x10-4 1.53 

1 
Arg#8 

0.366085 0.082062 1.23 x10-4 3.08 x10-4 1.09 
1.19 

2 0.406961 0.091224 1.37 x10-4 3.42 x10-4 1.21 

1 
Lys#9 

0.192017 0.043043 0.64 x10-4 1.61 x10-4 0.57 
0.60 

2 0.209844 0.047040 0.70 x10-4 1.76 x10-4 0.62 
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เมื่อการสังเคราะห์พ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ความยาวต่าง ๆเสร็จสิ้น จึงท าการปลดหมู่ปกป้อง Fmoc  

ออกโดยใช้สารละลายเบส และปลดหมู่ปกป้อง Boc และ Pbf ด้วยสารละลายกรดตามวิธีการทดลองข้างต้น  

แล้วจึงน าส่งทดสอบวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S.aureus และ E.coli  โดยใช้เวลาประมาณ 

1 สัปดาห์  จะได้ผลออกมาเป็น  CFU/mL น ามาค านวณเป็น  %inhibition และเทียบกับ  loading  

โดยใช้ชุดการทดลองควบคุมเป็นกระดาษที่ไม่ได้ท าการดัดแปร ได้ผลการทดลองที่ทดสอบกับ S.aureus  

ดังแสดงในตารางที่ 3.3 และผลการทดสอบกับ E.coli ดังแสดงในตารางที่ 3.4 และน าข้อมูลมาสร้างเป็น

แผนภูมิแท่ง %inhibition ของ S.aureus และ E.coli ดังแสดงในภาพที่ 3.5  

สาเหตุที่น าค่า %inhibition มาค านวณกับค่า loading ก่อน แล้วจึงน าค่า %inhibition/loading 

ที่ได้มาสร้างแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบ เนื่องจากปริมาณของสายเพปไทด์ในแต่ละความยาวที่ติดลงบนพ้ืนผิว

กระดาษนั้นจะมีค่าลดลงเรื่อย ๆ ซึ่งเกิดจากการท าปฏิกิริยาที่มีประสิทธิภาพต่างกัน ดังนั้นการหารด้วย 

ค่า loading จะเป็นการเปรียบเทียบแต่ละตัวอย่างได้เท่าเทียมมากข้ึน  
 

ตารางท่ี 3.3  แสดงผลที่ได้จากการทดสอบวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S.aureus กับพ้ืนผิวดัดแปร 
 

n sample 
 the number 

of amino 
acid 

avg of 
CFU 

avg of avg of 
CFU 

%inh. 
avg of 
%inh. 

loading 
%inh. 

/loading 

1 control  

0 

1600000 

1600000 0.00 0 0 0 2 control  1933333 

3 control  1266667 

1 H-W-NH2 

1 

396000 

504722 

75.25 

68.45 1.81 37.9 2 H-W-NH2 517333 67.67 

3 H-W-NH2 600833 62.45 

1 H-RW-NH2 

2 

294000 

449667 

81.63 

71.90 1.55 46.3 2 H-RW-NH2 400000 75.00 

3 H-RW-NH2 655000 59.06 

1 H-IRW-NH2 

3 

224167 

243222 

85.99 

84.80 1.44 58.9 2 H-IRW-NH2 247500 84.53 

3 H-IRW-NH2 258000 83.88 

1 H-WIRW-NH2 

4 

225000 

247333 

85.94 

84.54 1.52 55.5 2 H-WIRW-NH2 315000 80.31 

3 H-WIRW-NH2 202000 87.38 

1 H-KRWWKWIRW-NH2 

9 

65500 

89148 

93.84 

91.62 0.60 152.0 2 H-KRWWKWIRW-NH2 98444 90.74 

3 H-KRWWKWIRW-NH2 103500 90.27 
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ตารางท่ี 3.4  แสดงผลที่ได้จากการทดสอบวิเคราะห์ฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E.coli กับพ้ืนผิวดัดแปร 

n sample 
the number 

of amino 
acid 

avg of CFU 
avg of avg 

of CFU 
%inh. 

avg of 
%inh. 

loading 
%inh. 

/loading 

1 control  

0 

3325000 

3194667 0.00 0.00 0.0000 0.00 2 control  2440000 

3 control  3340000 

1 H-W-NH2 

1 

1700000 

1820000 

46.79 

43.03 1.81 23.8 2 H-W-NH2 920000 71.20 

3 H-W-NH2 2840000 11.10 

1 H-RW-NH2 

2 

1560000 

1146667 

51.17 

64.11 1.55 41.3 2 H-RW-NH2 1000000 68.70 

3 H-RW-NH2 880000 72.45 

1 H-IRW-NH2 

3 

920000 

906667 

71.20 

71.62 1.44 49.8 2 H-IRW-NH2 720000 77.46 

3 H-IRW-NH2 1080000 66.19 

1 H-WIRW-NH2 

4 

1800000 

1400000 

43.66 

56.18 1.52 36.9 2 H-WIRW-NH2 1200000 62.44 

3 H-WIRW-NH2 1200000 62.44 

1 H-KRWWKWIRW-NH2 

9 

667 

1576 

99.94 

99.86 0.60 165.6 2 H-KRWWKWIRW-NH2 0 100.00 

3 H-KRWWKWIRW-NH2 4060 99.64 

 

 

แผนภาพที่ 3.5 แสดง %inhibition ของ S.aureus และ E.coli 
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จากแผนภาพที่ 3.5 พบว่า พ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ต้านเชื้อแบคทีเรียติดอยู่ในความยาวของเพปไทด์

ที่ต่างกันนั้น จะมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรียแตกต่างกัน โดยที่ความยาวของเพปไทด์ตั้งแต่ 1 ถึง 3 หน่วย 

จะมีฤทธิ์ต้ านเชื้อแบคทีเรียเ พ่ิมขึ้น ตามความยาวของเพปไทด์ที่ เ พ่ิมขึ้นทั้ ง ในกรณีของ S.aureus   

ซึ่งเป็นตัวแทนของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก และ E.coli ซึ่งเป็นตัวแทนของแบคทีเรียชนิดแกรมลบ  

แต่พ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ความยาว 4 หน่วย จะมีฤทธิ์ลดลงกว่าเพปไทด์ความยาว 3 หน่วยเล็กน้อย 

ส าหรับ S.aureus และลดลงอย่างมากส าหรับ E.coli และพ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ความยาว 9 หน่วย 

จะมีฤทธิ์ยับยั้งมากที่สุดในแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด โดยกลไกการยับยั้งแบคทีเรียของพ้ืนผิวดัดแปรจะอาศัยการ

ท างานแบบ contact-active biocidal กล่าวคือ เป็นการฆ่าเซลล์แบคทีเรียที่เข้ามาใกล้พ้ืนผิวดัดแปร ซึ่งมี

กลไกการท างานหลัก ๆ คือการรบกวนเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียให้เกิดรูหรือช่องว่าง ท าให้สารภายในเซลล์

รั่วไหลสู่ภายนอกและเซลล์ตายในที่สุด กลไกดังกล่าวเริ่มจากการดึงดูดให้เซลล์แบคทีเรียที่มีประจุสุทธิเป็นลบ 

ด้วยผลของ teichoic acid ในแบคทีเรียชนิดแกรมบวก และ phospholipid ในแบคทีเรียชนิดแกรมลบ  

เข้าใกล้พ้ืนผิวดัดแปร โดยใช้ความเป็นประจุบวกจากหมู่โซ่ข้างของกรดอะมิโน ซึ่งในที่นี้ คือกรดอะมิโนอาร์จินีน 

และไลซีน ซึ่งมีหมู่โซ่ข้างที่เป็นประจุบวกเนื่องจาก pH ของสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียมีค่าต่ ากว่าค่า pKa 

ของหมู่โซ่ข้าง นั่นคือ guanidinium และ quaternary ammonium ตามล าดับ เมื่อเซลล์แบคทีเรียสัมผัสกับ

เพปไทด์ส่วนที่เป็นประจุบวกแล้วจะเป็นหน้าที่ของเพปไทด์ส่วน hydrophobic ซึ่งจะท าหน้าที่สอดแทรกผ่าน

ชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียซึ่งในที่นี้ คือกรดอะมิโนทริปโตฟาน และ ไอโซลิวซีน ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดรูซึ่ง

ท าให้สารภายในเซลล์รั่วไหลสู่สิ่งแวดล้อมภายนอก และท าให้เซลล์ตายในที่สุด จากผลการทดลองพบว่า  

ที่ความยาวเพปไทด์ 1-4 หน่วยนั้น มีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียต่ ากว่าเพปไทด์ความยาว 9 หน่วยอยู่มาก อาจ

เป็นเพราะเพปไทด์เหล่านั้นมีความยาวน้อยเกินไป ท าให้เกิดการแทรกตัวของของส่วนที่ไม่ชอบน้ าได้ไม่ดี ตรง

ข้ามกับเพปไทด์ที่มีความยาว 9 หน่วยซึ่งยาวเพียงพอที่จะเกิดอันตรกิริยากันภายในสายเพปไทด์ได้เป็น

โครงสร้างทุติยภูมิ และมีลักษณะของสายเพปไทด์ที่เหมาะสมที่จะท างานเป็นส่วนที่มีประจุบวก และส่วน 

hydrophobic  จึงท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ได้ดีกว่า ฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียจึงมากกว่า 

 การทดลองนี้จะสมบูรณ์ยิ่งขึ้น ถ้าสามารถเปรียบเทียบผลการทดลองของพ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์

ความยาว 5-8 หน่วยมาประกอบกัน แต่เนื่องจากการเพาะเชื้อแบคทีเรียใช้เวลานาน จึงไม่สามารถทดสอบฤทธิ์

ของพ้ืนผิวดังกล่าวได้ในระยะเวลาการท าวิจัย 
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3.3 การสังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ 4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-

oxadiazole หรือ NBD-diamine 

4-(1, 3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole  หรื อ  NBD-diamine เ ป็ น สี ย้ อ ม 

ในกลุ่ม oxadiazole ซึ่งเป็นสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่มีขนาดเล็ก และมีขั้นตอนการสังเคราะห์ไม่ยุ่งยาก  

โดยปฏิกิริยาการสังเคราะห์ NBD-diamine  เป็นดังแสดงในแผนภาพที่ 3.6 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 3.6 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสังเคราะห์ NBD-diamine 

 

3.3.1 การเติมหมู่ปกป้อง Boc ให้กับ 1,3-diaminopropane 

เนื่องจาก 1,3-diaminopropane เป็นสารที่มีปลายเป็นหมู่ amino ทั้งสองข้าง จึงอาจท าให้เกิด

ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงได้ นั่นคือ NBD-Cl อาจจะติดที่ปลายทั้งสองข้างของ 1,3-Diaminopropane ได้  

ด้วยเหตุผลข้างต้นจึงต้องเติมหมู่ปกป้อง Boc เพ่ือยับยั้งผลิตภัณฑ์ข้างเคียงดังกล่าว  โดยมีกลไกการ

เกิดปฏิกิริยาดังแสดงในแผนภาพที่ 3.7 จะได้ผลิตภัณฑ์ 2 (0.3970 g, 2.3 mmol, 49% yield จาก 1) 
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แผนภาพที่ 3.7 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาเติมหมู่ปกป้อง Boc 
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การพิสู จน์ โครงสร้ า ง  N-Boc-1,3-diaminopropane โดย เทคนิค  1H NMR พบพีคที่ มี ค่ า  

chemical shift, multiplicity และ integration  ที่สอดคล้องกับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น ดังรูปที่ 3.8

โดยมีค่า chemical shift δ: 3.19 (t, 2H), 2.74 (t, 2H), 1.59 (m, 2H), 1.42 (s, 9H) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.8 แสดง 1H-NMR spectrum ของ N-Boc-1,3-Diaminopropane 
 

3.3.2 การสังเคราะห์ NBD-(Boc)diamine 

การสังเคราะห์ 4-(N-Boc-1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole หรือ  

NBD-(Boc)diamine เกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่าง NBD-Cl กับ N-Boc-1,3-Diaminopropane, 

1 โดยอาศัยปฏิกิริยา nucleophilic aromatic substitution ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.9 และเมื่อ

น ามาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟี จะได้ของแข็งสีน้ าตาลเข้ม (0.0947 g, 0.28 mmol, 

18% yield จาก 2) 
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แผนภาพที่ 3.9 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยา nucleophilic aromatic substitution 
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การพิสูจน์โครงสร้าง 4-(N-Boc-1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole 

(NBD-diamine)  ท าได้ โดยเทคนิค 1H NMR พบพีคที่มีค่ า  chemical shift, multiplicity และ 

integration ที่สอดคล้องกับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น ดัง รูปที่ 3.10 โดยมีค่า chemical shift  

δ: 8.49 (d, 1H), 6.38 (d, 1H), 3.45 (d, 2H). 3.0 (d, 1H), 1.77 (m, 2H), 1.34 (s, 9H) 

 
 

  

  

 

 

 

  

รูปที่ 3.10 แสดง 1H-NMR spectrum ของ  

4-(N-Boc-1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole 

 

3.3.3 การปลดหมู่ปกป้อง Boc ออก 

การปลดหมู่ปกป้อง Boc ออกนั้น สามารถท าได้โดยน า NBD-(Boc)diamine, 2 ท าปฏิกิริยากับ 

TFA จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีน้ าตาลเข้ม (0.0614 g, 0.26 mmol, 93% yield จาก 3) โดยกลไกการ

เกิดปฏิกิริยาเป็นตามดังแผนภาพที่ 3.11  

การพิสูจน์โครงสร้าง NBD-diamine ท าได้โดยเทคนิค 1H NMR พบพีคที่มีค่า chemical shift, 

multiplicity และ integration  ที่สอดคล้องกับโครงสร้างที่คาดว่าจะเป็น ดังรูปที่  3.12 โดยมีค่า 

chemical shift δ: 9.50 (t, 1H), 8.52 (d, 1H), 7.77 (t,2H), 6.41 (d, 1H), 3.53 (d, 2H), 2.91 (d, 2H), 

1.92 (m, 2H) 
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แผนภาพที่ 3.11 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาปลดหมู่ Boc  

 

 

  

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3.12 แสดง 1H-NMR spectrum ของ  

4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole 
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3.4 การศึกษาการย้อมสีฟลูออเรสเซนส์ NBD-diamine 

 การทดลองนี้เป็นการตรึงสีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่ได้จากการทดลองในขั้นตอน 3.3 ลงบนพ้ืนผิวดัดแปร

ที่มีหมู่ฟังก์ชั่นชนิดต่าง ๆ ได้แก่ พ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ divinyl sulfone พ้ืนผิวเซลลูโลส 

ที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ sodium periodate พ้ืนผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยา tosylation และพ้ืนผิว

เซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ TEMPO ซ่ึงพ้ืนผิวแต่ละชนิดจะเกิดปฏิกิริยากับพ้ืนผิวเซลลูโลสดังนี้ 

3.4.1 พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ Divinyl Sulfone 

  divinyl sulfone จะติดกับพ้ืนผิวเซลลูโลสโดยพันธะคู่ด้านหนึ่งจะเกิดปฏิกิริยา nucleophilic 

addition กั บ ห มู่  hydroxyl ข อ ง  primary alcohol จ า ก นั้ น เ มื่ อ ย้ อ ม สี 

กับ NBD-diamine พันธะคู่อีกด้านหนึ่งของ vinyl sulfone จะเกิดปฏิกิริยา nucleophilic addition  

กับหมู่  amino ที่อยู่ปลายสายของ NBD-diamine จะได้สีย้อมฟลูออเรสเซนส์ที่ติดด้วยพันธะ 

โคเวเลนต์อยู่บนหมู่ sulfonyl ที่ตรึงอยู่บนกระดาษ ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.13 

 

 

 

 

 

 

 

   

แผนภาพที่ 3.13 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างพ้ืนผิวเซลลูโลส กับ divinyl sulfone  

และการย้อมสี NBD-diamine 
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3.4.2 พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ sodium periodate 

  sodium periodate จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับหมู่ diol ของเซลลูโลส และเกิดการตัด

พันธะคาร์บอน-คาร์บอน ได้ผลิตภัณฑ์เป็นหมู่ aldehyde 2 หมู่ โดยมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาผ่าน

สารมัธยันตร์ที่ เป็นวงห้ า เหลี่ ยมดั งแผนภาพที่  3.14 จากนั้ น เมื่ อย้ อมสีกับ  NBD-diamine  

จะ เกิ ดปฏิ กิ ริ ย า  nucleophilic addition-elimination โ ดยหมู่  amino ที่ อยู่ ป ลายสายของ  

NBD-diamine จะเข้าชนกับหมู่ carbonyl จากนั้นเกิดการก าจัดไฮโดรเจน และการสร้างพันธะคู่

ระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน พร้อมกับก าจัดหมู่ hydroxyl ในรูปของน้ า ต่อมาเกิดการก าจัด

ไฮโดรเจนที่ต าแหน่งไนโตรเจน ได้ผลิตภัณฑ์ที่ เป็น imine สุดท้ายจะถูกรีดิวซ์ด้วย NaCNBH3  

ได้เป็น secondary amine ดังแผนภาพที่ 3.15 

 

 

 

แผนภาพที่ 3.14 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างพ้ืนผิวเซลลูโลส กับ sodium periodate 
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แผนภาพที่ 3.15 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาย้อมสี NBD-diamine 
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3.4.3 พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยา tosylation 

ปฏิกิ ริยา tosylation เป็นปฏิกิริ ยาการเปลี่ยนหมู่  hydroxyl ของ primary alcohol  

เป็นหมู่  tosyl ซึ่งเป็นหมู่หลุดออกที่ดี หมู่ amino ที่ปลายสายของ NBD-diamine จึงสามารถ 

มาแทนที่ได้เป็นสีย้อมที่ติดอยู่บนกระดาษด้วยพันธะโคเวเลนต์ ดังแสดงในแผนภาพที่ 3.16  

 

   

 

 

 

 

 

 

แผนภาพที่ 3.16 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยา Tosylation บนพื้นผิวเซลลูโลส 

 3.4.4 พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ TEMPO 

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนหมู่ฟังก์ชันบนกระดาษด้วย TEMPO จะเป็นการเปลี่ยนหมู่ hydroxyl 
ของ primary alcohol เป็นหมู่ carboxylic โดย TEMPO จะถูก activate ด้วย NaBr และ NaClO 
จากนั้นจึงท าปฏิกิริยากับพ้ืนผิวเซลลูโลส  ได้เป็น carboxylic ต่อมาจะถูก activate ด้วย EDC  
และ  NHS ตามล าดับ  แล้วจึ งท าปฏิกิริ ยากับสีย้อม  NBD-diamine โดยเกิดปฏิกิ ริยาแทนที่   
โดย  NHS เป็นหมู่หลุดออกที่ดี  ได้ เป็นสีย้อมที่ ติดกระดาษด้วยพันธะโค เว เลนต์  ดั งแสดง 
ในแผนภาพที่ 3.17 
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แผนภาพที่ 3.17 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาระหว่างพ้ืนผิวเซลลูโลส กับ TEMPO 

การทดสอบการย้อมสีฟลูออเรสเซนส์ความเข้มข้น 0.01 mM - 1 mM บนกระดาษที่ผ่านการดัดแปร
ด้วยหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ แล้วน าไปส่องด้วยแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm และ 365 nm จากนั้นบันทึกภาพ  
และวิเคราะห์ความเข้มของสีด้วยโปรแกรม ImageJ ได้ข้อมูลดังตาราง (ภาคผนวก) เมื่อน าข้อมูลดังกล่าว 
มาสร้างแผนภูมิแท่งเปรียบเทียบ ดังแสดงในแผนภูมิที่ 3.19 และ 3.20 ซึ่งใช้แสงยูวีที่ความยาวคลื่น 254 nm  
และ 365 nm ตามล าดับ พบว่ากระดาษที่ติดสีย้อมได้ดีที่สุด คือกระดาษที่ท าปฏิกิริยากับ divinyl sulfone 
รองลงมาคือ กระดาษที่ท าปฏิกิริยากับ periodate และ กระดาษที่ท าปฏิกิริยากับ TEMPO ตามล าดับ  
โดยความเข้มของสีจะแปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่ใช้  ส่วนกระดาษที่ท าปฏิกิริยา 
tosylation นั้นมีความแตกต่างของสีไม่ชัดเจนในแต่ละความเข้มข้นที่ใช้  อาจะเป็นเพราะการท าปฏิกิริยา 
tosylation ไม่สมบูรณ์บนพ้ืนผิวกระดาษ เนื่องจากปกติปฏิกิริยา tosylation บนพ้ืนผิวกระดาษต้องท า 
ในสภาวะเบสโดยใช้เวลานาน การใช้การหยดสารลงบนกระดาษจะท าให้สารละลายแห้งอย่างรวดเร็ว  
ปฏิกิริยาจึงเกิดข้ึนได้น้อย สีย้อมจึงติดได้น้อยหรือไม่ติดเลย ดังรูปที่ 3.18 
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พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ Divinyl Sulfone 

  
พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ sodium periodate 

  
พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยา tosylation 

  
พื้นผิวเซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ TEMPO 

  
254 nm 365 nm 

รูปที่ 3.18 แสดงภาพพ้ืนผิวดัดแปรหลังจากย้อมด้วยสีย้อมฟลูออเรสเซนส์  

ที่ความยาวคลื่น 254 nm และ 365 nm 
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แผนภูมิที่ 3.19 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสีย้อมค่าจากโปรแกรม ImageJ  

โดยแยกแต่ละวิธี (254 nm) 

 

 

แผนภูมิที่ 3.20 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสีย้อมกับค่าจากโปรแกรม ImageJ  

โดยแยกแต่ละวิธี (365 nm) 
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บทท่ี 4 

สรุปผลการทดลอง 

 ในงานวิจัยนี้สามารถสังเคราะห์พ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ต้านจุลชีพล าดับ H-KRWWKWIRW-NH2 ที่

มีความยาว 1-9 หน่วย และทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเพปไทด์ที่ตรึงบนพื้นผิวเซลลูโลส ที่มีความยาว

ของล าดับกรดอะมิโน 1-4 และ 9 หน่วย กับแบคทีเรีย S.aureus ซึ่งเป็นตัวแทนของแบคทีเรียชนิดแกรมบวก 

และ E.coli ซึ่งเป็นตัวแทนของแบคทีเรียชนิดแกรมลบ พบว่าพ้ืนผิวดัดแปรที่มีเพปไทด์ความยาวของกรดอะมิ

โนแตกต่างกัน มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่แตกต่างกัน โดยความยาวเพปไทด์ที่มากขึ้น มี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเพ่ิมขึ้น และพ้ืนผิวดัดแปรดังกล่าวมีฤทธิ์การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทั้ง

ชนิดแกรมบวกและแกรมลบใกล้เคียงกัน นั่นคือมีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียได้กว้าง (broad spectrum) จาก

ผลการทดลองดังกล่าว พ้ืนผิวเซลลูโลสที่ดัดด้วยแปรเพปไทด์ต้านจุลชีพ สามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นวัสดุต้าน

เชื้อแบคทีเรียได้  

นอกจากนี้ ในงานวิจัยนี้ยังสามารถสังเคราะห์สีย้อมฟลูออเรสเซนส์  4-(1,3-Diaminopropyl)-7-

nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole ไ ด้ จ า ก  4-Chloro-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole แ ล ะ  1,3-

Diaminopropane (6% yield) และสามารถน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้ถึงประสิทธิภาพการตรึงนิวคลีโอไฟล์ลงบน

กระดาษได้ โดยความเข้มของแสงที่ติดบนกระดาษจะแปรผันกับความเข้มข้นของสีย้อมที่ถูกตรึงได้หลัง 

การชะล้าง 
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รูปที่ ผ-1 MALDI-TOF MS spectrum ของเพปไทด์ 9 หน่วยท่ีสังเคราะห์                  



 

 

 

รูปที่ ผ-2 1H-NMR spectrum ของ N-Boc-1,3-Diaminopropane 
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รูปที่ ผ-3 1H-NMR spectrum ของ 4-(N-Boc-1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole 
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รูปที่ ผ-4 1H-NMR spectrum ของ 4-(1,3-diaminopropyl)-7-nitrobenz-[2,1,3-d]-oxadiazole 
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ตารางท่ี ผ-1 แสดงข้อมูลผลการทดสอบยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย S.aureus ด้วยพื้นผิวดัดแปร 

name 
Viable colony 

CFU/mL 
SD Average of CFU 

Average of Average of 
CFU 

percentage of 
Inhibition 

Average of 
Inhibition 

SD of 
%Inhibition 

n SQRT of n 
SE of 

%Inhibition 

control  1600000 163299.32 1600000.00 

1600000       

control  1100000 382970.84 1100000.00 

control  
2200000 632455.53 

2100000.00 
2000000 0.00 

control  
1866667 416333.20 

1933333.33 
2000000 0.00 

control  1266667 230940.11 1266666.67 

1mer 
392000 92303.85 

396000.00 

504722 

75.25 

68.45 6.44 3 1.732 3.72 

400000 0.00  

1mer 
568000 64187.23 

517333.33 67.67 
466667 115470.05 

1mer 
535000 82259.75 

600833.33 62.45 
666667 305505.05 

2mer 
288000 33466.40 

294000.00 

449666.67 

81.63 

71.90 11.60 3 1.732 6.70 

300000 115470.05 

2mer 
400000 52915.03 

400000.00 75.00 
400000 0.00 

2mer 655000 107548.44 655000.00 59.06 

3mer 
315000 52599.11 

224166.67 

243222.22 

85.99 

84.80 1.08 3 1.732 0.62 

133333 115470.06 

3mer 
245000 25166.11 

247500.00 84.53 
250000 100000 

3mer 
316000 62289.65 

258000.00 83.88 
200000 0.00 



 

 

name 
Viable colony 

CFU/mL 
SD Average of CFU 

Average of Average of 
CFU 

percentage of 
Inhibition 

Average of 
Inhibition 

SD of 
%Inhibition 

n SQRT of n 
SE of 

%Inhibition 

4mer 225000 34156.50 225000.00 

247333.33 

85.94 

84.54 3.73 3 1.732 2.15 
4mer 

380000 67330.03 
315000.00 80.31 

250000 191485.42 

4mer 
204000 71274.12 

202000.00 87.38 
200000 0.00 

กระดาษ 

1085000 52599.11 

1428333.33 

1063333.33       

1200000 200000.00 

2000000 0.00 

กระดาษ 
530000 20000.00 698333.33 

866667 305505.05  

9mer 

76500 5744.56 

65500.00 

89148.15 

93.84 

91.62 1.9 3 1.732 1.12 

80000 0.00 

40000 89442.72 

9mer 

42000 3162.28 

98444.44 90.74 53333 11547.01 

200000 0.00 

9mer 
97000 6000.00 

103500.00 90.27 
110000 34641.02 

 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางท่ี ผ-2 แสดงข้อมูลผลการทดสอบยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย E.coli ด้วยพื้นผิวดัดแปร  

name 
Viable colony 

CFU/mL 
SD Average of CFU 

Average of 
Average of CFU 

percentage of 
Inhibition 

Average of 
Inhibition 

SD of 
%Inhibition 

n 
SQRT of 

n 
SE of 

%Inhibition 

control 
2650000.00 412310.56 

3325000.00 

3194666.67          

  

4000000.00 0.00 

control  
2480000.00 460434.58 

2440000.00 
2400000.00 894427.19 

control  
1920000.00 228035.09 

2210000.00 
2500000.00 1000000.00 

control  
2680000.00 389871.77 

3340000.00 
4000000.00 0.00 

control  
2650000.00 550757.05 

4658333.33 
6666666.67 1154700.54 

1mer  
1000000.00 400000.00 

1700000.00 

1820000.00 

46.79 

43.03 30.23 3 1.732 17.45 

2400000.00 2190890.23 

1mer  920000.00 334664.01 920000.00 71.20 

1mer  
1680000.00 228035.09 

2840000.00 11.10 
4000000.00 0.00 

2mer  
1120000.00 109544.51 

1560000.00 

1146666.67 

51.17 

64.11 11.36 3 1.732 6.56 

2000000.00 0.00 

2mer  1000000.00 282842.71 1000000.00 68.70 

2mer  
880000.00 363318.04 

880000.00 72.45 
    

           

           
           



 

 

           

name 
Viable colony 

CFU/mL 
SD Average of CFU 

Average of 
Average of CFU 

percentage of 
Inhibition 

Average of 
Inhibition 

SD of 
%Inhibition 

n 
SQRT of 

n 
SE of 

%Inhibition 

3mer  
840000.00 167332.01 

920000.00 

906666.67 

71.20 

71.62 5.65 3 1.732 3.26 
1000000.00 1154700.54 

3mer  720000.00 303315.02 720000.00 77.46 

3mer  1080000.00 389871.77 1080000.00 66.19 

4mer  
1600000.00 346410.16 

1800000.00 

1400000.00 

43.66 

56.18 10.84 3 1.732 6.26 

2000000.00 0.00 

4mer  1200000.00 616441.40 1200000.00 62.44 

4mer  
400000.00 200000.00 

1200000.00 62.44 
2000000.00 0.00 

control 
860000.00 36514.84 

763333.33 

1136555.56            

666666.67 115470.05 

control 

996000.00 58991.52 

1509777.78 1533333.33 115470.05 

2000000.00 0.00 

9mer 666.67 115.47 666.67 

1575.56 

99.94 

99.86 0.19 3 1.732 0.11 
9mer 0.00 0.00 0.00 100.00 

9mer 
3120.00 389.87 

4060.00 99.64 
5000.00 1154.70 

 
 



 

 

ตารางท่ี ผ-3 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า

ปฏิกิริยากับ DVS ที่ความยาวคลื่น 254 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี ผ-4 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า  

 ปฏิกิริยากับ DVS ที่ความยาวคลื่น 365 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 
1 41564 100.067 

100.66 9.87 2 41564 98.516 

3 41564 103.396 

5.00 x 10-5 

1 41564 105.726 

107.96 8.19 2 41564 108.525 
3 41564 109.618 

1.00 x 10-4 
1 41564 114.709 

115.90 10.54 2 41564 115.593 
3 41564 117.400 

5.00 x 10-4 
1 41564 130.153 

128.85 7.09 2 41564 128.422 
3 41564 127.985 

1.00 x 10-3 

1 41564 144.215 

140.60 10.69 2 41564 140.652 
3 41564 136.921 

ctrl 
1 41564 106.045 

105.15 6.00 2 41564 106.881 
3 41564 102.511 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 

1 28372 145.399 

139.70 28.58 2 28372 133.391 
3 28372 140.315 

5.00 x 10-5 
1 28372 154.411 

150.67 25.72 2 28372 147.723 

3 28372 149.870 

1.00 x 10-4 

1 28372 166.726 

162.57 15.39 2 28372 159.328 
3 28372 161.643 

5.00 x 10-4 
1 28372 194.398 

189.14 6.66 2 28372 186.330 
3 28372 186.703 

1.00 x 10-3 
1 28372 210.065 

205.26 5.51 2 28372 204.459 

3 28372 201.258 

ctrl 

1 28372 158.432 

152.76 6.81 2 28372 152.625 
3 28372 147.237 



 

 

ตารางท่ี ผ-5 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า 

   ปฏิกิริยากับ NaIO4 ที่ความยาวคลื่น 254 nm 

 

 

 

  ตารางที่ ผ-6 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า  

    ปฏิกิริยากับ NaIO4 ที่ความยาวคลื่น 365 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 

1 41564 94.734 

89.49 19.86 2 41564 86.856 
3 41564 86.894 

5.00 x 10-5 
1 41564 95.208 

95.62 54.22 2 41564 98.544 

3 41564 93.115 

1.00 x 10-4 

1 41564 103.615 

102.33 29.14 2 41564 101.574 
3 41564 101.809 

5.00 x 10-4 
1 41564 124.488 

123.51 28.93 2 41564 124.850 
3 41564 121.189 

1.00 x 10-3 
1 41564 140.192 

138.46 23.71 2 41564 138.533 

3 41564 136.652 

ctrl 
1 41564 105.584 

101.49 2.65 2 41564 101.229 
3 41564 97.669 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 
1 45244 116.513 

111.01 17.50 2 45244 106.572 
3 45244 109.952 

5.00 x 10-5 
1 45244 120.127 

120.90 54.74 2 45244 123.384 
3 45244 119.196 

1.00 x 10-4 
1 45244 134.103 

133.95 17.69 2 45244 131.898 

3 45244 135.852 

5.00 x 10-4 
1 45244 172.447 

172.95 14.57 2 45244 173.596 

3 45244 172.811 

1.00 x 10-3 
1 45244 193.681 

194.24 10.00 2 45244 193.562 
3 45244 195.472 

ctrl 
1 45244 129.666 

126.05 2.52 2 45244 124.964 
3 45244 123.510 



 

 

ตารางที่ ผ-7 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า 

         ปฏิกิริยา Tosylation ที่ความยาวคลื่น 254 nm 

 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 
1 45244 112.561 

110.67 5.03 2 45244 109.072 
3 45244 110.364 

5.00 x 10-5 
1 45244 117.491 

113.78 7.57 2 45244 111.756 
3 45244 112.088 

1.00 x 10-4 
1 45244 121.785 

115.82 9.61 2 45244 116.981 

3 45244 108.685 

5.00 x 10-4 
1 45244 120.708 

115.92 25.79 2 45244 116.238 

3 45244 110.817 

1.00 x 10-3 

1 45244 117.088 

113.41 6.11 2 45244 112.392 
3 45244 110.740 

ctrl 
1 45244 105.359 

103.38 23.69 2 45244 104.842 

3 45244 99.928 

ตารางที่ ผ-8 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า 

         ปฏิกิริยา Tosylation ที่ความยาวคลื่น 365 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 

1 41564 137.061 

136.37 7.51 2 41564 133.446 
3 41564 138.611 

5.00 x 10-5 

1 41564 145.498 

141.58 35.79 2 41564 138.383 
3 41564 140.856 

1.00 x 10-4 
1 41564 151.822 

144.76 5.03 2 41564 146.013 
3 41564 136.450 

5.00 x 10-4 

1 41564 152.553 

147.67 3.06 2 41564 147.946 
3 41564 142.503 

1.00 x 10-3 
1 41564 149.843 

146.27 2.89 2 41564 144.190 
3 41564 144.777 

ctrl 
1 41564 138.067 

136.43 6.66 2 41564 137.301 

3 41564 133.921 



 

 

ตารางที่ ผ-9 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า 

     ปฏิกิริยากับ TEMPO ที่ความยาวคลื่น 254 nm 

 

dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 
1 41564 80.263 

75.77 15.87 2 41564 77.190 
3 41564 69.871 

5.00 x 10-5 
1 41564 90.730 

85.21 15.37 2 41564 84.523 
3 41564 80.385 

1.00 x 10-4 
1 41564 94.797 

89.68 10.02 2 41564 90.393 

3 41564 83.840 

5.00 x 10-4 
1 41564 105.769 

96.47 31.72 2 41564 97.153 

3 41564 86.499 

1.00 x 10-3 

1 41564 112.421 

101.17 22.28 2 41564 101.388 
3 41564 89.686 

ctrl 
1 41564 108.476 

97.97 11.02 2 41564 98.049 

3 41564 87.371 

ตารางที่ ผ-10 แสดงข้อมูลจากโปรแกรม ImageJ ของพ้ืนผิวดัดแปรที่ท า 

       ปฏิกิริยากับ TEMPO ที่ความยาวคลื่น 365 nm 

 

 

 
dye Conc.  area mean of Gray scale average sd 

1.00 x 10-5 

1 41564 125.832 

118.02 17.00 2 41564 120.044 
3 41564 108.172 

5.00 x 10-5 

1 41564 138.109 

128.44 8.66 2 41564 127.409 
3 41564 119.809 

1.00 x 10-4 
1 41564 143.186 

133.59 44.56 2 41564 133.656 
3 41564 123.935 

5.00 x 10-4 

1 41564 163.519 

148.30 17.04 2 41564 149.502 
3 41564 131.870 

1.00 x 10-3 
1 41564 176.784 

159.33 16.09 2 41564 161.277 
3 41564 139.920 

ctrl 
1 41564 149.938 

133.45 15.89 2 41564 133.553 

3 41564 116.844 



 

 

ประวัติผู้วิจัย 
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มัธยมศึกษาตอนปลาย สายสามัญแผนการเรียนวิทยาศาสตร์ -คณิตศาสตร์ จากโรงเรียนนาคประสิทธิ์ 

จังหวัดนครปฐม เมื่อปีการศึกษา 2553 เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต (โปรแกรมเอกเดี่ยว) 
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